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57© Resumen:
Peroxidasas mejoradas.
La presente invención se refiere a peroxidasas fúngicas
mejoradas en su capacidad para oxidar compuestos fenó-
licos. Dicha mejora se obtiene mediante un procedimien-
to basado en la identificación de aminoácidos específicos
del canal principal de acceso al hemo y su modificación
mediante técnicas de mutagénesis. La modificación de
dichos aminoácidos en la peroxidasa versátil del hongo
Pleurotus eryngii, consistente en la sustitución por resi-
duos sin cadena lateral y/o con menor carga electrostáti-
ca positiva, aumentó la eficiencia catalítica de dicha pe-
roxidasa hasta nueve veces. Las peroxidasas mejoradas
según la invención son de interés como biocatalizadores
para aquellas aplicaciones industriales o medioambienta-
les que requieran la modificación oxidativa de compues-
tos fenólicos en los sectores de la alimentación, detergen-
tes, textil y químico, y en particular los relacionados con
el aprovechamiento de los materiales lignocelulósicos.
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ES 2 342 701 B1

DESCRIPCIÓN

Peroxidasas mejoradas.

Sector de la técnica

El campo de la invención es el de las peroxidasas mejoradas en su actividad catalítica. El sector de la técnica es
por tanto el de las enzimas así como los procesos para obtener y mejorar las mismas, y más específicamente el de
las oxidorreductasas que utilizan el peróxido de hidrógeno (H2O2) u otros hidroperóxidos como aceptares finales de
electrones (peroxidasas). La mejora se logra preferentemente a través de procesos de mutagénesis dirigida, mutagéne-
sis saturante o evolución dirigida, por lo que la invención se encuadra también en el campo de la tecnología del ADN
recombinante. El área de aplicación de la invención es la de la biotecnología y, más específicamente, el uso de enzimas
como catalizadores en procesos industriales relacionados con la transformación de la biomasa lignocelulósica, la ob-
tención de biocombustibles, el sector alimenticio, el desarrollo de detergentes, la producción textil y el sector químico,
así como en el procesamiento de los efluentes originados en dichos procesos.

Estado de la técnica

Las peroxidasas (EC 1.11.1) tienen una amplia utilización industrial en formulación de detergentes, procesamiento
de alimentos y bebidas, kits analíticos, biosensores, etc, así como un amplio futuro para el desarrollo de diferentes
biocatalizadores industriales y medioambientales. Estas enzimas son oxidorreductasas que utilizan H2O2 u otros hi-
droperóxidos como oxidantes divalentes de la enzima, siendo la enzima activada capaz de catalizar sucesivamente dos
oxidaciones monovalentes de diferentes compuestos aromáticos, colorantes, iones metálicos y otros sustratos. Dicha
catálisis se lleva a cabo a través del grupo hemo, una protoporfirina IX con un átomo de hierro que actúa como cofac-
tor de la mayoría de las peroxidasas y que está situado en una cavidad central conectada a la superficie de la enzima
por uno o varios canales que permiten el acceso de los sustratos a este centro catalítico (Dunford. Heme peroxidases.
Wiley-VCH, New York, 1999).

Las peroxidasas se han dividido en dos superfamilias: i) las peroxidasas animales; y ii) las peroxidasas bacterianas
(Clase I, intracelulares), fúngicas (Clase II, extracelulares) y de plantas (Clase III, extracelulares) (Welinder. Superfa-
mily of plant, fungal and bacterial peroxidases. Curr. Opin. Struct. Biol. 2: 388-393. 1992), Las peroxidasas de plantas
han sido las más estudiadas, especialmente la del rábano picante (Armoracia rusticana) conocida por sus siglas en
inglés (HRP) pero son las fúngicas las que presentan mayor potencial biotecnológico. Dicho potencial se debe a que
esta clase incluye las peroxidasas de los basidiomicetos ligninolíticos, caracterizadas por su elevado potencial redox.
Esta característica les permite oxidar el polímero de lignina, y otros sustratos aromáticos y colorantes recalcitrantes
que no pueden ser oxidados por otras peroxidasas o por las lacasas (enzimas de tipo fenoloxidasa producidas por
hongos y otros organismos) (Martínez, A.T., et al. Biodegradation of lignocellulosics: Microbiological, chemical and
enzymatic aspects of fungal attack to lignin. Intern. Microbiol. 8: 195-204. 2005).

Las peroxidasas fúngicas de alto potencial redox incluyen tres familias: lignina peroxidasas (LiP), manganeso
peroxidasas (MnP) y peroxidasas versátiles (VP, de sus siglas en inglés). Las LiP (EC 1.11.1.13) se caracterizan por su
capacidad para oxidar dímeros de lignina de tipo no fenólico y otros compuestos aromáticos de alto potencial redox,
siendo el alcohol veratrílico el sustrato habitualmente utilizado para medir su actividad. Las MnP (EC 1.11.1.14)
oxidan específicamente el Mn2+ a Mn3+ y éste, al quelarse con ácidos orgánicos sintetizados por los hongos, actúa
como un oxidante difusible durante la degradación de la lignina en la pared vegetal, aunque no es capaz de oxidar
directamente sus unidades no fenólicas. Las VP (EC 1.11.1.16) descritas recientemente en especies de Pleurotus y
Bjerkandera (Martínez, A.T. Molecular biology and structure-function of lignin-degrading heme peroxidases. Enzyme
Microb. Technol. 30: 425-444. 2002) combinan las propiedades catalíticas de la LiP y la MnP y de ciertas peroxidasas
de plantas, lo que le confiere una gran versatilidad y potencial biotecnológico (Martínez, A.T. High redox potential
peroxidases, En Polaina y MacCabe (Eds.) Industrial Enzymes: Structure, Function and Applications. Springer, Berlin,
pags. 475-486, 2007).

Las peroxidasas de alto potencial redox y otras peroxidasas de basidiomicetos (que forman parte de la Clase
II) presentan estructuras moleculares altamente conservadas (resueltas por difracción de rayos X) aun presentando
identidades en sus secuencias aminoacídicas de sólo 40-50% en diferentes casos (e identidades en sus secuencias
nucleotídicas lógicamente aun inferiores). Dichas semejanzas estructurales afectan tanto a la topología general de la
macromolécula como al centro activo y a diferentes regiones de la enzima (incluyendo el canal principal de acceso al
hemo al que se hace referencia en la presente invención) y, aunque en grados inferiores, se extienden también a las
peroxidasas de plantas (Clase III) como la HRP, e incluso a las peroxidasas de origen procariota (Clase I) como la
citrocromo c peroxidasa.

La VP mejor caracterizada es la de Pleurotus eryngii (conocido como “seta de cardo”), un hongo modelo para los
estudios de degradación selectiva de la lignina. Su caracterización ha comprendido análisis espectroscópicos y crista-
lográficos y la aplicación de mutagénesis dirigida, lo que ha convertido a la VP en un modelo tanto para el estudio de
mecanismos generales de la catálisis por peroxidasas como para el establecimiento de las bases estructurales de sus
propiedades catalíticas únicas (Ruiz-Dueñas, F. J. et al. Structure-function studies of Pleurotus versatile peroxidase,
A model ligninolytic enzyme. Proc. OxiZymes in Oeiras, 7-9 September, Oeiras, Portugal. 2006). Estos estudios han
permitido demostrar por primera vez la existencia de un radical de proteína en una peroxidasa fúngica (Pogni, R.
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et al. A tryptophan neutral radical in the oxidized state of versatile peroxidase from Pleurotus eryngii: a combined
multi-frequency EPR and DFT study. J. Biol. Chem. 281: 9517-9526. 2006) y establecer las bases estructurales de su
actividad sobre sustratos de alto potencial redox y de la oxidación del Mn2+ a Mn3+ (Pérez-Boada, M. et al. Versa-
tile peroxidase oxidation of high redox potential aromatic compounds: Site-directed mutagenesis, spectroscopic and
crystallographic investigations of three long-range electrón transfer pathways. J. Mol. Biol. 354: 385-402. 2005; Ruiz-
Dueñas, F.J. et al. Manganese oxidation site in Pleurotus eryngii versatile peroxidase: A site-directed mutagenesis,
kinetic and crystallographic study. Biochemistry 46: 66-77. 2007).

Las reacciones sobre los sustratos aromáticos de alto potencial redox y sobre el Mn2+ tienen lugar en dos sitios
catalíticos distintos de la VP. Los estudios recientes de los autores de la presente invención indican la existencia de un
tercer sitio catalítico implicado en la oxidación de fenoles, situado en el canal principal de acceso al grupo hemo. La
presente invención consiste tanto en un procedimiento para aumentar la eficiencia catalítica de peroxidasas de clase II
oxidando fenoles, basado en la mutación de los aminoácidos que forman el canal principal de acceso de los sustratos
hasta el grupo hemo, como en las variantes de VP con mayor eficiencia catalítica sobre diversos sustratos fenólicos
obtenidas por aplicación de dicho procedimiento y las secuencias de ADN que codifican estas proteínas.

Descripción detallada de la invención

La presente invención se basa en la identificación por los inventores de varios sitios catalíticos diferentes en la
VP de P. eryngii, incluyendo un sitio para la oxidación del Mn2+ junto al propionato interno del hemo, otro para la
oxidación de sustratos de alto potencial redox en un triptófano superficial y un tercero para la oxidación de sustratos
fenólicos. Este tercer sitio catalítico está situado en el canal principal de acceso al grupo hemo de dicha enzima y
los inventores han demostrado que ciertas mutaciones en dicho canal, que amplían su apertura y reducen su carga
electrostática positiva, inducen un incremento de la eficiencia catalítica de la VP oxidando diferentes fenoles.

La presente invención comprende por tanto variantes de enzimas del grupo de las peroxidasas fúngicas que pre-
sentan una mejora en su eficiencia catalítica para la oxidación de sustratos fenólicos. Asimismo, la invención incluye
el procedimiento para producir dichas enzimas mejoradas que supone la modificación de al menos uno de los ami-
noácidos que forman el canal principal de acceso al grupo hemo, donde se localiza el sitio de oxidación de sustratos
fenólicos por esta enzima. Las modificaciones se basan en la información disponible sobre las relaciones estructura-
función en la VP (EC 1.11.1.16) del hongo Pleurotus eryngii, aplicables tanto a dicha peroxidasa como a otras pero-
xidasas de hongos que presentan homología estructural con la misma (en las que los aminoácidos que forman el canal
principal de acceso al grupo hemo son identificables a partir de una estructura cristalográfica, tras modelado molecular
por homología con la peroxidasa versátil de Pleurotus eryngii o peroxidasas relacionadas, o por simple alineamiento
de secuencias aminoacídicas).

El procedimiento de mejora comprende la modificación de al menos uno de los aminoácidos que forman el canal
principal de acceso al grupo hemo, consistiendo dicha modificación en la sustitución de dicho aminoácido por otro
que presente una cadena lateral de menor tamaño o con una carga electrostática diferente. Dicha modificación puede
ser parte de un procedimiento que comprende las siguientes fases:

1) Identificación de los aminoácidos que conforman el canal principal de acceso al grupo hemo a partir de la
estructura tridimensional de la enzima, resuelta por estudios cristalográficos, tras modelado por homología o por
simple alineamiento de las secuencias aminoacídicas.

2) Diseño de mutaciones en al menos uno de dichos aminoácidos para ampliar la apertura del canal o para mo-
dificar su carga electrostática o para lograr una combinación de ambos efectos. De manera preferente las mutaciones
consisten en: a) sustituciones de dichos aminoácidos por otros con cadenas laterales de menor tamaño o sin cadenas
laterales, para aumentar la apertura del canal, b) sustituciones de aminoácidos para modificar, reducir o eliminar su
carga electroestática, o c) una combinación de a) y b).

3) Modificación de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima para que incluya al menos un cambio en
la secuencia de aminoácidos según el diseño obtenido en la fase anterior. De manera preferente la modificación de
la secuencia de nucleótidos se realiza mediante técnicas de mutagénesis dirigida, aunque también se puede realizar
mediante mutagénesis saturante, utilizando métodos de evolución dirigida o recurriendo al uso de genes sintéticos. La
secuencia de nucleótidos modificada es posteriormente expresada de manera preferente en un sistema que permita la
correcta formación de los puentes disulfuro e incorporación del grupo hemo y de los dos iones Ca2+ estructurales in
vivo (dando lugar a una peroxidasa activa) aunque también se pueden emplear métodos de replegado en los que la
formación de los puentes disulfuro e incorporación del grupo hemo y de los dos iones Ca2+ estructurales se lleve a
cabo posteriormente a la expresión (activación in vitro).

4) Selección de las variantes según el grado de aumento en la eficiencia catalítica u otros parámetros de interés
industrial.

En una realización de la presente invención el procedimiento se aplica a la mejora de la VP de Pleurotus eryngii
escogida como modelo de peroxidasa fúngica. La fase 1 del procedimiento se lleva a cabo sobre la variante alélica
VPL2, cuya secuencia se encuentra depositada en la base de datos de secuencias de ADN GenBank (Benson, D.A.
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et al. GenBank. Nucleic Acids Res. 35: D21-D25. 2007, accesible a través del sitio web www.ncbi.nlm.nih.gov) con
la referencia AF007222. Las secuencias nucleotídicas y aminoacídicas de la proteína madura corresponden a la SEQ
ID NO1 y SEQ ID NO2, respectivamente. La estructura cristalográfica de la VPL2 está depositada en la base de
datos estructurales de proteínas PDB (Berman, H.M. et al., The Protein DataBank. Nucleic Acids Res. 28: 235-242.
2000) con la referencia 2BOQ (Pérez-Boada, M. et al. Versatile peroxidase oxidation of high redox potential aromatic
compounds: Site-directed mutagenesis, spectroscopic and crystallographic investigations of three long-range electrón
transfer pathways. J. Mol. Biol. 354: 385-402. 2005). El análisis de esta estructura cristalográfica muestra que el canal
principal de acceso al grupo hemo en la VP está formado por los siguientes aminoácidos (Figura 1 y SEQ ID NO2,
residuos indicados en negrita): Ala77, Ala79, Glu140, Phe142, Gly80, Lys176, Lys215, Asn214, Pro141, Pro76 y
Val177 (donde Ala indica Alanina, Glu indica Ácido Glutámico, Phe indica Fenilalanina, Gly indica Glicina, Lys
indica Lisina, Asn indica Asparagina, Pro indica Prolina y Val indica Valina, y cada uno de los números indica la
posición en la secuencia de aminoácidos de la proteína madura, tras eliminación del péptido señal). Las coordenadas
atómicas de estos residuos, junto con las del grupo hemo, se proporcionan en la Tabla 1.

En esta realización particular de la invención, el diseño de mutaciones en el canal de acceso al hemo con objeto de
ampliar su apertura y reducir la carga electrostática positiva en el mismo (fase 2 del procedimiento de la invención)
da lugar a distintas variantes que incluyen, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la invención mutaciones
simples, dobles o triples, que afectan respectivamente a uno, dos o tres aminoácidos de los que forman parte de dicho
canal.

En una realización particular, la invención comprende, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la misma,
una secuencia de nucleótidos que codifica una VP, tal como la SEQ ID NO1 o un fragmento de la misma o una
secuencia homologa a la SEQ ID NO1 o a un fragmento de la misma, modificada para que codifique una secuencia de
aminoácidos que incluye al menos una mutación seleccionada dentro del grupo formado por: Pro76Gly, Glu140Gly,
Pro141Gly, Phe142Gly, Lys176Asp, Lys176Gly, Lys215Gln, Lys215Gly (mutaciones simples), Glu140Gly:Pro141
Gly, Glu140Gly:Lys176Gly (mutaciones dobles), y Glu140Gly:Pro141Gly:Lys176Gly (mutación triple) (Tablas 2 y
3). En el sentido utilizado en esta descripción, una secuencia de nucleótidos es homologa a la secuencia de nucleótidos
SEQ ID NO1 o a un fragmento de la misma cuando ambas tienen un grado de identidad de al menos un 30% de la
secuencia, preferentemente de más del 40% de la secuencia y, en realizaciones sucesivamente más preferidas, un grado
de identidad de al menos el 50, 60, 70, 80, 90, 95, 97 y 99%.

En otra realización particular, la invención comprende, a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la misma,
una secuencia de aminoácidos de una VP, tal como la SEQ ID NO2 o un fragmento de la misma o secuencias homolo-
gas a la SEQ ID NO2 o a un fragmento de la misma, modificada para que la secuencia de aminoácidos resultante inclu-
ya al menos una mutación seleccionada dentro del grupo formado por: Pro76Gly, Glu140Gly, Pro141Gly, Phe142Gly,
Lys176Asp, Lys176Gly, Lys215Gln, Lys215Gly, Glu140Gly:Pro141Gly, Glu140Gly:Lys176Gly, y Glu140Gly:Pro141
Gly:Lys176Gly (Tablas 2 y 3). En el sentido utilizado en esta descripción, una secuencia de aminoácidos es homologa
a la SEQ ID NO2 o a un fragmento de la misma cuando ambas tienen un grado de identidad de al menos un 40% de
la secuencia, preferentemente de más del 50% de la secuencia, y, en realizaciones sucesivamente más preferidas, un
grado de identidad de al menos el 60, 70, 80, 90, 95, 97 y 99%.

En adelante, las secuencias de nucleótidos y de aminoácidos resultantes de las modificaciones descritas se deno-
minarán secuencias de nucleótidos de la invención y secuencias de aminoácidos de la invención, respectivamente.
Igualmente, la peroxidasa caracterizada por comprender al menos una de las secuencias de aminoácidos de la inven-
ción se denominará “peroxidasa de la invención”.

Para la interpretación de las mutaciones señaladas anteriormente, el número indica la posición en la secuencia de
aminoácidos de la VP madura (SEQ ID NO2) del residuo que se quiere mutar, el primer aminoácido es el original en la
secuencia SEQ ID NO2 y el segundo es aquel por el que se muta. Asp indica Ácido Aspártico, Gln indica Glutamina,
Glu indica Ácido Glutámico, Gly indica Glicina, Lys indica Lisina, Phe indica Fenilalanina y Pro indica Prolina.

En una realización particular de la invención, la incorporación de estas mutaciones a la VP se lleva a cabo mediante
el proceso de “mutagénesis dirigida”, consistente en la introducción de cambios puntuales en la secuencia de ADN
que codifica dicha enzima. Estos cambios se introducen en el ADN complementario (ADNc) del ARN mensajero
(ARNm) que codifica la VP (y carece de las secuencias no codificantes, “intrones”, presentes en el ADN genómico
eucariota), clonado en un vector de expresión. El vector resultante se usa como molde en reacciones en cadena de
la ADN polimerasa (PCR) en las que se emplea una polimerasa de alta fidelidad con objeto de que los cambios en
el ADN se limiten a los deseados. Para cada mutación se diseñan al menos dos oligonucleótidos “cebadores” de la
reacción de PCR, cuyas secuencias incorporan el cambio deseado en el codón adecuado y son complementarias a
hebras opuestas de la misma región de ADN (Tabla 2). La comprobación de que las cadenas de ADN resultantes de la
PCR portan únicamente las mutaciones deseadas puede lograrse mediante su secuenciación.

La modificación de la secuencia de aminoácidos de las diferentes peroxidasas también puede llevarse a cabo
mediante el procedimiento denominado “evolución dirigida” (o “evolución forzada”), que comprende las siguientes
fases:

1) Introducción de mutaciones al azar en la secuencia que codifica la peroxidasa a ser mejorada, preferentemente
en la región que codifica los residuos del canal principal de acceso al hemo y zonas colindantes. La mutagénesis al
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azar puede realizarse in vitro mediante PCR de dicho ADNc en condiciones mutagénicas (por ejemplo mediante uso
de ADN polimerasas proclives al error). El proceso de mutagénesis también se puede realizar in vivo (por ejemplo
en Saccharomyces cerevisiae) utilizando la técnica denominada “DNA shuffling” o “mezclado de ADN”, que permite
combinar en una sola secuencia de ADNc varias de las mutaciones generadas in vitro.

2) Expresión heteróloga de la enzima en forma activa a partir de las secuencias mutadas, por ejemplo utilizando
cepas de Saccharomyces cerevisiae desarrolladas para este fin.

3) Selección mediante un sistema de alta eficiencia (“high-throughput”) de aquellos cambios que modifiquen la
actividad catalítica de la peroxidasa en el sentido deseado.

4) Repetición de varios ciclos de mutagénesis y/o mezclado de ADN-expresión-selección (fases 1-3) hasta obtener
la peroxidasa mejorada en el sentido deseado.

Igualmente puede utilizarse la mutagénesis saturante combinatoria basada en la introducción de todas las combi-
naciones posibles de mutaciones en una región de la proteína (en este caso el canal de acceso al hemo). Ésta se lleva a
cabo mediante PCR del ADNc utilizando una mezcla de oligonucleótidos cebadores que incluyan los cambios nece-
sarios en su secuencia para dar lugar a todas las variantes mutadas posibles (incluyendo los 20 aminoácidos proteicos)
en una o varias posiciones de la secuencia polipeptídica, en el caso de la mutagénesis saturante.

La mutagénesis dirigida o saturante y la evolución dirigida pueden también combinarse para obtener mejoras
adicionales en las propiedades catalíticas de las variantes obtenidas con cada una de las técnicas.

En aquellos casos en los que se haya realizado mutagénesis in vivo la secuencia de nucleótidos modificada se
encontrará ya en un sistema de expresión (por ejemplo Saccharomyces cerevisiae), pero cuando la mutagénesis se
realiza in vitro, dicha secuencia requiere la transformación de un sistema de expresión, para lograr la enzima recom-
binante. En una realización particular de la invención, la secuencia de ADN modificada se incorpora en un plásmido,
que actúa como vector de expresión para transformar Escherichia coli. En distintas realizaciones de la invención el
sistema de expresión puede ser procariota (Escherichia coli, especies del género Bacillus, u otros) o eucariota (como
especies fúngicas de los géneros Aspergillus, Emericella, Fusarium, Trichoderma, Pycnoporus, Pichia, Saccharomy-
ces u otros). Cuando la proteína se exprese en sistemas procariotas, deberá posteriormente ser activada in vitro para
la correcta formación de los puentes disulfuro e incorporación del grupo hemo y de los dos iones Ca2+ estructurales
(Pérez-Boada, M. et al. Expression of Pleurotus eryngii versatile peroxidase in Escherichia coli and optimisation of
in vitro folding. Enzyme Microb. Technol. 30: 518-524. 2002).

Las distintas variantes de la peroxidasa recombinante deben ensayarse con los sustratos susceptibles de ser oxida-
dos por la misma, para seleccionar aquellos cambios que modifiquen su actividad catalítica en el sentido deseado y,
en su caso, diseñar otros cambios distintos o complementarios. En una realización de la invención, las variantes de la
VP se ensayan respecto a su capacidad para oxidar en condiciones de estado estacionario (con exceso de sustratos oxi-
dante y reductor) los siguientes sustratos: a) fenoles sustituidos, tales como el guayacol (2-metoxifenol) y el siringol
(2,6-dimetoxifenol); b) hidroquinonas, tales como el catecol (orto-hidroquinona) y la para-hidroquinona; y c) otros
sustratos de interés, tal como el siringato de metilo (4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoato de metilo) que es utilizado como
mediador en reacciones catalizadas por oxidorreductasas de bajo potencial redox. Esta realización puede llevarse a
cabo igualmente ensayando las variantes sobre otros sustratos susceptibles de ser oxidados por la VP.

La evaluación de las distintas variantes puede lograrse determinando distintos parámetros cinéticos de la reacción
catalizada por la peroxidasa. En una realización particular de la presente invención la evaluación de las variantes de
la VP descritas anteriormente se lleva a cabo midiendo la eficiencia catalítica en la oxidación de diversos sustratos
fenólicos (Tabla 3). La eficiencia catalítica es la relación entre la kcat (constante catalítica de una reacción enzimática,
o número de recambio, que indica la velocidad con la que un sustrato se convierte en producto) y la Km (constante
de Michaelis, que indica la afinidad de la enzima por un sustrato dado) y nos revela la capacidad de una enzima para
catalizar la modificación de un sustrato dado.

En dicha realización particular, la eliminación de la cadena lateral de Glu140 (Glu140Gly) y la supresión si-
multánea de las cadenas laterales de Glu140 y Lys176 (Glu140Gly:Lys176Gly) son las mutaciones simple y doble,
respectivamente, que provocan el mayor aumento en la eficiencia catalítica de la VP para oxidar sustratos fenólicos,
incluyendo fenoles sustituidos e hidroquinonas (Tabla 3), así como el siringato de metilo. Una mutación adicional
(en la variante triple Glu140Gly:Pro141Gly:Lys176Gly) mejora la eficiencia de oxidación de la para-hidroquinona
respecto a las dos mutaciones anteriores. Asimismo, la mutación simple dirigida a la reducción de la carga positiva en
el canal de acceso al hemo que permite obtener variantes mejoradas en su eficiencia catalítica es Lys176Asp.

La falta de efecto de las mutaciones sobre la eficiencia catalítica respecto a los sustratos de la VP que son oxidados
en otros sitios catalíticos (tales como el alcohol veratrílico y el colorante Reactive Black 5, que son oxidados por
transferencia electrónica en un residuo superficial, el triptófano 164) o que acceden al grupo hemo por otro canal
distinto (el Mn2+) confirma que la mejora de las variantes de VP de la presente invención se logra por modificación
del canal principal de acceso al grupo hemo.
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Los inventores han demostrado asimismo que las variantes de VP mejoradas pueden aplicarse en el tratamiento de
mezclas complejas de compuestos fenólicos presentes en efluentes industriales con un resultado mucho más eficiente
que el logrado por la enzima nativa, habiendo observado porcentajes de eliminación de los fenoles presentes en dicha
mezcla de hasta un 85% en 5 minutos, lo que supone una mejora de 7 veces respecto a lo observado en el caso de la
enzima nativa (Figura 2). Así, otro aspecto de la presente invención es la aplicación de una o más variantes de VP de
la invención a procesos industriales que requieran la oxidación de compuestos fenólicos.

Entre otros, y a modo de ejemplos no limitativos del alcance de la invención, pueden citarse la transformación
industrial de la biomasa lignocelulósica, el tratamiento de efluentes, la modificación de ligninas, la polimerización
de fenoles, la obtención de biocombustibles a partir de materiales lignocelulósicos, la funcionalización de fibras de
celulosa, la coloración de fibras textiles, la síntesis química basada en fenoles, el procesamiento de alimentos y bebidas,
la producción de detergentes enzimáticos, la obtención de kits analíticos y la fabricación de biosensores.

Asimismo los inventores han encontrado que las variantes de VP que presentan las mutaciones Glu140Gly y
Glu140Gly:Lys176Gly también mejoran significativamente la capacidad de la peroxidasa para oxidar el siringato de
metilo (aumentando, respectivamente, tres y siete veces el valor de la kcat, y, en ambas variantes, dos veces el valor de
la eficiencia catalítica) un compuesto utilizado como mediador en reacciones catalizadas por peroxidasas de bajo po-
tencial redox. Así, otro aspecto de la invención consiste en la aplicación de una o más variantes de la VP en reacciones
en las que participan ciertos compuestos fenólicos (por ejemplo, el siringato de metilo y compuestos relacionados),
como mediadores redox aumentando la capacidad oxidativa de las peroxidasas (sistemas peroxidasa-mediador). Este
aspecto puede ser de interés en varios de los sectores y aplicaciones industriales mencionadas anteriormente en los
que se aplican estos sistemas.

Otro aspecto de la presente invención es la aplicación del procedimiento de mejora descrito anteriormente para
lograr variantes de otras peroxidasas fúngicas, distintas a la VP de Pleurotus eryngii, en las que se mejore su capaci-
dad para oxidar fenoles. La identificación de los residuos a modificar en el canal de acceso al hemo de las diferentes
peroxidasas fúngicas se realiza mediante alineamiento de sus secuencias de aminoácidos y, preferentemente, mediante
superposición de sus estructuras moleculares con la estructura molecular de la VP de Pleurotus eryngii descrita ante-
riormente. Las estructuras moleculares de la distintas peroxidadas a mejorar pueden obtenerse, por ejemplo, a partir
de estudios de difracción de rayos X o como modelos teóricos utilizando las facilidades de SwissModel accesibles
en la página web http://swissmodel.expasy.org (Schwede, T. et al. SWISS-MODEL: an automated protein homology-
modeling server. Nucleic Acids Research 31, 3381-3385. 2003) o programas semejantes. De esta forma es posible
identificar qué aminoácidos participan en la formación del canal de acceso al hemo en cada peroxidasa y deducir su
implicación en la oxidación de fenoles por comparación con los aminoácidos correspondientes de la VP de Pleurotus
eryngii. Así, por ejemplo se deduce que en la LÍP-H8 (una isoenzima de la LiP del hongo Phanerochaete chrysospo-
rium) los residuos homólogos a Glu140 y Lys176 de la isoenzima VPL2 de Pleurotus eryngii son Glu146 y Asp183,
respectivamente. Este aspecto de la invención es más directamente aplicable conforme mayor es el grado de parentes-
co filogenético de la peroxidasa a modificar con la VP de Pleurotus eryngii. A medida que dicho parentesco sea más
lejano el procedimiento de mejora seguirá siendo aplicable pero, dado que la predicción de los residuos a modificar
será menos precisa, resultará necesario repetir más veces el proceso de mutagénesis.

La presente invención es aplicable a peroxidasas con diferentes grados de parentesco filogenético y funcional con
la VP de Pleurotus eryngii, comprendidas en el grupo formado por:

a) VP (EC 1.11.1.16) de otras especies fúngicas, incluyendo pero sin limitarse a las mismas, las VP produci-
das por Pleurotus eryngii, como por ejemplo las producidas por la cepa CBS 613.91 (del Centraalbureau
voor Schimmelcultures, CBS, Utrecht, Países Bajos), las VP de otras especies del género Pleurotus, como
por ejemplo Pleurotus pulmonarius (incluyendo la cepa CBS 507.85), Pleurotus ostreatus (incluyendo las
cepas secuenciadas en el JGI del Departamento de Energía de Estados Unidos, proyecto CSP #776985; y
la cepa CBS 411.71); así como las VP de especies del género Bjerkandera, como por ejemplo Bjerkande-
ra adusta (incluyendo la cepa CBS 230.93) y otras especies (incluyendo la cepa BOS55 utilizada en los
estudios de J.A. Field en la Universidad de Wageningen, Países Bajos).

b) LiP (EC 1.11.1.13) y MnP (EC 1.11.1.14) de hongos basidiomicetos ligninolíticos, incluyendo pero sin
limitarse a las mismas, la LiP, MnP y peroxidasas relacionadas de Phanerochaete chrysosporium (por
ejemplo las de la cepa RP-78 secuenciada en el JGI) y las de especies ligninolíticas de los géneros Trame-
tes, Phlebia, Bjerkandera, Pycnoporus, Ceriporiopsis, Ganoderma, Agaricus y Dichomitus, entre otros.

c) otras enzimas de basidiomicetos ligninolíticos (y sus denominadas formas anamórficas o asexuales) clasi-
ficadas como simples peroxidasas (EC 1.11.1.7), con una denominación no recogida en la clasificación de
enzimas, o sin denominación; y

d) peroxidasas de basidiomicetos no ligninolíticos y de ascomicetos (incluyendo sus denominadas formas
anamórficas o asexuales).

Así pues, la presente invención puede utilizarse específicamente para mejorar las actividades catalíticas de las
peroxidasas de hongos cuyas secuencias de nucleótidos y/o aminoácidos se conocen ya, así como las conocidas en
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el futuro. Como ejemplos no limitativos podemos citar: VPL1, VPL2, VPL3 y VPS1 de Pleurotus eryngii (referen-
cias en las bases de datos de secuencias: AAD01401, AAD01404, CAD56164/AAZ04666 y AAD54310, respec-
tivamente); VP de Bjerkandera sp (AA047909), VP de Pleurotus sapidus (CAJ01576), LiP de Bjerkandera adus-
ta (1906181A); LiP-F, LiP-H2, cuatro secuencias de LiP-H8, LiP-H10 y LiP-J de Phanerochaete chrysosporium
(AAA33736, CAA33621, AAA33738, AAA33741, AAA53109, AAA56852, AAA33739 y AAD46494, respectiva-
mente), LiP-7, LiP-12 y LiP-GII de Trametes versicolor (CAA83140, AAA34049 y CAA53333, respectivamente), LiP
de Trametes cervina (BAD52441), LiP de Phlebia radiata (P20010), MnP1, MnP2 y MnP3 de Phanerochaete chry-
sosporium (AAA33744, AAA33745 y AAB39652, respectivamente), MnP1, MnP2, MnP3 y MnP4 de Ceriporiopsis
subvermispora (AAB03480, AAD43581, AAD45725 y AA061784, respectivamente), MnP1 y MnP2 de Dichomitus
squalens (AAF31329 y AAF31330, respectivamente), MnP de Ganoderma formosanum (ABB77243), MnP de Ga-
noderma australe (ABB77244), MnP1, MnP2 y MnP3 de Pleurotus ostreatus (AAA84396, CAB51617 y BAA33449,
respectivamente), MnP1 de Ganoderma applanatum (BAA88392), MnP1, MnP2 y MnP3 de Phanerochaete sórdida
(BAC06185, BAC06186 y BAC06187, respectivamente), MnP2 de Trametes versicolor (CAA83148), MnP2 y MnP3
de Phlebia radiata (CAC85963 y CAC84573, respectivamente), MnP de Agaricus bisporus (CAG27835), peroxidasa
reprimida por manganeso de Trametes versicolor (AAB63460), peroxidasa NOPA de Phanerochaete chrysosporium
(AAU82081), peroxidasa de Coprinopsis cinerea (CAA50060), y peroxidasas PGV y PGVII de Trametes versico-
lor (CAA54398 y CAA91043, respectivamente). La presente invención podrá también mejorar cualquier peroxidasa
relacionada con las anteriores que se descubra en el futuro.

De manera similar a la descrita anteriormente para la VPL2 de Pleurotus eryngii, el procedimiento general para
la mejora de peroxidasas fúngicas comprende la modificación de al menos uno de los aminoácidos que forman el
canal principal de acceso al grupo hemo, donde se produce la oxidación de los sustratos fenólicos. En una realización
particular de este procedimiento general para la mejora de peroxidasas fúngicas, el mismo consta de las siguientes
fases:

1) Identificación de los aminoácidos que conforman el canal principal de acceso al grupo hemo mediante alinea-
miento de sus secuencias de aminoácidos y, preferentemente, mediante superposición de sus estructuras moleculares
con la estructura molecular de la VP de Pleurotus eryngii descrita anteriormente. Las estructuras moleculares de las
distintas peroxidadas a mejorar pueden obtenerse, por ejemplo, a partir de estudios de difracción de rayos X o mediante
modelado molecular por homología.

2) Diseño de las mutaciones en al menos uno de dichos aminoácidos para ampliar la apertura de dicho canal
o para modificar o reducir su carga electroestática o para lograr una combinación de ambos objetivos. De manera
preferente las mutaciones consisten en: a) sustituciones de aminoácidos con cadenas laterales por aminoácidos con
cadenas laterales de menor tamaño o sin cadenas laterales, para aumentar la apertura del canal, b) sustituciones de
aminoácidos para modificar, reducir o eliminar su carga electrostática, o c) una combinación de a) y b).

3) Modificación de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima para que comprenda al menos una de las
mutaciones correspondientes a las modificaciones en la secuencia de aminoácidos según el diseño obtenido en la fase
anterior. De manera preferente la modificación de la secuencia de nucleótidos se realiza mediante técnicas de muta-
génesis dirigida, en las que los métodos para lograr las mutaciones están dirigidos a obtener únicamente las deseadas.
Sin embargo esta modificación puede también llevarse a cabo mediante los procedimientos denominados mutagénesis
saturante y evolución dirigida, así como recurriendo al uso de genes sintéticos. El primero se basa en la introducción
de mutaciones en la región de interés que suponen la sustitución de uno o varios aminoácidos por los diecinueve ami-
noácidos restantes (en la presente invención, la región que codifica los residuos del canal principal de acceso al grupo
hemo y zonas colindantes); la segunda se basa en la introducción de mutaciones al azar en la secuencia completa de
nucleótidos que codifica la proteína a modificar y la tercera en la síntesis in vitro de genes con la secuencia nucleo-
tídica deseada. En todos los casos se continúa con la expresión de la secuencia de nucleótidos mutada en un sistema
de expresión. En los casos de la evolución dirigida y la mutagénesis saturante combinatoria, se requiere la selección
mediante un sistema de alta eficiencia (high-throughput) de las proteínas mutadas que presenten modificaciones en el
sentido deseado. En el caso de la evolución dirigida, se concluye con la repetición de varios ciclos de mutagenesis-
expresión-selección hasta obtener la mejora deseada. La introducción de mutaciones al azar puede realizarse in vitro
(por ejemplo mediante PCR en condiciones mutagénicas), y la combinación de las mutaciones más interesantes pre-
viamente obtenidas puede realizarse in vitro o in vivo (por ejemplo utilizando la técnica denominada DNA shuffiing
o mezclado de ADN) para obtener las mejoras deseadas y otras adicionales. La expresión de la secuencia de nucleó-
tidos modificada se realiza en un sistema que permita la correcta formación de los puentes disulfuro e incorporación
del grupo hemo, ya sea in vivo o in vitro. Para la presente invención se consideran en particular Escherichia coli,
Bacillus, y especies fúngicas de los géneros Aspergillus, Emericella, Fusarium, Trichoderma, Pycnoporus, Pichia, y
Saccharomyces. Tras la expresión en Escherichia coli el método de preferencia para lograr la correcta formación de
los puentes disulfuro e incorporación del grupo hemo y de los dos iones Ca2+ estructurales in vitro está descrito en
Pérez-Boada, M. et al. (Expression of Pleurotus eryngii versatile peroxidase in Escherichia coli and optimisation of
in vitro folding. Enzyme Microb. Technol. 30: 518-524. 2002).

4) Selección de las variantes según el grado de aumento en la eficiencia catalítica u otros parámetros de interés
industrial.
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El resultado final será la obtención de variantes de peroxidasas fúngicas mejoradas en su acción sobre diferentes
compuestos fenólicos, tal como se ha mostrado anteriormente para la VP de Pleurotus eryngii. La actividad mejorada
de estas peroxidasas supone una ventaja para su aplicación en diferentes procesos industriales entre los que pueden
citarse, aunque no exclusivamente, la transformación industrial de la biomasa lignocelulósica, el tratamiento de efluen-
tes, la modificación de ligninas, la polimerización de fenoles, la obtención de biocombustibles a partir de materiales
lignocelulósicos, la funcionalización de fibras de celulosa, la coloración de fibras textiles, la síntesis química basada
en fenoles, el procesamiento de alimentos y bebidas, la producción de detergentes enzimáticos, la obtención de kits
analíticos y la fabricación de biosensores. También puede ser de interés para la mejora de los sistemas peroxidasa-
mediador, de utilidad en varios de dichos sectores y aplicaciones. Un aspecto de la invención es por tanto el uso de
una peroxidasa de la invención para catalizar oxidaciones monovalentes de diferentes compuestos, y preferentemente
de compuestos fenólicos.

En otro aspecto, la invención se relaciona con una construcción génica que comprende al menos una de las se-
cuencias de nucleótidos de la invención y además, preferentemente, comprende al menos una secuencia promotora
que permita la expresión de dicha secuencia. En adelante esta construcción será denominada “construcción génica de
la invención”.

En otro aspecto, la invención se relaciona con un vector que comprende al menos una secuencia de nucleótidos
de la invención o una construcción génica de la invención. En adelante este vector será denominado “vector de la
invención”. El tipo de vector adecuado para la expresión de las secuencias de nucleótidos de la invención y de las
diferentes construcciones génicas dependerá del organismo en el que se desee obtener la secuencia de aminoácidos de
la invención.

Otro aspecto de la invención se relaciona con una célula u organismo hospedador que contiene al menos una
construcción génica de la invención o un vector de la invención. En adelante esta célula u organismo será denominado
“célula transformada de la invención” u “organismo transformado de la invención”, respectivamente. El tipo de célula
u organismo hospedador adecuado dependerá de la facilidad para su transformación con la secuencia de nucleótidos de
la invención, del nivel de expresión de la secuencia de aminoácidos de la invención logrado, de la correcta formación
de la estructura terciaria de la correspondiente peroxidasa de la invención, incluyendo la incorporación del grupo
hemo y los dos iones calcio estructurales y la formación de los puentes disulfuro, del procedimiento necesario para
aislarla, así como de los distintos aspectos que permitan la obtención de una peroxidasa de la invención que presente
las mejoras en su acción catalítica. En la presente invención se han relacionado anteriormente distintos ejemplos de
organismos hospedadores a título ilustrativo y sin que limite el alcance de la misma.

En un último aspecto, la invención se relaciona con un método para obtener la peroxidasa de la invención que com-
prende transformar una célula u organismo con un vector de la invención o secuencia de nucleótidos de la invención
y recuperar el polipéptido correspondiente, sometiéndolo en su caso a modificaciones posteriores in vitro para lograr
una peroxidasa de la invención completamente funcional.

Breve descripción de las figuras

Figura 1. Representación esquemática de los residuos de aminoácidos que forman el canal principal de acceso
al grupo hemo (que puede observarse al fondo) en la VP de Pleurotus eryngii, según el análisis de la estructura
cristalográfica de la variante alélica VPL2. Los átomos de los aminoácidos se representan como esferas de van der
Waals y el grupo hemo como una estructura de barras.

Figura 2. Análisis mediante cromatografía de gases-espectrometría de masas de un extracto fenólico (concentración
de 0.2 mg/mL) proveniente de un efluente de una industria papelera sin tratamiento (A); tratado 5 minutos a 25ºC
con VP (1 µM) no modificada (B); y tratado en las mismas condiciones con una variante de esta peroxidasa (VP-
Glu140Gly:Lys176Gly) mejorada según la presente invención (C). Se señala la posición de los picos cromatográficos
correspondientes a los compuestos fenólicos mayoritarios en dicho extracto: siringaldehído, acetosiringona, vainillina
y acetoguayacona.

Modos de realización de la invención

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los tres siguientes ejemplos, los cuales no pretenden ser
limitativos de su alcance.

Ejemplo 1

Modificación del canal de acceso al hemo de la peroxidasa versátil

La estructura molecular de la VP de Pleurotus eryngii, y más específicamente de la variante alélica VPL2, fue
resuelta por difracción de rayos X y se encuentra depositada en la base de datos de estructuras de proteínas PDB
(referencia 2BOQ). Las coordenadas atómicas obtenidas para los residuos aminoacídicos que aparecen delimitando
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el canal principal de acceso al hemo en esta estructura molecular, así como las del mismo grupo hemo, se indican en
la Tabla 1. Las tres primeras columnas de dicha tabla indican el número y tipo de átomo (utilizando la nomenclatura
habitual para los aminoácidos), las tres siguientes el tipo y número de aminoácido o cofactor (todos ellos de la cadena
A), las tres siguientes las coordenadas cartesianas de cada átomo, las dos siguientes el factor de ocupación y el factor
térmico, y la última columna el tipo de átomo (N, C, O o Fe). Utilizando esta información es posible obtener una
representación tridimensional del canal de acceso al hemo en la VP.

Esta representación tridimensional (Figura 1) muestra la posición de las cadenas laterales de los residuos anteriores
que delimitan el canal de acceso al hemo, incluyendo varias cadenas voluminosas, como las de Pro76, Pro141 y
Phe142, dos cadenas laterales de tipo básico, de Lys176 y Lys215, y una de tipo ácido, de Glu140.

Esta información se usó para establecer cuales de estos aminoácidos debían ser modificados para aumentar el
tamaño de dicho canal o para modificar la distribución de carga electrostática, con objeto de mejorar las propiedades
catalíticas de la enzima sobre los sustratos fenólicos cuya oxidación tiene lugar en dicha región de la proteína.

Para aumentar el tamaño del canal, se eliminaron las cadenas laterales de los seis residuos mencionados sustitu-
yéndolos por residuos de glicina (que carecen de cadena lateral) en las correspondientes mutaciones sencillas y en
tres mutaciones múltiples (Glu140:Pro141Gly, Glu140Gly:Lys176:Gly y Glu140:Gly:Pro141Gly: Lys176Gly). Tres
de las mutaciones sencillas, dan también lugar a un cambio de carga neta en la región al sustituir dos residuos básicos
(Lys176 o Lys215) o uno ácido (Glu140) por un residuo no cargado (glicina). Las tres mutaciones múltiples también
incluyeron residuos cargados aunque, en el caso de las dos últimas, la carga neta en la correspondiente región de la
proteína no resultó alterada al eliminarse tanto un residuo ácido (Glu140) como uno básico (Lys176). También se
investigó el efecto de sustituir un residuo básico (Lys215) por otro residuo voluminoso pero no cargado, mediante la
mutación Lys215Gln. Finalmente, el mayor cambio de carga electrostática en la zona se obtuvo al sustituir un residuo
básico (Lys176) por otro con carga de signo contrario, mediante la mutación Lys176Asp.

El ADNc que codifica la VP madura de Pleurotus eryngii (variante alélica VPL2 depositada en GenBank con la
referencia AF007222) se clonó en el vector de expresión pFLAG1 (International Biotechnologies Inc.). El plásmido
resultante se usó como molde en reacciones de PCR en las que se empleó una ADN polimerasa de alta fidelidad
(PfuTurbo de Stratagene) con objeto de evitar cambios no deseados durante el proceso de amplificación del ADN.

Para introducir cada mutación se diseñaron los oligonucleótidos cebadores de la reacción de PCR que incorporan
el cambio deseado y son complementarios a regiones discretas alrededor del mismo. Los codones que se cambia-
ron para generar las diferentes mutaciones simples en el canal de acceso al hemo fueron: CCC por GGC (mutación
Pro76Gly), GAG por GGA (mutación Glu140Gly), CCT por GGT (mutación Pro141Gly), TTT por GGT (mutación
Phe142Gly), AAG por GGA (mutación Lys176Gly), AAG por GAC (mutación Lys176Asp), AAG por GGC (mutación
Lys215Gly) y AAG por CAG (mutación Lys215Gln). La mutación doble Glu 140Gly:Pro141 Gly se obtuvo incluyen-
do los codones para ambos aminoácidos en el mismo cebador (sustitución de GAGCCT por GGCGGT), y la mutación
Glu140Gly:Lys176Gly se generó cambiando el triplete AAG por GGA (Lys176Gly) en el plásmido pFLAG1-VPL2
(Glu140Gly), que se empleó como molde en la reacción de PCR. La mutación triple Glu140Gly:Pro141Gly:Lys176Gly
se obtuvo como se describe para la mutación Pro141Gly usando el plásmido pFLAG1-VPL2(Glu140Gly:Lys176Gly)
como molde. Un resumen de las mutaciones introducidas en la VP, los oligonucleótidos cebadores directos y comple-
mentarios utilizados en cada caso (con el triplete correspondiente al aminoácido modificado subrayado y el nucleó-
tido/s mutado/s en negrita) así como el ADN utilizado como molde en las correspondientes reacciones de PCR, se
indica en la Tabla 2.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 50 µl utilizando 10 ng de ADN molde (ADN
plasmídico con el ADNc de la VP), una concentración 500 µM de cada uno de los dNTPs (desoxinucleótidos trifosfa-
to), 125 ng de los oligonucleótidos cebadores, y 2.5 unidades de PfuTurbo (Stratagene). Las condiciones de reacción
fueron: 1 ciclo de 1 minuto a 95ºC, 18 ciclos de 50 segundos a 95ºC, 50 segundos a 55ºC y 10 minutos a 68ºC, y un
ciclo final de 10 minutos a 68ºC. Los ADNc mutados se secuenciaron completamente para comprobar que portaban
únicamente las mutaciones deseadas. Para llevar a cabo la propagación de los plásmidos que incorporan los ADNc mu-
tados se utilizó la cepa DH5 de Escherichia coli, mientras que para la expresión de la enzima nativa y de las diferentes
variantes mutadas se usó la cepa W3110. Finalmente, las proteínas mutadas se reconstituyeron in vitro y purificaron,
tal como se indica en Pérez-Boada, M. et al. (Expression of Pleurotus eryngii versatile peroxidase in Escherichia coli
and optimisation of in vitro folding. Enzyme Microb. Technol. 30: 518-524. 2002).

Ejemplo 2

Caracterización de peroxidasas con actividad mejorada sobre diferentes fenoles

Se valoraron las constantes cinéticas de estado estacionario (Km, constante de afinidad, expresada en concentración
milimolar, mM; kcat, constante catalítica, expresada en segundos−1, s−1; y kcat/Km, eficiencia catalítica, expresada en s−1

mM−1) de las diferentes variantes de VP de la realización anterior. Se utilizo el modelo cinético de Michaelis-Menten
usando como sustratos compuestos fenólicos y no fenólicos y determinando por espectrofotometría la aparición del
producto de oxidación o la desaparición del sustrato a una longitud de onda específica. A continuación se calculó el
valor de actividad utilizando el coeficiente de extinción molar (ε) correspondiente a dicha longitud de onda.
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Todas las actividades enzimáticas se evaluaron como velocidades iniciales, tomando incrementos lineales (decre-
mentos en el caso de la decoloración del Reactive Black 5) a 25ºC en presencia de 0.1 mM H2O2 en tartrato sódico 0.1
M, a diferentes valores de pH (que se indican a continuación). La actividad sobre el Mn2+ se estimó por la formación
del complejo Mn3+-tartrato (ε238 6500 M−1 cm−1) a pH 5. La actividad sobre el alcohol veratrílico (3,4-dimetoxibencí-
lico) se estimó a pH 3 siguiendo la formación de veratraldehído (ε310 9300 M−1 cm−1). Sobre el resto de sustratos la
actividad se siguió a pH 3.5, tomando los siguientes coeficientes de extinción molar: Reactive Black 5 (ε598 30000 M−1

cm−1), guayacol (ε470 26600 M−1 cm−1 referido al tetraguayacol como producto resultante de la reacción de oxidación,
o ε470 6650 M−1 cm−1 referido al guayacol), para-hidroquinona (ε247 21000 M−1 cm−1), catecol (ε392 1456 M−1 cm−1) y
siringol (ε469 55000 M−1 cm−1, correspondiente al dímero de cerulignona resultante; o ε469 27500 M−1 cm−1 cuando se
refiere a la concentración de siringol).

En la Tabla 3 se muestran los valores de eficiencia catalítica de las variantes mejoradas y de la peroxidasa nativa
sobre los sustratos fenólicos mencionados anteriormente.

La eficiencia catalítica de las diferentes variantes respecto a la oxidación de sustratos no fenólicos (Mn2+, alcohol
veratrílico y Reactive Black 5) se vio escasamente afectada por las mutaciones en el canal de acceso al hemo. Esta falta
de efecto cuando se utilizaron sustratos de la VP que son oxidados en otros sitios catalíticos (tales como el alcohol
veratrílico y el colorante Reactive Black 5, que son oxidados por transferencia electrónica en un residuo superficial, el
Trp164) o que acceden al grupo hemo por otro canal distinto al modificado en la invención (el Mn2+) confirma que la
mejora de las variantes de VP de la invención se logra por modificación del canal de acceso principal al grupo hemo y
no por un efecto no específico.

Como puede observarse en la Tabla 3, los cambios en los aminoácidos Pro76, Phe142 y Lys215 no mejoraron la
actividad de la peroxidasa sobre los fenoles ensayados en comparación con la actividad de la peroxidasa sin modificar
(nativa). Sin embargo, la eliminación de la cadena lateral de Glu140 (sustitución por un residuo de glicina en la variante
Glu140Gly) incrementó casi 9 veces la eficiencia oxidando el guayacol, y prácticamente duplicó la eficiencia de la
enzima oxidando el siringol y la para-hidroquinona.

Además, cuando la mutación anterior en Glu140 se combinó con otra equivalente en Lys176 la eficiencia de
la variante mejorada (Glu140Gly:Lys176Gly) en la oxidación de la para-hidroquinona, catecol y siringol aumentó
aproximadamente 3, 2 y 9 veces, respectivamente en comparación al mutante sencillo (Glu140Gly), manteniéndo-
se la misma eficiencia en la oxidación del guayacol. Una tercera mutación en Pro141 (dando lugar a la variante
Glu140Gly:Pro141Gly:Lys176Gly) no resultó ventajosa ya que, aunque mejoró algo la eficiencia oxidando la para-
hidroquinona, disminuyó la eficiencia en la oxidación del guayacol.

Los resultados anteriores muestran como cambios sencillos o dobles en residuos aminoacídicos seleccionados del
canal principal de acceso al hemo de la VP permiten obtener una peroxidasa mejorada con mayor eficiencia catalítica
oxidando diferentes compuestos fenólicos.

Ejemplo 3

Tratamiento de una mezcla de fenoles proveniente de un efluente industrial con una peroxidasa de la invención

Se obtuvo efluente de una fábrica que utiliza madera de eucalipto como materia prima y el denominado proceso
kraft para la eliminación de la lignina y obtención de la pasta de papel. El efluente corresponde a las primeras aguas de
lavado de la pasta, que son especialmente ricas en fenoles derivados de la lignina. Se aislaron los compuestos fenólicos
de bajo peso molecular por extracción líquido-líquido con metil-tert-butil éter a pH 6.

El tratamiento enzimático consistió en la incubación de 200 µg/mL del extracto fenólico con la variante Glu140Gly:
Lys176Gly de la VP en una concentración 1 µM (la VP presenta una masa molecular de 35 kDa). La reacción se llevó a
cabo a 25ºC en tartrato sódico 0.1 M, pH 4.5, en presencia de un 5% de acetona (añadida para disolver completamente
el extracto fenólico) y H2O2 a una concentración final de 0.1 mM en un volumen final de 1 mL. El mismo tratamiento
se llevó a cabo utilizando la VP nativa (es decir no modificada) con objeto de identificar las mejoras obtenidas. En
ambos casos la reacción se detuvo a los 5 minutos calentando la mezcla a 95ºC durante 1 minuto, para lograr la
desnaturalización de la enzima.

Las mezclas de reacción se evaporaron en una centrífuga Speed-Vac y el residuo se disolvió en acetona. Se eva-
poró la acetona y se disolvió el precipitado en cloroformo para disolver los compuestos fenólicos, identificando y
cuantificando los mismos mediante cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas. El análisis se llevó a
cabo en un equipo Varian Saturn 2000 con detector de trampa de iones, usando una columna capilar (DB-5HT de J
& W Scientific) de 30 m x 0.25 mm y 0.1 µm de espesor de película y helio como gas portador. La temperatura de
la columna se incrementó a 6ºC/minuto desde 50ºC (0.5 minutos) hasta 330ºC (3 minutos). Los compuestos fueron
identificados por sus patrones de fragmentación y por comparación de sus espectros con los recogidos en las librerías
Wiley y NIST, y se cuantificaron utilizando una curva de calibración.

En la Figura 2A se muestran los fenoles de bajo peso molecular más abundantes en el efluente industrial analizado:
siringaldehído (3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldehído), acetosiringona (3,5-dimetoxi-4-hidroxiacetofenona), vainillina
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(3-metoxi-4-hidroxibenzaldehído) y acetoguayacona (3-metoxi-4-hidroxiacetofenona). Estos cuatro compuestos son
aldehidos o cetonas aromáticas de tipo fenólico derivados de las unidades siringilo y guayadlo de la lignina. Es posible
observar que, mientras que la VP nativa sólo logró disminuir las concentraciones de los dos fenoles mayoritarios
(siringaldehído y acetosiringona) en un 12% y un 5%, respectivamente (Figura 2B), la VP mejorada mediante la doble
mutación (Glu140Gly:Lys176Gly) dio lugar a una disminución de aproximadamente el 85% en las concentraciones
de los cuatro compuestos identificados (Figura 2C).

Los resultados obtenidos muestran que la peroxidasa mejorada no sólo posee mejores propiedades catalíticas cuan-
do se ensaya sobre sustratos fenólicos puros sino que también es capaz de disminuir muy significativamente la con-
centración de los principales compuestos fenólicos presentes en una mezcla de origen industrial. El mecanismo de
eliminación de estos fenoles en mezclas complejas no se ha investigado pero, dado que la acción de las peroxidasas
sobre dichos sustratos pasa por la formación de radicales libres de tipo fenoxilo, parece probable que discurra a tra-
vés de reacciones de degradación parcial (pérdida de sustituyentes) y acoplamiento de radicales aromáticos pudiendo
dar lugar a compuestos insolubles que precipitarían durante el tratamiento, tal como pudo apreciarse visualmente en
algunos casos.

TABLA 1

Coordenadas atómicas de los residuos de la VP nativa que forman el canal principal de acceso al grupo hemo
(Pro76, Ala77, Ala79, Gly80, Glu140, Pro141, Phe142, Lys176, Valí77, Asn214 y Lys215) y del mismo grupo hemo,
en la estructura cristalográfica de la variante alélica VPL2 (depositada en la base de datos PDB como 2BOQ). Las
tres primeras columnas indican el número (569-580, 589-597, 1044-1070, 1309-1324, 1605-1621 y 2406-2448) y
tipo de átomo (utilizando la nomenclatura habitualmente usada para los aminoácidos), las tres siguientes el tipo (PRO
indica Prolina, ALA indica Alananina, GLY indica Glicina, GLU indica Ácido Glutámico, PRO indica Prolina, PHE
indica Fenilalanina, LYS indica Usina, VAL indica Valina y ASN indica Asparragina) y número de cada aminoácido
(por su posición en la secuencia de la proteína madura) o cofactor (todos ellos de la cadena A), las tres siguientes
las coordenadas cartesianas de cada átomo, las dos siguientes el factor de ocupación y el factor térmico, y la última
columna el tipo de átomo (N, C, O ó Fe).
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TABLA 2

Parejas de oligonucleótidos cebadores utilizados en la mutagénesis dirigida mediante PCR para la obtención de
las variantes mutadas de la VP (variante alélica VPL2). Los codones correspondientes a cada uno de los aminoácidos
modificados aparecen subrayados y los nucleótidos cambiados se muestran en negrita. D corresponde a la secuencia
directa de la hebra codificante de ADNc y RC a la secuencia reversa y complementaria de la misma región. En algunos
casos se emplearon genes ya mutados (incluyendo mutaciones simples previas) como ADN “molde” en las reacciones
de PCR. En cada oligonucleótido se indica el número del primer y último nucleótido.
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TABLA 3

Eficiencia catalítica (s−1 mM−1) de distintas variantes de VP según la invención y de la VP nativa (sin modificar) en
su oxidación de para-hidroquinona, catecol (orto-hidroquinona), guayacol (2-metoxifenol) y siringol (2,6-dimetoxi-
fenol). Los valores, indican media ± límites de confianza del 95%. Asp indica Ácido Aspártico, Gln indica Glutamina,
Glu indica Ácido Glutámico, Phe indica Fenilalanina, Gly indica Glicina, Lys indica Usina y Pro indica Prolina. Se in-
dica para cada sustitución la naturaleza del aminoácido sustituido, la posición del mismo en la secuencia aminoacídica
de la proteína madura y el aminoácido que lo sustituye. N.D. indica “no determinado”.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la obtención de peroxidasas de hongos con mayor eficiencia catalítica para oxidar com-
puestos fenólicos que las peroxidasas naturales, caracterizado por que se modifican los residuos de aminoácidos que
forman el canal principal de acceso de los sustratos hasta el grupo hemo.

2. Procedimiento según la reivindicación anterior caracterizado por que las modificaciones de los residuos ami-
noacídicos del canal del hemo se diseñan tras analizar la estructura molecular real o teórica de la enzima, o tras un
simple alineamiento de la secuencia de aminoácidos; e incluyen mutaciones simples (sustitución de un sólo residuo
aminoacídico) o múltiples (sustitución de varios residuos de aminoácidos) con el propósito de modificar el tamaño del
canal de acceso al hemo, su carga electrostática o una combinación de ambos.

3. Procedimiento según la reivindicación anterior caracterizado por que las modificaciones de los residuos ami-
noacídicos del canal del hemo incluyen el acortamiento o la eliminación de cadenas laterales, con el propósito de
ampliar dicho canal.

4. Procedimiento para la mejora de diferentes peroxidasas según la reivindicación 2 caracterizado por que las
modificaciones de los residuos aminoacídicos del canal del hemo incluyen la modificación de la carga electrostática y
se lleva a cabo por sustitución de residuos ácidos por básicos y viceversa, así como por la sustitución de los tipos an-
teriores por residuos neutros (sin carga), o la sustitución de este último tipo de residuos neutros por residuos cargados.

5. Procedimiento para la mejora de diferentes peroxidasas según cualquiera de las reivindicaciones anteriores
caracterizado por que las modificaciones de los residuos aminoacídicos del canal del hemo se consigue mediante el
procedimiento de mutagénesis dirigida, basado en el diseño racional y la mutagénesis puntual de uno o varios residuos
aminoacídicos mediante PCR (reacción en cadena de la polimerasa) o por el procedimiento de mutagénesis saturante
combinatoria (basado en la sustitución de residuos seleccionados por todos los posibles aminoácidos en todas las
combinaciones posibles).

6. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado por que las modificaciones de los residuos aminoacídi-
cos del canal del hemo se consigue mediante el procedimiento denominado de evolución dirigida, basado en ciclos
sucesivos de mutación al azar y selección de los mejores transformantes utilizando un sistema de expresión adecuado,
así como mediante la aplicación de este método conjuntamente con el de mutagénesis dirigida o saturante mencionadas
en la reivindicación anterior.

7. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado por que las peroxidasas mejoradas
se obtienen tras expresión del ADNc o ADN genómico que codifica cualquiera de estas peroxidasas en un sistema de
expresión de tipo eucariota como especies fúngicas de los géneros Aspergillus, Emericella, Fusarium, Trichoderma,
Pycnoporus, Pichia y Saccharomyces, especies de plantas o cultivos de células de insectos.

8. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 caracterizado por que las peroxidasas mejoradas
se obtienen tras expresión del ADNc o ADN genómico que codifica cualquiera de estas peroxidasas en un sistema de
expresión de tipo procariota como Escherichia coli y especies del género Bacillus.

9. Peroxidasa (EC 1.11.1) fúngica caracterizada por que, respecto a su forma natural, presenta al menos una
modificación de uno de los residuos de aminoácidos que forman el canal principal de acceso de los sustratos hasta el
grupo hemo y por que presenta una mayor eficiencia catalítica para oxidar compuestos fenólicos.

10. Peroxidasa según la reivindicación anterior caracterizada por que su forma natural pertenece al grupo formado
por las enzimas: i) clasificadas como peroxidasa versátil (EC 1.11.1.16); ii) clasificadas como lignina peroxidasa (EC
1.11.1.13); iii) clasificadas como manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.14); iv) clasificadas como simplemente peroxidasa
(EC 1.11.1.7); y v) con una denominación no recogida en la clasificación de enzimas.

11. Peroxidasa según la reivindicación anterior caracterizada por que la forma natural procede de un hongo
perteneciente al grupo de los basidiomicetos.

12. Peroxidasa según la reivindicación anterior caracterizada por que la forma natural procede de una especie
cualquiera de los géneros pertenecientes al grupo formado formado por: Agaricus, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Di-
chomitus, Ganoderma, Phanerochaete, Phlebia, Pleurotus, Pycnoporus y Trametes.

13. Peroxidasa según la reivindicación anterior caracterizada por que la forma natural procede de una especie del
grupo formado por: Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmonarius, Pleurotus ostreatus, Bjerkandera adusta y Phanero-
chaete chrysosporium.

14. Peroxidasa según la reivindicación anterior caracterizada por que la forma natural procede de una cepa fún-
gica perteneciente al grupo formado por: CBS 613.91 (Pleurotus eryngii), CBS 507.85 (Pleurotus pulmonarius), CBS
411.71 (Pleurotus ostreatus), CBS 230.93 (Bjerkandera adusta), BOS55 de la Universidad de Wageningen (Bjerkan-
dera sp), RP-78 del JGI (Phanerochaete chrysosporium) y CSP #776985 del JGI (Pleurotus ostreatus).
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15. Peroxidasa según cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11 derivada de las secuencias de aminoácidos depo-
sitadas en las bases de datos de proteínas pertenecientes al grupo formado por: 1906181 A, AAA33736, AAA33738,
AAA33739, AAA33741, AAA33744, AAA33745, AAA34049, AAA53109, AAA56852, AAA84396, AAB03480,
AAB39652, AAB63460, AAD01401, AAD01404, AAD43581, AAD45725, AAD46494, AAD54310, AAF31329,
AAF31330, AA047909, AA061784, AAU82081, BAD52441, ABB77243, ABB77244, BAA33449, BAA88392,
BAC06185, BAC06186, BAC06187, CAA33621, CAA50060, CAA53333, CAA54398, CAA83147, CAA83148,
CAA91043, CAB51617, CAC84573, CAC85963, CAD56164, CAG27835, CAJ01576, AAZ04666 y P20010.

16. Peroxidasa según cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11 caracterizada por que su secuencia de aminoá-
cidos presenta al menos un 40% de identidad, y preferentemente más de un 50% de identidad, con alguna de las
secuencias indicadas en la reivindicación anterior.

17. Peroxidasa según la reivindicación 13, caracterizada por que su forma natural corresponde a una peroxidasa
versátil de Pleurotus eryngii.

18. Peroxidasa según la reivindicación anterior, caracterizada por que, antes de su modificación, su secuencia
comprende la secuencia SEQ ID NO.2.

19. Peroxidasa según la reivindicación 18, caracterizada por que las modificaciones comprenden la sustitución de
al menos un aminoácido del grupo siguiente: Prolina en la posición 76, Ácido Glutámico en la posición 140, Prolina
en la posición 141, Fenilalanina en la posición 142, Usina en la posición 176 y Usina en la posición 215.

20. Peroxidasa según cualquiera de las reivindicaciones 18 y 19, caracterizada por que las modificaciones de la
secuencia SEQ ID NO.2 comprenden al menos una sustitución seleccionada del grupo siguiente: Acido Glutámico de
la posición 140 por Glicina, Prolina de la posición 141 por Glicina, Usina de la posición 176 por Glicina, Usina de la
posición 176 por Acido Aspártico, Usina de la posición 215 por Glutamina o una combinación de dos o más de dichas
sustituciones.

21. Polinucleótido capaz de codificar una peroxidasa según cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20.

22. Polinucleótido según la reivindicación anterior, caracterizado por que resulta de la modificación de una se-
cuencia de nucleótidos que, antes de dicha modificación, comprende la secuencia SEQ ID NO. 1.

23. Polinucleótido según la reivindicación 21, caracterizado por que resulta de la modificación de una secuencia
de nucleótidos que, antes de dicha modificación, comprende una secuencia con al menos un 30% de identidad, y
preferentemente más de un 40% de identidad, con la secuencia SEQ ID NO.1, o polinucleótido sintético preparado de
acuerdo con dicha secuencia modificada.

24. Vector recombinante que comprende un polinucleótido definido según cualquiera de las reivindicaciones 21 a
23.

25. Célula transformada, caracterizada por que es capaz de producir una peroxidasa definida según cualquiera de
las reivindicaciones 9 a 20.

26. Uso de la peroxidasa definida según cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20 en procesos industriales o me-
dioambientales de oxidación de compuestos fenólicos.

27. Uso según la reivindicación anterior caracterizado por que el compuesto fenólico pertenece al grupo siguiente:
metoxifenoles, hidroquinonas o mezclas complejas de fenoles incluyendo efluentes industriales.

28. Uso según las reivindicaciones 26 ó 27 caracterizado por que las peroxidasas se aplican directamente, o
formando parte de sistemas enzima-mediador, en la transformación de la biomasa lignocelulósica, el tratamiento de
efluentes, la modificación de ligninas, la polimerización de fenoles, la obtención de biocombustibles, la funcionaliza-
ción de fibras de celulosa, la coloración de fibras textiles, la síntesis química, el procesamiento de alimentos y bebidas,
la producción de detergentes enzimáticos, la obtención de kits analíticos y la fabricación de biosensores.
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Declaración

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 6-7, 14-15, 17-20, 22, 27-28 SÍ
Reivindicaciones 1-5, 8-13, 16, 21, 23-26 NO

Actividad inventiva Reivindicaciones 17-20, 22, 27-28 SÍ
(Art. 8.1 LP 11/1986) Reivindicaciones 1-16, 21, 23-26 NO

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicación industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
examen formal y técnico de la solicitud (Artículo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinión:

La presente opinión se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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1. Documentos considerados:

A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la reali-
zación de esta opinión.
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Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación
D01 WO 2006114616 A1 02-11-2006

D02 WO 2007020428 A1 22-02-2007

D03 WO 1993024618 A1 09-12-1993

D04 RUIZ-DUEÑAS FJ et al. Biochemistry. 2008, Vol 47, páginas 1685-
1695.

18-01-2008

D05 CHERRY JR et al. Nature Biotechnology. 1999, Vol 17, páginas
379-384.

1999

D06 CONESA A et al. Journal of Biotechnology. 2002, Vol 93, páginas
143-158.

2002

2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración

La presente invención divulga un procedimiento de obtención de peroxidasas fúngicas mutantes, en las cuales se han modifica-
do aminoácidos del canal de acceso al hemo, y que presentan mayor eficiencia catalítica para oxidar compuestos fenólicos que
las correspondientes enzimas salvajes (reivindicaciones 1-16). En particular, la solicitud divulga peroxidasas modificadas por el
citado procedimiento que derivan de la peroxidasa versátil de "Pleurotus eryngii" (reivindicaciones 17-20). Se incluyen asimismo
polinucleótidos, vectores y hospedadores para la expresión de peroxidasas recombinantes que incorporan las mencionadas
mutaciones (reivindicaciones 21-25), y el uso de las peroxidasas mejoradas en procesos industriales y medioambientales
(reivindicaciones 26-28).

El documento D01 divulga procedimientos de obtención de peroxidasas fúngicas recombinantes, útiles en la degradación de
lignina y como blanqueantes, en las que se han mutado ciertos residuos aminoacídicos por sustitución. En particular, divulga la
mutación de un aminoácido del canal de acceso de los sustratos al grupo hemo de una lignina peroxidasa de "Phanerochaete
chrysosporium" que tiene como consecuencia un aumento de la eficiencia catalítica de esta enzima frente a un colorante
fenólico. Además, este documento abarca los polinucleótidos y vectores para llevar a cabo la expresión de las peroxidasas
recombinantes modificadas en un sistema heterólogo procariota (ver , páginas 1-3; página 7, líneas 9-10; 20-22; página 8,
líneas 1-7; página 10, líneas 28-30; página 12, líneas 19-23; página 18, línea 1; página 30, líneas 11-17, 26-28; página 31,
líneas 27-29; página 36, líneas 5-21).

El documento D02 divulga peroxidasas vegetales y fúngicas que han sido mutadas en aminoácidos puntuales. Dichas mutacio-
nes comprenden la sustitución de uno de los residuos del canal de acceso al hemo, la cual produce un aumento de la actividad
catalítica de una peroxidasa vegetal frente a sustratos fenólicos. D02 divulga asimismo la obtención de las peroxidasas mo-
dificadas como proteínas recombinantes que incorporan mutaciones llevadas a cabo mediante técnicas que comprenden la
evolución dirigida (ver páginas 2, 6-7, 9, 19).

El documento D03 se refiere a variantes de peroxidasas fúngicas con mayor estabilidad frente al peróxido de hidrógeno que son
útiles como blanqueantes. En un caso particular, estas peroxidasas se obtienen a través de modificaciones que comprenden
la sustitución de aminoácidos que forman parte del canal de acceso al hemo. Asimismo, D03 divulga métodos de obtención de
las enzimas mutadas empleando técnicas de ADN recombinante. Dichas técnicas comprenden la expresión de vectores, que
incorporan los polinucleótidos que codifican las enzimas, en distintos hospedadores y en particular en hongos (ver páginas 2,
21-22).

El documento D04, del cual son autores los inventores, divulga una peroxidasa versátil de "Pleurotus eryngii " modificada
mediante mutagénesis dirigida en seis residuos de aminoácidos que se encuentran en el entorno de un residuo de triptófano
directamente relacionado con la catálisis. Asimismo, se aborda el efecto de dichas modificaciones en las propiedades cinéticas
de la enzima.

Por su parte, D05 divulga el empleo de técnicas de evolución dirigida para obtener peroxidasas mutantes de "Coprinus cinereus"
utilizables como componente blanqueante de detergentes por su capacidad para oxidar colorantes.
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Por último, D06 aporta una revisión de los aspectos moleculares y los usos de distintas peroxidasas fúngicas. Asimismo, divulga
peroxidasas mutantes que pueden ser obtenidas por expresión en diferentes sistemas heterólogos.

1. NOVEDAD (Art. 6.1 LP 11/1986)

1.1. Reivindicaciones 1-28.

El documento D01 se considera el más cercano en el estado de la técnica, ya que anticipa una lignina peroxidasa mutante
cuya forma natural es producida por el hongo basidiomiceto "Phanerochaete chrysosporium" y que presenta una similitud de
secuencia superior al 40% respecto a las secuencias AAA33744, AAA33745, AAB39652 y AAU82081 de la solicitud. Esta
variante de la lignina peroxidasa posee una mayor eficiencia catalítica frente a un colorante azo cargado negativamente que es
un derivado fenólico. La enzima modificada incorpora la mutación E146G, que produce el agrandamiento del canal de acceso
al hemo y que supone a su vez la sustitución de la cadena lateral del ácido glutámico con carga negativa por el átomo de
hidrógeno de la glicina, lo cual hace disminuir el potencial electrostático negativo del canal.

Por otra parte, la metodología seguida en D01 para la obtención de las peroxidasas modificadas es la misma que la empleada
por los inventores. Dicha metodología comprende la comparación de secuencias de peroxidasas para determinar los residuos
aminoacídicos a sustituir, la mutagénesis dirigida puntual mediante PCR de un polinucleótido que, antes de ser mutado, pre-
senta una similitud de secuencia del 63% respecto a la SEQ NO:1 de la solicitud ,y la expresión en "E.coli" de vectores que
comprenden dicho polinucleótido. Por último, D01 anticipa el uso industrial y medioambiental de las peroxidasas modificadas
por cuanto éstas presentan mayor eficiencia biocatalítica en la oxidación de tintes.

En consecuencia, considerando que el objeto reivindicado se anticipa de forma idéntica en D01, la invención, tal y como se
recoge en las reivindicaciones 1-5, 8-16, 21, 23-26, no cumple con el requisito de novedad. Por el contrario, las reivindicaciones
6-7, 14-15, 17-20, 22, 27-28 sí satisfacen el requisito de novedad (Art. 6.1 LP11/1986).

2. ACTIVIDAD INVENTIVA (Art. 8.1 LP 11/1986)

1.1. REIVINDICACIONES 6-7, 14-15, 17-20, 22, 27-28.

Una diferencia del documento D01 con la presente solicitud consiste en la modificación de las peroxidasas por evolución dirigida
(reivindicación 6), no empleándose dicha técnica en D01. Sin embargo, este elemento particular aparece en el documento D02,
que anticipa peroxidasas fúngicas mutadas obtenidas por técnicas de ADN recombinante análogas a las de D01 y la solicitud.
Por ello, se considera que la aplicación de la técnica de evolución dirigida como alternativa para la generación de las enzimas
mutantes resultaría obvia para un experto en la materia a la luz de lo divulgado en D01 y D02.

Otra diferencia de D01 con respecto a la solicitud es la utilización alternativa por los inventores de hospedadores eucarióticos, y
en particular fúngicos, para la expresión de las peroxidasas recombinantes (reivindicación 7), mientras que los sistemas divul-
gados en D01 son exclusivamente procarióticos (E. coli). Sin embargo, D03 anticipa la expresión de peroxidasas modificadas
en hongos como "Aspergillus oryzae", siendo estas peroxidasas, al igual que en el caso anterior, análogas a las peroxidasas de
D01 y de la solicitud, en cuanto al tipo de mutaciones que incorporan y a la metodología seguida para inducir las mutaciones.
En consecuencia, la utilización de hospedadores fúngicos como alternativa para la expresión de las peroxidasas modificadas
resultaría obvia para un experto en la materia combinando los procedimientos divulgados en los documentos D01 y D03.

La presente solicitud difiere adicionalmente de D01 en la utilización, para ser modificada, de una peroxidasa de una cepa
particular de "Phanerochaete chrysosporium" (reivindicación 14), así como de una peroxidasa de "P. chrysosporium" que antes
de la modificación presenta una de las 48 secuencias de la reivindicación 15.

Sin embargo, el empleo de estas peroxidasas particulares no aporta, de acuerdo con la descripción, ninguna ventaja técnica
respecto al uso de la lignina peroxidasa de "P. chrysosoporium" de D01. Por ello, se considera que el empleo alternativo de las
peroxidasas de "P. chrysosporium" de la invención resultaría obvio para un experto en la materia.
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En relación con las reivindicaciones 17-20 y 22, la diferencia entre la solicitud y D01 consiste en que los inventores han
logrado obtener peroxidasas con mayor eficiencia catalítica para oxidar compuestos fenólicos a partir de modificaciones de la
peroxidasa versátil de "P. eryngii". Estas modificaciones se basan, de acuerdo con la descripción y el estado de la técnica, en
los estudios llevados a cabo por los inventores sobre los mecanismos moleculares de la enzima, y en particular sobre el papel
de los distintos residuos aminoacídicos que se encuentran comprendidos en el canal del hemo. Por ello, se considera que
no resultaría obvia para un experto en la materia la obtención de peroxidasas mejoradas que incorporen las modificaciones
particulares de la invención.

Por último, el documento D01 no contempla para la lignina peroxidasa de "P. chrysosporium" ningún uso de los relacionados en
las reivindicaciones 27-28. Se considera pues, que dichas aplicaciones concretas de las enzimas de la invención no resultarían
en principio obvias para un experto en la materia a partir del conocimiento de lo divulgado en D01.

Por lo tanto, según lo expuesto, las reivindicaciones 6-7 y 14-15 no cumplen el requisito de actividad inventiva. El objeto de las
reivindicaciones 17-20, 22 y 27-28 sí satisface el requisito de actividad inventiva (Art. 8.1 LP 11/1986).

Los documentos D04-D06, se refieren al Estado de la Técnica y no se consideran relevantes en relación con el objeto de la
invención.
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