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DESCRIPCIÓN

Catalasa termoestable

Campo técnico

La presente invención se refiere a catalasas termoestables, más en particular, a catalasas termoestables derivadas 
de Penicillium pinophilum, a proteínas que tienen una actividad catalasa termoestable, a los ADN que codifican las 5
proteínas y a un procedimiento para producir las catalasas termoestables.

Técnica anterior

La catalasa es una enzima que cataliza una reacción en la que el peróxido de hidrógeno se descompone en agua y 
oxígeno. La solución acuosa de peróxido de hidrógeno se usa ampliamente como antiséptico o desinfectante. 
Después de completar la desinfección, la solución de peróxido de hidrógeno se puede retirar fácilmente con agua y 10
se descompone espontáneamente a medida que avanza el tiempo y, por lo tanto, se usa ampliamente como 
desinfectante para alimentos. Sin embargo, se desea que el peróxido de hidrógeno se descomponga por completo y 
se retire después de su uso, porque las especies reactivas del oxígeno generadas a partir del peróxido de hidrógeno 
restante pueden provocar envejecimiento celular o cáncer. La catalasa es extremadamente útil para la 
descomposición del peróxido de hidrógeno, porque no se necesitan sustancias químicas adicionales para la 15
descomposición. De hecho, la catalasa se usa para la descomposición y la retirada de la peroxidasa de hidrógeno 
restante después del blaqueamiento del algodón o en los alimentos. Se conocen catalasas derivadas de 
microorganismos (referencias de patente 1 a 5) y catalasas derivadas de animales, tales como la catalasa hepática 
porcina o bovina.

Entre estas catalasas conocidas, la catalasa producida por un hongo filamentoso Aspergillus niger o la catalasa 20
hepática porcina se usan ampliamente para usos industriales. Sin embargo, se sabe que estas catalasas presentan 
una termoestabilidad baja y que la actividad restante de las mismas después del tratamiento a 70 °C durante 30 
minutos era de aproximadamente el 10 % (referencia de patente 6). En particular, para el uso del procesamiento 
textil, el procesamiento de alimentos o similares, se desea que la catalasa tenga una termoestabilidad superior a la 
de esas catalasas convencionales, porque el peróxido de hidrógeno se tiene que descomponer a una temperatura 25
superior. Como catalasas termoestables, se ha informado de las catalasas producidas por Aspergillus terreus
(referencia de patente 6), Acremonium alabamensis (referencia de patente 6), Thermoascus aurantiacus (referencia 
de patente 6), Scytalidium thermophilum (referencia de patente 7), Humicola insolens (referencia de patente 7) y el 
género Thermomyces (referencia de patente 8).

Se sabe que los hongos filamentosos tienen una actividad secretora de proteínas extremadamente alta y que son 30
adecuados como huéspedes para producir una proteína recombinante tal como las enzimas. Por lo tanto, si se 
puede introducir un gen de catalasa termoestable en un hongo filamentoso y se puede expresar altamente la 
catalasa termoestable como proteína recombinante, se espera poder producir la catalasa termoestable con una 
productividad extremadamente alta en comparación con una de tipo natural. Con respecto a la producción de 
proteínas recombinantes, se ha informado de que las proteínas recombinantes se podrían producir en hongos 35
filamentosos clasificados en los géneros Aspergillus (referencia de patente 9), Penicillium (referencia de patente 10), 
Humicola (referencia de patente 11), Trichoderma (referencia de patente 12) o Acremonium (referencia de patente 
13).

Cuando se expresa una proteína recombinante en estos hongos filamentosos como huésped, no todos los genes 
exógenos introducidos en el huésped se expresan necesariamente. En general, se considera preferente que el 40
origen de un gen exógeno que se va a introducir tenga una relación lo más estrecha posible con el del huésped, con 
vista al uso de codones. Por ejemplo, en el caso en que se utilizó Humicola insolens como huésped para expresar 
endoglucanasa como proteína recombinante, se expresó una cantidad significativa de endoglucanasa al introducir un 
gen NCE4 o NCE5 derivado de Humicola insolens en Humicola insolens (referencias de patente 14 y 15). En 
contraste, se expresó una cantidad pequeña de endoglucanasa al introducir un gen RCE I, derivado de Rhizopus 45
oryzae y que tenía una secuencia de aminoácidos que mostraba una identidad alta con las de NCE4 y NCE5, en 
Humicola insolens (referencia de patente 16). Además, en el caso en que se usó Aspergillus awamori como huésped 
para expresar glucoamilasa como proteína recombinante, la introducción de un gen de glucoamilasa derivado de
Aspergillus niger dio lugar a una productividad alta (4,6 g/l), pero la introducción de un gen de glucoamilasa derivado 
de Humicola grisea dio lugar a una productividad baja (0,66 g/l) (referencia que no es una patente 1). Por otra parte, 50
en el caso en el que se expresó α-amilasa como proteína recombinante, la introducción de un gen de α-amilasa 
derivado de Aspergillus oryzae en Aspergillus oryzae como huésped dio lugar a una productividad alta (12 g/l), pero 
la introducción del gen de α-amilasa derivado de Aspergillus oryzae en Trichoderma viride dio lugar a una 
productividad de tan solo 1 g/l (referencia que no es una patente 1). Estos resultados demuestran que, cuando se va 
a expresas una cantidad significativa de proteína recombinante, es preferente introducir un gen derivado de un 55
hongo filamentoso que es de la misma especie que el huésped o de una relacionada.

Cuando se usa un hongo filamentoso como huésped para expresar una gran cantidad de catalasa termoestable 
como proteína recombinante, se considera preferente que el origen de un gen de catalasa que se va a introducir esté 
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estrechamente relacionado con el del hongo filamentoso usado como huésped, como se describe anteriormente. Sin 
embargo, con respecto al aislamiento de genes de catalasa termoestable, solo se ha informado de un gen de 
catalasa derivado de Thermoascus aurantiacus (referencia de patente 17) y un gen de catalasa derivado de 
Scytalidium thermophilum (referencia de patente 18). No se han aislado genes de catalasa termoestable de hongos 
filamentosos desarrollados como huéspedes para la producción de proteínas, tales como los de los géneros 5
Aspergillus, Penicillium, Humicola, Trichoderma o Acremonium, y, por lo tanto, era muy difícil expresar la catalasa 
termoestable como proteína recombinante con productividad alta.

[referencia de patente 1] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 55-135588
[referencia de patente 2] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 60-083579
[referencia de patente 3] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 63-00378810
[referencia de patente 4] Publicación de patente japonesa examinada (kokoku) N.º 49-004956
[referencia de patente 5] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 2-076579
[referencia de patente 6] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 5-153975
[referencia de patente 7] Publicación de traducción japonesa (Kohyo) N.º 6-506347
[referencia de patente 8] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 10-25788315
[referencia de patente 9] Publicación internacional WO 97/034004
[referencia de patente 10] Publicación internacional WO 2000/068401
[referencia de patente 11] Publicación internacional WO 98/003667
[referencia de patente 12] Publicación internacional WO 98/011239
[referencia de patente 13] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 2001/01718020
[referencia de patente 14] Publicación internacional WO 98/003640
[referencia de patente 15] Publicación internacional WO 2001/090375
[referencia de patente 16] Publicación internacional WO 2000/024879
[referencia de patente 17] Publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 2004-261137
[referencia de patente 18] Patente de Estados Unidos N.º 5646025 [referencia que no es una patente 1] Norihiro 25
TSUKAGOSHI, Kumikae Tanpakushitsu Seisan-hou (Production of recombinant proteins), Japan Scientific 
Societies Press, págs. 94-95

Divulgación de la invención

Problemas que debe solucionar la invención

En determinadas circunstancias se desea la expresión de una gran cantidad de catalasa termoestable como proteína 30
recombinante. Un objetivo que deben resolver los presentes inventores es la búsqueda de hongos filamentosos 
pertenecientes a los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Acremonium, que se desarrollaron como 
huéspedes para producir proteínas recombinantes, para catalasas termoestables; aislar genes que codifican las 
catalasas termoestables; y expresar las catalasas termoestables en grandes cantidades.

Medios para resolver los problemas35

Para resolver el objetivo, los presentes inventores cultivaron una serie de hongos filamentosos pertenecientes a los 
géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma y Acremonium, que se habían desarrollado como huéspedes para 
producir proteínas recombinantes; evaluaron la termoestabilidad de la catalasa contenida en cada líquido de cultivo 
obtenido; e intentaron descubrir una catalasa termoestable a partir de los hongos filamentosos. Como consecuencia, 
los presentes inventores descubrieron que Penicillium pinophilum producía catalasas termoestables.40

A continuación, los presentes inventores purificaron la catalasa termoestable del líquido de cultivo de Penicillium 
pinophilum y obtuvieron una catalasa termoestable en la que se observaba una sola banda en la posición de 
aproximadamente 80 kDa por SDS-PAGE y la secuencia de aminoácidos N-terminal era 
DDSNASSETEAFLSEFYLNDNDAYLTTDVGG (SEC ID Nº.: 5).

Además, los presentes inventores lograron con éxito clonar genes que codifican las catalasas termoestables 45
anteriores a partir de ADN genómicos de Penicillium pinophilum y determinar la secuencias de nucleótidos de los 
genes y se completó la presente invención.

La presente invención se refiere a:

1) una proteína seleccionada del grupo que consiste en:

(i) una proteína que comprende la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-692 de la 50
SEC ID Nº: 2,
(ii) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos en la que se eliminaron, sustituyeron o 
añadieron de 1 a 50 aminoácidos de la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-692 de 
la SEC ID Nº: 2, y que tiene una actividad catalasa termoestable, y
(iii) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 80 % o más con55
la que consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC ID Nº: 2, y que tiene una actividad catalasa 
termoestable;
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2) una proteína que consiste en la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC 
ID Nº: 2, y que tiene una actividad catalasa termoestable;

3) la proteína de 1) o 2), que tiene la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos -1 a -42 de la 
SEC ID Nº: 2, en el lado N-terminal de la proteína;
4) un ADN seleccionado del grupo que consiste en:5

(i) un ADN que codifica la proteína de 1),
(ii) un ADN que comprende la secuencia de nucleótidos que consiste en los nucleótidos 1-2403 de la SEC ID 
Nº: 1, y
(iii) un ADN que hibrida en condiciones rigurosas con un ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos 
que consiste en los nucleótidos 1-2403 de la SEC ID Nº: 1, y que codifica una proteína que tiene una 10
actividad catalasa termoestable;

5) un ADN que consiste en la secuencia de nucleótidos que consiste en los nucleótidos 1-2403 de la SEC ID Nº: 
1;
6) un ADN en el que se escinde una secuencia intrónica del ADN de 4) o 5);
7) el ADN de 6), en el que la secuencia intrónica es una o más secuencias seleccionadas de la secuencia de 15
nucleótidos que consiste en los nucleótidos 322-372, 599-651, 1068-1113 o 1279-1326 de SEC ID Nº: 1;
8) un ADN en el que se escinde una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia señal del ADN de 4) a 
7).
9) el ADN de 8), en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia señal es la que consiste en en 
los nucleótidos 1-126 de la SEC ID Nº: 1;20
10) un vector de expresión que comprende el ADN de 4) a 9);
11) un microorganismo huésped transformado con el vector de expresión de 10);
Preferentemente, el microorganismo huésped de 11) es un hongo filamentoso;
El hongo filamentoso es un hongo filamentoso perteneciente a los géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma
o Acremonium.25
En el presente documento se describe un procedimiento para producir una catalasa termoestable, caracterizado 
por el cultivo del microorganismo huésped y la recogida de la catalasa termoestable del cultivo obtenido.

Efectos de la invención

Según la presente invención, se pueden obtener ADN necesarios para producir eficazmente catalasa termoestable 
como proteína recombinante y se pueden obtener microorganismos recombinantes que expresan eficazmente 30
catalasa termoestable. Además, se puede producir eficazmente catalasa termoestable a bajo coste mediante el 
cultivo del microorganismo obtenido. El peróxido de hidrógeno se puede descomponer eficazmente a bajo coste, 
incluso a temperatura elevada, por el tratamiento de una solución que contiene peróxido de hidrógeno con la 
catalasa termoestable de la presente invención.

Breve descripción de los dibujos35

La figura 1 es un mapa de restricción del plásmido pPCN.
La figura 2 es un mapa de restricción del plásmido pHCN.
La figura 3 es un mapa de restricción del plásmido pPTPCN.

Mejor modo de llevar a cabo la invención

Tal como se usa en el presente documento, el término "catalasa termoestable" significa una catalasa en la que el 40
porcentaje de actividad que queda después de incubarla a 70 °C durante 30 minutos es del 50 % o más, 
determinado con la medida de la termoestabilidad según el procedimiento descrito en el ejemplo 4 de la referencia 
de patente 6.

Se puede obtener catalasa termoestable producida por Penicillium pinophilum en un líquido de cultivo, por ejemplo, 
por un procedimiento desvelado en la referencia de patente 6. Se puede evaluar la actividad catalasa por la adición 45
de catalasa a una solución que contiene peróxido de hidrógeno y la cuantificación de la disminución del peróxido de 
hidrógeno durante un período de tiempo predeterminado, por ejemplo, según un procedimiento desvelado en la 
referencia de patente 6. Se puede valorar si una catalasa es termoestable o no, según un procedimiento desvelado 
en la referencia de patente 6, por tratamiento térmico de un sobrenadante de cultivo que se ha diluido previamente a 
una concentración apropiada a 70 °C durante 30 minutos y cuantificando las actividades catalasa antes y después 50
del tratamiento térmico. Según la definición anterior tal como se usa en el presente documento, una catalasa que 
tiene una actividad restante del 50 % o más después del tratamiento térmico se considera una "catalasa 
termoestable".

Se obtuvieron sobrenadantes de cultivo de Penicillium pinophilum por el procedimiento anterior y se determinó la 
termoestabilidad de la catalasa contenida en cada sobrenadante. Como consecuencia, la actividades restante 55
después del tratamiento térmico a 70 °C durante 30 minutos fueron del 50 % y del 57 % con respecto a las catalasas 
producidas por Penicillium pinophilum y las catalasas termoestables producidas por Penicillium pinophilum, 
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respectivamente.

Las catalasas termoestables se pueden purificar a partir de los sobrenadantes de cultivo que contienen catalasas 
termoestables obtenidos por el procedimiento anterior según uno o más procedimientos convencionales de 
purificación de proteínas. En cuanto a los procedimientos, se pueden aplicar diversos procedimientos conocidos 
comúnmente: por ejemplo, se puede usar una combinación de cromatografía hidrófoba y cromatografía de 5
intercambio aniónico. El peso molecular de cada catalasa termoestable purificada se puede determinar por SDS-
PAGE.

Según los procedimientos anteriores, se purificaron las catalasas termoestables producidas por Penicillium 
pinophilum y se determinó el peso molecular de cada catalasa termoestable. Se obtuvieron catalasas termoestables 
con un peso molecular de aproximadamente 80 kDa a partir de Penicillium pinophilum.10

Tal como se usa en el presente documento, el término "una secuencia de aminoácidos en la que se han eliminado, 
sustituido o añadido uno o varios aminoácidos de la secuencia de aminoácidos" significa que la secuencia de 
aminoácidos original se modifica por sustitución o similar de varios aminoácidos de forma natural o según un 
procedimiento bien conocido, tal como la mutagénesis dirigida a sitio. El número de aminoácidos modificados es de 
1 a 50, más preferentemente de 1 a 30, aún más preferentemente de 1 a 10, aún más preferentemente de 1 a 5, lo 15
más preferentemente de 1 a 2.

Los ejemplos preferentes de una secuencia de aminoácidos modificada en la proteína según la presente invención 
pueden incluir una secuencia de aminoácidos en la que uno o más aminoácidos (preferentemente uno o varios 
aminoácidos, o uno, dos, tres o cuatro aminoácidos) se han sustituido de forma conservadora.

Tal como se usa en el presente documento, el término "sustitución conservadora" significa que se han reemplazado 20
uno o más restos de aminoácido con aminoácidos diferentes que tienen propiedades químicas similares. Los 
ejemplos de la sustitución conservadora incluyen una sustitución de un resto hidrófobo por otro resto hidrófobo y una 
sustitución de un resto polar por otro resto polar que tiene la misma carga. Los aminoácidos que tienen propiedades 
químicas similares y pueden sustituirse de forma conservadora entre sí son conocidos por los expertos en la técnica. 
Más en particular, los ejemplos de aminoácidos no polares (hidrófobos) incluyen alanina, valina, isoleucina, leucina, 25
prolina, triptófano, fenilalanina y metionina. Los ejemplos de aminoácidos polares (neutros) incluyen glicina, serina, 
treonina, tirosina, glutamina, asparagina y cisteína. Los ejemplos de aminoácidos básicos que tienen una carga 
positiva incluyen arginina, histidina y lisina. Los ejemplos de aminoácidos ácidos que tienen una carga negativa 
incluyen ácido aspártico y ácido glutámico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "en condiciones rigurosas" significa que, después de la 30
hibridación, se lava la membrana a temperatura elevada en una solución de concentración salina baja, por ejemplo, 
a 60 °C durante 15 minutos en un solución de SSC de concentración 0,5x (SSC 1x: citrato trisódico 15 mmol/l y
cloruro de sodio 150 mmol/l), preferentemente, a 60 °C durante 15 minutos en una solución de SSC a concentración 
0,5x con SDS al 0,1 %.

La hibridación se lleva a cabo según un procedimiento conocido. Cuando una colección disponible comercialmente, 35
la hibridación se lleva a cabo según un procedimiento descrito en un protocolo adjunto a la colección.

Tal como se usa en el presente documento, el término "identidad" en relación con secuencias de nucleótidos o 
secuencias de aminoácidos significa el grado de similitud entre los nucleótidos o los restos de aminoácido que 
constituyen las secuencias que se quieren comparar. Tal como se usa en el presente documento, la "identidad" se 
puede representar mediante un valor calculado con un programa de búsqueda de homologías conocido. Por 40
ejemplo, los valores se pueden calcular fácilmente con los parámetros por defecto de FASTA o similar.

La secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 80 % o más con la que consiste en los aminoácidos 1-692 
de la SEC ID Nº: 2 puede ser una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad preferentemente del 85 % o 
más, aún más preferentemente del 90 % o más, aún más preferentemente del 95 % o más, aún más 
preferentemente del 98 % o más, lo más preferentemente del 99 % o más.45

En la presente invención, dada la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC ID 
Nº: 2, se pueden determinar y seleccionar fácilmente diversas secuencias de nucleótidos que codifican la secuencia 
de aminoácidos.

En la presente invención, el ADN que codifica una proteína que comprende la secuencia de aminoácidos que 
consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC ID Nº: 2 no solo significa parte o la totalidad de la secuencia de 50
nucleótidos que consiste en los nucleótidos 1-2403 de la SEC ID Nº: 1, sino también la secuencias de nucleótidos 
que contienen codones degenerados que codifican los mismos aminoácidos. La presente invención incluye 
secuencias de ARN correspondientes a estas secuencias de nucleótidos.

Los ejemplos del ADN que codifica una proteína que comprende la secuencia de aminoácidos que consiste en los 
aminoácidos 1-692 de la SEC ID Nº: 2 incluyen un ADN que comprende la secuencia de nucleótidos que consiste en 55
los nucleótidos 1-2403 de la SEC ID Nº: 1.
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Los genes que codifican las catalasas termoestables producidas por Penicillium pinophilum se pueden aislar 
mediante la preparación de colecciones de fagos genómicos a partir de Penicillium pinophilum y la obtención de 
clones positivos de fagos que contienen los genes de catalasa termoestable. Como sondas para cribar las 
colecciones de fagos genómicos para detectar clones positivos se pueden usar fragmentos de los genes de catalasa 
termoestable. Cada uno de los fragmentos de los genes de catalasa termoestable que se van a usar como sondas 5
se puede amplificar por PCR usando cada ADN genómico como molde. Se puede diseñar un juego de cebadores 
para la PCR en base a las secuencias conservadas entre los genes de catalasa conocidos derivados de hongos 
filamentosos. Se puede determinar la secuencia de nucleótidos de cada gen de catalasa termoestable al subclonar 
el gen de catalasa termoestable a partir de un clon positivo obtenido en un vector de Escherichia coli y analizar la 
secuencia de nucleótidos del vector obtenido. Se pueden deducir las secuencias intrónicas de la secuencia de 10
nucleótidos determinada sobre la base de la comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la 
secuencia de nucleótidos con las de las catalasas conocidas y las secuencias conservadas de intrones. Además, se 
puede deducir como una secuencia que codifica una secuencia señal una secuencia desde el codón de iniciación de 
la traducción del gen hasta el codón inmediatamente corriente arriba de la secuencia que codifica la secuencia de 
aminoácidos N-terminal de una catalasa termoestable purificada.15

El gen de catalasa termoestable de longitud completa PCN, que se aisló a partir del ADN genómico de Penicillium 
pinophilum por el procedimiento descrito anteriormente, consistía en la secuencia de nucleótidos de 2403 pb de la 
SEC ID Nº: 1 y se dedujo que el gen incluía cuatro intrones con secuencias de nucleótidos que consistían en los 
nucleótidos 322-372, 599-651, 1068-1113 y 1279-1326 de la SEC ID Nº: 1. La secuencia de aminoácidos de la 
catalasa termoestable, deducida a partir de la secuencia del gen, era la de la SEC ID Nº: 2. La secuencia de 20
aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-31 de la SEC ID Nº: 2 era completamente idéntica a la secuencia de 
aminoácidos N-terminal de la catalasa termoestable purificada a partir de Penicillium pinophilum y, por tanto, se 
dedujo que la secuencia de aminoácidos que consistía en -1 a -42 de la SEC ID Nº: 2 era una secuencia señal y que 
la secuencias de nucleótidos que consistía en los nucleótidos 1-126 de la SEC ID Nº: 1 era una secuencia de 
nucleótidos que codificaba la secuencia señal.25

En base a la secuencia de nucleótidos del gen de catalasa PCN derivado de Penicillium pinophilum, se pueden 
diseñar cebadores para amplificar el gen de interés, se puede llevar a cabo una PCR con ADN genómico de 
Penicillium pinophilum como molde, se puede construir un vector de expresión ligando el fragmento de ADN 
amplificado en un vector apropiado y se puede aislar el gen de interés. El ADN de la presente invención derivado de 
Penicillium pinophilum está contenido en el plásmido pPCN y, por tanto, se puede usar el ADN o el plásmido como 30
molde de ADN para la PCR. Se puede usar una enzima de restricción apropiada para preparar un fragmento de ADN 
deseado a partir del plásmido.

Según la presente invención, se proporciona Escherichia coli transformada con el pPCN. Esta cepa de Escherichia 
coli transformada se depositó con efectos nacionales en el International Patent Organism Depositary National 
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (dirección: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-come 35
Tukuba-shi, Ibarakiken 305-8566 Japón) el 7 de febrero de 2008 (número de depósito nacional: FERM P-21504) y se 
transformó en un depósito internacional el 11 de diciembre de 2008 (número de depósito internacional: FERM BP-
11074).

Según la presente invención, se proporciona Escherichia coli transformada con el pHCN. Esta cepa de Escherichia 
coli transformada se depositó con efectos nacionales en el International Patent Organism Depositary National 40
Institute of Advanced Industrial Science and Technology (dirección: AIST Tsukuba Central 6, 1-1, Higashi 1-chome 
Tukuba-shi, Ibarakiken 305-8566 Japón) el 7 de febrero de 2008 (número de depósito nacional: FERM P-21503) y se 
transformó en un depósito internacional el 11 de diciembre de 2008 (número de depósito internacional: FERM BP-
11073).

Se puede introducir cada uno de los genes de catalasa termoestable aislados como se describe anteriormente en un 45
huésped y se puede producir una catalasa termoestable deseada al expresarla en el huésped. El ADN que se va a 
introducir en el huésped puede ser el de longitud completa de un gen de catalasa termoestable, un ADN obtenido 
por la escisión de parte o de todas las secuencias intrónicas del ADN de longitud completa o un ADN obtenido por 
escisión de la secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia señal.

Según la presente invención, se proporciona un vector de expresión que comprende el ADN de la presente 50
invención, en la que se puede replicar el ADN en un microorganismo huésped y se puede expresar una proteína 
codificada por el ADN. Además, según la presente invención, se proporciona un microorganismo transformado con 
este vector de expresión.

El sistema de huésped-vector no está particularmente limitado. Por ejemplo, se puede usar un sistema que emplee 
Escherichia coli, actinomicetos, levaduras u hongos o un sistema de expresión de proteínas de fusión que lo use. 55
Los ejemplos de un microorganismo huésped preferente usado en la presente invención incluyen hongos 
filamentosos, más preferentemente del género Trichoderma, el género Aspergillus, el género Penicillium (más 
preferentemente Penicillium pinophilum) y el género Acremonium. Como vector de expresión se pueden usar los 
vectores de expresión desvelados en las referencias de patente 9 a 13.
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El vector de expresión de la presente invención se puede construir según procedimientos de uso extendido en el 
campo de la ingeniería genética.

El vector de expresión de la presente invención puede incluir, además del ADN de la presente invención, un ADN 
que pueda regular la expresión del ADN, un marcador genético para seleccionar un transformante, o similar, para 
expresar una proteína deseada por la incorporación del vector de expresión en un microorganismo huésped.5

Se puede cultivar el transformante obtenido en un medio apropiado y se puede obtener la proteína de la presente 
invención al aislarla del cultivo. El cultivo del transformante y las condiciones del mismo se pueden seleccionar de 
forma apropiada según el microorganismo usado. Se puede recoger y purificar la proteína de interés del líquido de 
cultivo según los procedimientos convencionales.

Ejemplos10

La presente invención se ilustrará ahora adicionalmente, pero en modo alguno se limitará, por los siguientes 
ejemplos.

Ejemplo 1: medida de la actividad catalasa (termoestabilidad) en líquido de cultivo de Penicillium pinophilum

Se inoculó Penicillium pinophilum cultivado en agar de dextrosa de patata en un matraz cónico de 200 ml que 
contenía 30 ml de un medio (50 g/l de sacarosa, 20 g/l de extracto de malta y 5 g/l de extracto de levadura) y se 15
cultivó a 26 °C durante 5 días con agitación. Las células del líquido se retiraron de cultivo resultante por 
centrifugación para obtener el sobrenadante de cultivo. Se midió la actividad catalasa (termoestabilidad) de la 
catalasa contenida en el sobrenadante de cultivo resultante por el procedimiento descrito en el ejemplo 4 de la 
referencia de patente 6. El porcentaje de actividad restante después de la incubación a 70 °C durante 30 minutos fue 
del 50 %. A partir del resultado se llegó a la conclusión de que Penicillium pinophilum producía catalasa 20
termoestable.

Ejemplo 2: aislamiento y purificación de catalasa termoestable en líquido de cultivo de Penicillium pinophilum

Se disolvió sulfato de amonio en el sobrenadante de cultivo de Penicillium pinophilum obtenido en el procedimiento 
descrito en el ejemplo 1 a una concentración final de 1 mol/l. Se sometió y se adsorbió la solución resultante en una 
columna hidrófoba de fenilsefarosa HP 26/10 (fabricada por GE Healthcare bioScience) que se había equilibrado 25
previamente con un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenía 1 mol/l de sulfato de amonio. Se eluyeron las 
proteínas adsorbidas en la columna hidrófoba y se fraccionaron con un procedimiento de elución en gradiente lineal 
desde un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenía 1 mol/l de sulfato de amonio a un tampón fosfato 50 
mmol/l (pH 7,0). Se midió la actividad catalasa de cada eluato fraccionado por el procedimiento descrito en el 
ejemplo 1 y se recogieron las fracciones que tenían actividad. Se añadió sulfato de amonio a la fracción activa 30
recogida a una concentración final de 1 mol/l y se repitió el procedimiento anterior para llevar a cabo una nueva 
cromatografía con la columna hidrófoba. Se concentró la fracción activa resultante, se desaló por ultrafiltración y se 
ajustó a una concentración final de 50 mmol/l con un tampón fosfato (pH 8,0). Esta solución se sometió a una 
columna de intercambio aniónico MonoQ (fabricada por GE healthcare Bioscience), que se había equilibrado 
previamente con un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 8,0) que contenía 1 mol/l de sulfato de amonio, y se adsorbieron 35
las proteínas en la columna. Se eluyeron las proteínas adsorbidas y se fraccionaron con un procedimiento de elución 
en gradiente lineal desde un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 8,0) a un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 8,0) que contenía 
1 mol/l de NaCl. Se midió la actividad catalasa (termoestabilidad) de cada eluato fraccionado por el procedimiento 
descrito en el ejemplo 1 y se recogieron las fracciones que tenían actividad. Se analizó la fracción activa recogida 
por SDS-PAGE para detectar una única banda de aproximadamente 80 kDa y se consideró que la proteína 40
detectada como la banda era una catalasa termoestable. Se separó la catalasa termoestable por SDS-PAGE y se 
transfirió a una membrana de poli(difluoruro de vinilideno) (PVDF). Se analizó la secuencia de aminoácidos N-
terminal para obtener la siguiente secuencia:

DDSNASSETEAFLSEFYLNDNDAYLTTDVGG (SEC ID Nº: 5)

Ejemplo 3: clonación del gen de catalasa termoestable PCN de Penicillium pinophilum45

3-1) Preparación de la colección de ADN genómico

Se aisló y se purificó ADN genómico a partir de células de Penicillium pinophilum según el procedimiento de Horiuchi 
y col. [H. Horiuchi y col., J. Bacteriol., 170, 272-278, (1988)]. Se digirió parcialmente el ADN genómico aislado con la 
enzima de restricción Sau3AI. Se ligaron loa fragmentos de ADN resultantes con brazos BamHI de un kit de 
clonación de fago vector EMBL3 (fabricado por Stratagene) con un kit de ligación Ver. 2 (fabricación por Takara Bio). 50
Se precipitó la mezcla con etanol y se disolvió en un tampón TE. Se usó toda la cantidad de mezcla ligada y un kit de 
envasado MaxPlaxλ (fabricado por Epicenter Technologies) para formar partículas de fago y se infectó una cepa de 
Escherichia coli XL1-blue MRA (P2) con las partículas de fago. Como consecuencia, se obtuvo una colección de 
ADN genómico compuesta por 1,1 x 104 fagos.

3-2) Preparación de la sonda55
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Se prepararon los siguientes cebadores en base a las secuencias conservadas entre las catalasas conocidas:

P catalasa F: GAGGCCGGCAACTACCCNGARTGGRA (SEC ID Nº: 6)
P catalasa R: CCTGCTCGGTCTCGGCRAARWARTT (SEC ID Nº: 7)

Se usaron los cebadores F de catalasa P y R de catalasa P y el ADN genómico como cebadores y molde, 
respectivamente, para llevar a cabo una PCR. En la PCR se usó la polimerasa LA Taq (fabricada por Takara Bio). 5
En la PCR, se repitió 40 veces un ciclo compuesto por una reacción a 94 °C durante 30 segundos, alineación 30 
segundos y una reacción de elongación a 72 °C durante 1 minuto. A este respecto, se redujo gradualmente la 
temperatura de alineación de los 20 primeros ciclos de 63 °C a 53 °C y la temperatura de alineación de los 20 ciclos 
siguientes fue de 53 °C. El fragmento de ADN amplificado de 250 pb se insertó en un vector plasmídico pCR2.1-
TOPO, con un kit de clonación TOPO TA (fabricado por Invitrogen) según un protocolo adjunto al kit, para obtener el 10
plásmido TOPO-catalasa P.

El fragmento de ADN clonado insertado en el plásmido TOPO-catalasa P se secuenció con el kit BigDye(R) 
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (fabricado por Applied Biosystems) y un analizador genético ABI PRISM 
(fabricado por Applied Biosystems) según los protocolos adjuntos a los mismos. La secuencia de nucleótidos 
determinada se usó para llevar a cabo una búsqueda de homología. Como consecuencia, la secuencia de 15
nucleótidos mostró una identidad del 71 % con la de una catalasa derivada de Aspergillus clavatus y, por tanto, se 
consideró que el fragmento de ADN formaba parte de un gen de catalasa. Se amplificó el fragmento de ADN por 
PCR usando el plásmido TOPO-catalasa P de manera sustancialmente similar a la descrita anteriormente y se 
marcó el producto de PCR obtenido con un sistema ECL Direct (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) como 
sonda.20

3-3) Exploración por hibridación en placa

Se transfirieron placas de fagos preparadas en el ejemplo 3-1 a una membrana de transferencia de nailon Hybond 
N+ (fabricada por Amersham). Se desnaturalizó la membrana con álcali, se lavó con SSC 5x (SSC: 15 mmol/l de 
citrato trisódico y 150 mmol/l de cloruro de sodio) y se secó para inmovilizar los ADN. Después de una prehibridación 
a 42 °C durante 1 hora, se añadió la sonda marcada con peroxidasa de rábano picante (HRP) y se llevó a cabo una 25
hibridación a 42 °C durante 4 horas. Se lavó la sonda dos veces con SSC 0,5x que contenía 6 mol/l de urea y SDS 
al 0,4 % y se lavó dos veces con SSC 2x.

Después de lavar la sonda, se sumergió la membrana de nailon en una solución de detección durante 1 minuto y se 
expuso a Hyperfilm ECL (fabricado por Amersham) para obtener un clon positivo. La preparación de ADN a partir del 
clon positivo se llevó a cabo usando LE392 como huésped de Escherichia coli según el procedimiento de Maniatis y 30
col. (J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). Se 
cultivó LE392 en un medio LB-MM (peptona al 1 %, extracto de levadura al 0,5 %, cloruro de sodio al 0,5 %, 10 
mmol/l de sulfato de magnesio y maltosa al 0,2 %) durante la noche. Se infectó el cultivo con una solución de fago 
derivada de una sola placa y se cultivó en medio LB-MM durante la noche. Se añadieron cloruro de sodio y 
cloroformo al cultivo a concentraciones finales de 1 mol/l y 0,8 %, respectivamente, para promover la lisis de 35
Escherichia coli. Se retiraron los desechos de células de Escherichia coli por centrifugación y se recogieron las 
partículas de fago de un precipitado de polietilenglicol (PEG) (PEG6000 al 10 %). Se digirieron las partículas de fago 
con proteinasa K en presencia de SDS, se trataron con fenol y se precipitaron con etanol para recoger el ADN de 
fago.

Se usó el ADN obtenido y el sistema ECL Direct para llevar a cabo la transferencia de bandas de Southern. Se llevó 40
a cabo una hibridación con el fragmento amplificado por PCR descrito en el ejemplo 3-2 como sonda. Como 
consecuencia, el fragmento PstI de aproximadamente 7 kb mostró patrones de hibridación comunes a los del ADN 
cromosómico.

Se clonó el fragmento PstI en pUC118 para obtener el plásmido pUC-PCN. Se determinó la secuencia de 
nucleótidos del plásmido obtenido por el procedimiento descrito en el ejemplo 3-2. Para subclonar el gen de catalasa 45
PCN derivado de Penicillium pinophilum, se llevó a cabo una PCR con el pUC-PCN como molde y el siguiente juego 
de cebadores (PCNF y PCNR) para amplificar el gen PCN.

PCNF: ATGCGAGGATTATACTCCCTC (SEC ID Nº.: 8)
PCNR: CTACTCATCCACAGCGAATCG (SEC ID Nº.: 9)

Se insertó el ADN amplificado en un vector plasmídico pCR2.1-TOPO con un kit de clonación TOPO TA (fabricado 50
por Invitrogen) para obtener el plásmido pPCN. Se transformó una cepa TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen) con 
plásmido pPCN para obtener Escherichia coli TOP10/pPCN.

3-4) Deducción de la secuencia de aminoácidos de la catalasa termoestable

El gen de catalasa termoestable de longitud completa PCN, que se aisló a partir del ADN genómico de Penicillium 
pinophilum por el procedimiento descrito anteriormente, consistía en la secuencia de nucleótidos de 2403 pb de la 55
SEC ID Nº.: 1. Sobre la base de la comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la secuencia 
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de nucleótidos con la de las catalasas conocidas, y las secuencias intrónicas conservadas, se dedujo que el gen 
incluía cuatro intrones con secuencias de nucleótidos que consistían en los nucleótidos 322-372, 599-651, 1068-
1113 y 1279-1326 de la SEC ID Nº: 1. La secuencia de aminoácidos de la catalasa termoestable, deducida a partir 
de la secuencia de nucleótidos, era la de la SEC ID Nº.: 2. La secuencia de aminoácidos que consiste en los 
aminoácidos 1-31 de la SEC ID Nº.: 2 era completamente idéntica a la secuencia de aminoácidos N-terminal 5
(mostrada en el ejemplo 2) de la catalasa termoestable purificada a partir de Penicillium pinophilum y, por tanto, se 
dedujo que la secuencia de aminoácidos que consistía en -1 a -42 de la SEC ID Nº.: 2 era una secuencia señal y 
que la secuencia de nucleótidos que consistía en los nucleótidos 1-126 (que codifica los aminoácidos 1-a -42) de la 
SEC ID Nº.: 2) de la SEC ID Nº.: 1 era una secuencia de nucleótidos que codificaba la secuencia señal.

Ejemplo 4: medida de la actividad catalasa (termoestabilidad) en líquido de cultivo de Humicola grisea10

Se preparó un sobrenadante de cultivo de Humicola grisea de manera sustancialmente similar a la descrita en el 
ejemplo 1. Se midió la actividad catalasa (termoestabilidad) de la catalasa contenida en el sobrenadante de cultivo 
resultante por el procedimiento descrito en el ejemplo 1. El porcentaje de actividad restante después de la 
incubación a 70 °C durante 30 minutos fue del 57 %. A partir del resultado se llegó a la conclusión de que Humicola 
grisea producía catalasa termoestable.15

Ejemplo 5 (ejemplo de referencia): aislamiento y purificación de catalasa termoestable en líquido de cultivo de 
Humicola grisea

Se disolvió sulfato de amonio en el sobrenadante de cultivo de Humicola grisea obtenido en el procedimiento 
descrito en el ejemplo 4 a una concentración final de 1 mol/l. Se sometió y se adsorbió la solución resultante en una 
columna hidrófoba de fenilsefarosa HP 26/10 (fabricada por GE Healthcare bioScience) que se había equilibrado 20
previamente con un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenía 1 mol/l de sulfato de amonio. Se eluyeron las 
proteínas adsorbidas en la columna hidrófoba y se fraccionaron con un procedimiento de elución en gradiente lineal 
desde un tampón fosfato 50 mmol/l (pH 7,0) que contenía 1 mol/l de sulfato de amonio a un tampón fosfato 50 
mmol/l (pH 7,0). Se midió la actividad catalasa de cada eluato fraccionado por el procedimiento descrito en el 
ejemplo 1 y se recogieron las fracciones que tenían actividad. Se añadió sulfato de amonio a la fracción activa 25
recogida a una concentración final de 1 mol/l y se repitió el procedimiento anterior para llevar a cabo una nueva 
cromatografía con la columna hidrófoba. Se concentró la fracción activa resultante, se desaló por ultrafiltración y se 
ajustó a una concentración final de 50 mmol/l con un tampón acetato (pH 4,0). Se sometió esta solución a una 
columna de intercambio catiónico MonoS (fabricada por GE healthcare Bioscience), que se había equilibrado 
previamente con un tampón acetato 50 mmol/l (pH 4,0). Se detectó la actividad catalasa en la fracción no adsorbida 30
y, por tanto, se recogió la fracción no adsorbida como la fracción activa. Se analizó la fracción activa recogida por 
SDS-PAGE para detectar una única banda de aproximadamente 80 kDa y se consideró que la proteína detectada 
como la banda era una catalasa termoestable. Se separó la catalasa termoestable por SDS-PAGE y se transfirió a 
una membrana de PVDF. Se analizó la secuencia de aminoácidos N-terminal para obtener la siguiente secuencia:

QDTTSGQSPLAAYEVDDSTG (SEC ID Nº.: 10)35

Ejemplo 6 (ejemplo de referencia): clonación del gen de catalasa termoestable HCN de Humicola grisea

6-1) Preparación de la colección de ADN genómico

Se preparó una colección de ADN genómico de Humicola grisea por el procedimiento descrito en el ejemplo 3-1.

6-2) Preparación de la sonda

Se prepararon los siguientes cebadores en base a las secuencias conservadas entre las catalasas derivadas de 40
hongos filamentosos y levaduras:

F de catalasa H: GTNCGNTTYTCNACTGT (SEC ID Nº.: 11)
R de catalasa H: AARAANACNGGNTTRTTGTT (SEC ID Nº.: 12)

[La abreviatura subrayada "N" en la 12ª posición de la SEC ID Nº.: 12 significa desoxiinosina.]

Se usaron los cebadores F de catalasa H y R de catalasa H y el ADN genómico como cebadores y molde, 45
respectivamente, para llevar a cabo una PCR. En la PCR se usó la polimerasa Ex Taq (fabricada por Takara Bio). En 
la PCR, se repitió 30 veces un ciclo compuesto por una reacción a 98 °C durante 10 segundos, alineación a 55 °C 
durante 30 segundos y una reacción de elongación a 72 °C durante 15 segundos. Se insertó el fragmento de ADN 
amplificado de 300 pb en un vector plasmídico pCR2.1-TOPO, utilizando un kit de clonación TOPO TA (fabricado por 
Invitrogen) según un protocolo adjunto al kit, para obtener el plásmido TOPO-catalasa H.50

Se secuenció el fragmento de ADN clonado insertado en el plásmido TOPO-catalasa H y se usó la secuencia de 
nucleótidos determinada para llevar a cabo una búsqueda de homología. Como consecuencia, la secuencia de 
nucleótidos mostró una identidad del 97 % con la de una catalasa derivada de Sclerotinia sclerotiorum y, por tanto, 
se consideró que el fragmento de ADN formaba parte de un gen de catalasa. Se amplificó el fragmento de ADN por 
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PCR usando el plásmido TOPO-catalasa H de manera sustancialmente similar a la descrita anteriormente y se 
marcó el producto de PCR obtenido con un sistema ECL Direct (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) como 
sonda.

6-3) Exploración por hibridación en placa

Se cribó la colección de ADN genómico según el procedimiento descrito en el ejemplo 3-3 y se obtuvo un clon 5
positivo. El clon positivo obtenido se analizó por transferencia de bandas de Southern. Como consecuencia, un 
fragmento XhoI de aproximadamente 7 kb y un fragmento BamHI de aproximadamente 4 kb mostraron patrones de 
hibridación comunes con los del ADN cromosómico. El fragmento XhoI y el fragmento BamHI se clonaron por 
separado en pUC118 para obtener el plásmido pUC-HCN-XhoI y el plásmido pUC-HCN-BamH1, respectivamente. 
Se determinaron las secuencias de nucleótidos de estos plásmidos. Como consecuencia, el fragmento XhoI contenía 10
la secuencia desde el nucleótido 616 hasta el extremo 3’ de la SEC ID Nº.: 3 y el fragmento BamHI contenía la 
secuencia desde el extremo 5’ hasta el nucleótido 1675 de la SEC ID Nº.: 3 y, por tanto, estos fragmentos contenían 
fragmentos de genes de catalasa termoestable. Se unieron estas secuencias de nucleótidos para determinar la de 
un gen de catalasa termoestable de longitud completa. Para subclonar el gen de catalasa HCN derivado de 
Humicola grisea, se llevó a cabo una PCR con ADN genómico de Humicola grisea como molde y el siguiente juego 15
de cebadores (HCNF y HCNR) para amplificar el gen HCN.

HCNF: ATGAACAGAGTCACGAATCTC (SEC ID Nº.: 13)
HCNR: TCAAAAAACAAAGGCACCAAG (SEC ID Nº.: 14)

Se insertó el ADN amplificado en un vector plasmídico pCR2.1-TOPO con un kit de clonación TOPO TA (fabricado 
por Invitrogen) para obtener el plásmido pHCN. Se transformó una cepa TOP10 de Escherichia coli (Invitrogen) con 20
plásmido pHCN para obtener Escherichia coli TOP10/pHCN.

6-4) Deducción de la secuencia de aminoácidos de la catalasa termoestable

El gen de catalasa termoestable de longitud completa HCN, que se aisló a partir del ADN genómico de Humicola 
grisea por el procedimiento descrito anteriormente, consistía en la secuencia de nucleótidos de 2749 pb de la SEC 
ID Nº.: 3. Sobre la base de la comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la secuencia de 25
nucleótidos con la de las catalasas conocidas, y las secuencias intrónicas conservadas, se dedujo que el gen incluía 
seis intrones con secuencias de nucleótidos que consistían en los nucleótidos 283-463, 667-747, 771-846, 1008-
1160, 1218-1270 y 1842-1895 de la SEC ID Nº: 3. La secuencia de aminoácidos de la catalasa termoestable, 
deducida a partir de la secuencia de nucleótidos, era la de la SEC ID Nº.: 4. La secuencia de aminoácidos que 
consiste en los aminoácidos 1-20 de la SEC ID Nº.: 4 era completamente idéntica a la secuencia de aminoácidos N-30
terminal (mostrada en el ejemplo 5) de la catalasa termoestable purificada a partir de Humicola grisea y, por tanto, se 
dedujo que la secuencia de aminoácidos que consistía en -1 a -32 de la SEC ID Nº.: 4 era una secuencia señal y 
que la secuencia de nucleótidos que consistía en los nucleótidos 1-96 (que codifica los aminoácidos -1 a -32) de la 
SEC ID Nº.: 4) de la SEC ID Nº.: 3 era una secuencia de nucleótidos que codificaba la secuencia señal.

Ejemplo 7: Preparación de un vector de expresión para PCN recombinante35

Se llevó a cabo la expresión de PCN recombinante con Aspergillus niger var. macrosporus como huésped usando un 
vector de expresión en el que se insertó el gen PCN entre el promotor y el terminador de un gen de proctasa B, que 
se expresó considerablemente en Aspergillus niger var. macrosporus. El vector de expresión se preparó según los 
siguientes procedimientos.

7-1) Preparación de la colección de ADN genómico40

Se aisló y se purificó ADN genómico a partir de células de Aspergillus niger var. macrosporus según el 
procedimiento de Horiuchi et al. [H. Horiuchi y col., J. Bacteriol., 170, 272-278, (1988)]. Se digirió parcialmente el 
ADN genómico aislado con la enzima de restricción Sau3AI. Se ligaron loa fragmentos de ADN resultantes con 
brazos BamHI de un kit de clonación de fago vector λEMBL3 (fabricado por Stratagene) con un kit de ligación Ver. 2 
(fabricación por Takara Bio). Se precipitó la mezcla con etanol y se disolvió en un tampón TE. Se usó toda la 45
cantidad de mezcla ligada y un kit de envasado MaxPlaxλ (fabricado por Epicenter Technologies) para formar 
partículas de fago y se infectó una cepa de Escherichia coli XL1-blue MRA (P2) con las partículas de fago. Como 
consecuencia, se obtuvo una colección de ADN genómico compuesta por 1,25 x 105 fagos.

7-2) Preparación de la sonda

Con respecto a la colección de ADN genómico de Aspergillus niger var. macrosporus, se llevó a cabo la 50
transferencia de bandas de Southern usando la región codificante del gen de proctasa B como sonda para aislar un 
clon que contuviera las regiones promotora y terminadora del gen de proctasa B. Se amplificó la región codificante 
de la proctasa B por PCR usando un ADN genómico de Aspergillus niger var. macrosporus como molde y los 
siguientes cebadores (proctasaB-N y proctasaB-C), que se diseñaron en base a los extremos 5’ y 3’ de la región 
codificante de la proctasa B desvelada en la publicación de patente japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 5-55
68570.
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proctasaB-N: ATGGTCGTCTTCAGCAAAACC (SEC ID Nº.: 15)
proctasaB-C: CTAAGCCTGAGCGGCGAATCC (SEC ID Nº.: 16)

Se llevó a cabo la PCR usando un kit LA PCR™ KIT Ver2.1 (fabricado por Takara Bio). En la PCR, después de una 
incubación a 94 °C durante 1 minuto, se repitió 30 veces un ciclo compuesto por una reacción a 94 °C durante 30 
segundos, una reacción a 52 °C durante 30 segundos y una reacción a 72 °C durante 90 segundos y se llevó a cabo 5
una reacción a 72 °C durante 7 minutos para completar la PCR. Como consecuencia, se amplificó un ADN de 
aproximadamente 1,2 kb. Se insertó el fragmento de ADN amplificado de 1,2 kb en un vector plasmídico pCR2.1-
TOPO, utilizando un kit de clonación TOPO TA (fabricado por Invitrogen) según un protocolo adjunto al kit, para 
obtener el plásmido TOPO-ProB. El fragmento de ADN clonado insertado en el plásmido TOPO-ProB se secuenció 
con el kit BigDye(R) Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (fabricado por Applied Biosystems) y un analizador 10
genético ABI PRISM (fabricado por Applied Biosystems) según los protocolos adjuntos a los mismos. La secuencia 
de nucleótidos determinada concordaba con la del gen de proctasa B desvelada en la publicación de patente 
japonesa pendiente de examen (kokai) N.º 5-68570 y, por tanto, se consideró que el fragmento de ADN era la región 
codificante del gen de proctasa B. Se marcó el fragmento de ADN usando un sistema ECL Direct (fabricado por 
Amersham Pharmacia Biotech) como sonda.15

7-3) Exploración de clones que contienen las regiones promotora y terminadora del gen de proctasa por hibridación 
en placa

Se transfirieron placas de fagos preparadas en el ejemplo 7-1 a una membrana de transferencia de nailon Hybond 
N+ (fabricada por Amersham). Se desnaturalizó la membrana con álcali, se lavó con SSC 5x (SSC: 15 mmol/l de 
citrato trisódico y 150 mmol/l de cloruro de sodio) y se secó para inmovilizar los ADN. Después de una prehibridación 20
a 42 °C durante 1 hora, se añadió la sonda preparada por el procedimiento descrito en el ejemplo 7-2 y se llevó a 
cabo una hibridación a 42 °C durante 20 horas. Se lavó la sonda dos veces con SSC 0,5x que contenía 6 mol/l de 
urea y SDS al 0,4 % y se lavó dos veces con SSC 2x. Después de lavar la sonda, se sumergió la membrana de 
nailon en una solución de detección durante 1 minuto y se expuso a Hyperfilm ECL (fabricado por Amersham) para 
obtener ocho clones positivos.25

La preparación de ADN a partir de cada uno de los clones positivos se llevó a cabo usando LE392 como huésped de 
Escherichia coli según el procedimiento de Maniatis y col. (J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, "Molecular 
Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989). Se cultivó LE392 en un medio LB-MM (peptona al 1 %, 
extracto de levadura al 0,5 %, cloruro de sodio al 0,5 %, 10 mmol/l de sulfato de magnesio y maltosa al 0,2 %) 
durante la noche. Se infectó el cultivo con una solución de fago derivada de una sola placa y se cultivó en medio LB-30
MM durante la noche. Se añadieron cloruro de sodio y cloroformo al cultivo a concentraciones finales de 1 mol/l y 
0,8 %, respectivamente, para promover la lisis de Escherichia coli. Se retiraron los desechos de células de 
Escherichia coli por centrifugación y se recogieron las partículas de fago de un precipitado de polietilenglicol (PEG) 
(PEG6000 al 10 %). Se digirieron las partículas de fago con proteinasa K en presencia de SDS, se trataron con fenol 
y se precipitaron con etanol para recoger el ADN de fago.35

Se usó el ADN obtenido y el sistema ECL Direct para llevar a cabo la transferencia de bandas de Southern. Se llevó 
a cabo una hibridación con la sonda preparada por el procedimiento descrito en el ejemplo 7-2. Como consecuencia, 
el fragmento XhoI-EcoRI de aproximadamente 5,5 kb mostró patrones de hibridación comunes a los del ADN 
cromosómico. Se consideró que el fragmento de ADN contenía el gen de proctasa B y después se llevó a cabo la 
subclonación del fragmento de ADN. Se insertó el fragmento XhoI-EcoRI escindido del ADN de fago entre los sitios 40
SalI y EcoRI del pUC119 para obtener el plásmido pPROB/119E.X. Se secuenció la secuencia de nucleótidos del 
plásmido obtenido para determinar las de las regiones promotora y terminadora del gen de proctasa B.

7-4) Construcción del vector recombinante pPTB-EX para expresión génica

Un vector en el que se escindió la región codificante del gen de proctasa B del plásmido pPROB/119E.X preparado 
por el procedimiento descrito en el ejemplo 7-3 y el extremo 3’ de la región promotora del gen se ligó en el extremo 45
5’ de la región terminadora del gen a través de la secuencia de reconocimiento de Xbal, se denominó vector de 
expresión pPTB-EX. El vector de expresión pPTB-EX se preparó por una PCR inversa usando pPROB/119E.X como 
molde y los siguientes cebadores (proctasaBNxba y proctasaBCxba) diseñados en base al extremo 3’ del promotor y 
el extremo 5’ del terminador del gen de proctasa B, respectivamente.

proctasaBNxba: GGTCTAGAATGTCAAGCAAGAGAGT (SEC ID Nº.: 17)50
proctasaBCxba: GGTCTAGAATCAACCACTGAAGTGGA (SEC ID Nº.: 18)

A este respecto, se añadió la secuencia de reconocimiento de XbaI al extremo 5’ de cada cebador. En la PCR 
inversa, en la que se usó POLIMERASA de ADN Primestar MAX (fabricada por Takara Bio), se repitió 30 veces un 
ciclo compuesto por una reacción a 98 °C durante 10 segundos, alineación a 55 °C durante 5 segundos y una 
reacción de elongación a 72 °C durante 60 segundos. Como consecuencia, se amplificó un fragmento de ADN de 55
aproximadamente 7 kb. Para purificar el fragmento de ADN se usaron el líquido de la reacción de PCR resultante y 
un kit de purificación de PCR QIAQUICK (fabricado por Qiagen). Se disolvió el fragmento de ADN en 50 µl de un 
tampón TE, se digirió con la enzima de restricción XbaI y se ligó de nuevo con un kit de ligación Ver. 2 (fabricación 
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por Takara Bio) para obtener el vector de expresión pPTB-EX. Se analizó la secuencia de nucleótidos del plásmido 
obtenido y se confirmó que la PCR inversa no provocó mutaciones.

7-5) Construcción del vector pPTPCN para la expresión de PCN recombinante

Se insertó el gen PCN aislado por el procedimiento descrito en el ejemplo 3 en el sitio Xbal del vector de expresión 
pPTB-EX para construir el vector pPTPCN para expresar PCN recombinante. Para añadir la secuencia de 5
reconocimiento de Xbal en los extremos 5’ y 3’ de la región codificante del gen PCN, se llevó a cabo una PCR 
usando pPCN como molde y los siguientes cebadores (PCN-XbalPtN y PCN-XbalPtC) en los que se añadió la 
secuencia de reconocimiento de Xbal en los extremos 5’ y 3’ de la región codificante del gen PCN.

PCN-XbalPtN: GGTCTAGAGGTCAAAATGCGAGGATTATACTCCCT (SEC ID Nº.: 19)
PCN-XbalPtC: GGTCTAGACTACTCATCCACAGCGAATCGG (SEC ID Nº.: 20)10

En la PCR, en la que se usó POLIMERASA de ADN Primestar MAX (fabricada por Takara Bio), se repitió 30 veces 
un ciclo compuesto por una reacción a 98 °C durante 10 segundos, alineación a 55 °C durante 5 segundos y una 
reacción de elongación a 72 °C durante 60 segundos. Como consecuencia, se amplificó un fragmento de ADN de 
aproximadamente 2,3 kb. Para purificar el fragmento de ADN se usaron el líquido de la reacción de PCR resultante y 
un kit de purificación de PCR QIAQUICK (fabricado por Qiagen). Se disolvió el fragmento de ADN en 50 µl de un 15
tampón TE y se digirió con la enzima de restricción XbaI. El fragmento digerido se ligó con un kit de ligación Ver. 2 
(fabricación por Takara Bio) a pPTB-EX, que se había digerido con XbaI y desfosforilado, para obtener el plásmido 
pPTPCN (SEC ID Nº.: 21, figura 3). Se analizó la secuencia de ADN del gen PCN insertado en el plásmido y se 
confirmó que la PCR no provocó mutaciones.

Ejemplo 8: transformación de Aspergillus niger var. macrosporus con PCN-vector de expresión pPTPCN y expresión 20
de PCN recombinante

Se llevó a cabo una transformación de Aspergillus niger var. macrosporus con PCN-vector de expresión pPTPCN 
mediante la transformación de una cepa de Aspergillus niger var. macrosporus deficiente en niaD con un gen niaD 
como gen marcador selectivo.

8-1) Aislamiento de la cepa deficiente en niaD Nia225

Se aplicaron esporas de Aspergillus niger var. macrosporus en un medio de Czapek-N (K2HPO4 al 0,1 %, 
MgSO4·7H2O al 0,05 %, KCl al 0,05 %, FeSO4·2H2O al 0,001 %, sacarosa al 3 %, agar purificado al 1,5 %, a pH 5,5-
6,0) complementado con glutamato de sodio al 0,188 % y KClO3 al 3 % y se incubaron a 30 °C durante de 5 a 7 
días. Se replicaron las colonias en cada medio en el que la fuente de nitrógeno del medio de Czapek se reemplazó 
con NO3, NH4 o glutamato y se incubaron a 30 °C durante de 5 a 7 días. Entre las colonias replicadas, se aisló como 30
una cepa Nia2 deficiente en niaD una cepa que se pudo cultivar en el medio que contenía NH4 o glutamato como 
fuente de nitrógeno, pero que no se pudo cultivar en el medio que contenía NO3 como fuente de nitrógeno.

8-2) Aislamiento del gen niaD, gen marcador de selección

Se llevó a cabo una PCR con los siguiente cebadores Nia-N y Nia-C, diseñados sobre la base de los extremos 5’ y 3’ 
de la región codificante de un gen niaD de Aspergillus niger comunicado por Uncle y col. [Uncle, S.E., Cambell, E.I., 35
Punt, P.J., Hawker, K.l., Contreras, R., Hawkins, A.R., Van Den Hondel, C.A. and Kinghorn, J.R., "The Aspergillus 
niger niaD gene encoding nitrate reductase: upstream nucleotide and amino acid sequence comparisons", Gene 
111(2), 149-155(1992)], para amplificar la región codificante de un gen niaD de Aspergillus niger var. macrosporus.

Nia-N: ATGGCGACTGTCACTGAGGTG (SEC ID Nº.: 22)
Nia-C: TTAGAAGAAATGAAGGTCCGA (SEC ID Nº.: 23)40

La PCR se llevó a cabo usando ADN genómico de Aspergillus niger var. macrosporus y un kit LA PCR™ Ver2.1 
(fabricado por Takara Bio). En la PCR, después de una reacción a 94 °C durante 1 minuto, se repitió 30 veces un 
ciclo compuesto por una reacción a 94 °C durante 30 segundos, una reacción a 55°C durante 30 segundos y una 
reacción a 72 °C durante 3 minutos y se llevó a cabo una reacción a 72 °C durante 7 minutos. Como consecuencia, 
se amplificó un fragmento de ADN de aproximadamente 3 kb. Se marcó el fragmento de ADN amplificado usando un 45
sistema ECL Direct (fabricado por Amersham Pharmacia Biotech) como sonda.

Se usó la región codificante del gen niaD preparada por el procedimiento anterior como sonda para aislar un clon 
que contenía las regiones promotora y terminadora del gen niaD a partir de la colección de ADN genómico, que se 
preparó por el procedimiento descrito en el ejemplo7-1, de Aspergillus niger var. macrosporus. De manera 
sustancialmente similar a la descrita en el ejemplo 7, se cribó la colección de ADN genómico para obtener un clon 50
positivo. Se analizó el clon de fago obtenido por transferencia de bandas de Southern de manera sustancialmente 
similar a la descrita en el ejemplo 7. Como consecuencia, el fragmento digerido con XhbaI de aproximadamente 6,5 
kb mostró patrones de hibridación comunes a los del ADN cromosómico. Se clonó este fragmento Xbal en el sitio de 
la secuencia de reconocimiento de Xbal del pUC118 para obtener el plásmido pPTnial 18. Se analizó la secuencia 
de nucleótidos del plásmido obtenido para determinar la secuencia de nucleótidos de 6416 pb (SEC ID Nº.: 24) que 55
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contenía las regiones promotora y terminadora del gen niaD.

8-3) Introducción del gen PCN en la cepa Nia2 de Aspergillus niger var. macrosporus

Se cultivó la cepa Nia2 de Aspergillus niger var. macrosporus en un medio S (glucosa al 3,0 %, polipeptona al 0,1 %, 
extracto de levadura 1 %, sulfato de amonio al 0,14 %, fosfato de potasio al 0,2 %, sulfato de magnesio al 0,03 %, a 
pH 6,8) a 30 °C durante 24 horas y se centrifugó a 3500 rpm durante 10 minutos para recoger las células. Se lavaron 5
las células recogidas con sacarosa 0,5 mol/l y se suspendieron en una solución de enzima para preparar 
protoplastos (10 mg/ml de β-glucuronidasa, 3 mg/ml de quitinasa, 3 mg/ml de zimoliasa, 0,5 mol/l de sacarosa), que 
se había filtrado a través de un filtro de 0,45 µm. Se incubaron los micelios suspendidos a 30 °C durante 60 minutos 
con agitación para preparar protoplastos. Se filtró la suspensión a través de algodón absorbente y se centrifugó a 
2500 rpm durante 10 minutos para recoger los protoplastos. Se lavaron los protoplastos con un tampón SUTC 10
(sacarosa al 17,1 %, 10 mmol/l de Tris-HCl a pH 7,5, 10 mmol/l de CaCl2) y se resuspendieron en 100 µl del tampón 
SUTC. A la suspensión de protoplastos, se le añadieron 7,5 µl de pPTPCN (1 µg/µl) y 2,5 µl de pPTnia118 (1 µg/µl) y 
se dejó reposar la mezcla en hielo durante 5 minutos. Además, se añadieron 400 µl de una solución de PEG 
(PEG4000 al 60 %, 10 mmol/l de Tris-HCl a pH 7,5, 10 mmol/l de CaCl2) y se dejó reposar en hielo durante 20 
minutos. Después de añadir otros 10 ml de tampón SUTC se centrifugó el conjunto a 2500 rpm durante 10 minutos. 15
Se suspendieron los protoplastos centrifugados en 1 ml del tampón SUTC, se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 
minutos y, por último, se suspendieron en 100 µl del tampón SUTC.

Se cubrieron los protoplastos resultantes con agar blando sobre un medio de Czapek modificado (NaNO3 al 0,085 %, 
K2HPO4 al 0,1 %, MgSO4·7H2O al 0,05 %, KCl al 0,05 %, FeSO4·2H2O al 0,001 %, sacarosa al 17,1 %, agar 
purificado al 1,5 %, a pH 5,5-6,0) y se incubaron a 30 °C durante de 5 a 7 días. Las colonias formadas después de la 20
incubación se consideraron transformantes.

8-4) Expresión de PCN y medida de la actividad enzimática en transformantes de la cepa Nia2 de Aspergillus niger
var. macrosporus

Se cultivaron los transformantes obtenidos en un medio P (almidón al 1,0 %, harina de soja al 6,0 %, licor de maíz 
fermentado al 1,0 %, sulfato de amonio al 0,3 % y carbonato de calcio al 1 %) a 28 °C durante 6 días. Se analizó el 25
sobrenadante de cada cultivo por SDS-PAGE para obtener una cepa (N.º 16) en la que se observó la banda con un 
peso molecular de aproximadamente 80 kDa, correspondiente a PCN recombinante. Con respecto al sobrenadante 
de cultivo de la cepa N.º 16, y a un sobrenadante obtenido por el cultivo de forma similar de la cepa Nia2, se midió la 
actividad catalasa por el procedimiento descrito en el ejemplo 1. Como se muestra en la tabla 1, la actividad de la 
cepa N.º 16 era 77 veces o más la de la natural y se confirmó que se expresaba PCN recombinante en la cepa N.º 30
16.

Tabla 1

Actividad catalasa (u/ml)

Natural menos de 300 u/ml

Cepa N.º 16 23300 u/ml

A este respecto, se consideró "1 unidad" de actividad catalasa como la cantidad de la enzima capaz de 
descomponer 1 mmol de peróxido de hidrógeno por minuto. Además, la actividad catalasa del sobrenadante de 35
cultivo de Penicillium pinophilum preparado por el procedimiento descrito en el ejemplo 1 fue de 385 U/ml. Este 
resultado demuestra que la productividad de PCN aumenta considerablemente al expresar PCN en Aspergillus niger
var. macrosporus como huésped.

8-5) Análisis de la secuencia de aminoácidos N-terminal

Se sometió el sobrenadante de cultivo de la cepa transformante N.º 16 obtenida en el ejemplo 8-4 a SDS-PAGE y se 40
transfirieron las proteínas separadas a una membrana de PVDF Immobilon-PSQ (fabricada por Millipore). Se tiñó la 
membrana de PVDF con azul brillante de Coomassie. Se cortó de la membrana una porción en la que se transfirió la 
proteína de aproximadamente 80 kDa y se sometió a un secuenciador de aminoácidos modelo 492 para determinar 
la secuencia de aminoácidos de 11 restos del extremo aminoterminal. La secuencia aminoácidos era la siguiente:

DDSNASSETEA (aminoácidos 1-11 de la SEC ID Nº.: 5)45

Esta secuencia de aminoácidos era idéntica a los aminoácidos N-terminales de PCN derivada de Penicillium 
pinophilum y, por tanto, se confirmó que la proteína de aproximadamente 80 kDa era la PCN recombinante.

8-6) Evaluación de la termoestabilidad en PCN recombinante

Como se describe en el ejemplo 1, la termoestabilidad de PCN natural producida por Penicillium pinophilum fue del 
50 %. La termoestabilidad de PCN recombinante obtenida por el procedimiento descrito en el ejemplo 8-4 se evaluó 50
por el procedimiento descrito en el ejemplo 1. Como consecuencia, la termoestabilidad fue del 71,3 %. Este 
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resultado reveló que la termoestabilidad de PCN recombinante mejoró considerablemente en comparación con la de 
PCN natural.

Aunque se ha descrito la presente invención con referencia a modos de realización específicos, se contemplan 
diversos cambios y modificaciones evidentes para los expertos en la técnica sin alejarse del ámbito de las 
reivindicaciones adjuntas.5

TEXTO LIBRE EN LA LISTA DE SECUENCIAS

Las secuencias de nucleótidos de SEC ID Nos.: 6-9 y 11-14 son secuencias de cebadores sintetizados 
artificialmente, es decir, F de catalasa P (SEC ID Nº.: 6), R de catalasa P (SEC ID Nº.: 7), PCNF (SEC ID Nº.: 8), 
PCNR (SEC ID Nº.: 9), F de catalasa H (SEC ID Nº.: 11), R de catalasa H (SEC ID Nº.: 12), HCNF (SEC ID Nº.: 13), 
HCNR (SEC ID Nº.: 14), proctasaB-N (SEC ID Nº.: 15), proctasaB-C (SEC ID Nº.: 16), proctasaBNxba (SEC ID Nº.: 10
17), proctasaBCxba (SEC ID Nº.: 18), PCN-XbaIPtN (SEC ID Nº.: 19), PCN-XbaIPtC (SEC ID Nº.: 20) y Nia-N (SEC 
ID Nº.: 22) y Nia-C (SEC ID Nº.: 23), respectivamente.

La secuencia de nucleótidos de ID NO.: 21 es el plásmido pPTPCN.

Las abreviaturas "N" en la posición 18 de la SEC ID Nº.: 6, las posiciones 3, 6 y 12 de la SEC ID Nº.: 11 y las 
posiciones 6 y 9 de la SEC ID Nº.: 12 significan un nucleótido arbitrario; y la abreviatura "N" en la posición 12 de la 15
SEC ID Nº.: 12 significa desoxiinosina.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Meiji Seika Kaisha, Ltd.
20

<120> Catalasa termoestable

<130> MEJ-827

<150> JP 2008-03617125
<151> 18-02-2008

<160> 24

<170> PatentIn versión 3.530

<210> 1
<211> 2403
<212> ADN
<213> Penicillium pinophilum35

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(126)

40
<220>
<221> exón
<222> (1)..(321)

<220>45
<221> CDS
<222> (1)..(321)

<220>
<221> mat_peptide50
<222> (127)..(2403)

<220>
<221> intrón
<222> (322)..(372)55

<220>
<221> exón
<222> (373)..(598)

60
<220>
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<221> CDS
<222> (373)..(598)

<220>
<221> intrón5
<222> (599)..(651)

<220>
<221> exón
<222> (652)..(1067)10

<220>
<221> CDS
<222> (652)..(1067)

15
<220>
<221> intrón
<222> (1068)..(1113)

<220>20
<221> exón
<222> (1114)..(1278)

<220>
<221> CDS25
<222> (1114)..(1278)

<220>
<221> intrón
<222> (1279)..(1326)30

<220>
<221> exón
<222> (1327)..(2403)

35
<220>
<221> CDS
<222> (1327)..(2403)

<400> 140
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<210> 2
<211> 734
<212> PRT5
<213> Penicillium pinophilum

<400> 2

10
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<210> 3
<211> 2749
<212> ADN5
<213> Humicola grisea

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(96)10

<220>
<221> exón
<222> (1)..(282)

15
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<220>
<221> CDS
<222> (1)..(282)

<220>5
<221> mat_peptide
<222> (97)..(2749)

<220>
<221> intrón10
<222> (283)..(463)

<220>
<221> exón
<222> (464)..(666)15

<220>
<221> CDS
<222> (464)..(666)

20
<220>
<221> intrón
<222> (667)..(747)

<220>25
<221> exón
<222> (748)..(770)

<220>
<221> CDS30
<222> (748)..(770)

<220>
<221> intrón
<222> (771)..(846)35

<220>
<221> exón
<222> (847)..(1007)

40
<220>
<221> CDS
<222> (847)..(1007)

<220>45
<221> intrón
<222> (1008)..(1160)

<220>
<221> exón50
<222> (1161)..(1217)

<220>
<221> CDS
<222> (1161)..(1217)55

<220>
<221> intrón
<222> (1218)..(1270)

60
<220>
<221> exón
<222> (1271)..(1841)

<220>65
<221> CDS
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<222> (1271)..(1841)

<220>
<221> intrón
<222> (1842)..(1895)5

<220>
<221> exón
<222> (1896)..(2749)

10
<220>
<221> CDS
<222> (1896)..(2749)

<400> 315
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<210> 4
<211> 716
<212> PRT5
<213> Humicola grisea

<400> 4
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<210> 5
<211> 31
<212> PRT5
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<213> Penicillium pinophilum

<400> 5

5

<210> 6
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> cebador: P catalasa F

<220>15
<221> misc feature
<222> (18)..(18)
<223> cualquiera

<400> 620
gaggccggca actacccnga rtggra 26

<210> 7
<211> 25
<212> ADN25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: P catalasa R

30
<400> 7
cctgctcggt ctcggcraar wartt 25

<210> 8
<211> 2135
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: PCNF40

<400> 8
atgcgaggat tatactccct c 21

<210> 945
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>50
<223> cebador: PCNR

<400> 9
ctactcatcc acagcgaatc g 21

55
<210> 10
<211> 20
<212> PRT
<213> Humicola grisea

60
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<400> 10

<210> 115
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> cebador: H catalasa F

<220>
<221> misc feature
<222> (3)..(3)15
<223> cualquiera

<220>
<221> misc feature
<222> (6)..(6)20
<223> cualquiera

<220>
<221> misc feature
<222> (12)..(12)25
<223> cualquiera

<400> 11
gtncgnttyt cnactgt 17

30
<210> 12
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

35
<220>
<223> cebador: H catalasa R

<220>
<221> misc_feature40
<222> (6)..(6)
<223> cualquiera

<220>
<221> misc feature45
<222> (9)..(9)
<223> cualquiera

<220>
<221> misc_feature50
<222> (12)..(12)
<223> desoxiinosina

<400> 12
aaraanacng gnttrttgtt 2055

<210> 13
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial60
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<220>
<223> cebador: HCNF

<400> 135
atgaacagag tcacgaatct c 21

<210> 14
<211> 21
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: HCNR

15
<400> 14
tcaaaaaaca aaggcaccaa g 21

<210> 15
<211> 2120
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: proctasaB-N25

<400> 15
atggtcgtct tcagcaaaac c 21

<210> 1630
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> cebador: proctasaB-C

<400> 16
ctaagcctga gcggcgaatc c 21

40
<210> 17
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> cebador: proctasaBNxba

<400> 17
ggtctagaat gtcaagcaag agagt 2550

<210> 18
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial55

<220>
<223> cebador: proctasaBCxba

<400> 1860
ggtctagaat caaccactga agtgga 26

<210> 19
<211> 35
<212> ADN65
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> cebador: PCN-XbaIPtN

<400> 195
ggtctagagg tcaaaatgcg aggattatac tccct 35

<210> 20
<211> 30
<212> ADN10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: PCN-XbaIPtC

15
<400> 20
ggtctagact actcatccac agcgaatcgg 30

<210> 21
<211> 972820
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> plásmido pPTPCN25

<400> 21
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<210> 22
<211> 21
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: Nia-N

10
<400> 22
atggcgactg tcactgaggt g 21

<210> 23
<211> 2115
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador: Nia-C20

<400> 23
ttagaagaaa tgaaggtccg a 21

<210> 2425
<211> 6416
<212> ADN
<213> Aspergillus niger var. macrosporus

<400> 2430
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REIVINDICACIONES

1. Una proteína seleccionada del grupo que consiste en:

(i) una proteína que comprende la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC 
ID Nº: 2;5
(ii) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos en la que se eliminaron, sustituyeron o añadieron 
de 1 a 50 aminoácidos de la secuencia de aminoácidos que consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC ID Nº: 
2, y que tiene una actividad catalasa termoestable; y
(iii) una proteína que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 80 % o más con la 
que consiste en los aminoácidos 1-692 de la SEC ID Nº: 2, y que tiene una actividad catalasa termoestable.10

2. Un ADN seleccionado del grupo que consiste en:

(i) un ADN que codifica la proteína según la reivindicación 1; y
(ii) un ADN que comprende la secuencia de nucleótidos que consiste en los nucleótidos 1-2403 de la SEC ID Nº: 
1.

3. El ADN según la reivindicación 2, en el que se escinde del ADN una secuencia intrónica.15

4. El ADN según la reivindicación 3, en el que la secuencia intrónica es una o más secuencias seleccionadas de la 
secuencia de nucleótidos que consiste en los nucleótidos 322-372, 599-651, 1068-1113 o 1279-1326 de la SEC ID 
Nº: 1.

5. El ADN según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que del ADN se escinde una secuencia de 
nucleótidos que codifica una secuencia señal.20

6. El ADN según la reivindicación 5, en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia señal es la 
que consiste en los nucleótidos 1-126 de la SEC ID Nº: 1.

7. Un vector de expresión que comprende el ADN según una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6.

8. Un microorganismo huésped que comprende el vector de expresión según la reivindicación 7.

25
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