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ES 2280197 T3

DESCRIPCION

Una enzima con actividad de degradacion de colorantes y procedimiento de degradacién de colorantes por medio
de la mencionada enzima.

Campo técnico

La presente invencion hace referencia a una enzima peroxidasa novedosa con una elevada actividad de degradacion
de colorantes, a la informacién genética de la misma y a un método para degradar y decolorar colorantes utilizando la
misma.

Técnica antecedente

Muchos de los diversos colorantes sintéticos descargados a partir de los procedimientos de tincién de productos
de fibra y a partir de procedimientos de produccién de tintes son sustancias ligeramente biodegradables, que implican
mucha dificultad en la degradacion de las mismas en la naturaleza. Debido a que semejante agua residual coloreada es
peligrosa para la naturaleza, las regulaciones sobre el agua residual se han hecho més severas.

En los campos de la industria de la tincidn y la industria de produccién de tintes, el agua residual que contiene colo-
rantes se ha tratado convencionalmente, principalmente mediante métodos fisicos o quimicos tales como la adsorcion,
la concentracidn, la transformacién quimica y la incineracién. Aunque estos métodos de tratamiento son eficaces,
estos métodos implican desventajosamente una contaminacién secundaria debida a la generacion de subproductos
peligrosos y a la descarga del gas de efecto invernadero via elevado nivel de consumo de energia.

Recientemente, se ha centrado la atencién en un método de tratamiento que utiliza activamente biotecnologia con
microorganismos o enzimas, como una alternativa de los métodos de tratamiento. Ya se ha informado sobre numerosas
cepas microbianas capaces de degradar colorantes y sustancias coloreadas. Por ejemplo, se enumera Phanerochaete
chrysosporium como especie de hongo blanco de la podredumbre, que es conocido como uno de los hongos degrada-
dores de la lignina.

No obstante, todos los microorganismos degradadores de los colorantes conocidos hasta ahora tienen una actividad
de degradacion de solamente uno o varios tipos de colorantes, de manera que la capacidad de los microorganismos
para tratar los colorantes via degradacion estd limitada naturalmente. Por lo tanto, se ha deseado el desarrollo de un
método eficaz para tratar el agua residual que contiene colorantes.

Algunos de los autores de la presente invencion han aislado un microorganismo capaz de degradar los colorantes
de tipo azo y de tipo antraquinona, a saber Geotrichum candidum Dec 1 [que fue consignado internacionalmente en
el National Institute of Bioscience and Human-Technology, Ministry of International Trade and Industry, en 1-1-3,
Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén [transferido en 17 de Febrero, 2000 de la consigna original (FERM P-15348); el
nimero de acceso era FERM BP-7033] de la naturaleza y han desarrollado un método de degradacién y decoloracién
de una gama mds amplia de colorantes mediante tratamiento microbiano (Patente Japonesa Abierta a la Inspeccién
Publica Num. 9-173051).

Se ha supuesto que la excelente capacidad de la cepa Geotrichum candidum Dec 1 para degradar los colorantes
se puede basar posiblemente en la actividad peroxidasa de la cepa flingica, pero no se ha encontrado ningiin caso de
aislamiento especifico o identificacion de tal enzima. Por eso, la informacién genética de la misma no ha sido elucidada
en absoluto.

La presente invencion se ha logrado por la demanda industrial como se ha mencionado antes. Un objeto de la
invencion es describir una enzima aplicable a un tratamiento mds eficaz del agua residual que contiene colorantes y un
método para degradar y decolorar colorantes utilizando las enzimas.

La cepa Geotrichum candidum Dec 1 ejerce una actividad de degradacién de una amplia gama de colorantes y
también tiene una estabilidad enzimatica destacada. Por lo tanto, la cepa flingica per se o después de la inmovilizacién
sobre un portador apropiado puede ser utilizada para degradar colorantes.

Con el fin de potenciar la aplicabilidad industrial, no obstante, el tratamiento de las aguas residuales que contienen
colorantes, concretamente la degradacion de los colorantes se debe lograr esencialmente de una manera econdémica-
mente eficaz.

Para ese fin es ttil emplear una enzima de degradacién de colorantes poseida por dicho microorganismo por
medio del aislamiento y la purificacién en lugar del uso del microorganismo per se, para elucidar adicionalmente la
constitucién genética del mismo para llevar a cabo la produccién en masa de la enzima y utilizarlos combinados.

Los autores de la presente invencién han realizado investigaciones con el fin de lograr el propdsito. Debido a
que la cepa Geotrichum candidum Dec 1 emplea un amplio espectro de decoloracién sobre diversos colorantes, los
autores de la invencién han realizado investigaciones adicionales centrando su atencidn en las enzimas de degradacién
de colorantes producidas por el hongo. Los autores de la invencién han aislado e identificado con éxito una de las
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enzimas, han elucidado el gen que codifica la enzima y han desarrollado un sistema de expresién en masa de la
enzima.

Descripcion de la invencion

El primer aspecto de la invencion es el uso de una peroxidasa (abreviada a veces mds adelante como DyP) derivada
de la cepa Geotrichum candidum Dec 1 (FERM BP-7033), que tiene las siguientes propiedades:

a) una propiedad de degradacion y decoloracién de colorantes:

b) un peso molecular de 60 kDa, mediante un andlisis del peso molecular utilizando SDS-PAGE;

¢) un peso molecular de 55 kDa, mediante un andlisis del peso molecular utilizando la filtracién en gel; y

d) pI (punto isoeléctrico) de 3,8, mediante el andlisis de isolectroenfoque para degradar compuestos fendlicos.

El segundo aspecto de la invencién es el uso de la enzima del primer aspecto, que tiene la secuencia de aminodcidos
del SEQ ID NO. 7 de la lista de secuencias.

Breve descripcion de los dibujos

La Fig. 1 representa los resultados de la electroforesis en SDS de la enzima DyP de la invencidn. En la figura, las
cifras numéricas de la izquierda muestran el peso molecular, mientras las cifras numéricas superiores 1 a 5 representan
independientemente el marcador de peso molecular, la solucién de enzima bruta, la solucién de enzima después de la
cromatografia de intercambio i6nico, la solucién de enzima después de la cromatografia hidr6foba y la solucién de
enzima después de la cromatografia de intercambio i6nico, en este orden.

La Fig. 2 representa los resultados del isoelectroenfoque de la enzima DyP de la invencién. En la figura, las
cifras numéricas de la derecha muestran los puntos isoeléctricos (pI), mientras las cifras numéricas superiores 1 a 3
representan independientemente la solucién de enzima bruta, la DyP purificada y el marcador de punto isoeléctrico,
en este orden.

La Fig. 3 es un gréfico que representa la relacion entre la actividad enzimatica de la enzima de la invencién DyP y
la temperatura.

La Fig. 4 muestra la comparacién entre la estructura primaria en la proximidad del resto Arginina (Arg) y el resto
Histidina (His) situado en el centro de la actividad. En la figura, el cuadrado vacio (O0) muestra la posicion del resto
Arg proximal, mientras el circulo vacio (O) muestra la posicién del resto His proximal y el circulo relleno (@) muestra
la posicidn del resto His distal.

Mejor modo de llevar a cabo la invencién
La invencién se describe ahora con detalle més abajo.

La peroxidasa de la invencién deriva de la cepa Geotrichum candidum Dec 1. Los autores de la presente invencién
aislaron y purificaron la enzima como sigue.

Preparacion del caldo de cultivo

Segin los métodos generales, la cepa Geotrichum candidum Dec 1 (FERM BP-7033) fue cultivada en un medio
de cultivo liquido. Se puede utilizar cualquier medio de cultivo liquido de cualquier composicion, con tal que la cepa
Geotrichum candidum Dec 1 pueda crecer en el medio de cultivo liquido. Un ejemplo preferible es el medio de cultivo
de patata-dextrosa (algunas veces abreviado como PD mads abajo) fabricado por Difco, Co., Ltd. Con el fin de promover
la induccidn de la enzima pretendida, adicionalmente, se pueden afadir colorantes al medio de cultivo.

Las condiciones de cultivo de la cepa flingica pueden ser determinados satisfactoriamente a la luz del tipo de medio
de cultivo utilizado. Cuando se selecciona el medio de cultivo PD, por ejemplo, la cepa flingica se cultiva a 15-37°C,
preferiblemente a 30°C durante 3 a 8 dias.

El caldo de cultivo recuperado de este modo se somete a las siguientes etapas en forma de sustancia de partida para
la purificacién de la enzima de degradacién de colorante.

Purificacion de enzima de degradacion de colorante
La enzima de degradacién de colorante va a ser purificada a continuacién. Las condiciones de purificacién no estan

especificamente limitadas. Con el fin de proteger la actividad de la enzima de la inactivacién, se manipula el caldo de
cultivo preferiblemente a una temperatura baja, concretamente en un refrigerador.
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Especificamente, los microorganismos se separan primero del caldo de cultivo, del que se recupera el sobrenadante.
En ese caso, se pueden utilizar satisfactoriamente procedimientos de separacion tales como la filtracién, centrifugacién
y filtracién con membrana. Preferiblemente, no obstante, los microorganismos se separan por centrifugacién, seguido
de filtracion con un filtro de vidrio. Los polisacdridos contaminantes se separan realizando una combinacién de las
mismas, para recuperar una solucién de enzima bruta con una elevada pureza.

Con posterioridad, la solucién de enzima bruta recuperada se puede someter a aislamiento, utilizando la actividad
de degradacién de colorante descrita mas abajo como marcador. Antes de semejante aislamiento, sin embargo, se
pueden llevar a cabo la concentracién y la eliminacion de las sales con el fin de permitir facilmente la separacién, para
preparar una solucién de enzima bruta concentrada.

La concentracion se puede realizar mediante métodos de uso general, por ejemplo ultra-filtracién, precipitacién
por adicién de sal, y evaporacion. Preferiblemente, la concentracion se puede llevar a cabo mediante ultra-filtracion.
Adicionalmente, la eliminacién de las sales se puede llevar a cabo mediante didlisis, ultra-filtracién y electro-didli-
sis.

A partir de la solucién de enzima bruta concentrada recuperada se puede aislar después la enzima de degradacién
de colorante pretendida, utilizando la actividad de degradacién de colorante como marcador.

En cuanto al método para ello, se pueden utilizar la cromatografia en columna de resina de intercambio i6nico, la
cromatografia en columna hidréfoba, la cromatografia en columna con filtracién en gel y similares.

Se puede utilizar uno de estos tipos de cromatografia en columna o una combinacién de diversos tipos de las
mismas, para recoger las fracciones activas para aislar y purificar la enzima de degradacién de colorante.

Mediante los procedimientos, los autores de la invencion recuperaron la enzima purificada pretendida. La enzima
purificada (producto activo 205 veces) estd en una unica banda de la electroforesis en gel de poliacrilamida (abreviada
a veces mds abajo como SDS-PAGE). La enzima es la enzima de degradacion de colorante, peroxidasa en el primer
aspecto de la invencién. Los autores de la invencién designaron la enzima como DyP.

Propiedades de la enzima DyP de degradacion de colorante purificada

Las propiedades de la enzima de la invencién DyP purificada mediante los procedimientos fueron medidas segin
los siguientes principios.

Primero, el peso molecular se midié mediante SDS-PAGE y cromatografia de filtracién en gel.

Para la medicién mediante SDS-PAGE, se puede utilizar un kit normalizado de peso molecular para electroforesis
asequible comercialmente como patrén de peso molecular.

Un ejemplo de los mismos incluye Combitek fabricado por Boehringer Mannheim Yamanouchi, Co., Ltd. EI kit
comprende a-2-macroglobulina (peso molecular de 170 kDa), fosforilasa B (peso moléculas 97,4 kDa), glutamato
deshidrogenasa (peso molecular de 55,4 kDa), lactato deshidrogenasa (peso molecular de 36,5 kDa), e inhibidor de
tripsina (peso molecular de 20,1 kDa).

Como se muestra en la Fig. 1 que representa los resultados de la medicién, el peso molecular de la enzima DyP de
la invencién es de 60 kDa.

Para el andlisis del peso molecular de la enzima mediante cromatografia de filtracién en gel, adicionalmente, los
autores de la invencién utilizaron una columna Sephacryl S-200 y la proteina de peso molecular normalizado (fabricada
por BIO-RAD, CO., LTD.).

Por consiguiente, se analizé que el peso molecular de la enzima PyD de la invencidn era de 55 kDa.

Después, se midi6 el punto isoeléctrico de la enzima de la invencién. El punto isoeléctrico se midié mediante
isoelectroenfoque.

Por consiguiente, el punto isoeléctrico de la enzima DyP fue analizado como pI = 3,8, como se muestra en la Fig.

Espectro de degradacion de colorante de la enzima DyP de degradacion de colorante

La enzima DyP de degradacién de colorante de la invencién tiene una actividad enzimadtica sobre los colorantes de
tipo azo y de tipo antraquinona, en particular, entre los colorantes, y tiene capacidad para degradar y decolorar estos
pigmentos.

Los colorantes de tipo antraquinona incluyen por ejemplo azul reactivo 5, azul reactivo 19 y azul reactivo 114
(todos fabricados por Nippon Kayaku Co., Ltd.); sulfonato de 1-amino-4-(3-amino-4-sodio-sulfoanilino)-2-sodio-an-
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traquinona (a veces abreviada como AQ-1 mds adelante) y sulfonato de 1-amino-4-metilamino-2-sodio-antraquinona
(a veces abreviada como AQ-2 mas adelante).

En la presente memoria, azul reactivo 5 es el compuesto representado por la siguiente férmula quimica.

. NH:

SOiNa
! c1

@i

O HN
\©: H
SO3sNa

AQ-1 es el compuesto representado por la siguiente formula quimica.

O NH:
NH.

O HN

S0O:Na

AQ-2 es el compuesto representado por la siguiente

0 NH:

*soab{a

0 NHCH;

Adicionalmente, los colorantes de tipo azo incluyen por ejemplo negro reactivo 5, rojo reactivo 33, amarillo reac-
tivo 2 y azul reactivo 182 (todos fabricados por Nippon Kayaku Co., Ltd.).

Ademais de los colorantes, la enzima DyP de degradacién de colorantes tiene la capacidad de degradar compuestos
fendlicos tales como 2,6-dimetoxifenol y guayacol, que son conocidos como sustratos de la manganeso peroxidasa (a
veces abreviada como MnP mads adelante). Como se muestra en los siguientes ejemplos, no obstante, no se observa
efecto de los compuestos de manganeso afiadidos a la solucién de reaccién sobre la promocién de la actividad de la
enzima.

Alternativamente, no se observa reaccidon de DyP con el alcohol veratrilico conocido como sustrato de la lignino-
peroxidasa (abreviada a veces mds adelante como LiP).

Como se ha descrito antes, sorprendentemente, DyP emplea una especificidad de sustrato diferente de la de MnP y
LiP conocida hasta ahora. De este modo, DyP puede ser mencionada como una peroxidasa que difiere de las enzimas
conocidas.

Temperatura de reaccion optima de la enzima DyP de degradacion de colorante

La temperatura de reaccién 6ptima de la enzima DyP de degradacién de colorante de la invencidn estd entorno
a los 30°C, como se muestra en la Fig. 3. La enzima DyP ejerce una actividad de degradacién de colorante estable
en un intervalo de temperatura de 15°C a 35°C. No obstante, la actividad de la enzima disminuye rdpidamente a una
temperatura por encima de 35°C.
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Estabilidad frente a la temperatura de la enzima DyP de degradacion de colorante

Después de que la enzima DyP de degradacién de colorante de la invencién se almacenara a una temperatura
establecida durante un periodo de tiempo establecido, se evalud la razén de la actividad restante con posterioridad.
Especificamente, se almacend una solucién de la enzima DyP de degradacién de colorante en tampo6n citrato 25 mM
a 30°C 0 40°C durante 14 dfas.

Por consiguiente, la actividad enzimatica de DyP restante era del 63% cuando se almacenaba la DyP a 30°C; y la
actividad era del 41% cuando la DyP se almacenaba a 40°C.

Con el fin de comparar la estabilidad frente a la temperatura con la de otras peroxidasas, se almacenaron soluciones
de enzimas individuales en tampdn citrato 25 mM a 60°C durante 3 horas, utilizando peroxidasa de rdbano picante
asequible comercialmente (fabricada por Wako Chemical Co., Ltd.; abreviada a veces mds adelante como HRP) como
control. Con posterioridad, se compararon las actividades enzimadticas restantes entre si.

Por consiguiente, se demostré que el 65% de la actividad de la enzima DyP de degradacion de colorante de la
invencién permanecia, pero solamente permanecia el 10% de la actividad de la HRP.

Los resultados muestran que la enzima DyP de degradacién de colorante tiene una estabilidad térmica mayor, en
comparacion con las peroxidasas conocidas actualmente.

Las caracteristicas de la enzima DyP de degradacién de colorante novedosa segtin la invencién se han descrito
antes.

La enzima DyP de degradacién de colorante de la invencién emplea un intervalo mas amplio de actividad de
degradacion, en comparacion con cualquiera de las enzimas de degradacién de colorante referidas en la actualidad, y
también tiene una estabilidad enzimadtica importante, como se muestra claramente en las caracteristicas de la enzima.

En el sexto aspecto de la invencién, por tanto, el uso de la enzima DyP de degradacién de colorante permite la
degradacién y la decoloracién eficaz de tales colorantes.

Con el fin de aumentar la aplicabilidad industrial de la enzima DyP de degradacién de colorante, esencialmente,
se debe lograr de manera econdmica una degradacién del agua residual que contiene los colorantes y de los colorantes
eficaz.

Un ejemplo incluye un método en el que se utiliza DyP después de la inmovilizacién. El método comprende
inmovilizar la DyP por medio de la adsorcién o de la unién covalente sobre portadores de inmovilizacién, tales como
una resina de intercambio i6nico, un gel polimérico sintético, carbén activado de origen natural y zeolita, y utilizar la
DyP resultante como biorreactor. Para crear un biorreactor altamente activo, es mds util este método que el método en
el que se utiliza el microorganismo per se después de la inmovilizacién.

Como medio para producir la enzima mas econémicamente, se aisla el gen que codifica la enzima pretendida, que
después se introduce en un microorganismo anfitrién capaz de expresar la enzima a una escala masiva, de manera que
se puede recuperar la DyP con una mayor pureza mds eficazmente de una manera mds estable.

En comparacién con el caso en el que se utiliza el microorganismo per se, una comparacioén de los mismos permite
la preparacion de un biorreactor con un resultado de coste mucho mas excelente.

Esquema de aislamiento del gen que codifica la enzima DyP de degradacion de colorante

A partir de las consideraciones anteriores, los autores de la invencion llevaron a cabo los siguientes procedimientos
con el fin de obtener la informacién genética de la DyP de la invencién.

El método concreto para el aislamiento del gen se describe esquematicamente mds abajo.

Primero, se llevé a cabo la hidrdlisis parcial de la enzima DyP de degradacién de colorante de la invencién puri-
ficada mediante el método anteriormente mencionado permitiendo que la tripsina (fabricada por Wako Chemical Co.,
Ltd.) reaccione con la enzima.

Se purificaron los cinco tipos de fragmentos parcialmente hidrolizados. Después de eso se determinaron las secuen-
cias de aminodcidos de los fragmentos individuales, para preparar sintéticamente el gen codificador correspondiente a
cada una de las secuencias de aminodcidos.

Con posterioridad, el gen amplificado mediante PCR fue recuperado mediante PCR utilizando la secuencia codifi-
cadora resultante como cebador y el ADNc derivado de Geotrichum candidum como molde.

El gen amplificado resultante se marcé utilizando el estuche de deteccion de marcaje DIG (fabricado por Boehrin-
ger Mannheim, Co., Ltd.).
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Mediante métodos generales en los que se utiliza el gen amplificado marcado como sonda, se realizé una hibrida-
cién en placa con la genoteca de ADNc derivado de Geotrichum candidum Dec 1 preparado utilizando el fago lambda
Agt10.

A partir de algunas colonias hibridadas recuperadas de este modo se cortaron los genes pretendidos, que después
fueron integrados en el pldsmido pUC18, para su posterior secuenciacién. Esto se utiliz6 como molde para la siguiente
PCR.

Determinacion de la secuencia de aminodcidos parcial de la enzima DyP de degradacion de colorante
Con el fin de preparar un cebador para el gen que codifica DyP, se purificé DyP.

La purificaciéon de DyP se puede realizar mediante métodos habituales. Los métodos incluyen por ejemplo un
método de purificacién que comprende la electrotransferencia desde el gel de SDS-PAGE y un método de purificacién
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).

Después de que la DyP fuera desnaturalizada mediante los métodos corrientes, se realizé la hidrdlisis parcial de
la misma utilizando tripsina. Los péptidos parcialmente digeridos formados de este modo se fraccionaron mediante
HPLC. Por consiguiente, se recuperaron cinco fragmentos. La secuencia de aminodcidos de cada uno de los fragmentos
fue determinada mediante el método de Edman con un secuenciador de proteinas. Entre las secuencias de aminoacidos
de los cinco fragmentos resultantes, la primera secuencia era Trp Lys. Las secuencias de aminoacidos de la segunda
y siguientes se muestran en la lista de secuencias, donde la segunda se muestra en el SEQ ID NO. 1; la tercera se
muestra en el SEC ID NO. 2; la cuarta se muestra en el SEQ ID NO. 3, y la quinta se muestra en el SEQ ID NO. 4.

Entre estas secuencias de aminoécidos, se seleccionaron como cebadores de la PCR una secuencia parcial (SEQ
ID NO. 5) del SEQ ID NO. 3 y una secuencia parcial (SEQ ID NO. 6) del SEQ ID NO. 4.

Preparacion de sondas

Se prepard sintéticamente el ADN que codificaba los dos tipos de secuencias de aminodcidos mediante el siguiente
método.

Por medio de una PCR en que se utilizaban los genes cebadores resultantes y el ADNc derivado de Geotrichum
candidum Dec 1 como molde de la PCR, se puso en préctica una amplificacién del gen de la primera etapa. Por
consiguiente, se recuperaron cebadores de 200 pb nuevos que correspondian a los dos cebadores.

Ambos extremos de los cebadores fueron sometidos a tratamiento con ADN polimerasa de T4, para preparar
sintéticamente sitios de ligacién al plasmido. Después, los cebadores fueron ligados al sitio Hincll de pUC 18 en
forma de un vector de expresion de E. coli, para recuperar un pldsmido recombinante.

El pldsmido recombinante fue amplificado, utilizando la cepa JM 109 de E. coli. A partir del plasmido resultante
se cortd el gen codificador. Mediante una segunda PCR, se secuencié el ADN resultante (véanse las posiciones 1012
a 1181 del SEQ ID NO. 8 de la lista de secuencias).

Clonacion del gen DyP que codifica la enzima DyP de degradacion de colorante

Se prepar6 ARN segun los métodos habituales a partir de la cepa Dec 1 de Geotrichum candidum cultivada por
separado. Del ARN resultante se purific6 ARN poli(A)*. Con posterioridad, se utiliz6 el ARN poli(A)* para preparar
ADNCc con un kit de ADNc (fabricado por TaKaRa).

Una vez que el ADNc recuperado se hubo sometido a ligacion con el kit de la polinucledtido quinasa de T4, se
fraccioné el ADN de 1.200 a 2.000 pb mediante electroforesis.

Adicionalmente, el ADN fue insertado en el sitio EcoRI del fago lambda Agt10, para empaquetarlo en el fago A.
El fago recuperado se utiliz6 para la infeccién de E. coli.

Se escrutaron las colonias que hibridaban con la sonda marcada preparada previamente. Como resultado, se obtu-
vieron 11 candidatos.

Los resultados de la medicion descrita antes indican que la PyD de la invencién tiene un peso molecular de 60 kDa
aun contenido en cadena de azicar del 17%, de manera que se estimaba que la secuencia de aminodcidos primaria era
de 49,8 kDa. Adicionalmente, se estimaba que el marco de lectura abierto del gen que codificaba la DyP comprendia
460 aminoécidos, esto es 1.380 pb.

Independientemente utilizando los genes codificadores de los 11 candidatos recuperados, se llevé a cabo la PCR
de nuevo para evaluar el tamafio del fragmento del ADNCc insertado. En otras palabras, se escrutaron los genes de
aproximadamente 1.380 pb.
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Por consiguiente, se recuperd el clon 92 que portaba el ADNc de un tamafio de 1.600 pb. E1 ADNc se cort6 con
BamHI del pldsmido recombinante, que después se integré en pUCI18. El plasmido resultante se denominé pB92. Se
verificé que el clon 92 tenia una actividad de degradacién de colorante basada en la enzima DyP de degradacién de
colorante.

Secuencia de ADN del gen pB92

Se secuencié pB92 con un secuenciador de ADN. Como consecuencia, se encontré que el marco de lectura abierto
de pB92 comprendia 498 aminoécidos, esto es 1.494 pb y tenia un peso molecular de 53.306.

Esto indica que pB92 porta el gen DyP. La secuencia de aminodcidos de DyP y la secuencia de nucleétidos del gen
DyP, portadas en pB92, se muestran como SEQ ID NOS. 7 y 8, respectivamente. En otras palabras, la DyP que tenia
la secuencia de aminodcidos descrita como SEQ ID NO. 7 en la lista de secuencias es la enzima descrita en el segundo
aspecto de la invencién, mientras el gen que tiene la secuencia de nucledtidos descrita como SEQ ID NO. 8 en la lista
de secuencias es el gen del tercer aspecto de la invencion.

En la presente memoria, cuando el gen del tercer aspecto de la invencién (véase SEQ ID NO. 8 en la lista de
secuencias) es modificado con una delecidn, sustitucion, adicién y similar en una parte de la secuencia también esta
incluido en el alcance de la invencién, con tal que el gen modificado resultante tenga los mismos efectos que el gen de
la invencion.

Adicionalmente, pB92 como vector plasmidico que porta estos genes es descrito en el cuarto aspecto de la inven-
cion.

Ademds, se describe un transformante recuperado transfectando E. coli con pB92 en el quinto aspecto de la in-
vencion. Cuando se utiliza el transformante, la enzima DyP de degradacién de colorante de la invencidn puede ser
producida eficazmente.

A continuacién se describird la invencién mas especificamente en los ejemplos de mds abajo. No obstante, la
invencioén no estd limitada a los ejemplos.

Ejemplo 1
Purificacion y propiedades de la enzima DyP de degradacion de colorante
Purificacion de la enzima DyP de degradacion de colorante

Se colocaron 150 ml de medio de cultivo PD (medio de cultivo de patata-dextrosa, fabricado por Difco, Co., Ltd.)
en un matraz Erlenmeyer de 500 ml, en el cual se habfan inoculado 5 ml de la suspension de esporas de la cepa Dec
1 de Geotrichum candidum (FERM BP-7033). Después, se inici6 el cultivo. El cultivo continué a 30°C y 120 rpm
durante 6 dfas.

Después de cultivar, se enfri6 el caldo de cultivo a 4°C y se centrifugd a 7.200 x g durante 20 minutos. Se utilizaron
4.380 ml del sobrenadante resultante para los siguientes procedimientos.

El sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de vidrio (GC50, fabricado por Toyo Roshi Co., Ltd.), para separar
los polisacéridos contenidos en €l.

Después, el producto filtrado se someti6 a ultrafiltracién sobre una membrana de ultrafiltracién (YM10) fabricada
por Amicon, Co., Ltd., para concentrar el producto filtrado a 60 ml. El producto concentrado se sometié a didlisis
frente a tamp6n piperazina 25 mM (pH 5,5) y después se concentré a 17,2 ml, utilizando Centiprep 10 fabricado por
Amicon, Co., Ltd.

El producto concentrado de 17,2 ml se cargd en una columna Super Q 650 M de 2,8 x 6,0 cm (fabricada por Tosoh
Co., Ltd.), que se habia equilibrado preliminarmente con tamp6n piperazina 25 mM (pH 5,5). Con posterioridad, la
columna se enjuagd con 200 ml del mismo tampén, seguido de elucidn sobre un gradiente lineal de 0 a 0,4 M.

Las fracciones con actividad de degradacion de colorante se recogieron y se concentraron a 2,8 ml, utilizando
Centiprep10 fabricado por Amicon, Co., Ltd. El producto concentrado se cargé sobre Butyl Toyopearl de 1,6 x 6,5
cm (fabricado por Tosoh Co., Ltd.), que se equilibré preliminarmente con tampén citrato 25 mM (pH 5,5) y sulfato
de amonio 0,8 M. Con posterioridad, la columna se enjuagé con 50 ml del mismo tampén, seguido de elucién en un
gradiente lineal de sulfato de amonio desde 0,8 M a 0, para recoger una fraccion con la actividad de degradacion de
colorante, que era la DyP definida.

La DyP fue sometida a didlisis frente a tampon citrato 25 mM, para recuperar la DyP purificada a 1,5 mg. La
solucién de DyP purificada se almacené a 4°C.
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Propiedades de la enzima de degradacion de colorante

Se midieron el peso molecular y el punto isoeléctrico de la enzima de degradacién de colorante PyD recuperada
mediante los procedimientos anteriores.

El peso molecular fue determinado mediante electroforesis en SDS-PAGE y el método de filtracion en gel.

Para la electroforesis en SDS-PAGE, se utilizaron gel de poliacrilamida al 10% fabricado por Atto Co., Ltd. En
cuanto al control de peso molecular, se utilizé adicionalmente, Combitheck fabricado por Boehringer Mannheim
Yamanouchi, Co., Ltd.

Por consiguiente, el peso molecular de DyP analizado era de 60 kDa.

Para la filtracion en gel, alternativamente, se utilizé una columna Sephacryl S-200 de 3,1 x 95 cm después de
equilibrar con tampén citrato 25 mM (pH 5,0), junto con el kit de proteinas normalizado fabricado por BIO-RAD Co.,
Ltd.

Por consiguiente, el peso molecular de DyP analizado era de 55 kDa.

Para la medicién del isoelectroenfoque, se utilizé un kit de calibracién de bajo pI de Multiphor II 2-D para pH 2,5
a pH 6,5, fabricado por Pharmacia, Co. Por consiguiente, el punto isoeléctrico de DyP analizado era de 3,9.

Andlisis de la actividad de degradacion de colorante
El espectro de degradacién de colorante de la DyP purificada fue examinado para nueve tipos de colorantes y
tres compuestos modelo. La actividad de la DyP purificada para degradar estos colorantes o compuestos modelo fue

sometida a ensayo midiendo las velocidades de degradacion.

En cuanto a los colorantes, se hizo uso de azul reactivo 5, 19 y 114; AQ-1 y AQ-2; negro reactivo 5, rojo reactivo
33, amarillo reactivo 2, y azul reactivo 182.

Como compuestos modelo, adicionalmente, se hizo uso de 2,6-dimetoxifenol, guayacol y alcohol veratrilico.

La actividad de degradacién de colorante se midié como sigue.

Se afiadié perdéxido de hidrégeno acuoso 0,2 a 0,4 mM a una solucién mixta de 3 ml de tampén citrato 25 mM
(ajustado al pH 6ptimo para la degradacion de cada uno de los colorantes) conteniendo cada colorante un pH estable-
cido (30 a 120 ppm) y 1 ml de solucién de DyP 1,86 nM, para iniciar la reaccién enzimatica. La reaccion se realiz6 a

30°C durante un periodo de tiempo establecido, para analizar la velocidad de reaccién.

Se defini6 1 U de actividad de degradacién de colorante como la actividad para decolorar 1 umol de azul reactivo
5 0 AQ-2 durante 1 minuto. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1

Actividad DyP de degradacion de colorante y compuesto modelo
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Indice de Crombdgeno | A pH Concentracién | Actividad

color max |opt. {inicial (ppm) | decolorante
{ppm/min)

Azul AQ 600 | 3,2 100 19,8

reactivo 5

Azul AQ 590 13,2 170 13,1

reactivo 19

Azul AQ 620 14,0 |100 7,8

reactivo 114

AQ-1 AQ 600 p 60 5,4

AQ-2 AQ 635 ’ 50 19,5

Negro AZ 598 ’ 30 0,1

reactivo 5

Rojo AZ 500 13,2 150 0,4

reactivo 33

Amarillo AZ 390 (3,2 |100 0,5

reactivo 2

Azul Az 610 (4,0 ]120 20,9

reactivo 182

En cuanto al 2,6-dimetoxifenol utilizado como compuesto modelo, alternativamente, se midi6 colorimétricamente

la absorbancia a 470 nm, que emergia via oxidacion.

Es decir, se hizo reaccionar una solucién mixta de DyP 2,79 nM y 2,6-dimetoxifenol 0,2 mM con tampén citrato

25 mM (pH 4,5) conteniendo peréxido de hidrégeno 0,2 mM.

En cuanto al guayacol, se utiliz6 guayacol 1 mM en lugar de 2,6-dimetoxifenol 0,2 mM, para la medicién de la

absorbancia a 465 nm.

Los resultados sobre los compuestos modelo se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2

Actividad DyP de degradacion de compuestos modelo

Compuesto Grupo pH | Concentraciédén | Velocidad
inicial (mM) de
oxidacién
{ADO/min)
2,6-dimetoxifenol fendélico | 4, 0,2 0,29
Guayacol fendlico | 4, 1,0 0,29
Alcohol no - 0,5 ND
veratrilico fendlico
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Los resultados de la Tabla 1 indican los descritos mas abajo.

La enzima DyP de degradacion de colorante ejerce una elevada actividad para degradar los pigmentos de tipo
antraquinona. Especificamente, la enzima ejerce una excelente actividad de degradacién sobre el Azul reactivo 5, el
azul reactivo 19 y la AQ-2, de manera que la enzima puede degradar eficazmente estos pigmentos.

Adicionalmente, la enzima ejerce una actividad de degradacion de los pigmentos de tipo azo. La enzima degradaba
eficazmente el Azul reactivo 182, en particular. La enzima tiene la capacidad de degradar otros pigmentos de tipo azo,
Negro reactivo 5, Rojo reactivo 33 y Amarillo reactivo 2.

Esto demuestra claramente que la DyP tiene una accién de degradacién de los pigmentos de tipo antraquinona y
de los pigmentos de tipo azo.

Alternativamente, la actividad de la DyP sobre los compuestos modelo es la siguiente, basandose en los resultados
de la Tabla 2.

Primero, el 2,6-dimetoxifenol y el guayacol que tienen grupos hidroxilo fenélicos podian ser degradados eficaz-
mente por la DyP. Alternativamente, la DyP no podia degradar nunca el alcohol veratrilico conocido como sustrato de
la lignino-peroxidasa.

Esto indica claramente que la DyP tiene una actividad enzimatica especificamente elevada sobre los compuestos
que tienen grupos hidroxilo fendlicos.

Temperatura éptima de la enzima DyP de degradacion de colorante

La temperatura 6ptima de la DyP fue determinada examinando la actividad decolorante (degradacion) del Azul
reactivo 5 a una temperatura establecida. Los resultados se muestran en la Fig. 3.

La Fig. 3 indica que la DyP ejerce una elevada actividad peroxidasa en el intervalo de 20 a 35°C, y también indica
que la temperatura 6ptima es de 30°C.

Ejemplo 2
Efecto de los iones metdlicos sobre la actividad de la enzima DyP de degradacion de colorante

Iones calcio, cinc, cobre (divalente), potasio, hierro (divalente) y sodio cada uno 5 mM se encontraban concurren-
temente presentes en una solucién de reaccion que comprendia DyP y 100 ppm de Azul reactivo 5, con el fin de
examinar los efectos de estos iones metalicos sobre la actividad relativa de la enzima DyP.

Los resultados se muestran en la Tabla 3.

TABLA 3

Influencia de los cationes metdlicos sobre la actividad de DyP para degradar tintes

I6én metdlico Concentracidn Actividad
(mM) especifica (%)

Sin adicién - 100

ca** 5 81

Zn"" 5 69

Cu™ 5 75

K* 5 81

Na* 5 81

Fe'* 0,2 50

La Tabla 3 demuestra que la enzima mostraba una actividad relativa de aproximadamente el 80%, cuando se afia-
dian iones, en comparacion con el caso son adicién. Concretamente, el i6n hierro divalente presente concurrentemente
a 0,2 mM inhibia la actividad en un 50%.

11
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Esto indica que la presencia concurrente de los iones metdlicos afecta adversamente a la actividad enzimética de
DyP.

Ejemplo 3
Determinacion del gen que codifica DyP y de la secuencia de aminodcidos del mismo
Determinacion de la secuencia de aminodcidos parcial de la enzima DyP de degradacion de colorante

Segtin el método de Laemmli (Laemmli, U.K. Nature (Londres), 227, 680-685 (1970)), la cepa Dec 1 de Geotri-
chum candidum (FERM BP-7033) fue sometida a SDS-PAGE, para separar la DyP purificada.

Con posterioridad, la DyP fue sometida a electrotransferencia sobre una membrana de poli(fluoruro de vinilo)
(abreviado a veces mds adelante como PVDF) segtin el método de Towbin (Towbin, H., Staehelin, T., and Gordon, J.
Proc. Natl. Sci. USA, 76, 4350-4354 (1979)).

La membrana de PVDF fue tratada con Coomassie Brilliant Blue (CBB-250), a partir de la cual se corté después
solamente la membrana correspondiente a la porcién de la banda coloreada de 1a DyP. Después la banda fue transferida
a un tubo de ensayo de 1,5 ml. Se afiadieron 50 ul de metanol al tubo de ensayo, seguido de la adicién de 200 ul de
tampodn reductor (tampdn, pH 8,5, conteniendo sal hidrocloruro de guanidina 8 M, tampdn Tris 0,5 M, etilendiamino-
tetraacetato disédico (EDTA-2Na) al 0,3% y acetonitrilo al 5%), para un sacudimiento gradual, del que se separ6 el
tampén reductor.

Después, se afiadieron 50 ul de tampdn reductor que contenia 1 mg de ditiotreitol a la proteina de la membrana
de PVDEF, que después se dej6 a 25°C durante una hora. Después de eso la membrana de PVDF fue transferida a un
vaso de precipitado cénico de 200 ml, seguido de enjuagado sucesivo individualmente con 100 ml de agua durante 5
minutos, 100 ml de acetonitrilo al 2% durante 5 minutos y 100 ml de SDS al 0,1% durante 5 minutos.

Después, la membrana de PVDF fue transferida a un tubo de ensayo nuevo de 1,5 ml, seguido de la adicién de 500
(1 de polivinilpirrolidona PVP-40 (abreviado a veces mds adelante como PVP-40) que contenia 1 mg de metionina
segun el método de Iwamatsu (Iwamatsu, A. Electrophoresis, 13, 142-147 (1992)), y la mezcla resultante se dejo estar
a la temperatura ambiente durante 30 minutos.

Después de enjuagar adicionalmente la membrana de PVDF con 100 ml de solucién de acetonitrilo al 10%, ésta se
enjuago tres veces con 500 ul de tampén de degradacion (bicarbonato de amonio 100 mM, cloruro de calcio 10 mM,
pH 7.8). Después las soluciones enjuagadas se descartaron. Continuamente, se afladieron 500 ul del mismo tamp6n de
degradacion excepto que contenia 1 pmol de tripsina, y después se llevo a cabo la reaccién enzimatica a 25°C durante
12 horas.

Después el oligopéptido eluido de la membrana de PVDF a la solucion de reaccion se liofilizd, el oligopéptido
liofilizado se disolvié después en 100 ul de tampoén de degradacion, seguido de elucién en un gradiente lineal de
0-50% (100 minutos, 0,8 ml/min) de alcohol isopropilico-acetonitrilo (7:3 v/v) que contenia 4cido trifluoroacético
al 0,02% mediante HPLC (columna: Capcell-Pak C-18, 4,6 x 150 mm), para fraccionar las fracciones individua-
les.

Se determinaron las estructuras de los péptidos parcialmente degradados fraccionados y purificados con un sistema
de secuenciacién de proteinas (Shimadzu, PPSQ-21).

Preparacion de una genoteca de ADNc

Para el propésito de la extraccion de ARN, se someti6 el caldo de cultivo de la cepa Dec 1 de Geotrichum candidum
a centrifugacion, para separar 25 ml de hifas de la cepa. Esto se colocé en un tubo de centrifuga, seguido de adicién
de nitrégeno liquido para congelar las hifas, y después se liofilizé durante 12 horas para recuperar un polvo.

Sobre el polvo resultante de las hifas se vertié de nuevo nitrégeno liquido, para pulverizar las hifas, a lo que se
afiadieron de nuevo 10 ml de una solucién de guanidio (que contenia isotiocianato de guanidio, acetato de sodio 20
mM, pH 5,2, DTT 0,1 mM y N-lauroilsarcosina al 0,5%), para la homogeneizacién. Después esto se centrifugé (1.500
X g) para obtener el sobrenadante.

El ARN resultante se separé mediante el método de ultra-centrifugacion con cloruro de cesio (Ullrich), seguido de
fraccionamiento de ARN poli(A)* utilizando una columna de celulosa con oligo(dT). El ARN poli(A)* resultante se
utiliz6 para preparar sintéticamente ADNc con un kit de sintesis de ADNc (TaKaRa; Gulbler-Hoffman).

En el ADNCc resultante se insert6 un adaptador (EcoRI-NofI-BamHI), utilizando un kit de ligacién de ADN. Ambos

extremos ligados fueron fosforilados con polinucledtido quinasa de T4, para separar el ADNc mediante electroforesis
en agarosa.
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Adicionalmente, el ADNc de 1.200 a 2.000 pb correspondiente al peso molecular de DyP se separ6 de los ADNc
resultantes, al que después se aiadieron 8 ul de tampén TE (Tris-HC1 10 mM, pH 8,0, EDTA-2Na 1 mM) para hacer
eluir el ADNec.

El fragmento de ADNc recuperado se ligé en el sitio EcoRI del fago A. Este fue empaquetado en el fago A con
Gigapack Gold Packaging Extract (Stratagene, La Jolla Calif., USA).

Después de que la cepa NM514 de E. coli fuera infectada con el fago lambda Agt 10 a 37°C durante 15 minutos, la
cepa infectada se superpuso en medio agar LB (bacto-triptona, extracto de levadura bacto al 0,5%, cloruro de sodio al
1%, agar al 1,5%/1.000 ml), utilizando agar al 0,7%. La placa se cultivo a 37°C durante 12 horas.

Secuenciacion del gen codificador de la enzima DyP de degradacion de colorante

Las colonias que hibridaban con la sonda marcada preparada fueron escrutadas. Es decir, por medio de la hibrida-
cién en placa de las colonias, se seleccionaron con posterioridad 11 candidatos de la genoteca de ADNc positiva y los
ADN se recuperaron mediante PCR.

Estos fueron ligados con el plasmido pUC18 via ADN ligasa de T4, para la amplificacién en la cepa JIM109 de E.
coli.

Debido a que DyP tiene un peso molecular de 60 kDa a un contenido de cadenas de azicar del 17%, basandose
en los resultados de la medicion de las propiedades de DyP, se estima que la secuencia de aminoécidos primaria es de
49,8 kDa. Adicionalmente, se estima que el marco de lectura abierto del gen que codifica la DyP comprendera 460
aminodcidos, a saber 1.380 pb.

Después, los genes codificadores de los 11 candidatos resultantes se utilizaron de nuevo para una PCR. Entre los
ADNCc insertados, se escrut6 un gen de alrededor de 1.380 pb.

Por consiguiente, se obtuvo el clon 92 que portaba el ADNc de un tamafio de 1.600 pb.

Utilizando BamH]I, se escindié el ADNc fuera del plasmido recombinante, que después se inserté en pUCI18. El
pladsmido resultante se denominé pB92.

Con posterioridad, se preparé el ADN plasmidico mediante el método de extraccién con dlcali. Ambas hebras
resultantes se analizaron y secuenciaron mediante un secuenciador de ADN (Modelo 4000L, Li-Cor Inc., Lincoln,
Neb., USA).

Expresion en un anfitrion de diferentes especies

El marco de lectura abierto de pB92 recuperado de este modo comprende 1.494 pb, esto es 498 aminodcidos (ver
SEQ ID NO. 7 de la lista de secuencias). De este modo, el peso molecular estimado a partir del nimero de aminoécidos
era de 53.306. Esto indica que pB92 porta el gen DyP.

Ademais, pB92 fue transfectado en E. coli. El transformante fue consignado en el National Institute of Bioscience
and Human-Technology, the Ministry of International Trade and Industry, 1-1-3, Higashi, Tsukuba, Ibaraki, Japén. El
numero de acceso era FERM BP-7032. El transformante fue cultivado en medio de cultivo L (extracto de levadura al
0,5%, NaCL al 0,5%, triptona al 1,0%), y cosechado y desorganizado, para confirmar la actividad DyP.

Comparacion con otras secuencias de peroxidasa

Se llevé a cabo el escrutinio de 1a homologia del gen DyP, utilizando tres tipos de bases de datos (Genebank, EMBL,
DDBJ). Por consiguiente, se escrutd la peroxidasa derivada de U77073 (Polyporaceae sp.) registrada en Genebank,
que era un gen homdlogo a DyP. Después, se examiné la homologia entre las dos. Cuando se examinaron las regiones
con una elevada homologfa, la regién de la posicién 407 a la posicién 438 tenia una homologia maxima del 88%,
mientras la regién de la posicién 62 a la posicién 85 era homéloga en un 83%. Para la secuencia completa del gen,
solamente se observaba una homologia del 56%. Adicionalmente, nunca se encontré una peroxidasa con una elevada
homologia, excepto la peroxidasa derivada de Polyporaceae sp.

Comparacion con otras peroxidasas derivadas de hongos

Las peroxidasas microbianas se clasifican en peroxidasas del tipo de planta. Las peroxidasas del tipo de planta
son clasificadas sistemdticamente en tres clases por Welinder et al. (Welinder, Curr. Opin. Struct. Biol., 2, 388-393
(1992)). Segun la clasificacién, las peroxidasas de los organismos procaridticos o las mitocondrias de eucariotas se
clasifican en la Clase I, mientras las peroxidasas fungicas se clasifican en la Clase II y las peroxidasas derivadas de
plantas superiores se clasifican en la Clase III.

La clasificacion de Welinder e al. se basa en la comparacién de las secuencias altamente comunes de la secuencia
primaria de cada peroxidasa. Con mds detalle, la clasificacion se pone en practica comparando las secuencias pri-
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marias entorno al resto His proximal al hierro heme y los restos His y Arg distales del hierro heme. Utilizando la
tabla de comparacién de la secuencia preparada por Welinder et al., se comparé la secuencia de DyP (Fig. 4). En la
presente memoria, la Fig. 4 incluye CCP (citocromo C peroxidasa derivada de Saccharomyces cerevisiae) y ECP (pe-
roxidasa derivada de E. coli) son peroxidasas de Clase I. La comparacién se realizé con ARP (peroxidasa derivada de
Arthromyces ramosus), MnP (peroxidasa mangdanica derivada de un hongo del género Phanerochaete) y LiP (lignino-
peroxidasa derivada de Phanerochaete chrysosporium) como peroxidasa de Clase II. Adicionalmente, la peroxidasa
de Clase III incluye TP (peroxidasa de Tunip) y HRP (peroxidasa de rdabano picante).

Debido a que la DyP deriva de un hongo, la DyP se clasifica en la Clase II. No obstante, se demostré que el resto
Arg proximal (en la posicién del cuadrado vacio (O0) de la figura) encontrado caracteristicamente en la Clase II estaba
ausente y no se encontré homologia con la secuencia en la proximidad del resto His distal (en la posicién del circulo
relleno (@) de la figura). Esto indica que la DyP como peroxidasa derivada de hongo tiene una secuencia especifica.

Aplicabilidad industrial

Segtn la invencién, se describe la peroxidasa con una elevada actividad de degradacién de una amplia gama de
tipos de colorantes asi como el método para degradar los tipos de colorantes utilizando las enzimas. Adicionalmente,
la invencidén describe la informacién genética de la enzima para suministrar la enzima a gran escala basdndose en la
informacién. De este modo, la enzima puede ser aplicada al tratamiento de aguas residuales que contienen colorantes
y similares, en los campos de la industria de colorantes y similares.

Por consiguiente, la inmovilizaciéon de la enzima como enzima de degradacion de colorantes puede originar la
aplicabilidad industrial de la misma como biorreactor con una actividad superior.
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REIVINDICACIONES

1. El uso de una enzima peroxidasa derivada de Geotrichum candidum Dec 1 (FERM-BP-7033), que tiene la
secuencia de aminodcidos del SEQ ID NO:7, y que tiene las siguientes propiedades:

a) propiedad de degradar y decolorar colorantes;

b) un peso molecular de 60 kDa, mediante el andlisis del peso molecular en el que se utiliza SDS-PAGE;

¢) un peso molecular de 55 kDa, mediante el andlisis de peso molecular en el que se utiliza la filtracién en gel; y
d) pI (punto isoeléctrico) de 3,8, mediante el andlisis por isoelectroenfoque, para degradar compuestos fendlicos.

2. El uso segtn la reivindicacion 1, donde los compuestos fendlicos son guayacol y/o 2,6-dimetoxifenol.
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<213> Geotrichum candidum Dec 1 (FERM BP-7033)
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Thr Tyr Val Pro Glu Arg
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<400> 4

Ser Gly Ala Pro Ile Asp Leu Ala Pro
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Gly Ala Asp Pro Gln
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Met
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Gln
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Ala
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Gln

Phe

Tyr

100

Ser

Leu

Asp

Txp

Gly

180

Ser

Ala

Gly

Gly

Asp

260

Phe
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Gln

Ala

Gln

150

Ala

Asp

Phe

Pro

Ser

230

Ala

Gly

His

Phe

Ser

85

Ile

val

Glu

Pro
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Asp

Pro

Ala

405

Asn

Pro

Thx

Thr
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<400> 8

atgcgettgt
aatgctgcta
ggacaagccc
attctgcecce
cgcttegtet
gtgcctgage
gctttegtca
ctgggtgatg
ctcagccaat
agcgaccagg
tccatcactc
gaacacttcg
gtctteccetg
acgggcacce
cagaaggtce
ggaaacctca

~aagagcggcg

ccgcagagga
ttcggtgcac
ttccacgceta
tcgggegtga
aatgggttca
ccgatcacge

.ctegaceccce

ggggaatact

cgctgtttgt
aactcggege
cgctgccgac
tgaacaacat
ttttccaagt
gcatcacgtc
acctcgggtt
cacaattcece
gggtggcgec
acgacttctt
aggtgcagge
ggttcctcega
gacaggcggt
gaccgtcgtg
ccgaattcaa
cccagcagga
cgccgattga
acaacaattt
acgtgaggaa
tgeggtccag
ctgcgcaaga
ggttccagca
ctggaattga
tcaaccagaa
ttetettgee
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cgtgteggtt
gagacagacg
tctaacgcag
acaaggcgac
caatgacgca
ggcggcgatt
ttcgaacaca
agatggtcag
ttttactggt
ggatcagttc
gctcagtggg
cggcatctcg
cgtcccacct
ggctctagat
cgcgtacacg
aggtgcagag
cctegegeeg
cgattactca
gacgaaccct
tatcccgtac
ccgeggtett
gattaactgg
gectatcatc
tgagacgttc
ctctatctet

gccgtacteg
cgtacgacac
catacgactg
attttggttg
acctcgttca
ttgatttcag
ggcctecagq
ttcgcagacyg
accaccatcc
acggatgata
tctgegegte
cagccctcag
ggaattatce
gggagtttca
ctcgeccaacg
ttceteggeg
acggcggacg
gacacgctga
cgacaggace
ggcccagaaa
cttttegteg
gcgaacaatg
ggccagacga
acagtaccgce
gegetcactg

tcgggtcgag
ccctectcac
agagcggggce
gcatgaagaa
agacggegtt
atccttctca
cgcttggaat
ccgcaaacct
atggtgtcett
tctettecgac
caggagatca
tcacaggctg
tcactggacg
tggcattceg
cgatacccgce
cqgcdgcatgtt
acccagcget
cggacgagac
tgggtggacc
cgtctgatge
agtaccagtc
cgaacttccc
ctcecacgcac
tgtttgtgat
cgactatcgce

ctcgecatgte
taattttccg
caacgataca
acagaaggaa
gaagacctac
gcagcegttg
taccgacgat
c€ggggacgac
tctgattggt
ctttggttce
ggctggtcat
ggagacgacc
cgatggggac
gcacttccaqg
gaacagcgcqg
cggccgttgg
cggcgecgac
gcgectgeccee
ggtcgacacce
agaacttgcg
cattattggt
tttctccaaa
tgtcggcggg
cccgaaggge
tgct

120
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240
300
360
420
480
540
600
660
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780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1494
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