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DESCRIPCION

Polipéptido con una actividad de fitasa y secuencia de nucleétidos que codifica éste

El invento se refiere a una molécula de ADN recombinante, que codifica un polipéptido con una actividad de fitasa, asi
como al polipéptido codificado como tal. En particular, el invento se refiere a una molécula de ADN recombinante, que
codifica un polipéptido con una actividad de fitasa, habiéndose obtenido la secuencia de ADN mediante una variacion
de la fitasa de E. coli madura de tipo silvestre, habiendo sido modificadas unas posiciones definidas de aminoacidos en
comparacioén con la secuencia de tipo silvestre. El invento se refiere ademas a un procedimiento para la expresién de la
fitasa recombinante asi como a su utilizacién en la tecnologia de los alimentos y piensos.

El acido fitico 0 1,2,3,4,5,6-hexaquis-dihidrogenofosfato de mioinositol (denominado abreviadamente hexaquisfosfato
de mioinositol) es la fuente principal de inositol y la forma primaria de almacenamiento de fosfato en semillas de
plantas. En las semillas de leguminosas, aproximadamente un 70 % del contenido de fosfato se presenta como una
sal mixta de potasio, magnesio y calcio del acido fitico. Las semillas, los granos de cereales y las leguminosas son
unos componentes importantes de formulaciones de alimentos y piensos, en particular de preparados de piensos
para animales; pero también en la alimentacion humana van ganando crecientemente en importancia los cereales y
las leguminosas.

Las unidades de fosfato del acido fitico (PPU, acronimo de Phytic acid Phosphate Units) fijan en forma de un
complejo a ciertos cationes divalentes y trivalentes tales como iones de metales, es decir a unos iones importantes
desde el punto de vista fisioldgico nutritivo tales como calcio, hierro, zinc y magnesio, asi como a los elementos traza
manganeso, cobre y molibdeno. Junto a esto, el acido fitico fija también proteinas hasta una cierta medida mediante
una interaccion electrostatica.

El &cido fitico y sus sales, los fitatos, frecuentemente no se metabolizaban, puesto que no se absorben desde el
tracto gastrointestinal, es decir que ni el fésforo alli contenido ni los iones de metales quelatados, ni las proteinas
fijadas estan disponibles desde el punto de vista fisioldgico de nutricion.

Puesto que el fosforo es un elemento esencial para el crecimiento de todos los organismos, los alimentos y piensos
tienen que ser suplementados con un fosfato inorganico. Muy frecuentemente también tienen que ser
suplementados los iones esenciales desde el punto de vista fisiolégico de nutricion, tales como los de hierro y calcio.
Ademas, se reduce el valor fisiolégico de nutricion de cualquier dieta, puesto que las proteinas son fijadas por el
acido fitico. Como consecuencia, el acido fitico es designado frecuentemente como un factor anti-valor nutritivo.

Ademas, debido a la ausencia de una metabolizacion del &cido fitico, el fosforo del fitato es segregado a través del
tracto gastrointestinal de los animales, lo que conduce a una indeseada impurificacion por fosfato del medio
ambiente, como consecuencia de lo cual puede llegarse, por ejemplo, a una eutrofizacion de las aguas y a un
crecimiento excesivo de las algas.

El acido fitico o los fitatos (estas expresiones son utilizadas en lo sucesivo como sinénimas excepto que se indique
otra cosa distinta) pueden ser degradados por unas fitasas. Las semillas de plantas que contienen acido fitico,
contienen unas enzimas fitasas endégenas. En el caso de su asimilacion, los fitatos que se encuentran en alimentos
0 respectivamente piensos, son hidrolizables en teoria por las fitasas endégenas de las plantas, por unas fitasas
procedentes de la flora intestinal y por unas fitasas procedentes de la mucosa intestinal. Sin embargo, en la practica
el potencial de hidrodlisis de las fitasas endogenas de plantas y de las fitasas que se presentan en el intestino,
siempre y cuando que estén presentes, no es suficiente ni con mucho para garantizar de una manera significativa la
biodisponibilidad del fésforo fijado en los fitatos. Por lo tanto, a los alimentos o respectivamente piensos se les
afaden frecuentemente unas fitasas exégenas.

Las fitasas pueden ser producidas por plantas asi como por microorganismos. Entre los microorganismos, se
conocen unas bacterias que producen fitasas asi como unos hongos y unas levaduras que producen fitasas.

Los productores de fitasas que se presentan en la naturaleza tienen sin embargo la desventaja, de que se forma una
fitasa so6lo en determinadas cantidades y con unas propiedades definidas. Sin embargo, tal como se ha expuesto
precedentemente, subsiste una necesidad aumentada de una fitasa en particular para la industria de los alimentos y
piensos.

El presente invento se basa por consiguiente en la misién de poner a disposicién un polipéptido con una actividad de
fitasa, que se pueda producir de una manera rentable. En particular, la fitasa debe de poder ser producida a un
precio barato. La fitasa debe de conservar, ademas, las propiedades esenciales de la fitasa natural de tipo silvestre
de E. coli, pero debe de distinguirse por una actividad aumentada en el material sobrenadante del cultivo o
respectivamente por una segregabilidad mejorada. Entre las propiedades esenciales de la fitasa natural de tipo
silvestre se cuentan en particular la capacidad de mejorar la disponibilidad de fosfato in vivo e in vitro, asi como la
idoneidad como un agente coadyuvante de panificacion.
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El presente invento se basa, ademas, en la misiéon de poner a disposicion un gen para un polipéptido con una
actividad de fitasa, que en el caso de una expresion en una célula anfitriona tenga como consecuencia una actividad
aumentada de la proteina codificada de esta manera en el material sobrenadante del cultivo o respectivamente una
secrecion aumentada del polipéptido. El polipéptido debe de ser producido de una manera rentable y a un precio
barato. En particular, la expresién del polipéptido debe de conducir a unos rendimientos mas altos en
microorganismos eucarioticos, comparada con la expresién de la fitasa de tipo silvestre. Ademas, se deben de poner
a disposicion las secuencias de ADN que codifican el polipéptido, unas correspondientes construcciones artificiales
de ADN y unos vectores, asi como una fuente para la enzima recombinante, que sea apropiada para la utilizacion
comercial para alimentos y piensos y en procesos industriales, y unas composiciones que contengan la enzima
conforme al invento.

Por fin, se encontré sorprendentemente que una mutacion en la region desde el aminoacido 189 inclusive hasta el
aminoacido 211 inclusive y/o desde el aminoacido 137 inclusive hasta el aminoacido 152 inclusive de la fitasa de tipo
silvestre de E. coli conduce a una actividad aumentada en el material sobrenadante del cultivo total por la proteina
fitasa sin perjudicar a los efectos ventajosos y a las propiedades esenciales de la fitasa de tipo silvestre de E. coli.

Se han descrito varias fitasas procedentes de E. coli en la bibliografia, p.ej. en la cita de Dassa y colaboradores, 1990,
J. Bacteriol. 172: 5497-5500 (n° de acceso M58708). Ya fueron asimismo descritos unos mutantes modificados
genéticamente de la fitasa de E. coli, los cuales conducian a una estabilidad térmica aumentada y/o a unas actividades
especificas mas altas (véanse Rodriguez y colaboradores, 2000, Arch. Biochem. Biophys., 382:105-112, Lanahan y
colaboradores, 2003, el documento de solicitud de patente de los EE.UU. US 2003 0157646 A1 y el documento de
solicitud de patente internacional WO 01/90333). Una mutagénesis especifica para un sitio de la fitasa de Escherichia
coli con unas propiedades enzimaticas mejoradas se ha descrito ademas en el documento WO 01/36607. El mutante
con Val-Tyr descrito aqui en la posicion 200 no corresponde, sin embargo, a la mutacion en la posicion 200 conforme al
invento, puesto que, de acuerdo con el documento WO 01/36607, se habia utilizado otro modo de recuento de la
secuencia, es decir que se habia incluido en el recuento la secuencia directora. La posicion 222 en la secuencia de
acuerdo con esta publicaciéon (WO 01/36607) corresponde por consiguiente a la posicion 200 del recuento conforme al
invento. Otras proteinas con una actividad de fitasa se han divulgado en los documentos WO 99/08539, WO 01/90333,
WO 02/095003, WO 03/038035, WO 03/038111, WO 04/015084 y WO 00/71728.

Ademas, la publicacién de Garret y colaboradores: Applied Environ. Microbiol. 2004, 70(5), 3041-3046 describe unos
mutantes de la fitasa de E. coli con una aumentada estabilidad térmica y gastrointestinal.

El estado de la técnica no contiene sin embargo ninguna descripcion acerca de unas mutaciones en la fitasa de E.
coli, que conduzcan a una produccién aumentada de una enzima procariotica en el caso de una expresién por medio
de un microorganismo eucariético. Ademas, el estado de la técnica no contiene ninguna mencién acerca del recurso
de conseguir, por medio de una variacion y en particular una mutacion de la fitasa de E. coli, una actividad
aumentada en el material sobrenadante del cultivo mediante la enzima producida de esta manera. En particular, el
estado de la técnica no contiene ninguna mencién acerca de la importancia funcional de las posiciones 189 hasta
211 ylo de las posiciones 137 hasta 152 de la secuencia de la fitasa de E. coli de tipo silvestre. De manera muy
especial, el estado de la técnica no contiene ninguna mencion acerca de la importancia funcional de la posicion 200
de la secuencia de la fitasa de E. coli de tipo silvestre.

El problema planteado por esta misién se resuelve mediante una molécula de ADN recombinante que, después de
su expresion en una célula anfitriona procariética o eucariética, codifica un polipéptido con una actividad de fitasa,
comprendiendo la molécula de ADN recombinante una secuencia de ADN, escogida entre el conjunto formado por a)
unas secuencias de ADN, que se han obtenido mediante variaciones de la secuencia de la fitasa de E. coli madura
de tipo silvestre, teniendo las secuencias de ADN por lo menos una mutacion, que se escoge entre el conjunto
formado por Val 200 — Leu, Val 200 — lle, Val 200 — Pro, Val 200 — Tyr, Leu 207 — Tyr y Leu 207 — Phe, y b)
unas secuencias de ADN que, debido a la degeneracidon del codigo genético, estan emparentadas con las
secuencias de acuerdo con a), realizandose que la molécula de ADN recombinante, en el caso de una expresion en
una adecuada célula anfitriona, va acompafiada por una actividad aumentada de la proteina codificada de esta
manera en el material sobrenadante del cultivo.

El invento se refiere ademas a un procedimiento para la produccion de un polipéptido con una actividad de fitasa
segun unas técnicas recombinantes que comprenden la cultivacion de unas células anfitrionas procariéticas y/o
eucaridticas recombinantes, que contienen una secuencia de acido nucleico conforme al invento, en unas
condiciones que fomentan la expresion de la enzima asi como la subsiguiente obtencion de la enzima. Ademas de
esto, el invento se refiere a la utilizacion del polipéptido con una actividad de fitasa en unos procedimientos
habituales, p.ej. en unos procedimientos, que o bien ponen en libertad in vitro a unos minerales a partir de unos
complejos con fitato en materiales vegetales, p.ej. en el caso del tratamiento de piensos, o a su utilizacién al
cocer pan, o que los ponen en libertad in vivo, es decir a la administracién del polipéptido con una actividad de
fitasa a animales. Ademas, el invento se refiere a la utilizacién de las secuencias de polinucleétidos conformes al
invento para la produccion de unas sondas destinadas a descubrir unas secuencias similares, que codifican unas
correspondientes enzimas, en otros organismos, asi como para la transformacion de células anfitrionas.
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La presente solicitud de patente describe ademas una secuencia de sefial derivada del gen de la fitasa de
Aspergillus niger.

Las Figuras adjuntas ilustran mas detalladamente el invento:

La Fig. 1:  muestra una SDS-PAGE de unos materiales sobrenadantes del cultivo de unas cepas transformadas
con los plasmidos pKDa2 y pKDa4. Las bandas 1 y 6 contienen unas proteinas de marcacion. La
descripcion exacta esta contenida en el Ejemplo 6 y en la Tabla 3.

La Fig. 22 muestra un mapa plasmidico de pKDa2 (mutante con Tyr2°°)
La Fig. 3: muestra un mapa plasmidico de pKDa4 (de tipo silvestre)
La Fig. 4: muestra un mapa plasmidico de Da2pUC3

La Fig. 5: muestra una secuencia de ADN, que codifica la fitasa de E. coli de tipo silvestre (uso de codones de E.
coli) (Dassa y colaboradores, 1990, J. Bacteriol. 172:5497-5500, n° de acceso: M58704), proteina
madura

El plasmido Da2pUC3 fue presentado bajo el nimero de presentacion DSM 16396 el 7 de mayo de 2004 en la
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (Colecciéon Alemana de Microorganismos y Cultivos
celulares) GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, de acuerdo con las condiciones del
Convenio de Budapest.

Sorprendentemente, se encontré que una mutacion de aminoacidos en la region de las posiciones 189 hasta 211
(inclusive los valores limites) y/o una mutacidon de aminodacidos en la regiéon de las posiciones 137 hasta 152
(inclusive los valores limite) de la secuencia de la fitasa de E. coli de tipo silvestre va acompafiada por una actividad
manifiestamente aumentada en el material sobrenadante del cultivo en el caso de una expresion en una célula
anfitriona. En este caso, se trata de las siguientes mutaciones: Val 200— Leu, Val 200 — lle, Val 200 — Pro,
Val 200 — Tyr, Leu 207 — Tyr y Leu 207 — Phe. Las mutaciones preferidas son Val 200 — Leu, Val 200 — Pro y
Val 200— Tyr. De manera especialment e preferida, una mutacién se presenta en la posiciéon Val 200. Sin estar
vinculados por la subsiguiente explicacion tedrica, se supone que mediante la modificacién conforme al invento
resultan unas modificaciones en dos regiones estructurales de la fitasa, que estan contiguas en el espacio, es decir
de la hoja desplegable B y de la hélice a, y estas regiones son modificadas mediante una interaccion hidréfoba de tal
manera que resulta una mejor densidad de empaquetamiento. Esta conduce, a su vez, a una actividad aumentada
en el material sobrenadante del cultivo o respectivamente a una secrecién de una enzima modificada de tal manera.
Dentro del marco de la precedente condicién, en las mencionadas regiones se pueden llevar a cabo y combinar
unas mutaciones arbitrarias, siempre y cuando que un microorganismo transformado con una correspondiente
secuencia de ADN segregue la fitasa codificada en unas cantidades aumentadas desde la célula anfitriona,
mediando conservacion de la actividad enzimatica y de las otras propiedades fisiologicas de la fitasa de E. coli de
tipo silvestre, o respectivamente con la propiedad de conducir a una aumentada actividad (actividad global) en el
material sobrenadante del cultivo. De manera preferida, el mejoramiento de la actividad en el material sobrenadante
del cultivo o respectivamente la eficiencia de secrecidén de un mutante, comparado la fitasa de E. coli de tipo silvestre
es de por lo menos un 10 %, de manera preferida de por lo menos un 20 %, en el caso de efectuarse la medicion en
idénticas condiciones. La determinacion de la actividad enzimatica de la fitasa asi como la mediciéon de otras
propiedades fisiolégicas de la fitasa se pueden llevar a cabo segun unos procedimientos en si conocidos.

La consecucion de un aumento de por lo menos un 10 % de la actividad en el material sobrenadante del cultivo o
respectivamente de la eficiencia de la secrecion de la fitasa, comparada con la eficiencia de la secrecion de la fitasa
de tipo silvestre, era sorprendente y no ha resultado evidente. En particular, era sorprendente el hecho de que el
mutante Val 200 — Tyr vaya acompafiado de un aumento del 100 % de la eficiencia de secrecion, comparado con la
de la fitasa de tipo silvestre (véase el Ejemplo 4).

Dentro del estado de la técnica se han descrito unos ensayos, con el fin de mejorar las propiedades de una fitasa.
Asi, la publicacion Archives Biochem. Biophys., 2000, 382(1), 105-112 describe en la pagina 109, Tabla 3, las
actividades de la fitasa en el material sobrenadante del cultivo en el caso de una secrecidon por medio de la levadura
Pichia pastoris. La fitasa de E. coli de tipo silvestre (que no es exactamente idéntica en cuanto a la secuencia con
respecto a la secuencia de pKDa4 conforme al invento) fue segregada después de 96 horas en una cantidad de 117
unidades ml™. En este caso se ha de sefalar, que la determinacion de la actividad de acuerdo con esta publicacion
no es idéntica a la determinacién de la actividad de acuerdo con el Ejemplo 4 del presente invento. De acuerdo con
el estado de la técnica en la publicacién arriba mencionada el substrato se incuba con la enzima a un pH de 2,5.
Conforme al invento, la incubacion se efectua a un pH de 5,0. A partir de las curvas que aparecen en la pagina 109,
Figura 3 de esa publicacion, se establece que 117 U ml”" a un pH de 2,5 solo corresponderian a aproximadamente
60 U ml" a un pH de 5 (52 % de actividad restante). Por consiguiente, la actividad enzimatica, medida en esta
publicacion, de la fitasa de E. coli de tipo silvestre segregada, que ha sido codificada por el uso de codones del tipo
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silvestre de E. coli, es considerablemente menor que la actividad enzimatica segregada, de 158 a 188 U ml™, que se
obtiene con la cepa de T. reesei transformada con el pKDa4.

La secuencia de ADN correspondiente a la secuencia de la fitasa mutada conforme al invento se puede conseguir
mediando utilizacién de unos arbitrarios usos de codones, siempre y cuando que mediante el uso de codones no se
influya desventajosamente sobre el nivel de la secrecién. Asi, por ejemplo, se puede utilizar el uso de codones del
microorganismo utilizado para la expresiéon, pero también se puede utilizar el uso de codones de E. coli o
respectivamente de una variante de éste. Ademas, la secuencia de la fitasa de E. coli mutada conforme al invento
puede contener otras variaciones de secuencia. En este caso se pueden llevar a cabo unas variaciones arbitrarias
adicionalmente a las mutaciones precedentemente descritas, siempre y cuando que no sea perjudicada
desventajosamente la propiedad de la consecucidon de una actividad aumentada en el material sobrenadante del
cultivo o respectivamente de una eficiencia de la secrecion, y siempre y cuando que sean conservadas la actividad
enzimatica y otras propiedades esenciales de la fitasa de E. coli de tipo silvestre.

Unas correspondientes variaciones son bien conocidas para un experto en la especialidad dentro del sector de la
técnica del ADN recombinante, y éstas abarcan las mutaciones precedentes asi como las variaciones
ejemplificativas expuestas seguidamente.

Conforme al invento, se pueden utilizar unas moléculas formadas por adicién y/o supresiéon del polipéptido
modificado conforme al invento. Asi, el polipéptido modificado con una actividad de fitasa conforme al invento se
puede prolongar mediante adosamiento de otras secuencias junto al extremo terminal de N y/o al extremo terminal
de C. De esta manera se pueden producir unas moléculas hibridas, que poseen otras propiedades ventajosas. A
modo de ejemplo, se pueden adosar unas proteinas de fusién o respectivamente unas proteinas segregadas
naturalmente en un alto grado, con lo cual se mejora aun mas la eficiencia de la secrecion. Ademas, se pueden
adosar los segmentos activos de secuencias de otras enzimas, con el fin de obtener unas enzimas con una
especificidad multiple. Ademas, se pueden adosar unas secuencias polares o apolares, con el fin de influir de un
modo deliberado sobre las propiedades de solubilidad o respectivamente sobre la capacidad de pasar a través de
membranas de la enzima asi obtenida. De manera preferida, en este caso el extremo N-terminal se une con una
fitasa de Aspergillus o con una fosfatasa acida. De igual manera, se pueden llevar a cabo unas elongaciones del
terminal de C de la secuencia de la fitasa de E. coli mutada. De esta manera se pueden obtener unas fitasas con
una estructura cuaternaria modificada.

Conforme al invento, se pueden suprimir también unos segmentos de secuencia del polipéptido con una actividad de
fitasa, siempre y cuando que no sea perjudicada la propiedad de la secrecién o respectivamente actividad
aumentada en el material sobrenadante del cultivo mediando conservacion de la actividad de fitasa.

Las mutaciones, las elongaciones y los acortamientos se pueden llevar a cabo de una manera en si conocida segun
unos procedimientos bien conocidos en el sector especializado.

Las modificaciones tomadas en consideracién precedentemente del polipéptido con una actividad de fitasa
corresponden a unas correspondientes mutaciones o respectivamente modificaciones de la pertinente molécula de
ADN. Conforme al invento se toman en consideracion en tal caso también aquellas secuencias, que se hibridan en
condiciones relajadas o rigurosas con las secuencias conformes al invento. Ademas, el invento se refiere también a
aquellas secuencias, que tienen una homologia de por lo menos 70 %, de manera preferida de por lo menos 90 % y
en particular de por lo menos 95 %, con la secuencia de nucleétidos reivindicada o respectivamente con las partes
reivindicadas de ésta, siempre y cuando que las respectivas secuencias conduzcan al aumento de la actividad en el
material sobrenadante del cultivo o respectivamente de la eficiencia de secrecion del polipéptido con una actividad
de fitasa, que ha sido codificado por ellas. De manera preferida la homologia es de 70 a 100 tantos por ciento. El
grado de la identidad se determina en este caso preferiblemente de tal manera que se averigua el nimero de los
restos de la secuencia mas corta, que participa en la comparacién, y que posee un “correspondiente” trozo
antagonista en la otra secuencia. Para las finalidades del presente invento, en este caso la homologia se determina
preferiblemente de un modo usual mediando utilizacién de los algoritmos usuales. Conforme al invento, para la
comparacion soélo se aprovechan los ADNc's (cromosémicos) de las respectivas proteinas maduras. Como
secuencias homoélogas, se determinaron conforme al invento unos trozos antagonistas similares, de manera
preferida idénticos, de la secuencia, con ayuda de unos conocidos programas de ordenador. Un ejemplo de un
programa de este tipo es el programa Clone Manager Suite, que contiene la parte de programa Align Plus y que es
distribuido por la entidad Scientific & Educational Software, Durham, NC, EE.UU. En este caso, se lleva a cabo una
comparacion de dos secuencias de ADN tales como las precedentemente definidas, bajo la “Option local alignment”
0 respectivamente segun el método FastScan-MaxScore o segun el método de Needleman-Wunsch mediando
conservacion de los valores de defecto (del inglés default). Especialmente, para el calculo de la homologia se us6
conforme al invento la version del programa “Clone Manager 7 Align Plus 5” con las funciones “Compare Two
Sequences/Local Fast Scan-Max Score/Compare DNA sequences”. En este caso se utilizaron los algoritmos
accesibles a partir de las siguientes fuentes: Hirschberg, D.S. 1975. A linear space algorithm for computing longest
common subsequences [Un algoritmo espacial lineal para procesar las subsecuencias comunes mas largal.
Commun Assoc Comput Mach 15 18:341-343; Myers, E.W. y W. Miller. 1988. Optimal alignments in linear space
[Alineaciones 6ptimas en un espacio lineal]. CABIOS 4:1, 11-17; Chao, K-M, W.R. Pearson y W. Miller. 1992.
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Aligning two sequences within a specified diagonal band [Alineacién de dos secuencias entre una banda diagonal
especificada]. CABIOS 8:5, 481-487. El invento se refiere, ademas, también a unas secuencias de ADN que, debido
a la degeneracion del codigo genético, estan emparentadas con las secuencias conformes al invento, asi como a
unas variantes alélicas de éstas. La degeneracién del cddigo genético puede resultar en este caso debido a una
degeneracion natural o debido a un uso de codones escogido especialmente. Las variantes alélicas que se
presentan en la naturaleza, se pueden identificar mediando utilizacién de unas técnicas bien conocidas de la biologia
molecular, tales como p.ej. la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y de unas técnicas de hibridacion.

Una secuencia de ADN, que codifica un polipéptido conforme al invento, se puede utilizar para transformar a unas
células anfitrionas arbitrarias tales como, por ejemplo, células de hongos, levaduras, bacterias, plantas o mamiferos.
Las células transformadas de esta manera se distinguen por una secrecion aumentada de una fitasa. La enzima
fitasa producida de esta manera conduce también a una liberacion eficiente de fosfato a partir de fosfatos de
mioinositol.

Las expresiones “proteina”, “péptido” y “polipéptido” deben de ser utilizadas de un modo intercambiable. Los
conceptos “un polipéptido o una enzima con una actividad de fitasa” o “una fitasa” deben de designar a cualquier
enzima, que puede dar lugar a la liberaciéon de un fosfato inorganico a partir de diferentes fosfatos de mioinositol.
Ejemplos de tales substratos de fosfatos de mioinositol (de fitasa) son el acido fitico y unas sales arbitrarias de éste,
por ejemplo, fitato de sodio o fitato de potasio o unas sales mixtas. También unos arbitrarios isémeros de posicién de
los di-, tri-, tetra- o pentafosfatos de mioinositol pueden servir como substrato de una fitasa. La actividad de fitasa se
puede determinar mediando utilizacién de cualquier sistema de ensayo arbitrario, en cuyo caso se utiliza uno de
estos substratos. Una variante de fitasa conforme al invento abarca unas variantes de polipéptidos, que se derivan
de una fitasa especial mediante supresion o adicién de uno o varios aminoacidos junto al extremo terminal de N y/o
terminal de C de la proteina natural, mediante supresién o adiciéon de uno o varios aminoacidos en uno o varios sitios
en la proteina natural, o mediante sustitucién de uno o varios aminoacidos en uno o varios sitios en la fitasa. La
produccién de tales variantes es por lo general conocida para un experto en la especialidad. Por ejemplo, se pueden
producir unas variantes de la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos mediante una mutacién en el ADN. Unos
procedimientos para realizar una mutagénesis y una modificacion de una secuencia de nucledtidos son bien
conocidos en el sector especializado (comparense, a modo de ejemplo, las citas de Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82:488 (1985), de Kunkel y colaboradores, Methods in Enzymol., 154:367 (1987), el documento de patente de
los EE.UU. n° 4.873.192, y de Walker y Gaastra coordinadores de edicién, Techniques in Molecular Biology
(Técnicas en la biologia molecular), Mac Millan Publishing Company, Nueva York (1983)). Unas menciones acerca
de unas adecuadas sustituciones de aminoacidos, que no perjudican a la actividad biolégica de la proteina que
interesa, se encuentran en el modelo de Dayhoff y colaboradores, Atlas of Protein Sequence and Structure (Atlas de
las secuencias y estructuras de proteinas), Natl. Biomed. Res. Found., Washington, D.C. (1978). Se prefieren unas
sustituciones conservadoras tales como el intercambio de un aminoacido por otro que tiene unas propiedades
similares.

El invento se refiere también a unas composiciones de acidos nucleicos o de proteinas, aisladas o esencialmente
purificadas. En este caso, el concepto de “un polinucledtido/polipéptido aislado y purificado o respectivamente un
segmento de éste” designa a un polinucledtido o respectivamente un polipéptido o respectivamente un segmento de
éstos, que se presenta aislado desde su entorno natural. Un segmento aislado de un poli(acido nucleico) o un
polipéptido se puede presentar en una forma purificada o se puede presentar en un entorno no natural, tal como, por
ejemplo, en una célula anfitriona transgénica. Por ejemplo, un segmento de polinucleétido o una proteina, aislado/a
o purificado/a, o una parte bioldgicamente activa de éste/a, estd esencialmente exento/a de otro material o medio de
cultivo celular en el caso de una produccidon segun técnicas recombinantes o estd esencialmente exento/a de
compuestos precursores quimicos o de otros compuestos quimicos. De manera preferida, un polinucleétido aislado
esta exento de unas secuencias (de manera preferida de unas secuencias codificadoras de proteinas), que
flanquean de modo natural al acido nucleico (es decir unas secuencias, que estan localizadas junto a los extremos 5’
y 3’ del acido nucleico) en el ADN gendémico del organismo del que procede el acido nucleico. Por ejemplo, de
acuerdo con diferentes formas de realizacién, la molécula aislada de acido nucleico contiene menos de
aproximadamente 5 kb (kilobases), 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de unas secuencias de nucledtidos, que
flanquean de modo natural a la molécula de acido nucleico en el ADN gendmico de la célula, de la que se deriva el
acido nucleico. Una proteina, que estd esencialmente exenta de un material celular, abarca unas composiciones de
una proteina o un polipéptido con menos de aproximadamente 70 %, 50 %, 30%, 20 %, 10 % o 5 % (referido al peso
en seco) de una proteina impurificadora. Cuando la proteina conforme al invento o un fragmento biolégicamente
activo de ésta se produce por medios recombinantes, el medio de cultivo abarca de manera preferida menos de
aproximadamente 70 %, 50 %, 30 %, 20 %, 10 % o 5 % (referido al peso en seco) de los compuestos precursores
quimicos o de las sustancias quimicas no proteinicas. Unos fragmentos y unas variantes de las secuencias de
nucleétidos conformes al invento o unas proteinas o unos segmentos de proteinas, que son codificados de esta
manera, se abarcan asimismo conforme al invento. El concepto de “fragmento” designa a una parte de la secuencia
de nucledtidos o a una parte de la secuencia de aminoacidos, y por lo tanto a una parte del polipéptido o de la
proteina, que es codificado/a por ésta.

El invento se refiere también a unos casetes de expresion, que se pueden utilizar para la introduccion del marco de
lectura abierto, que codifica una fitasa conforme al invento, en una célula anfitriona. Ellos abarcan de manera
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preferida una regién de inicio de la transcripcion, que esta unida con el marco de lectura abierto. Un casete de
expresion de este tipo puede contener un gran ndmero de sitios de corte por restriccion para la insercién del marco
de lectura abierto y/o de otros ADN’s, p.ej. una region reguladora de la transcripcion y/o unos genes marcadores
seleccionables. El casete de transcripcion abarca en la direccion 5—3' de la transcripciébn una region de
transcripcion y traduccion, la secuencia de ADN que interesa, y una regién de transcripcion y traduccién, que es
funcional en una célula microbiana. La region de terminacién puede ser natural en lo que se refiere a la region de
iniciacion de la transcripcidn, puede ser natural en lo que se refiere a la secuencia de ADN que interesa o se puede
derivar de otra fuente arbitraria.

La expresién “marco de lectura abierto” (ORF, acréonimo de Open Reading Frame) designa a la secuencia de
aminoacidos, que es codificada entre el codéon de iniciacién y el coddén de detencion de la traduccion de una
secuencia codificadora. Las expresiones “codon de iniciacion” y “coddn de detencién” designan a una unidad de tres
nucledtidos contiguos (codones) en una secuencia codificadora, que especifican el inicio y la detencion de una
cadena de la sintesis de proteinas (traduccién del ARNm (mensajero)).

El concepto de “unién funcional” designa, en conexidon con un acido nucleico, a un compuesto como una parte
constituyente de la misma molécula de acidos nucleicos en una posicidon y una orientacion adecuadas para la
iniciacion de la transcripcion del promotor. Un ADN en unidén funcional con un promotor se encuentra bajo la
regulacién de la iniciacién de la transcripcién del promotor. Las secuencias codificadoras pueden estar unidas
funcionalmente con la secuencia reguladora en una orientaciéon en el mismo sentido o antisentido. En el caso de
hacerse referencia a unos polipéptidos, el concepto de "una unién funcional" significa la unién como una parte
constituyente del mismo polipéptido, es decir a través de enlaces peptidicos.

Conforme al invento se pueden utilizar unos promotores arbitrarios. El concepto de “promotor” designa a la
secuencia de nucledtidos que se encuentra usualmente corriente arriba (5°) en lo que se refiere a la secuencia
codificadora y que controla la expresion de la secuencia codificadora, poniendo a disposicion el reconocimiento para
la polimerasa de ARN Yy otros factores, que son requeridos para una transcripcion correcta. El promotor utilizado
conforme al invento puede comprender un promotor minimo, es decir una corta secuencia de ADN a base de una
caja TATA y otras secuencias, que especifican el sitio de iniciacion de la transcripcion, junto al que estan adosados
los elementos reguladores para el control de la expresion.

El promotor conforme al invento puede comprender también una secuencia de nucleotidos, que comprende un
promotor minimo y unos elementos reguladores, que puede controlar la expresion de una secuencia codificadora o
de un ARN funcional. Este tipo de secuencia de promotor se compone de unos elementos préximos y distantes
situados corriente arriba, siendo designados los elementos citados en ultimo lugar frecuentemente como
intensificadores (del inglés enhancer). Como consecuencia, un intensificador es una secuencia de ADN, que puede
estimular a la actividad del promotor y que puede ser un elemento latente en el promotor o un elemento heterélogo
insertado, con el fin de reforzar a la altura de expresiéon o a la especificidad para ciertos tejidos de un promotor.
Tanto el intensificador como también otros elementos promotores situados corriente arriba fijan de un modo
especifico para una secuencia a unas proteinas, que se fijan a un ADN, las cuales promueven sus efectos. Los
promotores se pueden derivar en su totalidad de un gen natural o pueden estar compuestos de diferentes
elementos, que se derivan de diferentes promotores presentes en la naturaleza, o incluso pueden estar compuestos
también de unos segmentos de ADN sintéticos. Un promotor puede contener también unas secuencias de ADN, que
participan en la fijacion de unos factores proteinicos, que controlan la eficiencia de la iniciacion de la transcripcion
como respuesta a unas condiciones fisiolégicas o debidas al desarrollo.

Los elementos promotores, en particular los elementos TATA, que son inactivos o que poseen una actividad
promotora fuertemente reducida en ausencia de una activacion corriente arriba, son designados como promotores
minimos o promotores de nucleo. En presencia de un adecuado factor de transcripciéon o respectivamente de unos
adecuados factores de transcripcion, la funcién del promotor minimo se encuentra en el hecho de hacer posible la
transcripcion. Un promotor minimo o de nucleo se compone, por consiguiente, solamente de todos los elementos
fundamentales, que son necesarios para la iniciacién de la transcripcion, p.ej. de una caja TATA y/o de un iniciador.

El invento se refiere también a los vectores conformes al invento, que contienen un ADN. Estos vectores abarcan
unos arbitrarios plasmidos, cosmidos, fagos y otros vectores en una forma bicatenaria o monocatenaria, lineal o
circular, que eventualmente pueden ser, por su parte, transmisibles o movilizables, y que o bien pueden transformar
a un anfitrion procariotico o eucariético mediante integracion en el genoma celular o bien se presentan fuera del
cromosoma (p.ej. unos plasmidos que se replican autdnomamente con un origen de la replicacion).

Unos vectores, plasmidos, cosmidos, cromosomas sintéticos de levaduras (YACs, acrénimo de Yeast Artificial
Chromosomes), cromosomas bacterianos artificiales (BACs, acronimo de Bacterial Artificial Chromosomes) y unos
segmentos de ADN destinados a la utilizacion para la transformacion de células, comprenden por lo general el ADN
que codifica una fitasa conforme al invento, asi como otro ADN distinto, tal como un ADNc, un gen o unos genes,
que deben de ser introducidos en las células. Estas construcciones artificiales de ADN pueden abarcar otras
estructuras tales como promotores, intensificadores, poliengarzadores o también genes reguladores, siempre y
cuando que éstas/os sean necesarias/os. Uno de los segmentos de ADN o enes, que se habia(n) escogido para la
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introduccion en las células, codifica(n) convenientemente una proteina, que es expresada en las células
transformadas (células recombinantes), obtenidas de esta manera, lo que conduce a una caracteristica escrutable o
seleccionable y/o confiere a la célula transformada un fenotipo mejorado.

La construccion de unos vectores, que se pueden utilizar conforme al invento, es conocida para un experto en la
especialidad en este sector a la vista de la divulgacion precedente (comparese p.ej. la cita de Sambrook y
colaboradores, Molecular Cloning: A Laboratory Manual [Clonacion molecular: Un Manual de laboratorio] (2% edicion,
Coldspring Harbor Laboratory Press, Plainview, N.Y. (1989)). El casete de expresion conforme al invento puede
contener uno o varios sitios de corte por restriccion, con el fin de poner al polinucleétido que codifica la fitasa bajo la
regulacién de una secuencia reguladora. El casete de expresion puede contener también una sefal de terminacion
en union funcional con el polinucledtido, asi como unas secuencias reguladoras, que se necesitan para la traduccion
en debida forma del polinucleétido. El casete de expresién, que contiene el polinucleétido conforme al invento,
puede ser quimérico, es decir que por lo menos uno de sus componentes es heterélogo referido a por lo menos uno
de los otros componentes. La expresion del polinucledtido en el casete de expresion puede estar bajo el control de
un promotor constitutivo, de un promotor inducible, de un promotor regulable, de un promotor virico o de un promotor
sintético.

Los vectores pueden contener ya unos elementos reguladores, p.ej. unos promotores, o las secuencias de ADN
conformes al invento pueden ser manipuladas de tal manera, que ellas contengan tales elementos. Unos elementos
promotores adecuados, que se pueden utilizar, son conocidos en el sector especializado, y son, por ejemplo, para
Trichoderma reesei el promotor de cbh 1- o cbh-2, para Aspergillus oryzae el promotor de amy, para Aspergillus
niger los promotores de xyl, glaA, alcA, aphA, tpiA, gpdA, sucl y pkiA. Unos elementos promotores adecuados, que
se pueden utilizar para la expresién en levaduras, son conocidos en el sector especializado y son, por ejemplo, el
promotor de pho5 o el promotor de gap para la expresion en Saccharomyces cerevisiae, y para Pichia pastoris, p.ej.
el promotor de aoxl, o el promotor de fmd o el promotor de mox para H. polymorpha.

Un ADN, que se adecua para la introduccion en células, puede contener, junto al ADN conforme al invento, también
un ADN, que se habia derivado de una fuente arbitraria o que se ha aislado a partir de ésta. Un ejemplo de un ADN
derivado es una secuencia de ADN, que habia sido identificada como un fragmento atil en un organismo
determinado, y que luego se habia sido sintetizada quimicamente en una forma esencialmente pura. Un ejemplo de
un tal ADN es una adecuada secuencia de ADN, que se habia obtenido por ejemplo mediando utilizaciéon de unas
endonucleasas de restriccion, de tal manera que ella se pueda manipular ulteriormente, por ejemplo amplificar,
conforme al invento. Un ADN de este tipo es designado usualmente como ADN recombinante. Por lo tanto, un ADN
adecuado abarca un ADN totalmente sintético, un ADN semisintético, un ADN aislado a partir de fuentes bioldgicas y
un ADN derivado de un ARN introducido. Por lo general, el ADN introducido no es ningin componente original del
genotipo del ADN del organismo receptor, pero conforme al invento también un gen se puede aislar y modificar
eventualmente a partir de un genotipo establecido, y a continuacién se pueden introducir multiples copias del gen en
el mismo genotipo, p.ej. con el fin de reforzar la produccién de un producto génico establecido.

ElI ADN introducido abarca sin restricciones un ADN procedente de unos genes, tal como, por ejemplo, de bacterias,
levaduras, hongos o virus. El ADN introducido puede abarcar unos genes modificados o sintéticos, unas partes de
genes 0 unos genes quiméricos, inclusive unos genes procedentes del mismo genotipo o de un genotipo diferente.

El ADN utilizado para la transformacion conforme al invento puede ser circular o lineal, bicatenario o monocatenario.
Por lo general, el ADN se presenta en forma de un ADN quimérico tal como un ADN plasmidico, que contiene
también unas regiones codificadoras, que estan flanqueadas por unas secuencias reguladoras, las cuales apoyan a
la expresién del ADN recombinante presente en la célula transformada. Por ejemplo, el ADN propiamente dicho
puede contener, o se puede componer de, un promotor, que es activo en una célula, que se deriva de una fuente,
que se diferencia de la célula, o se puede utilizar un promotor, que ya esta presente en la célula, es decir la célula
diana de la transformacion.

Por lo general, el ADN introducido es relativamente pequefio, de menos que aproximadamente 30 kb, para minimizar
la sensibilidad frente a una degradacion fisica, quimica o enzimatica, que aumenta con el tamafio del ADN.

La seleccion de un adecuado vector de expresion depende de las células anfitrionas. Los vectores de expresion en
levaduras u hongos pueden comprender un origen de la replicaciéon, un promotor y un intensificador adecuados, y
abarcan también unos/as arbitrarios/as necesarios/as sitios de fijacion a ribosomas, sitios de poliadenilacion, sitios
de donantes y aceptores de empalme, secuencias de terminacién de la transcripcion y secuencias flanqueadoras en
5' no traducidas.

Ejemplos de células anfitrionas adecuadas son: células de hongos de los géneros Aspergillus, Rhizopus,
Trichoderma, Neurospora, Mucor, Penicillium, etc., tales como, por ejemplo, levaduras, de los géneros
Kluyveromyces, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Trichosporon, Schwanniomyces, Hansenula, Pichia y
similares. Unos sistemas anfitriones adecuados son, por ejemplo, unos hongos tales como Aspergilli, p.ej.
Aspergillus niger (ATCC 9142) o Aspergillus ficuum (NRLL 3135) o Trichoderma (p.ej. Trichoderma reseei QM6a) y
unas levaduras tales como Saccharomyces, p.ej. Saccharomyces cerevisiae o Pichia, tales como p.ej. Pichia
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pastoris o Hansenula, p.ej. H. polymorpha (DSMZ 70277). Tales microorganismos se pueden obtener a partir de
unos sitios de presentacion reconocidos, p.ej. de la American Type Culture Collection (ATCC), de la Centraalbureau
voor Schimmelcultures (CBS) oder de la Deutsche Sammlung fir Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) o
de cualesquiera otros sitios de presentacion.

El casete de expresion puede contener en la direccién de transcripcion 5°-3’ una region de transcripcion y traduccion
del polinucleétido conforme al invento y una regién de transcripcion y terminacion, que es funcional in vivo o in vitro.
La regidon de terminacion puede ser natural en lo que se refiere a la regidn de iniciacion de la transcripcion o puede
ser natural en lo que se refiere al polinucleétido o puede ser de otra procedencia. Las secuencias reguladoras
pueden estar localizadas corriente arriba (secuencias no codificadoras en 5'), dentro (un intrén) o corriente abajo
(secuencias no codificadoras en 3') de una secuencia codificadora, e influyen sobre la transcripcion, el
procesamiento del ARN o la estabilidad y/o la traduccidon de la secuencia codificadora asociada. Las secuencias
reguladoras pueden comprender, sin limitaciones, unos/as intensificadores, promotores, sitios de fijacion a
represores, secuencias directoras de la traduccion, intrones o secuencias de sefial de poliadenilacién. Ellas pueden
comprender unas secuencias naturales o sintéticas asi como unas secuencias, que constituyen una combinacién de
secuencias sintéticas y naturales.

El vector utilizado conforme al invento puede comprender también unas secuencias adecuadas para la amplificacion
de la expresion.

Ejemplos de unos promotores, que se pueden utilizar conforme al invento, son unos promotores, de los que se sabe
que ellos controlan la expresién en las células eucaridticas. Se pueden utilizar cualesquiera promotores con la
capacidad para la expresion en hongos filamentosos. Ejemplos de ellos son un promotor, que es inducido
fuertemente por un almidén o una celulosa, p.ej. un promotor para la glucoamilasa o a-amilasa del género
Aspergillus o la celulasa (celobiohidrolasa) del género Trichoderma, un promotor para unas enzimas en la ruta
glicolitica del metabolismo, tal como, por ejemplo, la fosfoglicerato cinasa (PGK) y la glicerinaldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GPD), etc. Se prefiere el promotor de la celobiohidrolasa I, de la celobiohidrolasa Il, de la amilasa,
de la glucoamilasa, de la xilanasa o de la enolasa.

Son conocidos dos métodos principales para el control de la expresion, a saber una sobreexpresién y una
infraexpresion. Una sobreexpresion se puede conseguir mediante insercion de una o varias copias suplementarias
del gen escogido. Para la infraexpresion existen dos métodos principales, que se designan usualmente en el sector
especializado como “regulacion descendente antisentido (en inglés antisense downregulation)” y “regulacion
descendente en el mismo sentido (en inglés antisense downregulation)”. Por lo general, estos procedimientos se
designan como “silenciamiento de genes (en inglés gene silencing)’. Ambos de estos métodos conducen a una
inhibicion de la expresion del gen diana.

Adicionalmente a la utilizacion de un promotor especial, todavia otros tipos de elementos pueden influir sobre la
expresion de transgenes. En particular, se mostré que unos intrones poseen un potencial para el refuerzo de la
expresion de transgenes.

El casete de expresion puede comprender todavia otros elementos, por ejemplo los que pueden ser regulados por
unos elementos endégenos o exégenos tales como proteinas de dedo de zinc, inclusive unas proteinas de dedo de
zinc que se presentan en la naturaleza o unas proteinas de dedo de zinc quiméricas.

El casete de expresién utilizado conforme al invento puede contener adicionalmente unos elementos intensificadores
o elementos promotores situados corriente arriba.

Los vectores destinados a la utilizacion conforme al invento se pueden construir de tal manera que ellos contengan
un elemento intensificador. Las construcciones artificiales conformes al invento comprenden por consiguiente el gen
que interesa en comun con una secuencia de ADN en 3', que actia como una sefial, a fin de terminar la
transcripcion y permitir la poliadenilacion del ARNm asi obtenido. Se pueden utilizar cualesquiera secuencias de
sefal, que hacen posible la secrecion a partir del organismo anfitrion escogido. Una secuencia de sefial preferida es
la secuencia de sefial de la fitasa procedente de Aspergillus niger o unas secuencias de sefial derivadas de ésta
para la secrecion a partir de hongos filamentosos.

También se puede utilizar una secuencia directora especial, puesto que la secuencia de ADN situada entre el sitio
de iniciacion de la transcripcion y el comienzo de la secuencia codificadora, es decir de la secuencia directora no
traducida, puede influir sobre la expresion génica. Unas secuencias directoras preferidas comprenden unas
secuencias, que controlan la expresion optima del gen adosado, es decir que comprenden una secuencia preferida
directora de consenso, que aumenta o conserva la estabilidad del ARNm, y que impide una iniciacién inadecuada de
la traduccion. La eleccion de tales secuencias es bien conocida para un experto en la especialidad en este sector.

Con el fin de mejorar la posibilidad de identificar a los transformantes, un gen marcador seleccionable o escrutable
se puede recoger en el casete de expresion. Tales genes marcadores son bien conocidos para un experto en la
especialidad en este sector.
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El casete de expresion o una construccion de vector, que contiene el casete de expresion, se introduce en una
célula anfitriona. Estan disponibles un gran nimero de técnicas y éstas son bien conocidas para un experto en la
especialidad en el sector para la introduccién de construcciones artificiales en una célula anfitriona. La
transformacion de células microbianas se puede llevar a cabo mediando utilizacion de un poli(etilenglicol), cloruro de
calcio, una infeccién virica, DEAE-dextrano, unas infecciones por fagos, una electroporacion y otros métodos
conocidos para un experto en la especialidad. La transformaciéon de hongos se puede llevar a cabo segun Penttila y
colaboradores, Gene 61:155-164, 1987. La introduccion de un vector recombinante en levaduras se puede llevar a
cabo segun unos procedimientos en si conocidos inclusive la electroporacion, la utilizacion de esferoplastos, acetato
de litio y similares.

Tan pronto como se haya obtenido el casete de expresion conforme al invento o respectivamente la secuencia de
ADN conforme al invento, él/ella se puede introducir en unos vectores segun unos procedimientos en si conocidos,
con el fin de sobreexpresar el polipéptido codificado en adecuados sistemas de anfitriones. Sin embargo, también se
pueden utilizar unas secuencias de ADN como tales, con el fin de transformar a unos adecuados sistemas de
anfitriones, y para conseguir una sobreexpresion del polipéptido codificado.

Tan pronto como una secuencia de ADN conforme al invento hubo sido expresada en una célula hospedante
adecuada en un medio adecuado, la fitasa codificada puede ser concentrada y/o aislada segun unos procedimientos
en si conocidos o bien a partir del medio, en el caso de que la fitasa sea segregada en el medio, o a partir del
organismo anfitrion, en el caso de que la fitasa esté presente intracelularmente p.ej. en el espacio periplasmatico.
Unos procedimientos conocidos para la separacion de los componentes insolubles del medio de cultivo y de la
biomasa, seguidos por unos procedimientos para el aumento de la concentracién de la fitasa, se pueden usar para la
produccién de unas soluciones concentradas de la fitasa, 0 como una preparacion previa para la desecacion de la
fitasa. Por ejemplo, se pueden utilizar unos procedimientos de filtracion o unos procedimientos de centrifugacion
para la separacién de los componentes insolubles, seguidos por unos procedimientos de ultrafiltracion para el
aumento de la concentracién o se usan unos procedimientos de filtracion en flujo cruzado (en inglés cross-flow). La
desecacién se puede efectuar mediante una liofilizacién y una desecacién por atomizacion, unos procedimientos de
granulacioén, una extrusion u otros procedimientos. Se pueden utilizar unos procedimientos conocidos de purificacion
de proteinas, con el fin de aislar a las fitasas conformes al invento. Por ejemplo, se pueden utilizar diferentes
procedimientos de cromatografia o de cromatografia en gel individualmente o en combinacién. En dependencia de la
célula anfitriona utilizada en el caso de un procedimiento de produccion por via recombinante, la enzima conforme al
invento puede ser modificada covalentemente mediante glicosilacién, o no. En las células eucaridticas la
glicosilacion de las proteinas segregadas sirve para modular el plegamiento de las proteinas, la estabilidad de la
conformacion, la estabilidad térmica y la resistencia frente a una protedlisis. En lo que se refiere a un uso especifico
de la fitasa, una variante glicosilada de la enzima se puede preferir con respecto a una variante no glicosilada. Por
ejemplo, la utilizacién de una fitasa glicosilada en un pienso para animales sirve para la proteccidon de la enzima
contra una desnaturalizacién térmica durante la granulacion del pienso y contra una desactivacion proteolitica al
efectuar el paso por el estbmago del animal, con lo que se favorece la distribuciéon de la enzima activa en el tracto
gastrointestinal y en el sitio de accion. Para unos usos en la elaboracion de alimentos, en los que la actividad
enzimatica es deseada solo durante la elaboraciéon y no en el producto final, se puede preferir una fitasa inestable
térmicamente, es decir no glicosilada, y que es sensible frente a una degradacion proteolitica.

El invento se refiere también a unas composiciones de fitasa, que contienen el polipéptido conforme al invento. Por
lo general, las composiciones de fitasa son liquidas o secas. Unas composiciones liquidas contienen la enzima fitasa
de manera preferida en una forma purificada o enriquecida. Sin embargo, también se pueden afiadir unas sustancias
auxiliares tales como, por ejemplo, un estabilizador con glicerol, sorbitol o mono(propilenglicol), unos aditivos tales
como sales, azucares, sustancias conservantes, agentes para el ajuste del valor del pH, proteinas y un fitato o sales
de fosfatos de mioinositol (un substrato de fitasa). Unas tipicas composiciones liquidas son suspensiones acuosas u
oleosas. Las composiciones liquidas se pueden afadir a un alimento o pienso antes o después de una posible
granulacion o respectivamente etapa de elaboracion. Las composiciones secas pueden ser unas composiciones
liofilizadas, secadas por atomizacion o extrudidas, que pueden contener exclusivamente la enzima. Las
composiciones secas pueden ser unos granulados, que se pueden mezclar facilmente, por ejemplo, con alimentos o
componentes de piensos, o que de manera mas preferida forman un componente de una mezcla previa. El tamafio
de particulas del granulado de enzima es de manera preferida compatible con el de los otros componentes de la
mezcla. Esto hace posible unos medios seguros y convenientes, con el fin de incorporar enzimas, por ejemplo, en
alimentos procesados, mezclas previas o piensos.

Por ejemplo, se puede preparar una formulacion estable de la enzima fitasa conforme al invento mediante el recurso
de que una mezcla a base de una solucién liquida de enzima se atomiza sobre un agente de relleno tal como una
harina de soja molida, y luego la mezcla se seca. La disminucién de la humedad vy las interacciones de fijacion de la
fitasa con el agente de relleno protegen a la enzima contra unas influencias del medio ambiente tales como unas
temperaturas extremadas, que pueden aparecer durante la produccién del pienso. Unas formulaciones secas y
liguidas se pueden estabilizar adicionalmente, cuando se disminuye la actividad de unas potenciales enzimas
proteoliticas, que pueden estar presentes como productos secundarios en la mezcla liquida de fermentacion, que se
utiliza para la produccion de la enzima conforme al invento. La mezcla seca de enzimas, asi obtenida, se puede
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utilizar como un complemento de pienso para la utilizacion en la cria de aves de corral y de cerdos. Por ejemplo, la
adicion de 250 unidades enzimaticas de la enzima conforme al invento a 1 kg de una dieta de trigo patron muestra
unos efectos similares a los de 500 unidades enzimaticas de la fitasa de Aspergillus. Ademas, una disminucion de la
suplementacién con fosfato conduce a una disminucion de la impurificacion con fosfato, que, por su parte, disminuye
significativamente la carga para el medio ambiente causada por una cria intensiva de animales.

Tan pronto como se haya obtenido un preparado seco de enzimas, se puede producir un granulado por
aglomeracion. Para esto, se utiliza un mezclador con altas fuerzas de cizalladura, con el cual el material de relleno y
la enzima se aglomeran concomitantemente y se forma un granulado. Los granulados por absorcion se producen
revistiendo unos nucleos a base de un material de soporte por medio de la enzima conforme al invento. Unos tipicos
materiales de relleno son ciertas sales tales como sulfato de disodio. Otros materiales de relleno comprenden caolin,
talco, un silicato de magnesio y aluminio y fibras de celulosa. Eventualmente, unos agentes aglutinantes tales como
dextrinas se recogen también en el granulado por aglomeracion.

Unos tipicos materiales de soporte comprenden un almidén, p.ej. en forma de mandioca, patatas y cereales, en
particular maiz, arroz y trigo, o unos productos que contienen proteinas, tales como p.ej. una proteina de soja.
También se pueden utilizar ciertas sales. El granulado se envuelve eventualmente con una mezcla de revestimiento.
Una tal mezcla comprende unos agentes de revestimiento, de manera preferida unos agentes de revestimiento
hidréfobos, un aceite de palma deshidratado y talco, y eventualmente otros aditivos tales como un carbonato de
calcio o caolin con el fin de mejorar la biodisponibilidad en el sitio de accién conforme a las estipulaciones.

Adicionalmente, las mezclas con una fitasa pueden contener otras sustancias tales como agentes conferidores de
color, compuestos aromatizantes, agentes estabilizadores, vitaminas, minerales, otras enzimas para alimentos o
piensos, y similares. Esto es valido en particular para las denominadas mezclas previas.

Un aditivo para alimentos o piensos es un compuesto esencialmente puro o una composicion de varios compuestos,
que esta destinado/a o es adecuado/a para ser afiadido/a a alimentos o piensos. En particular, es una sustancia,
que conforme a su finalidad de utilizaciéon es un componente de un alimento o pienso, o que influye sobre las
propiedades de un producto de alimento o pienso. Asi, un aditivo de fitasa debe de designar a una fitasa, que no
constituye ningun componente natural de las sustancias que se utilizan predominantemente para alimentos y
piensos, o que no estan presentes en ellos en su concentracién natural. Por ejemplo, la fitasa se afiade al pienso por
separado de las sustancias del pienso, a solas o en combinacién con otros aditivos para piensos. Una tipica mezcla
previa comprende usualmente uno o varios compuestos tales como vitaminas, minerales o enzimas reforzadoras de
piensos y unos adecuados vehiculos y/o excipientes.

Una aditivo de fitasa presto para el uso es un aditivo, que no es producido in situ en piensos para animales o en
alimentos elaborados. Un aditivo de fitasa presto para el uso se puede administrar a seres humanos o animales
directamente o de manera preferida directamente después de la mezcladura con otros componentes del pienso o del
alimento. Por ejemplo, un aditivo para piensos de acuerdo con este aspecto del presente invento se reine con otros
piensos y aditivos para piensos mediando obtencién de una mezcla previa o de un pienso de complemento. Tales
otros componentes de piensos comprenden uno o varios otros suplementos enzimaticos (de manera preferida
termoestables), otros aditivos para piensos, piensos minerales y aminoacidos. Los aditivos para piensos
(combinados) obtenidos de esta manera, pueden comprender varios tipos diferentes de compuestos y se pueden
mezclar luego en su cantidad adecuada con los piensos, tales como soportes y vehiculos de cereales y proteinas,
mediando formacién de un pienso compuesto para animales. La elaboracién de estos componentes para dar un
pienso para animales se puede llevar a cabo con unos dispositivos de elaboracién en si conocidos tales como una
maquina de granulacién doble, un granulador con vapor, un expansor o una extrusora.

De manera similar, un aditivo para alimentos de acuerdo con esta forma de realizacion del presente invento se
puede reunir con otros componentes de alimentos, con lo que se producen unos productos alimenticios elaborados..
Tales otros componentes de alimentos abarcan uno o varios suplementos enzimaticos, vitaminas, minerales y
elementos traza. El agente de complemento nutritivo combinado, obtenido de esta manera, se puede mezclar luego
en una cantidad adecuada con otros componentes de alimentos tales como cereales y proteinas vegetales, con el fin
de proporcionar un alimento elaborado. La elaboracién de estos componentes para dar un alimento elaborado se
puede llevar a cabo mediando utilizacién de unos dispositivos de elaboracion en si conocidos.

En una forma preferida de realizacion, las composiciones de fitasa conformes al invento comprenden adicionalmente
una cantidad eficaz de una o varias enzimas para alimentos o piensos, de manera preferida escogidas entre alfa-
galactosidasas, beta-galactosidasas, laccasas, otras fitasas, fosfatasas, endoglucanasas, en particular endo-beta-
1,4-glucanasas, endo-beta-1,3(4)-glucanasas, endo-1,2-beta-glucanasas y endo-1,3-alfa-glucanasas, celulasas,
xilosidasas, galactanasas, en particular arabinogalactano-endo-1,4-beta-galactosidasas y arabinogalactano-endo-
1,3-beta-galactosidasas, enzimas que degradan a pectinas, en particular pectinasas, pectina esterasas, pectina
liasas, poligalacturonasas, arabananasas, ramnogalacturonasas, ramnogalacturonacetil esterasas,
ramnogalacturonan-alfa-ramnosidasas, pectato liasas, y alfa-galacturonidasas, mananasas, beta-manosidasas,
mananacetil esterasas, xilanacetil esterasas, proteasas, xilanasas, arabinoxilanasas y enzimas lipoliticas tales como
lipasas, fosfolipasas y cutinasas.
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El aditivo de piensos para animales conforme al invento se administra al animal antes de o al mismo tiempo que el
pienso. De manera preferida, el aditivo de piensos para animales conforme al invento se administra al animal al
mismo tiempo que el pienso.

Una cantidad eficaz de la fitasa en alimentos o piensos es de aproximadamente 10 - 20.000 PPU/kg, de manera
preferida de 10 - 15.000 PPU/kg, de manera mas preferida de 10 - 10.000 PPU/kg, en particular de
aproximadamente 50 - 50.000 PPU/kg, en particular de 50 - 2.000 PPU/kg del pienso o de alimento.

El invento se refiere también a la utilizacion de una fitasa para la elaboracién y produccion de alimentos y piensos.
Los cereales y las harinas para alimentos se pueden tratar enzimaticamente con una fitasa, con el fin de disminuir el
contenido de fitina de las materias primas. Unos contenidos disminuidos de fitina mejoran la calidad de los
alimentos, aumentando la disponibilidad de minerales esenciales tales como hierro, calcio y zinc. Adicionalmente al
aumento de la calidad de los alimentos, la utilizaciéon de una fitasa durante la elaboracién puede mejorar la eficiencia
global de la produccién de alimentos. Por ejemplo, la adicién de una fitasa a copos blancos de soja durante la
produccién de un material aislado de proteinas de soja puede aumentar significativamente el rendimiento y la calidad
de la proteina extraible. En este caso, la fitasa es activa so6lo durante la produccion y la elaboracién, y ya no es
activa en el producto final. Este aspecto es importante en particular en el caso de la produccién de una masa de
panificacién y al cocer pan, y en el caso de la producciéon de otros productos prestos para ser consumidos,
constituidos sobre la base de cereales. De un modo similar, se pueden tratar previamente unos componentes de
piensos tales como una harina de soja tostada o una harina de canola con una fitasa antes del proceso de
produccién propiamente dicho. La eliminacién de factores anti-nutritivos en unos componentes de piensos antes de
la produccion conduce a una calidad fisioldgicamente mas alta y a unas mas valiosas sustancias constitutivas de
piensos para animales. En el caso de estos procedimientos de elaboracion, la fitasa es activa durante la produccion,
y por regla general ya no es activa en el tracto digestivo del animal después de una asimilacién del pienso tratado.

Adicionalmente a la utilizaciéon de una fitasa como un agente auxiliar para la elaboraciéon de piensos, el presente
invento se refiere a la utilizacion de la fitasa conforme al invento como un medio auxiliar de la digestion. Una fitasa
en forma de tabletas puede ser ingerida conjuntamente con la ingestion de un alimento, con el fin de distribuir la
enzima en el tracto gastrointestinal.

La fitasa conforme al invento puede pasar a emplearse asimismo de manera ventajosa en los casos de animales
tanto monogastricos como también poligastricos, en particular en el caso de terneros jovenes. Los piensos para
peces y crustaceos se pueden suplementar asimismo con una fitasa, con el fin de mejorar el aprovechamiento del
pienso y disminuir el contenido de fosforo segregado en el caso de una cria intensiva de animales. El pienso
conforme al invento se puede administrar también a unos animales tales como aves de corral, p.ej. pollos de
engorde, pavos, gansos, patos, asi como cerdos, caballos, reses de vacuno, reses de bovino, cabras, perros y
gatos, asi como peces y crustaceos. Sin embargo, es especialmente preferido que el pienso conforme al invento sea
administrado a cerdos o aves de corral.

Unas formulaciones de fitasa conformes al invento se pueden combinar también con otras sustancias constitutivas,
con lo cual resultan unas composiciones de piensos nuevas y especialmente ventajosas. Puesto que, como se ha
expuesto precedentemente, la disponibilidad de fosfato vegetal, que es baja en la harina de soja y en los cereales
como consecuencia de la fijacién al acido fitico, se afiade al pienso un fosfato inorganico, con el fin de garantizar un
abastecimiento adecuado con fosforo de los animales. Sin embargo, estos piensos contienen demasiada cantidad
de fosfato total y conducen de esta manera a una contaminacién del medio ambiente con fosfato. Especialmente, el
pienso para animales conforme al invento comprende la combinacién de una fitasa conforme al invento con unas
sustancias constitutivas de piensos para animales, con el fin de proporcionar un pienso que tenga unos contenidos
esencialmente reducidos de fésforo inorganico afiadido. En una forma de realizacién preferida, el pienso conforme al
invento comprende unas/os tipicas/os sustancias constitutivas de piensos, micronutrientes, elementos traza,
vitaminas, etc., asi como una cantidad eficaz de una fitasa y de fosforo inorganico, estando comprendidas las
cantidades de la fitasa y del fosforo entre 50 y 20.000 unidades de fitasa/kg de pienso y menos que 0,45 % de
fésforo inorganico, de manera preferida con unos contenidos situados entre 100 y 10.000 unidades de fitasa’kg de
pienso y menos que 0,225 % de fosforo inorganico, en particular unos contenidos de 150 - 10.000 unidades de
fitasa/kg de pienso y menos que 0,15 % de fésforo inorganico, en particular unos contenidos de 200 - 20.000
unidades de fitasa/kg de pienso y ninguna adicion adicional de fésforo inorganico.

El invento se refiere también a unos procedimientos para el mejoramiento del aumento del peso y de la capacidad
de aprovechamiento del pienso (en inglés Feed Conversion Ratio, FCR = relacion de conversion de alimento) en la
nutricion de animales asi como a la utilizacion de las fitasas conformes al invento en estos procedimientos. Una
fitasa conforme al invento permite unos aumentos mejorados del peso y una mejorada capacidad de
aprovechamiento del pienso, en particular en conexién con un pienso, que contiene poca cantidad de fosfato
inorganico. De acuerdo con el procedimiento conforme al invento, el contenido de fosfato inorganico en el pienso
puede ser reducido por debajo de unos contenidos de 0,45 %, de manera preferida por debajo de 0,225 %. De
manera preferida, no se afiade nada de fosfato inorganico. Mediante una aumentada disponibilidad de fosfato como
consecuencia de la adicion de la enzima conforme al invento, se puede mejorar significativamente la mineralizacion
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de los huesos de los animales, lo que tiene una gran importancia en particular en el caso de los animales que crecen
rapidamente.

De acuerdo con todavia otra forma de realizacion, el invento se refiere a la utilizaciéon de la enzima conforme al
invento al cocer pan (es decir panificar), con lo cual se mejoran la evolucion, la elasticidad y/o la estabilidad de la
masa de panificacion y/o el volumen, la estructura de la miga y/o la resistencia del material panificado frente el
fendmeno del asentamiento. A pesar de que el preparado enzimatico conforme al invento se puede utilizar para la
produccién de una masa de panificacion o de productos panificados a partir de cualesquiera tipos de harina, p.ej.
sobre la base de centeno, cebada, avena o maiz, el preparado enzimatico conforme al invento se acredité como
especialmente Util en el caso de la produccion de masas de panificacién o de productos panificados a base de trigo
o de una proporcién esencial de trigo. Los productos panificados, que se pueden producir con un preparado
enzimatico conforme al invento comprenden pan, panecillos, baguettes y similares. Para la panificacion, el
preparado enzimatico conforme al invento se puede utilizar con una actividad enzimatica adicional tal como p.ej. de
xilanasa, lipasa, amilasa, oxidasa o laccasa, junto a la de fitasa, o se puede utilizar en combinaciones con otras
enzimas tales como una lipasa, una amilasa, una oxidasa (p.ej. una glucosaoxidasa o una peroxidasa).

Los siguientes Ejemplos ilustran el invento mas detalladamente.
Ejemplo 1: Determinacion de la actividad de fitasa

La actividad de fitasa se midié en una mezcla de ensayo a base de 0,5 % de acido fitico (aproximadamente 5 mM),
citrato de sodio 200 mM, de pH 5,0. Después de una incubacién durante 15 minutos a 37°C se interrumpioé la
reaccion mediante la adicion de un volumen igual de &cido tricloroacético al 15 %. Los iones de fosfato liberados se
determinaron cuantitativamente a 820 nm por mezcladura de 100 pl de la mezcla de ensayo con 900 pl de HO y 1
ml de H,SO4 0,6 M, 2 % de acido ascorbico y 0,5 % de molibdato de amonio, después de haber incubado a 50°C y
con una duracion de 20 min. Como referencia se utilizaron unas soluciones patron de fosfato de potasio.

Ejemplo 2: Construccion de los plasmidos pKDa2 y pKDa4

La secuencia que codifica la fitasa de E. coli (Dassa y colaboradores 1990, J. Bacteriol. 172:5497-5500, n° de
acceso M58704) fue revelada, desarrollada y sintetizada mediando utilizacién del uso de codones de T. reesei
(http://kazusa.or.jp/codon). Todos los fragmentos sintetizados fueron secuenciadnos y los fragmentos con y sin
mutaciones fueron asociados, con lo cual se produjeron nuevas variantes de fitasa. En una de las variantes
obtenidas finalmente, el aminoacido Val*® (GTG) del gen de fitasa se modifico a Tyr200 (TAC). Esta variante se
designé como Da2. El polinucleétido original no mutado se designé como Da4. Los clones maduros del gen de la
fitasa de E. coli se amplificaron mediante una PCR. La secuencia de ADN con el codon CAG (GlIn) en la posicién 1
comprende un marco de lectura abierto de 1.230 pb (pares de bases) y codifica una enzima con 410 aminoacidos
(SEQ ID NO: 1/2).

El péptido de sefial (con 18 aminoacidos) de la fitasa de A. niger (SEQ ID NO: 3/4) se utilizé con el fin de segregar la
fitasa de E. coli a partir de Trichoderma reesei. El gen sintético con la secuencia de sefial modificada de la fitasa de
A. niger y con la secuencia madura de la fitasa de E. coli, que contiene la mutacion V200Y, fue clonado en el
plasmido pUC18. El vector resultante se designé como Da2pUC3 y se deposité como DSM 16396 de acuerdo con
las condiciones antes mencionadas. El plasmido presentado contiene el ADN con el uso de codones del hongo con
unas pequefias modificaciones correspondientes a los sitios de corte requeridos para las enzimas de restriccion tal
como se desprende de la siguiente Tabla 1:

Tabla 1:
T. reesei Gen sintético de fitasa
Frecuencia Numero de tripletes en el gen Frecuencia por mil en el gen
Uso del hongo Coddn por mil sintético de la fitasa de E. coli sintético de la fitasa de E.coli
Ala GCC 43,3 20 48,8
Ala GCT 19,1 10 244
Ala GCG 16,0 4 9,8
Ala GCA 10,3 3 7,3
Arg CGC 14,3 12 29,3
Arg CGT 7,0 6 14,6
Arg CGA 6,4 0 0,0
Arg AGG 55 1 24
Arg CGG 51 3 7,3
Arg AGA 25 0 0,0
Asn AAC 43,3 13 31,7
Asn AAT 10,3 3 7,3
Asp GAC 37,5 14 341
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T. reesei Gen sintético de fitasa
Frecuencia Numero de tripletes en el gen Frecuencia por mil en el gen
Uso del hongo Coddn por mil sintético de la fitasa de E. coli sintético de la fitasa de E.coli

Asp GAT 15,7 5 12,2
Cys TGC 12,8 5 12,2
Cys TGT 4,0 3 7,3
Gin CAG 371 24 58,5
Gin CAA 8,6 5 12,2
Glu GAG 31,1 17 41,5
Glu GAA 6,9 4 9,8
Gly GGC 54,4 16 39,0
Gly GGT 16,9 6 14,6
Gly GGA 13,0 6 14,6
Gly GGG 8,2 1 24
His CAC 18,3 7 17,1
His CAT 4,0 1 24
lle ATC 29,9 1 26,8
lle ATT 15,1 3 7,3
lle ATA 1,5 0 0,0
Leu CTG 26,1 27 65,9
Leu CTC 25,1 21 51,2
Leu CTT 9,9 5 12,2
Leu TG 6,7 0 0,0
Leu CTA 1,8 0 0,0
Leu TTA 0,3 0 0,0
Lys AAG 38,5 13 31,7
Lys AAA 3,4 1 24
Met ATG 18,8 5 12,2
Phe TTC 21,3 7 17,1
Phe TTT 13,5 4 9,8
Pro CCC 23,3 14 341
Pro CCT 15,0 9 22,0
Pro CCG 13,4 6 14,6
Pro CCA 7,1 0 0,0
Ser TCC 21,6 8 19,56
Ser AGC 21,3 9 22,0
Ser TCG 19,3 5 12,2
Ser TCT 14,0 4 9,8
Ser TCA 6,4 0 0,0
Ser AGT 4,1 0 0,0
Thr ACC 29,0 18 43,9
Thr ACG 20,6 10 244
Thr ACT 14,0 5 12,2
Thr ACA 6,3 0 0,0
Trp TGG 17,6 8 19,5
Tyr TAC 271 4 9,8
Tyr TAT 9,0 1 24
Val GTC 36,3 14 34,1
Val GTG 14,8 5 12,2
Val GTT 11,7 4 9,8
Val GTA 2,2 0 0,0

En el plasmido pKDa2 (mutante con Tyr2°°), el gen sintético esta flanqueado por un sitio de disociacion por restriccion
con Sacll situado a 16 pares de bases corriente arriba del codén de iniciacion y por un sitio de disociacion por
restriccion para BamHI situado inmediatamente corriente abajo del codén de detencién. Los 16 pares de bases situados
corriente arriba del codon de iniciacion pertenecen al promotor de cbhl de T. reesei (Shoemaker y colaboradores, 1983,
Bio/Technology 1, 691-696). El gen sintético fue disociado con Sacll y BamHI e insertado en los sitios de disociacion
con Sacll y BamHI detras del promotor de la celobiohidrolasa | de T. reesei en el plasmido pALK487 (documento WO
94/28117). Esta construccion artificial de plasmido se designé6 como pKDa1. Un fragmento de EcoRI/Spel con una
longitud de 4,78 kb, de extremos lisos, del plasmido PALK424 (documento WO 93/24621), que contenia el marcador de
amdS y las secuencias flanqueadoras en 3' de cbhl, se cloné en el sitio de disociacién con Stul de pKDa1, con lo que
se obtuvo el vector de expresion de fitasa pKDa2. El vector fue cartografiado mediante unas endonucleasas de
restriccion y la secuencia completa del fragmento sintetizado fue confirmada mediante secuenciacion.
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De una manera analoga se llevé a cabo la construccion del vector de expresion pKDa4 (de tipo silvestre).

Los casetes de expresion aislados a partir de los plasmidos pKDa2 o respectivamente pKDa4 contienen el siguiente
material genético:

El promotor de cbHI (celobiohidrolasa I): El fragmento de EcoRl/Sacll con una longitud de 2,2 kb, que contiene el
promotor de cbhl, procede de Trichoderma reesei QM6a. La region de promotor funciona también como un ADN
homadlogo (en comun con el fragmento de 3' de cbhl; véase a continuacion), con el fin de controlar la integracion del
ADN en fase de transformacion en el sitio (locus) de cbhl.

Secuencia de sefial: Se utilizd el péptido de sefial de la fitasa de A. niger (SEQ ID NO: 3/4), con el fin de segregar la
fitasa de E. coli procedente de Trichoderma reesei.

Gen de la fitasa de E. coli: El gen sintético de la fitasa de E. coli (SEQ ID NO: 1) inclusive la secuencia de sefial de
fitasa de A. niger modificada para la expresion en T. reesei se fusioné entre el promotor de cbhl y el terminador de
cbhl.

Terminador de cbhl: El fragmento de BamHI/Stul con una longitud de 0,75 kb, que contiene el terminador de cbhl, se
adoso directamente a continuacién de la fitasa de E. coli, con el fin de garantizar la terminacion de la transcripcion.

Gen amdS: El gen, inclusive su promotor y su terminador, se aisl6 a partir de Aspergillus nidulans VH1-TRSX6 y
codifica acetamidasa (Hynes y colaboradores, 1983, Mol. Cell. Biol. 3: 1430-1439; Kelly y Hynes, 1985, EMBO J.
4:475-47). La acetamidasa permite a la cepa crecer mediando utilizacion de acetamida como Unica fuente de
nitrdgeno y esta caracteristica se utilizo para la seleccion de los transformantes. El fragmento con un tamafo de 3,1
kb (de extremos lisos, de Spel/BamH]I) contiene 1.007 pbs (pares de bases) de la regiéon de promotor, 1.897 bps de
la regidn codificadora (inclusive los intrones) y 183 bps de la region de terminador del gen amdS.

Fragmento 3' de cbhl: El fragmento (de 1,7 kb, de BamHI/EcoRI, que comienza 1,4 kb detras del codén de detencion
del gen) se aislé a partir de T. reesei ALKO2466. La cepa ALKO2466 procede de la cepa ALKO233 (Harkki y
colaboradores, 1991, Enzyme Microb. Technol. 13: 227-233). El fragmento de 3' se utiliza en comun con la region de
promotor, con el fin de integrar de un modo dirigido al objetivo el casete de expresién de la fitasa en el sitio de cbhl
mediante una recombinacion homologa.

La construccion artificial se escogié con el fin encontrar de un modo dirigido al objetivo y reemplazar el gen de una
sola copia cbhl, que esta presente en T. reesei RH3780d, con el fin de estudiar el efecto de la mutacién mediante
una copia del gen.

Ejemplo 3: Transformacion de Trichoderma reesei con pKDa2 y pKDa4, con el fin de obtener unos
transformantes de una sola copia

El T. reesei RH 3780d fue transformado por separado con los casetes de expresion linealizados y aislados a partir
de los plasmidos pKDa2 y pKDa4. Las técnicas utilizadas para la transformacion y la manipulacion de T. reesei eran
las que estan de acuerdo con Penttilda y colaboradores (1987, Gene 61: 155-164). Los transformantes fueron
seleccionados y purificados dos veces mediante aislamiento de una espora individual. Entre todos los
transformantes se escogieron los que tienen el rendimiento mas alto de secrecion. Entre éstos, unos transformantes
con un ADN procedente del plasmido pKDa2 se designaron como RH 31068 y RH 31069, unos transformantes con
un ADN procedente del pKDa4 se designaron como RH 31071-31075, y se utilizaron para la caracterizacion ulterior.

Ejemplo 4: Secrecién de una fitasa en matraces de sacudimiento

Unos transformantes, que llevan los casetes de expresion de pKDa2 o respectivamente pKDa4, fueron cultivados en
matraces de sacudimiento sobre un medio que induce a la celulasa, que tiene la siguiente composicién: un
concentrado de proteinas de leche Nutrica 2 %, lactosa 1 %, DSG 1,5 %, KH2PO4 5 %, (NH4)2SO4 0,5 %, polvo de
maceracion de maiz al 0,5 %, y el resto agua del grifo, y un ajuste del valor del pH a 5,3 antes de realizar la
esterilizacion. Los materiales filtrados del cultivo, obtenidos después de una cultivacion durante 6 dias, se utilizaron
para el analisis por SDS-PAGE y para la determinacion de la actividad de fitasa. Los resultados mostraron, que las
mas altas actividades de fitasa se observaron en el medio de cultivo con unos transformantes, que contenian el
casete de expresion de pKDa2. Las actividades expuestas en la siguiente Tabla 2 son las actividades maximas, que
se consiguieron en el caso de la fermentacion de los mejores transformantes en el periodo de tiempo de 6 dias.
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Tabla 2: Produccioén de la fitasa de E. coli por medio de unos transformantes, que contienen el casete de
expresion procedente o bien de pKDa2 o de pKDa4.

Cepa SDS-PAGE Analisis por Casete de la Fitasa Casete de
transferencia de fitasa PPU g'1 expresion
borréon Southern numero de

suceso de integracién copias

RH31068 CBHI’ sitio de cbhl una copia 417 pKDa2
RH31069 CBHI’ sitio de cbhl una copia 411 pKDa2
RH31071 CBHI’ sitio de cbhl una copia 188 pKDa4
RH31072 CBHI’ sitio de cbhl una copia 182 pKDa4
RH31073 CBHI’ sitio de cbhl una copia 171 pKDa4
RH31074 CBHI’ sitio de cbhl una copia 167 pKDa4
RH31075 CBHI’ sitio de cbhl una copia 158 pKDa4
RH3780d CBHI" 0,7

Los precedentes resultados muestran que las cepas transformadas con el casete de expresion pKDa2, que contiene
el mutante con Tyr2°°, tienen una secrecién de la fitasa aproximadamente doble de alta que la de las cepas
transformadas con la secuencia de tipo silvestre de E. coli, pKDa4.

Ejemplo 5: Transferencia de borron Southern

El analisis por transferencia de borrén Southern se llevé a cabo con unos ADN’s gendmicos, que habian sido
aislados a partir de la cepa anfitriona RH3780d y de unos transformantes de ambas construcciones artificiales, con el
fin de valorar el suceso de integracion del casete de expresién en el genoma. Después de una disociacion del ADN
genomico con EcoRI y de un examen minucioso con un fragmento de EcoRI que tiene un tamafo de 9,0 kb, en
todos los transformantes estaba presente una banda en fase de hibridacién con un tamafo de 9,0 kb. El tamafo de
esta banda correspondi6 al del fragmento de 9,0 kb del casete de expresion, lo que sugiere una integracién intacta
del casete completo en el genoma.

La disociacion del ADN con Xbal mostré dos bandas en fase de hibridacion con unos tamanos de 1,7 y 9,0 kb en la
cepa anfitriona, frente a lo cual en todos los transformantes estaban presentes tres bandas en fase de hibridacion
con unos tamafos de 1,7, 4,0 y 7,0 kb. Como se espera a partir del suceso de doble cruce, una integracion de una
copia del casete de expresion en el sitio cbH| conducia a tres bandas con unos tamarfos de 1,7,4,0y 7,0 kb y a la
ausencia de la banda de tipo silvestre con un tamafo de 9,0 kb. Tanto las bandas de 4,0 kb asi como también las
bandas de 7,0 kb reemplazaron a la banda de 9,0 kb del sitio de cbHI del anfitrién, y la banda de 1,7 kb estaba
inalterada.

Las intensidades de las sefiales hibridadas entre los transformantes y ambas construcciones artificiales no se
diferencian.

Los resultados del analisis por transferencia de borron Southern, de la SDS-PAGE y de la determinaciéon de las
actividades de la fitasa se han mostrado en la precedente Tabla 2. El andlisis por transferencia de borrén Southern
mostré que todos los transformantes seleccionados contenian el gen de la fitasa de E. coli, o respectivamente el gen
mutado, como una copia individual en el sitio diana cbhl.

Ejemplo 6: Caracterizacion bioquimica de las variantes de fitasa

Los materiales sobrenadantes del cultivo procedentes de unas cepas recombinantes fueron separados sobre un gel
de SDS-PAGE NuPage BisTris al 10 % y tefiidos con Coomassie (Fig. 1). Como consecuencia de la glicosilaciéon por
medio de la cepa anfitriona, la fitasa aparecié como tres bandas situadas entre 44,2 y 53,2 kDa. Todas las muestras
fueron aplicadas con iguales actividades de fitasa. Los geles fueron secados y explorados con el programa légico
Phoretix ID Advanced en un escaner de lecho plano de Agfa. Las areas de superficie de las tres bandas fueron
integradas y los datos estan recopilados en la siguiente Tabla 3. La suma de las areas de superficie de las tres
bandas de la fitasa es igual para las cuatro cepas ensayadas dentro del marco de la exactitud de medicion de este
método. Este hecho pone de manifiesto que la mutaciéon en Da2 no provoca ninguna modificacién en la actividad
especifica de la enzima y confirma, por consiguiente, que la mutaciéon es responsable de la secrecion aumentada de
la proteina fitasa.
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Tabla 3: Integracion de las areas de superficie de las bandas de fitasa en el gel de SDS-PAGE mediando

utilizacion del programa légico Phoretix ID Advanced

RH 31074 RH 31071 RH 31069 RH 31068
(pKDa4) (pKDa4) (pKDa2) (pKDa2)
Banda PM Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5
1 aproximadamente 50, 52,3 kDa 56676016 52581584 42442918 41508017
2 aproximadamente 46,7, 48,8 kDa 35235004 34577257 47107624 43668804
3 aproximadamente 44,2 45,6 kDa 18121276 16714340 15716570 13439975
Suma 110032296 103873181 105267112 98616796
Proteina total/
banda 2,04 1,49 0,85 0,78
[Hg]

Ejemplo 7: Mejoramiento de la disponibilidad de fosfato por medio de la fitasa conforme al invento (mutante
con Tyr2°°) en cerdos

Un ensayo de digestion se llevé a cabo con unos cerdos en dos periodos de recogida consecutivos durante 5 dias
después de un periodo de tiempo de adaptacion de en cada caso 9 dias. Se utilizd como testigo negativo una racion
con un contenido reducido de fosfato digerible, constituida sobre la base de un material molido de extracciéon de
maiz y de soja y se suplemento con la fitasa conforme al invento (mutante con Tyr*® de la fitasa de E. coli) en unas
cantidades de 125, 250, 500 y 750 PPU/kg de pienso. La fitasa se afadio a través de una mezcla previa al pienso
total. Se emplearon en total 40 cerdos machos castrados en 5 conjuntos de tratamiento. Todos los conjuntos de
tratamiento se componian de 8 cerdos (4 cerdos en 2 periodos de recogida consecutivos). Los tratamientos fueron
como sigue:

Testigo negativo1 (NC)
NC + fitasa (125 PPU kg™')

NC + fitasa (250 PPU kg™)

NC + fitasa (500 PPU kg™)

NC + fitasa (750 PPU kg™)

'Pienso: 71,5 % de harina de maiz, 28,8 % de un material molido de extraccién de soja

4449 kg'1 de Ptotal; 1,99 kg'1 de P que no es de fitato; 5,5 g kg'1 de Ca; fitasa natural: 90 PPU kg'1

Los parametros medidos comprenden la digeribilidad de fosfato y de calcio asi como la retencién de fosfato y de
calcio.

Retencién y excrecion de fosfato:

Los resultados muestran que en el caso de todas las cantidades afadidas de fitasa (125; 250; 500 y 750 PPU kg'1
de pienso), la digeribilidad de fosfato habia aumentado significativamente desde 42,5 % en el testigo negativo hasta
59,3, 65,3, 65,0 o respectivamente 66,3 % (P<O‘05)' Esto conducia a una disminucién significativa de la secrecion
fecal de fosfato desde 203 mg kg'1 0,75 d°, medida en el conjunto testigo negativo, hasta 142, 120, 121 y 116
mg kg'1 0,75 d™' en los casos de los conjuntos de tratamiento con un pienso enriquecido en fitasa (p<0,05). Las
diferencias entre los tratamientos con la fitasa eran significativas entre la dosificacion mas baja (125 PPU kg'1 de
pienso) y todas las otras administraciones (p<0,05).

Retencioén y excrecion de calcio

La adicion de la fitasa conforme al invento aumentd, en comparacién con el conjunto testigo, significativamente
(p<0,05) el aprovechamiento de calcio en 12,1, 14,3, 15,2 y 14,6 %. La segregacion de calcio a través de la orina era
relativamente alta (114 mg kg'1 0,75 d'1) en el testigo negativo, lo que se habia de atribuir presuntamente al bajo
contenido de P en el pienso. En los conjuntos de tratamiento con fitasa, la segregacion de calcio a través de la orina
disminuyé a 108, 118, 95 y 88 mg kg"1 0,75d”, lo que era significativo en comparacion con el testigo negativo para
la mas alta cantidad administrada (750 PPU kg'1, p<0,05). La retencién de calcio, medida en el testigo negativo, fue
mejorada significativamente (p<0,05) por todos los tratamientos con fitasa desde 181 mg kg'1 0,75 d™' hasta 240,
245, 266 y 270 mg kg'1 0,75 d”. Las diferencias entre las cantidades afadidas de fitasa eran significativas (p<0,05)
entre las dosificaciones mas altas (500 y 750 PPU kg'1 de pienso) en comparacion con las dosificaciones mas bajas
(125 y 250 PPU kg™).

Los resultados ponen de manifiesto que la fitasa conforme al invento tenia un buen efecto sobre la degradacion del
fitato en el tracto digestivo de cerdos. Ya unas bajas cantidades de la fitasa conforme al invento pueden fomentar la
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digeribilidad y la retencion de calcio y de fosfato en una extensién similar a la de unas cantidades afiadidas mas
altas.

Ejemplo 8: Mejoramiento de Ia disponibilidad de fosfato por medio de la fitasa conforme al invento
(mutante con Tyr ) en pollos de engorde

Se llevé a cabo un ensayo de digestion con unos pollos de engorde en 2 periodos de recogida. Se llevo a cabo un
periodo de recogida de 4 dias después de un periodo de tiempo de adaptacion a las jaulas de asimismo 4 dias. Los
periodos de recogida se llevaron a cabo al final de la fase de iniciacién y al final de la fase de crecimiento. Se utilizd
como testigo negativo una raciéon con un contenido reducido de fosfato digerible constituido sobre la base de un
material molido de extraccmn de maiz y soja, y se suplementd con la fitasa conforme al invento en unas cantidades
de 125 y 250 PPU kg de pienso. Adicionalmente, se ensayo otro tratamiento con un contenido recomendado de
fosfato sin ninguna adicion de fitasa. En total, 24 pollos de engorde machos se distribuyeron en 4 conjuntos de
tratamiento. Los conjuntos de tratamiento se componian de 6 pollos de engorde por cada periodo de tiempo de
recogida. Los tratamientos fueron como sigue:

Testigo negatlvo (NC)
NC + fitasa (125 PPU kg )
NC + fitasa (250 PPU kg’ )
Testigo posmvo

'Pienso: 53,3-56,5 % de harina de maiz; 37,9 %-34,5 % de un material molido de extraccion de soja; 4,4-4,7 g kg
de P total; Zngg de P que no es de fitato; 6,4- 599kg de Ca

%Pienso: 50,4-54,3 % de harina de maiz; 35,9 %-35,0 % de un material molido de extracciéon de soja; 7,3-6,4 g kg
de P total; 45359kg de P que no es de fitato; 98789kg de Ca

Los pardmetros medidos abarcan la segregacion y la retenmon de fosfato. Los resultados ponen de manifiesto que
ambas cantidades afiadidas de fitasa P (125 y 250 PPU kg~ de pienso) aumentaban la retencion de fosfato y
disminuian la excrecion de fosfato. Las mediciones al final de la fase de iniciacion mostraron un aumento significativo
de la retencion de fosfato desde 58,7 % en el testigo negativo hasta 64,2 y 63,9 % para los tratamientos con fitasa
(p<0,05). Esto condujo a una disminucion de la segregacion de fosfato en los casos de unos pollos de engorde, que
habian recibido la fitasa, que, en comparacidon con el testigo negativo, habia disminuido en 114 y 12,7 %
(tendencia). Las mediciones al final de la fase de crecimiento mostraron asimismo un aumento de la retencion de
fosfato desde 54,7 % en el testigo negativo hasta 58,2 y 58,9 % para los tratamientos con fitasa (tendencia). Esto
conducia a una disminucién de la excrecion de fosfato en el caso de unos pollos de engorde, que habian recibido la
fitasa, que, en comparacion con el testigo negativo, habia disminuido significativamente (p<0,05) en 11 % y 12,7 %.

Ejemplo 9: Ensayo de panificacion: Pan de Viena

Un pan de Viena se coci6 a partir de 320 g de trozos de masa de panificacion, obtenidos por mezcladura de 1.000 g
de harina de trigo (de Pfalzer Mihlenwerke, Mannheim, tipo 550), 30 g de una levadura comprimida (de Fala GmbH,
Alemania), 20 g de sal comun, 50 mg de acido ascorbico y 580 g de agua. Después de haber mezclado todas las
sustancias constituyentes durante 2 minutos con una velocidad lenta y de haber mezclado durante 6 minutos con
una velocidad alta (en el mezclador Diosna SP12), la masa de panificacion tenia una temperatura de 27°C y se dejé
reposar durante 10 minutos a la temperatura del entorno (22°C) mediando cubrimiento con un pafio. Después del
primer reposo de la masa de panificacién, ésta se dividié en trozos de en cada caso 320 g (+ 1 g de tolerancia) y se
molded para dar una forma redonda. Después de esto, siguidé un segundo reposo de la masa de panificacion durante
20 minutos. Después del segundo reposo de la masa de panificacion, ésta se molded en un dispositivo mecanico y
se colocd sobre unas bandejas de fermentacion cubiertas con pafos. La masa de panificacion se fermentd luego a
32°C bajo una humedad relativa de 85 % (con una maduracion final) y se cocié después de un periodo de tiempo de
maduracion de 70 minutos. La masa de panificacién/el pan se cocié durante 35 minutos a 235°C en un horno de
multiples carriles (de Winkler & Wachtel, Alemania) con una inyeccion de vapor durante 5 segundos.

Los diferentes efectos de la fitasa conforme al invento (el mutante con Tyr200 de la fitasa de E. coli) en los
experimentos de coccion se compararon paralelamente con una masa testigo sin adicion de la fitasa. El volumen de
los panes testigos se tomd como valor de 100 %.

El volumen de las hogazas de pan se determind mediante el procedimiento de desplazamiento de semillas de colza.
La reologia de la masa de panificacion y las propiedades del pan fueron valoradas sensorialmente por un
especialista cualificado en el uso/un panadero de ensayo y se midi6 el volumen promedio de las tres hogazas por
cada ensayo.

Los resultados del ensayo de panificacion estan recopilados en la siguiente Tabla 4:
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Tabla 4

Ensayo Unidades por cada kg de harina
0 110 220 430 870 1.730 3.460 6.930 13.860 27.716 55.430

Masa después de empastar y amasar

Firmeza 4 4,5 4,5 5 5 5 5 5 6 6 6
Masa después de la coccion final

Volumen 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4

Estabilidad 4 4 4 5 5 5 5 5 55 55 55

Criterios de evaluacion:

Criterios 1 2 3 4 5 6 7
de evaluacién

Masa después de empastar y amasar

Firmeza mucho mas algo mas como la algo mas | mas firme mucho
mas blanda blanda referencia firme mas firme
blanda

Masa después de la coccion final

Volumen mucho mas algo mas como la algo mas mas mucho
mas pequefio pequefo | referencia grande grande mas

pequefio grande

Estabilidad muy inestable algo como la algo mas mas mucho
inestable inestable | referencia estable estable mas

estable

Explicacion de los criterios de evaluacion:
Firmeza: La rigidez de la masa de panificacion es valorada por un panadero experimentado.
Volumen: Evaluacion visual del volumen de una pieza de masa de panificacién después de la coccion final.

Estabilidad: Ensayo de la capacidad de retencién de gases mediante una carga por presiéon de la pieza de masa de
panificacion después de la coccion final y evaluacion de la disminucion del volumen que se ha establecido.

Los resultados precedentes muestran que la fitasa conforme al invento tenia un efecto estabilizador sobre la masa
de panificacion.

La fitasa conforme al invento tenia un efecto estabilizador sobre la masa de panificacion.

Los ensayos de acuerdo con los Ejemplos 7 hasta 9 muestran que el mutante con Tyr200 de la fitasa de E. coli
conforme al invento no se diferencia en su efecto con respecto del de la fitasa de tipo silvestre. El mutante con Tyr200
de la fitasa de E. coli conforme al invento se distingue, sin embargo, por la ventaja de una actividad mas alta en el
material sobrenadante del cultivo en la suma o respectivamente por una eficiencia de secrecion mas alta comparada
con la del tipo silvestre.

Ejemplo 10: Construccion del plasmido pKDa41

El plasmido pKDa41 contiene el gen de la fitasa de E. coli (WT = acrénimo de Wild Type = Tipo silvestre) bajo el
control del promotor de cbhl de T. reesei y del terminador de cbhl. La construccion es comparable con la
construccién del plasmido pKDa4, con la excepcion de que se habian modificado los 16 pares de bases situados
corriente arriba del codon de iniciacion de la fitasa, CCGCGGACTGCGCATC ATG, para dar
CCGCGGACTAGGCATC ATG y se habia localizado un sitio de disociacién por restriccion con Pacl inmediatamente
corriente abajo del codén de detencion.
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Para la construcciéon del plasmido pKDa41 el gen de la fitasa de E. coli (WT) a partir del plasmido pKDa4 se
amplific6 mediante una PCR. El producto de la PCR fue disociado con Avrll y Pacl e insertado en los sitios de
disociacion con Spel y Pacl detras del promotor de cbhl de T. reesei en el plasmido pAB489. El plasmido resultante
tiene la denominacion pKDa41 y fue cartografiado mediante unas endonucleasas de restriccion, y la secuencia de la
fitasa fue confirmada por secuenciacién. El casete de expresion (fragmento de Notl) aislado a partir del plasmido
pKDa41 contiene unos materiales genéticos idénticos a los procedentes del plasmido pKDa4. El plasmido pKDa41
se utiliz6 como material de partida para la produccion de diversas variantes de fitasa asi como en calidad de material
de referencia en el caso de la investigacion de la expresion de la fitasa en T. reesei RH3780d.

El plasmido pAB489 procede del plasmido pALK487 (véase el documento WO 94/28117) mediante insercién de
otros sitios de corte (con Spel y Pacl) en el sitio de Sacll entre el promotor de cbhl contenido en el pALK487, y el
terminador de cbhl, asi como del fragmento de EcoRI/Spel con una longitud de 4,78 kb del plasmido pALK424, que
se expone en el Ejemplo 2 (documento WO 93/24621), que contiene el marcador de amdS y las secuencias
flanqueadoras en 3' de cbhl. La disposicion de los elementos es como en el pKDa4 y permite la clonacién directa de
las variantes del gen en los sitios de disociacion con Spel y Pacl del sitio de clonacion multiple detras del promotor
de cbhl de T. reesei.

Ejemplo 11: Construccion de los plasmidos para las variantes de fitasa
Se construyeron las siguientes variantes de fitasa:
pPhy-V200L, pPhy-V200P, pPhy-L207F

Para la produccién de las variantes de fitasa se llevaron a cabo las mutaciones del gen de la fitasa mediante el
método de la PCR de una manera analoga al principio, que se ha descrito en Nucleic acids Research 1989, 17(2),
723-733 y Nucleic Acids Research 1990, 18(6), 1656. La construccion asi como la clonacion de los plasmidos para
las variantes de fitasa son idénticas a la produccién del plasmido pKDa41 que se ha descrito en el Ejemplo 10. Las
secuencias de las variantes de fitasa fueron confirmadas mediante secuenciacion.

Ejemplo 12: Transformacion de T. reesei RH3780d con pKDa41 o respectivamente con ciertas variantes

La transformacion de T. reesei RH3780d con los casetes de expresion aislados a partir del plasmido pKDa41 del
Ejemplo 10 y de los plasmidos para las variantes de fitasas del Ejemplo 11, se llevo a cabo de una manera analoga
a la transformacion con los casetes de expresion aislados a partir de los plasmidos pKDa2 y pKDa4 (Ejemplo 3). Los
casetes de expresion procedentes de los plasmidos pKDa2, pKDa4, pKDa41 y los plasmidos para las variantes de
fitasa se aislaron como fragmentos de Notl.

Ejemplo 13: Produccion de la fitasa de E. coli mediante unos casetes de expresion de pKDa41 y de las
variantes de fitasa en matraces de sacudimiento

Los transformantes se cultivaron tal como se ha descrito en el Ejemplo 4 y la fitasa se cultivd en los materiales
filtrados del cultivo para otras investigaciones ulteriores.

Tabla 5: Produccion de la fitasa de E. coli mediante unos transformantes, que contienen los casetes de
expresion procedentes o bien de pKDa41 o de las variantes de fitasa.

Cepa SDS-PAGE Casete de la fitasa Fitasa Casete de

numero de copias PPU g'1 expresion
RH31551 CBHI’ una copia 82 pKDa41
RH31549 CBHI’ una copia 76 pKDa41
RH31565 CBHI’ una copia 225 pPhy-V200L
RH31567 CBHI’ una copia 230 pPhy-V200L
RH31570 CBHI’ una copia 291 pPhy-V200P
RH31571 CBHI’ una copia 295 pPhy-V200P
RH31559 CBHI’ una copia 114 pPhy-L207F
RH31563 CBHI’ una copia 112 pPhy-L207F
RH315780d CBHI" 0,7
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> AB ENZYMES GMBH ,
<120> POLIPEPTIDO CON UNA ACTIVIDAD DE FITASA Y SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS QUE CODIFICA
ESTE

<130> 14052WO

<140>
<141>

<160> 4
<170> Patentlin Ver. 2.1

<210> 1

<211> 1230

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: mutante con Tyr200 del tipo silvestre de la fitasa madura de E. coli

<220>

<221> CDS
<222> (1) .. (1230)
<400> 1

cag agc gag coc gag ctg aag ctg gag teg gte gtg ate gte age cgo 48
Gln Ser Glu Pro Glu Leu Lys Leu Glu Ser Val Val Ile Val Ser Arg
1 5 10 15

cac gge gtg cgt gect cct ace aag gece acg cag ctg atg cag gac gtc 96
His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Ala Thr Gln Leu Met Gln Asp Val
20 25 30
acc cct gac gecc tgg cec acc tgg cce gte aag ctt gge tgg ctg act 144
Thr Pro Asp Ala Trp Pro Thr Trp Pro Val Lys Leu Gly Trp Leu Thr
35 40 45

cct cge gge ggt gag cte atec goce tac cte gga cac tac caa cgc cag 192
Pro Arg Gly Gly Glu Leu Ile Ala Tyr Leu Gly His Tyr Gln Arg Gln
50 55 60

cgt ctg gtt geec gac gga cte ctg get aag aag gga tge ccg cag tct 240
Arg Leu Val Ala Asp Gly Leu Leu Rla Lys Lys Gly Cys Pro Gln Ser
65 70 15 8O

gge cag gte gog att atec gec gat gte gac gag cgt acc cgt aag acc 288
Gly Gln Val Ala Ile Ile Ala Rsp Val Asp Glu Arg Thr Arg Lys Thr
85 80 a5

ggc gaa gec tte get gee gge cte get cect gac tgt gee ate acg gte 336
Gly Glu Bla Phe Ala BAla Gly Leu Ala Pro Asp Cys Ala Ile Thr Val
100 105 110
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cac
His

aag
Lys

ctc
Leun
145

acy
Thr

ctg
Leu

goa
Ala

agt
Gly

caa
Eln
225

cac
His

ctc
Leu

gac
Rsp

tag
TEI']_"

aco
Thr
305

g
Pro

acec
Thr

act
Thr
130

ageo
Ser

wcg

tgo
Cys

cte
Leu

gee
Ala
210

gog
Ala

cag
Gln

caa
Gln

ot
Leu

gt
GLly
290

aac

Asn

gga
Gly

cag
Gln
115

ggc
Gly

agg
Arg

tte
Fha

cto
Ll

cog
Fro

135

gtE
Val

cag
Gln

tgg
Trp

ego
Arg

atc
Ila
275

gte
val

ctg
Leu

Cag
Gln

goa
Ala

gtoc
Val

gat
Bla

oo
Arg

aag
Ly=
1ad

teg

Ser

age
Ser

gga
Gly

a8c
Asn

acg
Thr
260

aag
Lys

ace
Thr

goo
Ela

]

gac
Rsp

tgo
Cys

gga
Gly

Jgag
Elu
165

cgt
Aryg

gaa
Glu

cte
Leu

atg
Met

acc
Thr
245

coo
Fro

act
Thr

cte
Lo

aat

Bsn

gat

Asp
325

acg
Thr

caa
Gln

ggt
Gly
150

ctg
Leu

Jag
Glu

cto
Leu

get
hla

cog
Pro
230

ctg
Lau

gag
Glu

gog
BEla

adalas
Ero

cto
Leu
310

2ac
Asn

toe
Ser

ctyg
Lau
138

teoeo
Ser

gag
Elu

aag
Lys

aag
Ly=

too
Ser
215

gag
Glu

cte
Leu

gtt
Val

oty
Leu

act
The

2895

g9c
Gly

act
Thr
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age cce
Ser Pro
120

gat aac
Asp Asn

atc gec
Ile Alas

cgg gte
Arg Val

-l:.!q ga::
Gln Asp
185

tac ago
Tyr Her
200

atg ctg
Met Leu

cct ggg
Pro Gly

toeg ottt
Ser Leu

goc ogo
Ala Arg
265

acg coc
Thr Pro
280

teo gte
Ser Val

ggo got
Gly Rla

oo oot
Pro Pro

gat
Asp

goo
Ala

gac
Asp

ctt
Leun
174

qgag
Glu

gcc
ARla

acyg
Thr

tgg
Trp

cac
His
250
age

Ser

Cac
His

ctg
Leu

ctg
Leu

ggc
Gly
330

22

ceg
Pro

aac
Asn

tte
Phe
155

aat
E=n

age
Ser

gac
Rsp

gag
Glu

qgc
Gly
235

aac
A=n

cge
Arg

[alad o
Fro

ttt
Phe

gag
Glu
315

ggt
Gly

ctg
Lau

gtg
Val
140

aca
Thr

Tttt
Fhe

tgt
Cys

aac
Asn

atc
Ile
220

cge
Arg

ges
Bla

gee
Ala

oeg
PBro

atc
Ile
300

cte

Lew

qag
Glu

LTt
Pha
125

aco
Thr

ggc
Gly

CcCC
Fro

koo
Sar

gto
Val
205

tto
Fhe

att
Ile

cag
Eln

acC
Thr

cag
Gln
283

gcc
Ala

aac
hAsn

ety

aac
Asn

gac
ASp

cat
His=

cag
Eln
chbg
150
teco

Ser

cke
Leau

acc
Thr

tte
Fhe

cog
Fro
270

aag

Lys

ggt
Gly

tgg
Trp

atg
Val

oot
PFro

goo
Ala

g9

tog
Ser
175

acc
Thr

ottt
L

ctg
Lau

gat
Asp

tat
Tyr
255

ctg
Lew

cag
Gl

cac
His

acg
Thx

tEe
Phe
335

cte
Leu

ate
Ile

cag
Gln
160

aac
Asn

cag
Gl

acoc
Thr

cag
Gln

Lot
Ser
240

oty
Lau

cto
Leu

gct
Ala

gac
RAsp

ckt
Len
320

gaa
Glu

384

432

480

528

576

624

672

T20

TEd

g21a

B 64

912

Sa0

1008
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cgo
Arg

gkbe
Val

aat
Bsn

cga
Rrg
383

aac
Asn

<210>
<211>
<212>

tgg cgt
Trp Arg

Lte cag
Phe Gln

cgg
Arg

340

355

acc cot
Thr Fro

370

BE@ goo
Asn Ala

gag goo
Glu Ala

2
410
PRT

aco
Thr

coo
Fro

caqg
Gln

cgc
Arg

cLCE
Leu

citg
Leu

agc
Gly

ggc
Gly

ate
Ile

age
Ser

cag
Fln

qag
Glu

atg
Met

ES 2401432713

gac aac
Aap Asn

cag atg
Gln Met

3a0

gte aag
Val

Lys=

375

3490

405

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: mutante con Tyr

<400>
Gln
1
His
Thr
Fro
Arg
&5
Gly
Gly

His

Lys

2
Ser

Gly

Pro

Arg

50

Leu

Gln

Glu

Thr

Thr
130

Glu

Val

Val

Val

hla

Gln

115

Gly

Pro
Arg

20
Ala
Gly
Ala
Ala
Phe
100

Ala

Val

coo
Fro

tge tet
Cya Ser

get tge
Ala Cys

cooc
Ser
345

cgoc

Arg

ctyg
Lau

cteo
Lan

bak
Sar

cag

Gln

gac
Aap

acc
Thr

get
Ala

ctyg
Lau
410

Glu Leu Lys Leu Glu

5

Ala

Trp

Glu

Asp

Ile

BS

Ala

Asp

Cys

Pro

Pro

Leau

Gly

70

Ile

Ala

Thr

Gln

Thr

Thr

Ile

55

Leu

Gly

Ser

Leu
135

Lys
Trp
40

Ala

Asp

Leun

Ser

120

Asp

Bla

25

Pro

Tyr

Ala

Val

Ala

105

Pro

Asn

23

200

tgg
Trp

aaa
Lys

kg
Leu

ggc
Gly
385

att
Ile

acy
Thr

gca
Ala
380

ttt
Fhe

cag
Gl

gtt teg
Val Ser

350

f=lad

ctg tee

Fro Leu Ser

365

ggc
Gly

tgt gaa
Cys Glu

acg caa atc
Thr Gln Ile

kg

cte
Leaa

qag
Glu

gtg
Val
400

1056

1104

1152

1200

1230

de la fitasa madura del tipo silvestre de E. coli

Ser Val Val Ile Val Ser Arg

10

Thr

Val

Leu

Lys

Asp

S0

Pro

Asp

Ala

Gln

Lys

Gly

Lys

75

Glu

Asp

Pro

Asn

Leu

Leu

His

&0

Gly

Arg

Cys

Leu

Val
140

Met G

Gly T

Tyr G

Cys F

15
ln Asp
30
rp Leu

ln Arg

ra Gln

Thr Arg Lys

Ala I
1

Phe A
125

Thr A

a5

le Thr
10

sn Pro

sp Ala

Val

Thr

Gln

Ser

8o

Thr

Val

Leu

Ile



Leu Ser Arg
145

Thr Ala Phe
Leu Cys Leu
Ala Leu Pro

195

Gly Ala Val
210

Gln Ala Gln
225

His Gln Trp
Leu Gln Arg
Asp Leu Ile

275

Tyr Gly Val
250

Thr Asn Leu
305

Pro Gly Gln

Val Phe Gln
355

Asn Thr Pro
370

Arg Asn Ala
385

Asn Glu Ala

<210> 3
<211> 54
<212> ADN

Ala
Arg
Lys
180

Ser

Ser

Asn

Thr
260

Lys

Thr

Ala

Pro

Arg

340

Thr

Pro

Gln

<213> Secuencia artificial

Gly

Glu

165

Arg

Glu

Leu

Met

Thr

245

Fro

Thr

Leun

Asn

Asp

325

Leu

Lau

Gly

Ile
405

Gly

150

Leu

Glu

Leu

Ala

Pro

230

Leu

Glu

Ala

Pro

Leu

310

Asn

Ser

Gln

Glu

Mat

3580

Pro
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Ser

Glu

Lys

Lys

Ser

215

Glu

Len

Val

Leu

Thr

295

Gly

Thr

Asp

Gln

Val

375

Cys

Ala

ITle

Gln

Tyr

200

Met

Fro

Ser

Ala

Thr

280

Ser

Gly

Pro

Asn

Met

360

Lys

Ser

Cys

Ala

Val

Asp

185

Ser

Leu

Gly

Leu

Arg

265

Pro

Val

Bla

Pro

Ser

345

Arg

Leu

Leu

Ser

24

Asp

Leu

170

Glu

Ala

Thr

Trp

His

250

Ser

His

Leu

Leu

Gly

330

Gln

Asp

Thr

Ala

Leu
410

Phe

155

Asn

Ser

Bsp

Glu

Gly

235

Asn

Arg

Pro

Phe

Glu

315

Gly

Trp

Lys

Leu

Gly
385

Thr

Fhe

Cys

Asn

Ile

220

Arg

Ala

Rla

Pro

Ile

300

Leu

Glu

Ile

Thr

Ala

3B0

Phe

Pro

Ser

Val

205

Phe

Il=

Gln

Thr

Gln

285

Ala

hAsn

Leu

Gln

Pro

365

Gly

Thr

His

Gln

Leu

180

Ser

Leu

Thr

Phe

FPro

270

Lys

Gly

Trp

Val

Val

350

Leu

Cys

Gln

Arg

Ser

175

Thr

Leu

Leu

Asp

Tyr

255

Leu

Gln

His

Thr

Phe

335

Ser

Ser

Glu

Ile

Gln

160

Asn

Gln

Thr

Gln

Ser

240

Leu

Leu

Ala

Asp

Leu

320

Glu

Leu

Leu

Glu

Val
400
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<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia de sefial modificada de la fitasa de A. niger (sin el intrén)

<220>
<221> CDS
<222> (1) .. (54)
<400> 3

<400> 3
atg ggc gtc tet geot gtt cta ctt cct ttg tat cte ctg tet gga gte 48

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

acc tcc 54
Thr Ser

<210> 4

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> Descripcion de la secuencia artificial: secuencia de sefial modificada de la fitasa de A. niger (sin el intron)

<400> 4

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

Thr Ser

25
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REIVINDICACIONES

1. Molécula de ADN recombinante, que, después de su expresion en una célula anfitriona procariética o eucariotica,
codifica un polipéptido con una actividad de fitasa, conteniendo la molécula de ADN recombinante una secuencia de
ADN, que se escoge entre

a) unas secuencias de ADN, que se han obtenido mediante variaciones de la secuencia de la fitasa madura de E.
coli de tipo silvestre, teniendo las secuencias de ADN por o menos una mutacion, que se escoge entre el
conjunto formado por Val 200 — Leu, Val 200 — lle, Val 200 — Pro, Val 200 — Tyr, Leu 207 — Tyry Leu 207
— Phe,

b) unas secuencias de ADN que, debido a la degeneracion del cédigo genético, estan emparentadas con las
secuencias de acuerdo con a),

realizandose que la molécula de ADN recombinante, en el caso de su expresién en una adecuada célula anfitriona,
va acompafada por una actividad aumentada de la proteina codificada de esta manera en el material sobrenadante
del cultivo.

2. Molécula de ADN recombinante de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque ella posee la secuencia
SEQ ID NO: 1.

3. Molécula de ADN recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 2, caracterizada porque ella
comprende ademas una secuencia de sefial derivada del gen de la fitasa de Aspergillus niger con la secuencia SEQ
ID NO: 3.

4. Polipéptido, que posee una actividad de fitasa y que es codificado por una molécula de ADN recombinante de
acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 3 o que se obtiene mediante expresion de una célula anfitriona
transformada con ésta.

5. Polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizado porque él posee la secuencia SEQ ID NO: 2.

6. Construccion artificial de ADN con la capacidad para, después la introduccion en una célula anfitriona adecuada,
regular la expresion de un gen de fitasa mutado en un anfitrién, caracterizada porque ella contiene eventualmente un
promotor, eventualmente unas secuencias de sefal y de marcacioén, una secuencia de ADN de acuerdo con una de
las reivindicaciones 1 hasta 2, un terminador y eventualmente unas secuencias flanqueadoras en 5'y 3'.

7. Construccion artificial de ADN de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizada porque en el caso del promotor se
trata del promotor de la celobiohidrolasa I, de la celobiohidrolasa Il, de la amilasa, de la glucoamilasa, de la xilanasa
o de la enolasa.

8. Construccion artificial de ADN de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizada porque en el caso de la secuencia
de sefal se trata de una secuencia de sefal de fitasa eventualmente modificada procedente de Aspergillus niger, de
manera preferida de la secuencia SEQ ID NO: 3.

9. Vector con la capacidad de transformar a una célula anfitriona, caracterizado porque él contiene una construccion
artificial de acuerdo con la reivindicacion 6.

10. Vector de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado porque él es el plasmido Da2pUC3, presentado bajo el
numero de presentacion DSM 16396.

11. Célula anfitriona transformada, escogida entre hongos, levaduras, bacterias y células de mamiferos, que
contiene una molécula de ADN recombinante de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 hasta 3, y que esta
dotada de la capacidad de expresar un polipéptido con una actividad de fitasa.

12. Célula anfitriona transformada de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizada porque ella pertenece al
género Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Neurospora, Mucor o Penicillium.

13. Procedimiento para la produccidon de una fitasa, caracterizado porque se cultiva una célula anfitriona
transformada de acuerdo con la reivindicaciéon 11 o 12 en unas condiciones, que son favorables para la formacion de
la fitasa, y se aisla la fitasa producida de esta manera.

14. Composicion, que comprende un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 4 6 5, eventualmente en comun
con otras sustancias auxiliares y/o activas.
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15. Composicion de acuerdo con la reivindicacidon 14, caracterizada porque ella es una composicion de alimento o
pienso.

16. Composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 14, estando caracterizada esta composicion porque es un agente
de panificacion.

17. Utilizacion de acuerdo con la reivindicaciéon 4 o 5 para la produccion de un preparado destinado al mejoramiento
del aprovechamiento de fosfato a partir de la nutricion en los casos de animales y seres humanos.

18. Utilizaciéon de un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5 para el mejoramiento de las propiedades
reolégicas de unas masas de panificacion destinadas a la produccion de productos de panificacion.
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Fig. 1
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51
101
151
201
251
301
351
401
151
501
551
601
B51
701
751
801
B51
501
851

1001
1051
1101
1151
1201

cagagtgagc
tggtgtgegt
cagacgeatg
ggtggtgage
agccgacgga
cgattattge
gccocgeeggygc
tacgtceagt
aactggataa
tcaattgetg
acgggtgett
aggacgaaaqg
agcgccgaca
gacggagata
ggggaaggat
aacgcgcaat
cgccaccocog
cgcaaaaaca
gccggacacg
ctggacgett
tgtttogaacg
tcgetggtet
attaaatacqg
agcgaaatge
aatgaagcac
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cggagctgaa
gctccaacca
gccaacctgg
taatcgccta
ttgctggega
tgatgtegac
tggcacctga
cccgateoogt
cgcgaacgtg
actttaccgg
aattttcege
ctgtteatta
atgtctcatt
tttcteoctge
caccgattca
tttatttgct
ttattagatt
ggcgtatggt
atactaatct
cccggtoage
ctggoegtogg
tccagacttt
ccgccoggag
gcagggcatg
gcataccggco

gctggaaagt
aggoccacgca
ccggtaaaac
teteggacat
aaaagggctg
gagcgtacce
ctgtgcaata
tatttaatece
actgacgcga
gcatcggeaa
aatcaaactt
acgcaggcat
aaccggtgeg
aacaagcaca
caccagtgga
acaacgcacg
tgatcaagac
gtgacattac
ggcaaatctc
cggataacac
ctaagcgata
acagcagatg
aggtgaaact
tgttegttgg
gtgcagtttg

Fig. 5
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gtggtgattg
actgatgcag
tgggttgget
taccaacgcc
cccgeagtet
gtaaaacagg
accgtacata
tctaaaaact
tocctcageag
acggcgttte
gtgccttaaa
taccatcgga
gtaagccocteg
gggaatgecg
acaccttgct
ccagaggttg
agcgttgacg
ccacttcagt
ggcggcgeac
googocaggt
acageccagtyg
cgtgataaaa
gaccoctggoa
caggttttac

tcagtegtca
gatgtcaccc
gacaccgogg
agcgtctggt
ggtcaggteg
cgaagectte
cccaggeaga
ggegtttgee
ggcaggaggg
gegaactgga
cgtgagaaac
actcaaggtyg
catcaatgct
gagecggggt
aagtttgecat
cccgecagocg
ccceatccac
getgtttate
tggagctcaa
ggtgaactgg
gattcaggtt
cgccgotgte
ggatgtgaag
gcaaatcgtyg
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