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DESCRIPCIÓN

Variantes sintéticas de fitasa

La presente invención se refiere a fitasas, a secuencias de aminoácidos que codifican enzimas fitasas y a 
secuencias de nucleótidos que codifican fitasas y a procedimientos para la preparación y el uso de fitasas, así como 
a piensos para animales que contienen esas fitasas.5

El fósforo es un elemento esencial para el crecimiento de los organismos vivientes. En la cría de animales, los 
alimentos, por regla general, tienen que ser suplementados con fósforo inorgánico a fin de lograr buenas tasas de 
crecimiento. En los cereales y leguminosas, el fósforo es almacenado principalmente en forma de fitato. Sin 
embargo, los animales monogástricos tales como los cerdos, las aves de corral y los peces no están capacitados 
para absorber directamente el fitato o el ácido fítico, lo que tiene por consecuencia que el fitato sea excretado, lo que 10
a su vez se traduce en sobrecargas de fósforo en regiones en las cuales la cría de ganado es intensiva. Asimismo, 
el ácido fítico, que une metales tales como el calcio, cobre o zinc, actúa como una sustancia cuyo efecto sobre el 
metabolismo de animales monogástricos es negativo. A fin de compensar el déficit de fosfato de esos animales y 
asegurar que su crecimiento y su salud sean lo suficientemente buenos, se le añade al pienso animal fosfato 
inorgánico. Esta adición de fosfato inorgánico es costosa y conduce a otra carga adicional para el medioambiente. Al 15
usarse una fitasa en los piensos para animales, el fitato es hidrolizado y hace que el contenido de fosfato de inositol 
y de fosfatos inorgánicos en el estiércol sea menor. La adición de fitasas a los piensos para animales mejora la 
disponibilidad de fósforo orgánico y reduce el efecto adverso sobre el medioambiente que causan los fosfatos 
excretados, unidos por fitatos. En la literatura especializada se describe una variedad de fitasas naturales, tanto de 
origen fúngico como de origen bacteriano.20

Las fitasas, también llamadas hexaquisfosfato de mio-inositol fosfohidrolasa, son una clase de fosfatasas que son 
aptas para escindir del fitato por lo menos un residuo de fosfato.

El documento EP 420 358 describe, en términos generales, la clonación y expresión de fitasas microbianas, el 
documento WO 2006/38062 describe fitasas microbianas derivadas de la Citrobacter freundii usadas como aditivos 
que se incorporan en piensos para animales y el documento WO 2007/112739 describe fitasas basadas en una 25
fitasa natural de Citrobacter braakii y procedimientos para su preparación y el uso en piensos para animales.

Haefner y col. (Haefner S., Knietsch A., Scholten E., Braun J., Lohscheidt M. y Zelder O. (2005) Biotechnological 
production and application of phytases. Appl Microbiol Biotechnol 68:588-597) describen un buen número de usos 
conocidos de fitasas en el campo de la nutrición humana o animal. Otros usos de fitasas tales como, por ejemplo, el 
uso para biomasa hidrolizante o almidón en la producción de bioetanol, se describen en el documento WO 30
2008/097620.

El documento WO 2008/116878 y el documento WO 2010/034835 describen una fitasa de Hafnia alvei, su secuencia 
proteica y variantes de éstas. Zinin y col. (FEMS Microbiology Letters (2004) 236:283-290) desvela una fitasa de 
Obesumbacterium proteus, cuya secuencia está depositada en la base de datos UNIPROT con número de acceso 
Q6U677. Las solicitudes de patente WO 2006/043178, WO 2008/097619 y WO 2008/092901 describen fitasas 35
derivadas de diversas especies de Buttiauxella. Las fitasas naturales con las actividades específicas más altas 
actuales incluyen las fitasas naturales de Yersinia intermedia (WO 2007/128160) y de Yersinia pestis (WO 
02/048332).

Sin embargo, todas esas fitasas actualmente disponibles no muestran esas propiedades que se requieren para la 
preparación de los aditivos para piensos para animales. Las fitasas actualmente disponibles no son lo 40
suficientemente termoestables como para ser empleadas en la  preparación de pellets para de piensos para 
animales sin una pérdida considerable de su actividad. En la preparación de pellets para piensos de animales, la 
fitasa es comprimida, junto con otros componentes habituales del pienso animal, a temperaturas y a humedad 
elevadas, a fin de que sean administrados todos juntos como una entidad al ganado. Una destrucción efectiva de 
especies de salmonella y la gelatinización del almidón se logra solamente cuando, durante la preparación, la 45
temperatura es superior a los 80 °C (Amerah y col. Worlds Poultry Science Journal (2011) 67:29-45). Esa 
compresión en condiciones de calor y humedad tiene por consecuencia pérdidas considerables en la actividad de la 
fitasa. Una posibilidad de prevenir esa pérdida de actividad consiste en revestir laboriosamente las partículas de 
fitasa, de modo que estén protegidas contra el efecto del calor. Ese revestimiento de las adiciones hechas a la fitasa 
causa considerables costos adicionales debido a las grasas o polímeros que se emplean para ese revestimiento. 50
Las dosis de fitasas comerciales son determinadas normalmente en base a la determinación de la actividad a pH 5,5 
(DIN ISO 30024:2009) y no están adaptadas para igualar el pH en el respectivo tracto digestivo. Esto tiene por 
consecuencia un número considerable de dosificaciones equivocadas por variación de la actividad a valores pH 
diferentes a 5,5.

Era, pues, un objeto de la presente invención proporcionar una fitasa que tuviese una estabilidad térmica suficiente, 55
de modo que se pudiera emplear en la preparación de pellets para piensos exentos de salmonella sin medidas 
protectoras adicionales tales como el revestimiento, y que las pérdidas en la actividad fuesen las más bajas posibles. 
Otro objeto de la invención era proporcionar una fitasa que pudiera emplearse en un intervalo de pH amplio, junto 
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con la menor reducción posible de la actividad enzimática, de modo que se pudiera emplear en los diversos 
intervalos de pH de los tractos digestivos de diferentes especies animales y de modo que se asegurase en el tracto 
digestivo una suficiente actividad enzimática, aun cuando el intervalo de pH fluctuara por haber variado los 
componentes del pienso.

Este objeto se logra mediante una fitasa sintética cuya secuencia de aminoácidos es al menos 90 % idéntica a la 5
secuencia de aminoácidos de la SEC ID 24.

La fitasa sintética de acuerdo con la invención tiene preferentemente una secuencia de aminoácidos que es al 
menos 94 %, de especial preferencia 95 % y de preferencia 96, 97, 98 o 99 %, idéntica a la secuencia de 
aminoácidos de la SEC ID 24.

Las fitasas de acuerdo con la invención tienen una termoestabilidad de al menos 80 °C y son por lo tanto apropiadas 10
para su uso en la preparación de pellets para piensos sin que sufran una reducción de actividad considerable como 
consecuencia de las condiciones de calor y humedad durante la peletización.

Tienen asimismo un amplio intervalo de pH de más de 3 unidades de pH, dentro del cual retienen por lo menos 50 %
de la actividad determinada a pH 5,5, de modo tal que, cuando la administración se determina en base a la actividad 
a 5,5, pueden utilizarse en un sinnúmero de animales con diferentes pH digestivos y junto con diferentes 15
componentes del pienso, sin que una dosificación demasiado baja tenga por resultado reducciones en la actividad y, 
por lo tanto, una mayor excreción de fosfato por los animales.

Por otra parte, las fitasas de acuerdo con la invención tienen sorprendentemente una elevada estabilidad proteolítica 
y, por lo tanto, pueden pasar por el estómago sin perder sustancialmente su actividad, actividad que se mantiene en 
el sitio real de acción, que es el intestino. Asimismo, las fitasas de acuerdo con la invención tienen una estabilidad a 20
pH 2, una estabilidad de al menos 85 % de modo que se asegura que la actividad se mantendrá en el ámbito 
fuertemente ácido.

La identidad entre dos secuencias proteicas o secuencias de ácido nucleico es definida como la identidad calculada 
por el programa needle en la versión disponible en abril de 2011. Needle es parte del paquete de software gratuito 
EMBOSS, que puede se puede descargar del sitio web http://emboss.sourceforge.net/. Se usan los parámetros 25
estándar: gapopen 10.0 ("gap open penalty, penalidad por apertura de brecha"), gapextend 0.5 ("gap extensión 
penalty, penalidad por extensión de brecha"), el fichero de datos EBLOSUM62 (matriz) en el caso de la proteína y el 
fichero de datos EADNFULL (matriz) en el caso del ADN.

En una realización particular, las fitasas con las siguientes secuencias de aminoácidos quedan exceptuadas de la 
invención: SEC ID 18 y sus mutantes A-4; A-10; A-66; A-73; C-7; C-40; X-1; X-2; A-164; B-16; B-378; C-79; A-11; X-30
6; B-320; A-508; A-8; A-20; A-507; A-8; A-20; A-507; X-3; A-505; A-501; A-407; A-502; X-4; A-408; A-415; A-501; A-
409; A-503; A-406; A-510; A-515; D-5; D-34; F-161; A-504; D-192; A-511; A-514; A-516; F-41; D-207; D-268; F-150; 
I-117; A-509; H-107; H-159; H-456; A-512; H-464; A-513; A-518; A-521; A-534 y A-519 (definición como en la Tabla 
6).

En una realización particular, la invención comprende las fitasas descritas de acuerdo con la invención, quedando 35
exceptuadas las fitasas con las secuencias de aminoácidos del grupo que consiste en SEC ID 18 y los mutantes 
como se describen en la tabla 6.

Tabla 6: Mutantes de la secuencia de aminoácidos SEC ID 18

Número de mutante Mutación(es) a partir de la secuencia SEC ID 18
A-4 Q349R
A-10 A84V / A304V
A-66 H228Y
A-73 N202S
C-7 T320L / H413L
C-40 K234N
X-1 Q256Y
X-2 K207E / A209S / N270K
A-164 A6V
B-16 K207E
B-378 H143Y
C-79 Q109K / D247K
A-11 Q256H / K402N
X-6 K207E / A209S
B-320 M137L / K207T
A-508 Q349R / H228Y / A304V
A-8 K234I / K251 N / H413Q
A-20 D92E
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(continuación)
Número de mutante Mutación(es) a partir de la secuencia SEC ID 18
A-507 N202S / H228Y
X-3 D92P
A-505 D92E / N202S
A-501 D92E / K234I / K251N / H413Q
A-407 A89T / D92A / N270K
A-502 D92E / Q256H
X-4 A89T / D92A
A-408 A89T / D92A / K207E / A209S
A-415 A89T / D92A / S261E
A-501 D92E / K234I / K251N / H413Q
A-409 A89T / D92A / S248L / Q256Y
A-503 D92E / K234I / K251N / Q256H / H413Q
A-406 A89T / D92A / Q256Y
A-510 D92E / N202S / K234I / K251 N / Q256Y / H413Q / K207E / A209S
A-515 D92E / N202S / A209S / K234I / Q256Y / H413Q
D-5 D92E / A142T/ K234I / K251 N / Q256H / H413Q
D-34 S1 N / S17N/ D92E / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
F-161 K12N / D92E / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
A-504 D92E / N202S / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
D-192 D92E / S140P / K207I / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
A-511 D92E / M137L / N202S / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
A-514 D92E / N202S / K234I / K251 N / Q256H / K402N H413Q
A-516 D92E / N202S / K234I / E243K / K251 N / Q256H / H413Q
F-41 D92E / D138N / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
D-207 D92E / Q149H / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
D-268 D92E / T156R / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
F-150 D92E / K234I / K251 N / A255V / Q256H / H413Q
I-117 D92E / N202T / K234I / K251 N / Q256H / S373I / E382G / T399I / H413Q
A-509 A89T / D92A / N202S / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
H-107 D92E / N202S / K234I / K251N / Q256H / H413Q
H-159 A89T / D92A / N202S / K207E / K234I / K251 N / Q256H
H-456 A89T / D92A / K207E / K234I / K251N / Q256H / H413Q
A-512 D92E / H143Y / K234I / K251N / Q256H / H413Q
H-464 A89T / D92A / G205R / K207E / V208M / K251N / Q256H
A-513 D92E / H/228Y / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
A-518 A89T / D92A / H143Y / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234I / K251 N / Q256H / H413Q
A-521 A89T / D92N / A142T / H143Y / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234I / D247K / K251 N / 

Q256H / F356L / H413Q
A-534 A89T / D92A / H143Y / T156R / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234I / K251 N / Q256H / 

S314G / H413Q
A-519 A89T / D92A / A142T / H143Y / N202S / K207E / A209S / H228Y / K234I / D247K / K251 N / 

Q256H / H413Q

En una realización particular, la invención comprende una fitasa que tiene una secuencia de aminoácidos que es al 
menos 90 %, preferentemente 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98 o 99 %, idéntica a la secuencia de aminoácidos de SEC 
ID 24, quedando exceptuadas las fitasas con las secuencias de aminoácidos del grupo que consiste en SEC ID 18 y 5
los mutantes tal como se describen en la tabla 6.

De acuerdo con una realización particular, la fitasa sintética presenta una modificación en los aminoácidos en al
menos una de las posiciones seleccionadas de entre el grupo que consiste en la posición 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 
16, 33, 37, 67, 71, 75, 76, 77, 78, 92, 109, 118, 119, 120, 121, 123, 136, 141, 144, 152, 155, 156, 159, 164, 166, 
193, 200, 217, 258, 260, 261, 268, 270, 276, 300, 322, 345, 346, 371, 374, 398 y 406, basado en la posición de 10
acuerdo con la SEC ID 24. Para los fines de la presente invención, por modificación se entiende una sustitución por 
otro aminoácido del aminoácido original tal como se menciona en SEC ID 24 de la lista de secuencias. Aquí, a los 
aminoácidos se les denomina por el código habitual de una sola letra. Modificando uno o más aminoácidos, es 
posible además intensificar la termoestabilidad de la fitasa sintética y/o intensificar la estabilidad frente a la pepsina o 
ampliar el intervalo óptimo de pH.15

Ventajosamente, la fitasa sintética tiene al menos 5 modificaciones en la secuencia de aminoácidos tomando como 
referencia la SEC ID 24, en particular tiene al menos 6, 7, 8, 9 o 10 y muy especialmente preferentemente al menos 
15 modificaciones.

En una realización preferida, la fitasa sintética tiene al menos una de las siguientes modificaciones en comparación
con la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 24:20
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S1-; D2-,E; T3Q, A4G,E; P5A; A6S,D; G7K; F8Y,M; Q9K; K12R; L16V; N33D,M; H37Y; R67L; Q71E; P75N; 
K76N,I; D77T; N78T; D92A,E,N,T,V; Q109N,E; Q118S; N119A,T; I120L; Q121T; A123V; S136K; Q141K; 
A144E; T152G,A; E155N; T156G; Q159N; S164E; A166E,H; Q193L; A200N; S217G; D258N; M2601; S261H; 
K268N; N270Q; Q276N; I300L; T322Q; D345G; N346G; L371A; H374N; D398E; Q406K.

En ese contexto, el aminoácido de SEC ID 24 que se ha mencionado antes, el número de posición respectivo 5
(posición de acuerdo con la SEC ID 24) es reemplazado por uno de los aminoácidos mencionados después del 
número de posición. A “-” representa una deleción del aminoácido en cuestión. En ese contexto, es posible cualquier 
posible sustitución de aminoácidos mencionada en combinación con cualquiera de los cambios restantes.

Ventajosamente, la fitasa sintética de la presente invención comprende al menos 5 de las modificaciones 
anteriormente mencionadas, en particular al menos 6, 7, 8, 9 o 10 y particularmente preferentemente al menos 15 de 10
esas modificaciones.

Realizaciones muy especialmente preferidas de la fitasa sintética tienen una de las siguientes sumas acumulativas 
de modificaciones relativas a la SEC ID 24, donde “PhV-[número]” no representa mutación alguna, sino el número 
del mutante para identificarlo.

PhV-001 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261 
H N270Q H374N D398E

PhV-002 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261 
H N270Q H374N D398E

PhV-003 D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N 
M2601 S261 H N270Q H374N D398E

PhV-004 D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92N Q109N Q121T A123V A144E T152G 
Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q H374N D398E

PhV-020 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-031 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q 
H374N

PhV-048 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N Q121T T152G 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-053 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T A123V 
T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N

PhV-055 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 
N270Q Q276N H374N

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 
N270Q H374N

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 
N270Q H374N D398E

PhV-060 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T 
T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q I300L N346G H374N

PhV-064 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S164E A200N 
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-065 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T S164E A200N 
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-066 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T S164E A200N 
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-068 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-069 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-070 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-072 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T S164E A200N 
D258N S261 H N270Q H374N

PhV-073 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92N Q109N Q121T S164E 
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

PhV-074 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92N Q109N Q121T S164E 
A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N D398E

PhV-075 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q109N Q121T A144E 
S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q I300L H374N

PhV-076 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

15
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(continuación)

PhV-077 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

PhV-078 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N

PhV-079 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

PhV-081 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261 
H N270Q H374N D398E

PhV-083 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 
N270Q Q276N I300L H374N D398E

PhV-084 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-085 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K761 N78T D92A Q109N Q121T S164E 
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

PhV-088 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E A200N D258N 
S261 H N270Q H374N D398E

PhV-089 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 
N270Q I300L H374N D398E

PhV-094 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T 
A123V T152G T156G S164E A200N D258N S261H N270Q Q276N I300L N346G H374N

PhV-095 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K761 N78T D92N Q121T A144E 
T152G S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q H374N D398E

PhV-096 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92A Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-097 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q109N Q121T A123V 
Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-098 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

PhV-099 D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 
N270Q H374N

PhV-101 N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N H374N
PhV-103 N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-104 N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-105 N33D D92N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-106 N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H H374N
PhV-107 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
PhV-108 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N
PhV-109 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-110 N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q H374N
PhV-111 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q H374N
PhV-112 S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q

H374N
PhV-113 S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q 

H374N
PhV-114 A6D G7K F8M Q9K N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-115 N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-116 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-117 S1A D2S T3R A4N N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-118 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q 

H374N
PhV-119 N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-120 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 

N270Q H374N
PhV-121 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G 

S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-122 N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-123 D2E A4E A6S F8Y N33D D92N S164E A200N H374N
PhV-124 D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 

H374N
PhV-125 N33D D92A Q121 T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
PhV-126 N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N M260I S261H N270Q H374N
PhV-127 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q 

H374N
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(continuación)

PhV-128 A4E A6S N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
PhV-129 N33D R67L D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-130 L16V N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-131 K12R N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-132 K12R L16V N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-133 N33D R67L D92N Q121T A123V T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-134 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
PhV-135 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N 

M260I S261 H N270Q H374N
PhV-136 N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I 

S261H N270Q H374N
PhV-137 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q 

H374N D398E
PhV-138 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I 

S261 H N270Q H374N D398E
PhV-139 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N S261H N270Q 

H374N
PhV-140 K12R N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q H374N
PhV-141 L16V N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q H374N
PhV-142 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q H374N
PhV-143 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q I300L H374N
PhV-144 N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q 

I300L H374N
PhV-145 N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q 

L371A H374N
PhV-146 N33D R67L D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N 

S261 H N270Q L371A H374N o
PhV-147 N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q 

I300L L371A H374N.

Esas mutaciones acumulativas especialmente preferidas de las fitasas sintéticas hacen en cada caso que la 
termoestabilidad aumente hasta al menos 83° C. Por lo tanto, esas realizaciones especialmente preferidas dan por 
resultado termoestabilidades que son superiores al menos 18° C por encima de los 65° C de la fitasa de tipo 5
silvestre de Hafnia sp LU11047. El perfil del pH de la termoestabilidad de algunas fitasas de acuerdo con la 
invención, se muestra en cada caso en las figuras 1 y 2A, B.

En una realización, la fitasa sintética tiene al menos un intercambio conservador de aminoácidos en las posiciones 
mencionadas, en comparación con una de las fitasas anteriormente descritas, siendo posible que la fitasa sintética 
tenga al menos una de las modificaciones individuales anteriormente mencionadas o uno de los grupos de 10
modificaciones anteriormente mencionados. Para los fines de la presente invención, conservador significa un 
intercambio de los aminoácidos G a A; A a G, S; V a I,L,A,T,S; I a V,L,M; L a I,M,V; M a L,I,V; P a A,S,N; F a Y,W,H; 
Y a F,W,H; W a Y,F,H; R a K,E,D; K a R,E,D; H a Q,N,S; D a N,E,K,R,Q; E a Q,D,K,R,N; S a T,A; T a S,V,A; C a 
S,T,A; N a D,Q,H,S; Q a E,N,H,K,R. Aquí, es posible combinar cualquier intercambio conservador de un aminoácido 
con cualquier intercambio conservador de otro aminoácido.15

Ventajosamente, la fitasa sintética es una fitasa aislada. También es factible que la fitasa sintética esté presente no 
como una fitasa aislada purificada, sino como un caldo de fermentación, en donde la biomasa esté separada por 
completo, parcialmente o no esté separada en absoluto. Aquí, el caldo puede concentrarse o secarse totalmente 
extrayendo el líquido. Es posible emplear esas soluciones de fitasa no purificadas o parcialmente purificadas o 
fitasas sólidas, como aditivo en diversos productos.20

Ventajosamente, la fitasa sintética de acuerdo con la invención tiene un alto grado de termoestabilidad, un alto grado 
de estabilidad frente a la pepsina y/o un alto grado de actividad específica en comparación con las dos fitasas de 
tipo silvestre obtenidas de los organismos Yersinia mollaretii y especies de Hafnia, que fueron la base para la 
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construcción de acuerdo con el constructo de fitasa sintética de SEC ID 24.

En una realización particular, la fitasa de acuerdo con la invención permanece sin modificar en las posiciones R18, 
H19, G20, R22, P24 y H306, D307 respecto a la SEC ID 24 en cuanto al tipo de aminoácido y a la posición de ese 
aminoácido.

La invención comprende también una secuencia aislada de ácido nucleico que codifica una fitasa con una secuencia 5
de aminoácidos idéntica en al menos 90 %, preferentemente 95 % y en particular 96, 97, 98 o 99 %, a la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID 24.

En una realización particular, la invención comprende las secuencias de nucleótidos aisladas de acuerdo con la 
invención anteriormente descritas, exceptuándose las secuencias de nucleótidos que codifican fitasas con las 
secuencias de aminoácidos del grupo que consiste en SEC ID 18 y los mutantes tal como se describe en la Tabla 6.10

En una realización particular, la invención comprende una secuencia de ácido nucleico aislada que codifica una 
fitasa, en la que esta codifica una de las fitasas de acuerdo con la invención con excepción de las fitasas con la 
secuencia de aminoácidos SEC ID 18 y sus mutantes tal como se describen en la tabla 6.

La invención comprende asimismo un vector de expresión recombinante que comprende una de las secuencias de 
ácido nucleico de acuerdo con la invención.15

La invención comprende de manera similar una célula hospedadora recombinante que comprende uno de los ácidos 
nucleicos de acuerdo con la invención o que comprende el vector de expresión recombinante de acuerdo con la 
invención.

El objeto se logra asimismo mediante un organismo de producción recombinante, que es un organismo de 
producción no humano y que comprende una de las secuencias de ácido nucleico de acuerdo con la invención o que 20
comprende el vector de expresión recombinante de acuerdo con la invención. El organismo de producción 
recombinante es, especialmente preferentemente, uno del género Aspergillus, Pichia, Trichoderma, Hansenula, 
Saccharomyces, Bacillus, Escherichia, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces.

El objeto se logra, por otra parte, mediante un aditivo para piensos para animales que comprende por lo menos una 
de las fitasas de acuerdo con la invención y otros aditivos usuales para piensos para animales, por ejemplo para 25
ganado vacuno, aves de corral o cerdos, tales como, por ejemplo, vitaminas, minerales u otros aditivos.

El objeto se logra, asimismo, mediante un alimento para animales que contiene por lo menos una de las descritas 
fitasas sintéticas de acuerdo con la invención, junto con componentes usuales para alimentación animal. En este 
contexto, son componentes imaginables para la alimentación todos aquellos que se emplean usualmente en pellets 
para engordar vacunos, vacas lecheras, aves de corral o cerdos.30

El objeto se logra, asimismo, mediante el uso de una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invención descritas, 
o del aditivo para pienso para animales de acuerdo con la invención que comprende al menos una de las fitasas 
sintéticas de acuerdo con la invención, en un pienso para animales. En este contexto, el uso puede tener lugar en 
forma de adición de la fitasa de acuerdo con la invención o del aditivo para pienso para animales de acuerdo con la 
invención antes de convertir en pellets los restantes componentes del pienso. También es factible aplicar la fitasa a 35
esos pellets, en particular en forma líquida, después de haberse preparado los pellets de pienso.

La invención se consigue además por el uso de una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invención 
anteriormente descritas, del aditivo para piensos para animales de acuerdo con la invención, el cual comprende al 
menos una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invención, o del pienso para animales que comprende al 
menos una de las fitasas sintéticas descritas, para reducir el contenido de fosfato en el estiércol del ganado.40

Además, la invención se resuelve por el uso de una de las fitasas sintéticas de acuerdo con la invención descritas 
anteriormente, del aditivo para piensos para animales de acuerdo con la invención que comprende al menos una de 
las fitasas sintéticas de acuerdo con la invención, o el pienso para animales que comprende al menos una de las 
fitasas sintéticas descritas, para reducir el contenido de fosfato en el estiércol del ganado.

La renuncia (página 3, líneas 28-30) referente a fitasas con las secuencias de aminoácidos del grupo que consiste 45
en SEC ID 18 y los mutantes como se describen en la tabla 6, pasa a ser por la presente, por referencia, objeto de 
todas las realizaciones especiales de la invención.

Las realizaciones descritas tienen por finalidad ilustrar y dar a entender mejor la invención y no deben de manera 
alguna interpretarse como limitativas. Otros caracteres distintivos de la invención resultan de la descripción que se 
hace a continuación de realizaciones preferidas juntamente con las reivindicaciones dependientes. En ese contexto, 50
los caracteres distintivos individuales de la invención pueden estar concretados en cada caso, en una realización, 
individualmente o varios a la vez, y no constituyen de modo alguno una limitación de la invención a la realización 
descrita. El texto de las reivindicaciones de la patente se hace por la presente expresamente objeto de la 
descripción.

55

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



9

Descripción de las figuras

La Figura 1 muestra la termoestabilidad de las fitasas PhV-020, PhV-010, PhV- 045, PhV-067, PhV-098 de 
acuerdo con la invención. Las fitasas son calentadas durante 20 min a pH 5,5 a la temperatura indicada. 
Después de enfriar, se determina la actividad residual a pH 5,5 y 37 °C. Para determinar la actividad residual 
relativa, se fija en un valor de 100 % la actividad de una muestra de referencia incubada durante 20 min a 5
temperatura ambiente.

Las Figuras 2 A y B muestran los perfiles de pH de las fitasas PhV-107, PhV-108, 5 PhV-111 y PhV-007, PhV-
058, PhV-081 de acuerdo con la invención. La actividad de la fitasa es determinada al pH respectivo 
especificado. Para determinar los datos de la actividad relativa, se mide la actividad determinada a pH 5,5 en 100
%. A) Las fitasas son expresadas en A. niger y medidas a partir del sobrenadante del cultivo. B) Las fitasas son 10
expresadas en E. coli, concentradas mediante el uso de una columna Ni-NtA, y luego medidas.

La Figura 3 muestra el mapa de plásmidos del plásmido de expresión pFus5#2.

La Figura 4 muestra el mapa de plásmidos del plásmido de expresión pH6- Fus5#2.

La Figura 5 muestra el mapa de plásmidos del plásmido de expresión pGLA53-Fus5#2.

Ejemplos15

Clonación de la fitasa de Hafnia sp. LU11047

Las fitasas se buscan en una serie de enterobacterias de manera análoga a lo descrito en las publicaciones Huang y 
col. (2006) A novel fitasa with preferable characteristics from Yersinia intermedia. Biochem Biofys Res Commun 350: 
884-889 Shi y col. (2008) A novel phytase gene appA from Buttiauxella sp. GC21 isolated from grass carp intestine. 
Aquaculture 275:70-75 y el documento W02008116878 (Ejemplo 1) con la ayuda de los oligos degenerados Haf1090 20
5'-GAYCCNYTNTTYCAYCC-3' (SEC ID: 1) y Haf1092 5'-GGNGTRTTRTCNGGYTG-3' (SEC ID: 2) a temperaturas 
de hibridación de entre 40 °C y 50 °C, usando PCR. Los productos de PCR que se forman son empleados como 
molde para una PCR semianidada usando los oligos Haf1090 5'-GAYCCNYTNTTYCAYCC-3' (SEC ID 1) y Haf1091 
5'-GCDATRTTNGTRTCRTG-3' (SEC ID 3) en idénticas condiciones de hibridación. Un fragmento puede ser aislado 
a partir de una cepa bacteriana del género Hafnia (Hafnia sp. LU11047). El fragmento aislado es subclonado con el 25
auxilio del “TOPO TA Cloning® Kit” (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante y posteriormente 
secuenciado. Partiendo de esta secuencia parcial, la secuencia de longitud completa de la fitasa es amplificada 
mediante el denominado método TAIL-PCR (Yao-Guang Liu y Robert F. Whittier (1995) Thermal asymmetric 
interlaced PCR: automatable amplification and sequencing of insert end fragmentos from P1 y YAC clones for 
chromosome walking. Genomics 25, 674-681). Los oligonucleótidos usados para ese fin son los siguientes:30

Amplificación del extremo 3': 

1. Haf1165 (5'-WCAGNTGWTNGTNCTG-3', SEC ID 4) y
Haf1167 (5'-CTTCGAGAGCCACTTTATTACCGTCG-3', SEC ID 5)
2. Haf1165 (5'-WCAGNTGWTNGTNCTG-3', SEC ID 4) y
Haf1168 (5'-CCAATGTTGTGCTGCTGACAATAGG-3', SEC ID 6)35
3. Haf1165 (5'-WCAGNTGWTNGTNCTG-3', SEC ID 4) y
Haf1169 (5'-CCGAACTCATCAGCGCTAAAGATGC-3', SEC ID 7)

Amplificación del extremo 5': 

1. Haf1077 (5'- CAWCGWCNGASASGAA-3', SEC ID 8) y
Haf1170 (5'- CGCAGTTTGACTTGATGTCGCGCACG-3', SEC ID 9)40
2. Haf1077 (5'- CAWCGWCNGASASGAA-3', SEC ID 8) y
Haf1171 (5'- GTCGCGCACGCCCTATATCGCCAAGC-3', SEC ID 10)
3. Haf1077 (5'- CAWCGWCNGASASGAA-3', SEC ID 8) y
Haf1172 (5'- CTGCAAACCATCGCACACGCACTGG-3', SEC ID 11)

Los fragmentos de ADN obtenidos son clonados mediante el “TOPO TA Cloning® Kit” (Invitrogen) y secuenciados. 45
La secuencia de nucleótidos da el gen de la SEC ID 12, que codifica la fitasa LU11047 de Hafnia sp. La secuencia 
de aminoácidos SEC ID 13, que es derivada de la misma, es en un 98 % idéntica a la secuencia de la fitasa de una 
fitasa de Hafnia alvei del documento W0200811678. Usando el software SignalP 2.0, se predice que los 
aminoácidos 1-33 son un péptido de señal. La enzima madura, por consiguiente, comienza con la serina de la 
posición 34.50
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1. Fitasa sintética Fus5#2

Clonación de la fitasa Fus5#2

Tomando como punto de partida el ADN cromosómico de LU11047 de Hafnia sp., se amplifica un fragmento de la 
base 1-1074 de la fitasa (SEC ID 14) por medio de PCR. De la secuencia de ADN de una supuesta fitasa (o 
fosfatasa acida) de Yersinia mollaretii ATCC43969, NCBI Sequenz ID ZP_00824387, se obtienen nucleótidos con el 5
fin de amplificar los nucleótidos 1057-1323. Esto se usa para amplificar un segundo fragmento de fitasa del ADN 
cromosómico de Yersinia mollaretii ATCC 43969 (SEC ID 15). Cuando se amplifican los dos fragmentos de fitasa, se 
genera una superposición de 20 pb respecto al otro fragmento de fitasa, mediante de los oligos usados, ambos en el 
extremo 3' del fragmento de Hafnia y en el extremo 5' del fragmento de Yersinia. De tal manera, los dos fragmentos 
pueden ser combinados mediante fusión por PCR para dar la secuencia de fitasa SEC ID 16, que codifica la fitasa 10
sintética Fus5#2. En cuanto a la secuencia de aminoácidos SEC ID 17, derivada de la misma, el software SignalP 
2,0 predice que los aminoácidos 1-33 son un péptido de señal. La fitasa Fus5#2 madura (SEC ID 18) es codificada 
por la secuencia de nucleótidos SEC ID 19.

Para clonar un plásmido de expresión para E. coli, se genera un sitio de escisión restrictivo Ndel en el extremo 5' del 
fragmento de ADN de la fitasa de SEC ID 16 y un sitio de escisión restrictivo Hindlll y un codón de parada en el 15
extremo 3'. Las secuencias adicionalmente requeridas para tal fin son introducidas por medio de una reacción PCR 
mediante los cebadores usados con la ayuda de la fitasa de SEC ID 16 como molde. Utilizando esos sitios de 
escisión, el gen que codifica la fitasa se clona dentro del vector de expresión de E. coli pET22b (Novagen). 
Utilizando el sitio de escisión restrictivo Ndel e introduciendo el codón de parada, se elimina del vector la secuencia 
de señal pelB y así se evita que se lea a través de la cola 6xHis que hay en el plásmido. El plásmido pFus5#2 (SEC 20
ID 20) que así se genera es transformado en la cepa de E. coli BL21(DE3) (Invitrogen).

Para mejorar la purificación de la proteína fitasa, se clona una variante de la fitasa con una cola 6xHis en el extremo 
N-terminal. Usando el oligocebador sentido: 5'-ctatggatccgcatcatcatcatcatcacagtgataccgcccctgc-3' (SEC ID 21), que 
introduce no sólo la cola de 6xHis, sino también un sitio de escisión BamHI, y que actúa como molde para la 
secuencia SEC ID 19, que codifica la proteína fitasa madura, se amplifica un producto PCR. En el extremo 3' del 25
producto de PCR, se introducen nuevamente un codón de parada y un sitio de escisión restrictivo NdeI usando el 
mismo oligo antisentido. El fragmento así generado se clona en el vector pET22b mediante BamHII/NdeI, originando 
el plásmido pH6-Fus5#2 (SEC ID 22), que es transformado de manera similar en E. coli BL21(DE3). En el caso de 
ese constructo, la secuencia de señal pelB, que está contenida en el pET22b, es usada para el transporte al 
periplasma.30

Ensayo de fitasa

La actividad de la fitasa es determinada en placas de microtitulación. La muestra de enzima es diluida en un tampón 
de reacción (acetato de Na 250 mM, CaCI2 1 mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5). Se incuban 10 μl de la solución de 
enzima con 140 µl de solución de sustrato (fitato Na 6 mM (Sigma P3168) en tampón de reacción) durante 1 h a 37
°C. La reacción es inactivada añadiendo 150 µl de solución de ácido tricloroacético (15 % p/p). Para detectar el 35
fosfato que se ha liberado, se tratan 20 µl de la solución de reacción inactivada con 280 µl de reactivos de color 
recién preparados (ácido L-ascórbico 60 mM (Sigma A7506), tetrahidrato de molibdato de amonio 2,2 mM, H2SO4

325 mM) y se incuban durante 25 min a 50 °C y posteriormente se determina la absorción a 820 nm. En cuanto al 
valor en blanco, el tampón de sustrato es incubado solo, a 37 °C y los 10 µl de muestra de enzima son añadidos sólo 
después de haberse efectuado la inactivación con ácido tricloroacético. La reacción de color es llevada a cabo de 40
manera análoga a la aplicada en las mediciones restantes. La cantidad de fosfato liberado es determinada por medio 
de una curva de calibración de la reacción de color con una solución de fosfato cuya concentración es conocida.

Expresión en Escherichia coli

Las cepas de E. coli BL21(DE3), que albergan un plásmido con un casete de expresión de fitasa, son cultivadas a 37
°C en un medio LB suplementado con ampicilina (100 mg/l). La expresión de la fitasa es inducida a una DO (600 nm) 45
de 0,6 añadiendo IPTG 1 mM. Después de 4 h de inducción, se añade 10 % (v/v) de una solución 10x BugBuster 
(Novogen) y la mezcla es incubada durante 15 min temperatura ambiente. Después de la centrifugación, el 
sobrenadante es usado para determinar la actividad de la fitasa.

Purificación mediante cromatografía de afinidad con níquel

Para purificar las variantes de fitasa marcadas con 6xHis, se trata un caldo de cultivo de E. coli inducido que exprese 50
fitasa con NaCI 300 mM, Complete™ Protease Inhibitor sin EDTA (siguiendo las instrucciones del fabricante Roche 
Applied Science) y con una solución 10x BugBuster (Novogen) 10 % (v/v) y la mezcla es incubada durante 15 min a 
temperatura ambiente. Una vez efectuada la centrifugación, el sobrenadante se une a las columnas de Ni-NTA/KIT 
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La elución que sigue a los pasos de lavado se efectúa usando un 
tampón de elución frío (tampón de acetato Na 50 mM, NaCI 300 mM, imidazol 500 mM, CaCl2 1 mM). Antes de 55
determinarse el contenido de proteína, se cambia el tampón de la muestra por uno de citrato sódico 2 mM de pH 5,5.
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Expresión en Aspergillus niger

Para expresar la fitasa Fus5#2 en Aspergillus niger, se prepara primeramente un constructo de expresión que 
comprende el gen de la fitasa bajo el control del promotor de la glucoamilasa (glaA) de A. niger, flanqueado por la 
región 3'-glaA no codificadora. De esta manera, el constructo tiene por finalidad la integración en la región 3'-glaA en 
A. niger. La secuencia de señal usada para la secreción extracelular de la proteína es la secuencia de señal de la 5
fitasa de A. ficuum. La base usada para el constructo de expresión es el plásmido pGBGLA-53 (también llamado 
pGBTOPFYT-1 en el documento W09846772), que se describe en detalle en el documento EP0635574B1. Mediante
técnicas de clonación basadas en PCR, que son conocidas para un experto en la materia, el segmento de gen de la 
fitasa de A. ficuum, que codifica la proteína fitasa madura que comienza con la secuencia de aminoácidos 
ASRNQSS, es reemplazado en pGBGLA-53 por el segmento del gen de SEC ID 19, que codifica la fitasa Fus5#2 10
madura. Esto da lugar al plásmido pGLA53-Fus5#2 (SEC ID 23) resultante. La cotransformación del casete de 
expresión lineal, aislado del plásmido resultante mediante el uso de HindIII, junto con un casete marcador amdS, 
aislado del plásmido pGBLA50 (EP0635574B1) / pGBAAS-1 (nombre del mismo plásmido en el documento
W09846772), en una cepa de expresión de A. niger con deleción de glaA, y la subsiguiente expresión de la fitasa en 
matraces agitados, se lleva a cabo tal como se describe en las dos memorias descriptivas de la citada patente. La 15
actividad de la fitasa en el sobrenadante del cultivo es determinada a diario una vez centrifugadas las células. La 
actividad máxima se logra entre el día 3 y el día 6.

2. Variantes de la fitasa Fus5#2

Las variantes de la fitasa son generadas mediante mutación de la secuencia de genes de la SEC ID 19 por medio de 
PCR. Se usa el “Quickchange Site-directed Mutagenesis Kit” (Stratagene) para llevar a cabo una mutagénesis 20
dirigida. Se lleva a cabo una mutagénesis aleatoria de la SEC ID 19 a lo largo de toda la secuencia codificadora, o 
en sólo una parte de ella, mediante el “GeneMorph II Random Mutagenesis Kit” (Stratagene). La tasa de 
mutagénesis se fija en la cantidad deseada de 1-5 mutaciones mediante la cantidad de los ADN molde utilizados. Se 
generan mutaciones múltiples por medio de una combinación de mutaciones dirigidas o mediante la realización
secuencial de varios ciclos de mutagénesis.25

Las variantes de la fitasa generadas se ensayan para determinar la actividad y la termoestabilidad de la fitasa en un 
ensayo de alto rendimiento. A tal fin, los clones de E. coli BL21(DE3) obtenidos después de la transformación con el 
constructo de expresión basado en pET22b, son incubados (30 °C, 900 rpm, desviación del agitador de 2 mm) en 
placas de microtitulación de 96 pocillos en medio LB (glucosa 2 %, ampicilina 100 mg/l). La inducción se lleva a cabo 
con IPTG 1 mM durante 4 h a una DO (600 nm) de aproximadamente 0,5. A continuación, se le añade una solución 30
10x BugBuster (Novogen) 10 % (v/v) y la mezcla es incubada durante 15 min a temperatura ambiente. Se 
determinan la actividad y la actividad residual de la fitasa después de 20 minutos de estrés térmico.  

El término SEC ID 24 se refiere a la variante de fitasa que difiere de la SEC ID 18 por las siguientes mutaciones:
A89T D138N A142T H143Y N202S K207E A209Q H228Y K234V T242N Q244S D247K K251N Q256H T277A 
A279S H280N G283N S284P I286A A287T S288E R289S P290K S314G T320N F356I H413Q. Todos los demás 35
mutantes (véase tabla 1) se consideran basados en la SEC ID 24 y están caracterizados con referencia a las 
modificaciones basadas en las posiciones de la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 24. Estas variantes de 
fitasa son clonadas en un vector de expresión de E. coli pET22b (Novagen) de modo análogo a los procedimientos 
descritos en la sección anterior y posteriormente expresadas mediante la cepa de E. coli BL21(DE3). Además, se 
clonan constructos de expresión apropiados para Aspergillus niger, de modo que la fitasa pueda ser expresada 40
después de la transformación en A. niger.

Determinación de la termoestabilidad (T50)

Para registrar la curva de inactivación térmica, la muestra de enzima que se diluye en tampón de reacción (acetato 
Na 250 mM, CaCI2 1mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5) es calentada durante 20 min a las temperaturas 
correspondientes y a continuación enfriada hasta 4 °C. Una muestra de referencia no sometida a tratamiento térmico 45
se deja a temperatura ambiente durante 20 min y después es enfriada de manera similar hasta 4 °C. Después del 
pretratamiento térmico, la actividad enzimática de las muestras es determinada por medio del ensayo de fitasa. La 
actividad de la muestra de referencia es normalizada hasta el 100 %. La termoestabilidad de las diversas variantes 
de fitasa es caracterizada por lo que se conoce como valor T50. La T50 indica la temperatura a la cual persiste un 50
% de actividad residual tras la inactivación térmica, en comparación con una muestra de referencia no sometida a 50
tratamiento térmico. Los cambios que pudiera haber en la termoestabilidad de las dos variantes de fitasa, 
expresados en °C, resultan de la diferencia entre los respectivos valores T50.

Tabla 1: Termoestabilidad (T50) de las variantes de fitasa en °C (véase también la Figura 1). Los cambios con 
respecto a la SEC ID 24 son especificados en intercambios individuales de aminoácidos en la forma [α- aminoácido 
original][posición][aminoácido nuevo]. En este caso el símbolo "-" indica una deleción del aminoácido en cuestión. La 55
numeración de la posición del aminoácido se refiere siempre a la SEC ID 24.
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Mutante Mutación T50 [ °C]

PhV-001 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

84

PhV-002 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

85

PhV-003 D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92A Q121T A123V T152G 
S164E A200N D258N M260I S261H N270Q H374N D398E

85

PhV-004 D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92N Q109N Q121T A123V 
A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q 
H374N D398E

85

PhV-005 P75N D77T D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N 81
PhV-006 Q71E D92N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 81
PhV-007 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 

S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
81

PhV-008 D92N S136K S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N Q406K 81
PhV-009 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M H37Y K76N N78T 

D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
81

PhV-010 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

82

PhV-011 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M H37Y P75N D77T 
D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-012 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N D398E

82

PhV-013 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N D398K

81

PhV-014 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N D398G

81

PhV-015 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q109E 
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-016 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N 
Q109N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-017 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-018 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
S164E A200N D258N S261H N270Q T322Q H374N

81

PhV-019 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T T152A S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-020 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

83

PhV-021 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M D92N Q121T 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-022 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-023 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
S164E A200N D258N S261 H N270Q 1300L H374N

82

PhV-024 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K Q141K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-025 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-026 S1- D2- T3Q A4G P5AA6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N 77SQD79 
D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-027 S1- D2- T3Q A4G P5AA6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N 77SQG79 
D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-028 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K S164E A166E A200N D258N S261 H N270Q H374N

81

PhV-029 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K S164E A166H A200N D258N S261 H N270Q H374N

81

PhV-030 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q H374N

82

PhV-031 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N 
S261 H N270Q H374N

83

PhV-032 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T N159K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-033 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N Q406K

81
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(continuación)
Mutante Mutación T50 [ °C]
PhV-034 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 

A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
81

PhV-035 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N

81

PhV-036 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T A144E S164E A166E A200N D258N S261 H N270Q H374N

82

PhV-037 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T A144E S164E A166H A200N D258N S261 H N270Q H374N

82

PhV-038 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T A144E S164E A200N S217G D258N S261 H N270Q H374N

82

PhV-039 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S164E A166H A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

82

PhV-040 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N D398E

82

PhV-041 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

82

PhV-042 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T S136K S164E Q193L A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-043 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
N119A Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-044 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
N119T Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

81

PhV-045 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

83

PhV-046 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H K268N N270Q I300L 
H374N

81

PhV-047 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T S164E A200N D258N S261 H K268N N270Q I300L H374N

81

PhV-048 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76I N78T D92N 
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

83

PhV-049 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76R N78T D92N 
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-050 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76D N78T D92N 
Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-051 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q118S Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-052 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q118S N119A Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

81

PhV-053 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

83

PhV-054 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q118S N119A Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-055 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261 H N270Q Q276N H374N

83

PhV-056 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N 
S261 H N270Q Q276N N346G H374N

82

PhV-057 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q Q276N I300L 
N346G H374N

82

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261 H N270Q H374N

83

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N
D258N S261H N270Q H374N D398E

83

PhV-060 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q I300L N346G 
H374N

83

PhV-061 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T E155N S164E A200N D258N S261H N270Q D345G H374N

81

PhV-062 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q121T A123V S136K T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

82

PhV-063 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
E155N S164E A200N D258N S261H N270Q Q276N H374N

82
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(continuación)
Mutante Mutación T50 [ °C]
PhV-064 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 

S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
84

PhV-065 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

83

PhV-066 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

83

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

85

PhV-068 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

84

PhV-069 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

84

PhV-070 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

85

PhV-072 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 84

PhV-073 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92N Q109N 
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 83

PhV-074 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92N Q109N 
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N D398E 83

PhV-075 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N 
Q109N Q121T A144E S164E A200N S217G D258N S261H N270Q I300L 
H374N 83

PhV-076 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 84

PhV-077 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 83

PhV-078 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 84

PhV-079 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 83

PhV-080 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
S136K Q141K S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 81

PhV-081 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E 84

PhV-082 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E 
A200N D258N S261 H N270Q Q276N H374N D398E 82

PhV-083 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261 H N270Q Q276N I300L H374N D398E 83

PhV-084 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 
S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 83

PhV-085 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92A Q109N 
Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N 84

PhV-086 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N 
Q109N Q121T A123V S164E A200N D258N S261H K268A N270Q Q276N 
I300L N346G H374N 82

PhV-087 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
E155N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 82

PhV-088 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E 83

PhV-089 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261H N270Q I300L H374N D398E 83

PhV-090 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
E155H S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 82

PhV-091 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
E155G S164E A200N D258N S261H N270Q D345G H374N 82

PhV-092 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
E155N S164E A200N D258N S261H N270Q D345G H374N 82

PhV-093 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q121T 
E155H S164E A200N D258N S261H N270Q D345M H374N 82

PhV-094 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T A123V T152G T156G S164E A200N D258N S261 H N270Q 
Q276N I300L N346G H374N 83
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(continuación)
Mutante Mutación T50 [ °C]
PhV-095 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76I N78T D92N 

Q121T A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N 
D398E 83

PhV-096 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92A Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 84

PhV-097 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q109N 
Q121T A123V Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 85

PhV-098 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 
S136K S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 84

PhV-099 D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N 84

PhV-100 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N H374N 82
PhV-101 N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N H374N 83
PhV-102 N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N H374N 82
PhV-103 N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-104 N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 

N270Q H374N 84
PhV-105 N33D D92N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 83
PhV-106 N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 

H374N 83
PhV-107 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q 

H374N 83
PhV-108 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N 

S261H N270Q H374N 84
PhV-109 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N 83
PhV-110 N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I 

S261H N270Q H374N 84
PhV-111 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I 

S261H N270Q H374N 85
PhV-112 S1-D2-T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N 84
PhV-113 S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N 84
PhV-114 A6D G7K F8M Q9K N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N 84
PhV-115 N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 85
PhV-116 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-117 S1A D2S T3R A4N N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N 84
PhV-118 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N 

M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-119 N33D D92N Q121TT152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-120 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 

D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-121 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 

Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-122 N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H 

N270Q H374N 84
PhV-123 D2E A4E A6S F8Y N33D D92N S164E A200N H374N 82
PhV-124 D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 

D258N S261H H374N 85
PhV-125 N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q 

H374N 84
PhV-126 N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N M260I S261H 

N270Q H374N 84
PhV-127 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N 

M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-128 A4E A6S N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q 

H374N 84
PhV-129 N33D R67L D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 84
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(continuación)
Mutante Mutación T50 [ °C]
PhV-130 L16V N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 83
PhV-131 K12R N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-132 K12R L16V N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 83
PhV-133 S217G D258N M260I S261H N270Q H374N 85
PhV-134 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G 

D258N M260I S261H N270Q H374N 85
PhV-135 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E 

A200N S217G D258N M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-136 N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N 

S217G D258N M260I S261H N270Q H374N 84
PhV-137 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N 

M260I S261H N270Q H374N D398E 83
PhV-138 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N 

S217G D258N M260I S261H N270Q H374N D398E 84
PhV-139 N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N 

S261H N270Q H374N 84
PhV-140 K12R N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N 

S217G D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-141 L16V N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N 

S217G D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-142 N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N 

S217G D258N S261H N270Q H374N 84
PhV-143 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G 

D258N S261H N270Q I300L H374N 84
PhV-144 N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G 

D258N S261H N270Q I300L H374N 84
PhV-145 N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G 

D258N S261H N270Q L371A H374N 84
PhV-146 N33D R67L D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A166E 

A200N S217G D258N S261H N270Q L371A H374N 84
PhV-147 N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G 

D258N S261H N270Q I300L L371A H374N 84

Determinación del perfil de pH

Con el fin de determinar el perfil del pH, se usa para el ensayo de fitasa un tampón de reacción modificado (acetato 
Na 100 mM, glicina 100 mM, imidazol 100 mM, CaCI2 1 mM, Tween 20 0,01 %), que es llevado a valores de pH que 5
están dentro del intervalo de pH 1,5-7 usando ácido clorhídrico diluido. Para determinar la actividad relativa, se 
establece la actividad medida a pH 5,5 en 100 %. Los resultados se muestran en las Tablas 2 y 3.

Tabla 2: Perfiles de pH de algunas variantes de fitasa. La fitasa se expresa en A. niger y se mide directamente a 
partir del sobrenadante del cultivo. La actividad de la fitasa se muestra en % como valor relativo de la actividad 

determinada a pH 5,5 (véase Figura 2A).10

pH 1,5 2 3 4 5,0 5,5 6 7,0

PhV-107 8 24 51 78 117 100 60 3

PhV-108 8 30 57 81 123 100 68 4

PhV-109 6 24 49 76 127 100 59 3

PhV-110 6 27 48 85 134 100 70 4

PhV-111 7 38 76 105 134 100 57 3

PhV-124 7 41 61 76 125 100 67 4
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Tabla 3: Perfiles de pH de algunas variantes de la fitasa. La fitasa se expresa en E. coli y se purifica mediante 
cromatografía de afinidad de níquel. La actividad de la fitasa se muestra en % como un valor relativo de la actividad 

determinada a pH 5,5 (véase Figura 2B).

pH 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 5,5 6 6,5 7

PhV-007 7 23 43 80 126 155 160 142 100 45 13 4

PhV-058 3 22 44 75 108 138 147 132 100 51 15 4

PhV-067 6 32 70 123 171 201 182 158 100 52 17 5

PhV-081 4 23 55 79 110 125 131 130 100 53 16 1

Determinación de la estabilidad a pH 25

Para determinar la estabilidad a pH 2, la muestra de fitasa es diluida en tampón (glicina 250 mM, BSA 3 mg/ml, pH 
2) hasta 30 U/ml. La muestra es incubada durante 30 min a 37 °C. Seguidamente, la muestra es diluida directamente 
con tampón de reacción (acetato Na 250 mM, CaCI2 1 mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5) hasta alcanzar el intervalo de 
medición óptimo para determinar la actividad de la fitasa (aprox. 0,6 U/ml) y se mide la actividad de la fitasa. A modo 
de referencia, la muestra es incubada en paralelo durante 30 min a 37 °C en tampón de reacción con una 10
concentración de 30 U/ml y se analiza, de manera similar, la actividad de la fitasa. Las actividades de las muestras 
sometidas a estrés por pH son normalizadas para ajustarlas al valor de referencia, que se establece en un 100 % de 
estabilidad. Como comparación con una fitasa comercial, se emplea igualmente en el ensayo Natuphos® (BASF).

Tabla 4: Determinación de la estabilidad a pH 2 de algunas variantes de fitasa y de la fitasa Fus5#2 y la fitasa 
comercial Natuphos®. Las muestras con una estabilidad > 90 % se designan como “estables”. A fin de establecer 15
una mejor diferenciación gradual entre las muestras inestables, las estabilidades medidas se indican en %.

Fitasa Estabilidad 
a pH 2

Natuphos® 65%
Fus5#2 SEC ID 18 estable
Mutante Mutación con respecto a la SEC ID 24
PhV-056 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N 

S261H N270Q Q276N N346G H374N
estable

PhV-057 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q Q276N I300L 
N346G H374N

estable

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N

estable

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N D398E

estable

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N

estable

PhV-081 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N D398E

estable

PhV-107 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N estable
PhV-108 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H 

N270Q H374N
estable

PhV-109 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N S261H 
N270Q H374N

estable

PhV-110 N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 S261H 
N270Q H374N

estable

PhV-111 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 
N270Q H374N

estable

Determinación de la estabilidad frente a la pepsina 

Para determinar la estabilidad frente a la pepsina, la muestra de fitasa es diluida hasta 30 U/ml en tampón que 
comprende pepsina (glicina 250 mM, BSA 3 mg/ml, pH 2, pepsina 10 mg/ml (Sigma P-7000, 445 U/mg). La muestra 20
es incubada durante 30 min a 37 °C. A continuación, la muestra es diluida directamente con tampón de reacción 
(acetato Na 250 mM, CaCI2 1 mM, Tween 20 0,01 %, pH 5,5) hasta alcanzar el intervalo de medición óptimo para 
determinar la actividad de la fitasa (aprox. 0,6 U/ml), y se determina la actividad de la fitasa. A modo de referencia, la 
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muestra es incubada en paralelo durante 30 min 5 a 37 °C en tampón de reacción pH 5,5 con una concentración de 
30 U/ml y se analiza de manera similar la actividad de la fitasa. Las actividades de las muestras tratadas con 
pepsina son normalizadas para ajustarlas al valor de referencia, que se establece en el 100 % de estabilidad. Como 
comparación con una fitasa comercial, se emplea igualmente en el ensayo Natuphos® (Natuphos® 10000L, BASF).

Tabla 5: Determinación de la estabilidad frente a la pepsina de algunas variantes de fitasa y de la fitasa Fus5#2 y la 5
fitasa comercial Natuphos®. Las muestras con una estabilidad > 80 % son designadas como "estables". A fin de 
establecer una mejor diferenciación gradual entre las muestras inestables, las estabilidades medidas se indican en 
%.

Fitasa Estabilidad 
frente a la 
pepsina

Natuphos® 20 %
Fus5#2 SEC ID 18 1 %

Mutante Mutación con respecto a la SEC ID 24
PhV-056 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N 

S261 H N270Q Q276N N346G H374N
estable

PhV-057 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N 
Q109N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q Q276N I300L 
N346G H374N

estable

PhV-058 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N

estable

PhV-059 D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N D398E

estable

PhV-067 S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T 
A123V S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

estable

PhV-081 Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N D398E estable
PhV-107 N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q 

H374N
estable

PhV-108 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N 
S261H N270Q H374N

estable

PhV-109 N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N 
S261H N270Q H374N

estable

PhV-110 N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I 
S261H N270Q H374N

estable

PhV-111 N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I 
S261H N270Q H374N

estable
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<211> 17
<212> ADN30
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador
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<220>
<221> misc_feature
<222> (6)..(6)
<223> n es a, c, g o t

5
<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)
<223> n es a, c, g o t

10
<400> 1
gayccnytnt tycaycc 17

<210> 2
<211> 1715
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador20

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)
<223> n es a, c, g o t25

<220>
<221> misc_feature
<222> (12)..(12)
<223> n es a, c, g o t30

<400> 2
ggngtrttrt cnggytg 17

<210> 335
<211> 17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature
<222> (9)..(9)45
<223> n es a, c, g o t

<400> 3
gcdatrttng trtcrtg 17

50
<210> 4
<211> 16
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

55
<220>
<223> Cebador

<220>
<221> misc_feature60
<222> (5)..(5)
<223> n es a, c, g o t

<220>
<221> misc_feature65
<222> (10)..(10)
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<223> n es a, c, g o t

<220>
<221> misc_feature
<222> (13)..(13)5
<223> n es a, c, g o t

<400> 4
wcagntgwtn gtnctg 16

10
<210> 5
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

15
<220>
<223> Cebador

<400> 5
cttcgagagc cactttatta ccgtcg 2620

<210> 6
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Cebador

<400> 630
ccaatgttgt gctgctgaca atagg 25

<210> 7
<211> 25
<212> ADN35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

40
<400> 7
ccgaactcat cagcgctaaa gatgc 25

<210> 8
<211> 1645
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador50

<220>
<221> misc_feature
<222> (8)..(8)
<223> n es a, c, g o t55

<400> 8
cawcgwcnga sasgaa 16

<210> 960
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>65
<223> Cebador
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<400> 9
cgcagtttga cttgatgtcg cgcacg 26

<210> 10
<211> 265
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador10

<400> 10
gtcgcgcacg ccctatatcg ccaagc 26

<210> 1115
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador

<400> 11
ctgcaaacca tcgcacacgc actgg 25

25
<210> 12
<211> 1341
<212> ADN
<213> Hafnia sp.

30
<220>
<221> péptido señal
<222> (1)..(99)

<400> 1235
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<210> 13
<211> 446
<212> PRT5
<213> Hafnia sp.

<220>
<221> SEÑAL
<222> (1)..(33)10

<400> 13
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<210> 14
<211> 1074
<212> ADN5
<213> Hafnia sp.

<400> 14

10

<210> 15
<211> 270
<212> ADN
<213> Yersinia mollaretii15

<400> 15
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<210> 16
<211> 1344
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<220>
<221> péptido señal
<222> (1)..(99)

<400> 1615
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<210> 17
<211> 447
<212> PRT5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<220>
<221> SEÑAL
<222> (1)..(33)

<400> 1715
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<210> 18
<211> 414
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> proteína quimérica

<400> 18
10
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<210> 19
<211> 1245
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<400> 19
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<210> 20
<211> 6729
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<400> 20

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



34

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



35

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



36

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



37

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



38

<210> 21
<211> 46
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

10
<400> 21
ctatggatcc gcatcatcat catcatcaca gtgataccgc ccctgc 46

<210> 22
<211> 673815
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética20

<400> 22

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



39

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



40

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



41

E12773585
11-02-2016ES 2 562 654 T3

 



42

<210> 23
<211> 10331
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<400> 23
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<210> 24
<211> 414
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> construcción sintética

<400> 24
10
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<210> 25
<211> 1245
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> gen sintético adaptado para el uso de codones de Aspergillus niger

10
<400> 25
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<210> 26
<211> 10331
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> construcción sintética

10
<400> 26
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REIVINDICACIONES

1. Una fitasa que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos 90 % de identidad con la secuencia de 
aminoácidos de la SEC ID 24.

2. La fitasa de acuerdo con la reivindicación 1, que tiene una modificación de aminoácidos en al menos una de las 
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en la posición 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 12, 16, 33, 37, 67, 71, 75, 76, 5
77, 78, 92, 109, 118, 119, 120, 121, 123, 136, 141, 144, 152, 155, 156, 159, 164, 166, 193, 200, 217, 258, 260, 261, 
268, 270, 276, 300, 322, 345, 346, 371, 374, 398 y 406, en base a la posición de acuerdo con la SEC ID 24.

3. La fitasa de acuerdo con la reivindicación 2, que tiene 5, preferentemente 6, 7, 8, 9 o 10, de las modificaciones.

4. La fitasa de acuerdo con la reivindicación 1, que tiene al menos una de las modificaciones seleccionadas del 
grupo que consiste en S1-; D2-,E; T3Q, A4G,E; P5A; A6S,D; G7K; F8Y,M; Q9K; K12R; L16V; N33D,M; H37Y; R67L; 10
Q71 E; P75N; K76N,1; D77T; N78T; D92A,E,N,T,V; Q109N,E; Q118S; N119A,T; I120L; Q121T; A123V; S136K; 
Q141K; A144E; T152G,A; E155N; T156G; Q159N; S164E; A166E,H; Q193L; A200N; S217G; D258N; M260I; S261 
H; K268N; N270Q; Q276N; 1300L; T322Q; D345G; N346G; L371A; H374N; D398E y Q406K respecto a la secuencia 
de aminoácidos de la SEC ID 24.

5. La fitasa de acuerdo con la reivindicación 4, que tiene 5, preferentemente 6, 7, 8, 9 o 10, de las modificaciones.15

6. La fitasa de acuerdo con la reivindicación 1, que tiene al menos una de las modificaciones acumuladas 
seleccionadas del grupo que consiste en

(PhV-001) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N 
S261H N270Q H374N D398E

(PhV-002) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N 
S261H N270Q H374N D398E

(PhV-003) D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92A Q121T A123V T152G S164E A200N 
D258N M260I S261H N270Q H374N D398E

(PhV-004) D2E A4E A6S F8Y N33M R67L K76N N78T D92N Q109N Q121T A123V A144E T152G 
Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q H374N D398E

(PhV-020) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-031) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261 H N270Q 
H374N

(PhV-048) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76I N78T D92N Q121T T152G 
S164E A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-053) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T A123V 
T152G S164E A200N D258N S261H N270Q I300L H374N

(PhV-055) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 
N270Q Q276N H374N

(PhV-058) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 
N270Q H374N

(PhV-059) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 
N270Q H374N D398E

(PhV-060) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T 
T152G S164E A200N D258N S261H N270Q I300L N346G H374N

(PhV-064) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N

(PhV-065) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N

(PhV-066) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T S164E A200N 
D258N S261 H N270Q H374N

(PhV-067) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-068) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-069) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-070) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E 
A200N D258N S261H N270Q H374N

(PhV-072) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T S164E A200N 
D258N S261H N270Q H374N

(PhV-073) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92N Q109N Q121T S164E 
A200N D258N S261H N270Q I300L H374N
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(continuación)
(PhV-074) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92N Q109N Q121T S164E 

A200N D258N S261H N270Q I300L H374N D398E
(PhV-075) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92N Q109N Q121T A144E 

S164E A200N S217G D258N S261H N270Q I300L H374N
(PhV-076) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T A123V S164E 

A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N
(PhV-077) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92E Q121T A123V S164E 

A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N
(PhV-078) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92T Q121T A123V S164E 

A200N D258N S261 H N270Q I300L H374N
(PhV-079) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92V Q121T A123V S164E 

A200N D258N S261H N270Q I300L H374N
(PhV-081) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T A123V T152G S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N D398E
(PhV-083) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 

N270Q Q276N I300L H374N D398E
(PhV-084) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E 

A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-085) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92A Q109N Q121T S164E 

A200N D258N S261H N270Q I300L H374N
(PhV-088) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G T156G S164E A200N D258N 

S261H N270Q H374N D398E
(PhV-089) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 

N270Q I300L H374N D398E
(PhV-094) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q109N Q121T 

A123V T152G T156G S164E A200N D258N S261 H N270Q Q276N I300L N346G H374N
(PhV-095) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76I N78T D92N Q121T A144E 

T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q H374N D398E
(PhV-096) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76I N78T D92A Q121T A123V S164E 

A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-097) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q109N Q121T A123V 

Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-098) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R K76N N78T D92A Q121T S136K S164E 

A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-099) D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 

N270Q H374N
(PhV-101) N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N H374N
(PhV-103) N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-104) N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-105) N33D D92N S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
(PhV-106) N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H H374N
(PhV-107) N33D K76N N78T D92N Q121T S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-108) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261H N270Q 

H374N
(PhV-109) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N D258N S261H N270Q 

H374N
(PhV-110) N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q 

H374N
(PhV-111) N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H N270Q 

H374N
(PhV-112) S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q 

H374N
(PhV-113) S1- D2- T3Q A4G P5A N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q 

H374N
(PhV-114) A6D G7K F8M Q9K N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-115) N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M2601 

S261H N270Q H374N
(PhV-116) N33D D92N Q121 T A123V A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I 

S261H N270Q H374N
(PhV-117) S1A D2S T3R A4N N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-118) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-119) N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-120) D2E A4E A6S F8Y N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 

N270Q H374N
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(continuación)
(PhV-121) S1- D2- T3Q A4G P5A A6D G7K F8M Q9K K12R N33M K76N N78T D92N Q121T T152G 

S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
(PhV-122) N33M K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H N270Q H374N
(PhV-123) D2E A4E A6S F8Y N33D D92N S164E A200N H374N
(PhV-124) D2E A4E A6S F8Y N33D K76N N78T D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261 H 

H374N
(PhV-125) N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-126) N33D D92A Q121T A123V T152G S164E A200N D258N M260I S261H N270Q H374N
(PhV-127) N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-128) A4E A6S N33D D92N Q121T T152G S164E A200N D258N S261H N270Q H374N
(PhV-129) N33D R67L D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-130) L16V N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-131) K12R N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-132) K12R L16V N33D D92N Q121T T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-133) N33D R67L D92N Q121T A123V T152G Q159N S164E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N
(PhV-134) N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I 

S261H N270Q H374N
(PhV-135) N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N 

M260I S261H N270Q H374N
(PhV-136) N33D D92A Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N 

M260I S261 H N270Q H374N
(PhV-137) N33D D92A Q121T T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N M260I S261H 

N270Q H374N D398E
(PhV-138) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G Q159N S164E A166E A200N S217G D258N 

M260I S261 H N270Q H374N D398E
(PhV-139) N33D D92N Q121T A144E T152G Q159N S164E A200N S217G D258N S261H N270Q 

H374N
(PhV-140) K12R N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q H374N
(PhV-141) L16V N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q H374N
(PhV-142) N33D R67L D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 

H N270Q H374N
(PhV-143) N33D D92N Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q I300L H374N
(PhV-144) N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q I300L H374N
(PhV-145) N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H

N270Q L371A H374N
(PhV-146) N33D R67L D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A166E A200N S217G D258N 

S261H N270Q L371A H374N y
(PhV-147) N33D D92N I120L Q121T A123V A144E T152G S164E A200N S217G D258N S261 H 

N270Q I300L L371A H374N.

7. La fitasa de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene al menos un intercambio de 
aminoácidos conservador en al menos una posición en comparación con una de las fitasas de acuerdo con 
cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6.5

8. La fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es una fitasa aislada.

9. La fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que tiene una estabilidad elevada frente a 
la pepsina, una termoestabilidad elevada y/o una actividad específica elevada en comparación con las dos fitasas de 
tipo silvestre de Yersinia mollaretii y de Hafnia sp.

10. La fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que los aminoácidos no están 10
modificados en las posiciones R18, H19, G20, R22, P24 y H306, D307 respecto a la SEC ID 24.

11. Una secuencia de ácido nucleico aislada, que codifica una fitasa, que codifica una de las fitasas de acuerdo con 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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12. Una secuencia de ácido nucleico aislada, que codifica una fitasa, que hibrida en condiciones altamente rigurosas 
con la cadena complementaria de una de las secuencias de acuerdo con la reivindicación 11.

13. Un vector de expresión recombinante que comprende una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con la 
reivindicación 11 o 12.

14. Una célula hospedadora recombinante que comprende una secuencia de ácido nucleico de acuerdo con la 5
reivindicación 11 o 12 o el vector de acuerdo con la reivindicación 13.

15. Un organismo de producción recombinante no humano que comprende una secuencia de ácido nucleico de 
acuerdo con la reivindicación 11 o 12 o el vector de acuerdo con la reivindicación 13.

16. Un aditivo para piensos para animales que comprende al menos una de las fitasas de acuerdo con cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 10 y otros aditivos para piensos.10

17. Un pienso para animales que comprende al menos una de las fitasas de acuerdo con cualquiera de las 
reivindicaciones 1 a 10.

18. El uso de una fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o del aditivo para piensos para 
animales de acuerdo con la reivindicación 16 en un pienso para animales.

19. El uso de una fitasa de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, del aditivo para piensos para 15
animales de acuerdo con la reivindicación 16 o del pienso para animales de acuerdo con la reivindicación 17 para 
reducir el contenido de fosfato en el estiércol del ganado.
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