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RESUMO

“FITASES”

A presente invengdo refere-se a enzimas e processos. Em
particular, ¢é descrita uma célula hospedeira transformada ou
transfectada com um &cido nucleico que codifica uma enzima

fitase bacteriana e suas variantes.



DESCRICAO

“FITASES”

A presente invencao refere-se a fitases, sequéncias
nucleotidicas para as mesmas, métodos de produgao de fitases e

sua utilizacéao.

CAMPO DA INVENGAO

A presente 1invencdo refere-se ao campo de enzimas para
aditivos de racdes. De um modo mais especifico, a presente
invencao refere-se a fitases que podem ser utilizadas para

melhorar a digestdo de fosfato em alimentos e ragdes animais.

ANTECEDENTES TECNICOS E TECNICA ANTERIOR

O fitato é a maior forma de armazenamento de fdésforo em
cereals e legumes. No entanto, os animais monogastricos, tal
como o porco, aves domésticas e peixe, nao estdao aptos para
metabolizar ou absorver fitato (ou &acido fitico) e, portanto, é
excretado levando a poluicdo por fésforo em &reas de intensa
producao de gado. Além disso, o acido fitico também actua como
um agente anti-nutricional em animais monogastricos por quelacdo

de agentes metdlicos, tais como calcio, cobre e zinco.

De modo a proporcionar fosfatos suficientes para o



crescimento e saude destes animais, ¢ adicionado fosfato
inorgdnico as suas dietas. Essa adicdo pode ser dispendiosa e

aumenta ainda os problemas de poluicao.

Através da accédo de fitase, o fitato &, geralmente,
hidrolisado para obter fosfatos de inositol inferiores e fosfato
inorgdnico. As fitases sdo uteis como aditivos para racgdes
animais onde melhoram a disponibilidade de fésforo organico ao
animal e diminuem a poluicdo de fosfato do ambiente (Wodzinski

RJ, Ullah AH. Adv Appl Microbiol. 42, 263-302 (1996)).

Foram descritas na literatura uma variedade de fitases de
origem fungica (Wyss M. et al., Appl. Environ. Microbiol. 65
(2), 367-373 (1999); Berka R.M. et al., Appl. Environ.
Microbiol. 64 (11), 4423-4427 (1998); Lassen S. et al., Appl.
Environ. Microbiol. 67 (10), 4701-4707 (2001)) e Dbacteriana
(Greiner R. et al., Arch. Biochem. Biophys. 303 (1), 107-113
(1993); Kerovuo et al., Appl. Environ. Microbiol. 64 (6),
2079-2085 (1998); Kim H.W. et al., Biotechnol. Lett. 25,
1231-1234 (2003); Greiner R. et al., Arch. Biochem. Biophys. 341
(2), 201-206 (1997); Yoon S.J. et al., FEnzyme and microbial
technol. 18, 449-454 (1996); Zinin N.V. et al., FEMS Microbiol.
Lett. 236, 283-290 (2004)).

Por exemplo, as enzimas fitase E. coli mutantes e suas
variantes naturais sdo conhecidas do documento WO 2004/015084 e
as fitases produzidas de Citrobacter braakii sao conhecidas do
documento WO 2004/085638. As fitases Dbacterianas adicionais
foram proporcionadas utilizando métodos de amostragem e rastreio
(Zzinn N. V. et al., Biotehnologia, Glavnoe Upravlenie

Mikrobiologiceskoj Promy Lennosti Pri, 2, 3-10 (2003)).



No entanto, até a data, nenhuma destas fitases apresenta as
propriedades necessdrias para utilizacdo eficaz como suplemento
de racdes animais. Em particular, as fitases fungicas tendem a
ser proteoliticamente instaveis (Igbasan F.A. et al., Arch.
Anim. Nutr. 53,353-373 (2000)) e, portanto, susceptiveis a
degradacao, enquanto muitas fitases bacterianas possuem uma
especificidade de substrato limitada para fitato isolado e
degradam deficientemente fosfatos de inositol de graus
intermédios de fosforilacdao (Greiner R. et al., Arch. Biochem.
Biophys. 303 (1), 107-113 (1993); Kerovuo J et al., Biochem. J.
352, 623-628 (2000)). Verifica-se que é altamente desejavel uma
fitase termoestdvel e estdvel a acidos com vasta especificidade
de substrato e elevada actividade especifica, de um modo
particular, para efeitos de nutrigdo animal (Vats P et al.,

Enzyme and Microbial Technology. 35, 3-14 (2004)).

Assim, existe uma necessidade para fitases melhoradas.

SUMARIO DA INVENGAO

Num aspecto lato, a presente invencao refere-se a moléculas
de &4cido nucleico isoladas que codificam para fitases derivadas
de uma bactéria e suas formas modificadas. Em particular, a
invencdo refere-se a moléculas de 4&acido nucleico isoladas que
codificam para fitases derivadas da bactéria Buttiauxella sp. e
suas variantes/formas modificadas seleccionadas e/ou construidas
para caracteristicas melhoradas comparadas a enzima de tipo

selvagem (progenitora).

A presente invencdo € vantajosa uma vez gue proporciona uma

molécula de 4&cido nucleico isolada que codifica para novas



fitases que possuem propriedades tornando-as particularmente
Uteis e eficazes como enzimas alimentares. Em particular, a
invencdo refere-se a uma molécula de acido nucleico isolada que
codifica para polipéptidos de fitases novos isolados e/ou
purificados como aqui descritos ou um seu fragmento funcional ou

variantes ou suas formas modificadas, ou sua forma modificada.

Para ser eficaz como aditivo enzimdtico para alimentos ou
racbes animais, a fitase tem de combinar uma variedade de
propriedades diferentes. De modo a estar apta para degradar
dcido fitico no ambiente acidico de um estdmago de animal, tem
de estar activa a pH baixo, de um modo preferido, ao longo de
uma vasta gama de valores de pH. Além disso, tem de possuir
actividade especifica elevada e, de um  modo preferido,
termoestabilidade elevada para permitir a proteina suportar
temperaturas elevadas habitualmente utilizadas em preparacao de

racdes, tais como granulados alimentares.

E também importante que a enzima possua vasta especificidade
de substrato, permitindo-a hidrolisar nado apenas fitato mas
também produtos intermedidrios de degradacdao de fitato, tais
como pentafosfatos, tetrafosfatos e trifosfatos de inositol.
Estudos de degradacdo de fitato em porcos mostram gue estes
oligofosfatos de inositol, por outro lado, permanecem largamente
insoluveis no intestino delgado e grosso e, deste modo,
inacessiveis a fosfatases alcalinas produzidas pelo animal e
microflora intestinal (Schlemmer U. et al., Arch. Anim. Nutr.
55, 255-280 (2001)). Foram identificadas variacdes em perfis de
especificidade de substrato de enzimas diferentes. Por exemplo,
trifosfatos de inositol gerados pela fitase de B. subtilis séao
essencialmente resistentes a hidrdlises adicionais por esta

enzima [Kerovuo J. et al., Biochem J. 352, 623-628 (2000)].



Noutro aspecto da invencao, € proporcionado um plasmideo ou
um sistema de vectores, ou um organismo transformado ou
transgénico, compreendendo uma molécula de Adcido nucleico
isolada que codifica uma fitase nova como aqui descrita ou uma

sua forma modificada.

Noutro aspecto, a presente invencao refere-se a organismos
transgénicos modificados para expressar uma nova fitase, como
aqui descrita ou uma sua forma modificada e, sendo, portanto,
capaz de produzir uma fitase. A presente invencado proporciona
ainda meios e métodos para a producao biotecnoldgica de fitases

e descreve a sua utilizacgdo como suplementos alimentares.

Aspectos da presente invencgao sao apresentados nas

reivindicag¢des e no seguinte comentario.

Para facilidade de referéncia, estes e outros aspectos da
presente invengdo sao agora discutidos nas secg¢gdes com titulos
apropriados. No entanto, os ensinamentos em cada secgdo nao sao

necessariamente limitados a cada secg¢ao particular.

Como utilizados com referéncia a presente invencdo, os termos
“produzir”, “produzindo”, “produzido”, “produzivel”, “producao”
sdo sindénimos com oS8 respectivos termos “preparar”, *“preparando”,

“preparado”, “preparacado”, *“gerado”, “geracdo” e “preparavel”.

Como utilizados com referéncia a presente invencdo, os termos
“expressao”, “expressa’, “expressado” e “expressavel” sao
sinénimos com os respectivos termos *“transcricao”, “transcreve”,

“transcrito” e “transcritivel”.



Como utilizados com referéncia a presente invencido, o0s termos
“transformacao” e “transfeccao” referem-se a um método de
introducdo de sequéncias de &cidos nucleicos em hospedeiros,

células hospedeiras, tecidos ou érgaos.

Outros aspectos relativos as sequéncias nucleotidicas que
podem ser utilizadas nos métodos da presente invencao, incluem:
uma construgdo compreendendo as sequéncias da presente invencgao;
um vector compreendendo as sequéncias para utilizacdo na presente
invencao; um plasmideo compreendendo as sequéncias para utilizacao
na presente invengdo; uma célula transformada compreendendo as
sequéncias para wutilizacdo na presente invencao; um tecido
transformado compreendendo as sequéncias para utilizagdo na
presente invencao; um  orgao transformado compreendendo as
sequéncias para utilizacdo na presente invencado; um hospedeiro
transformado compreendendo as sequéncias para utilizagao na
presente invengdao; um organismo transformado compreendendo as
sequéncias para wutilizacdo na presente invencao. A presente
invencao inclui, também, métodos de expressdo da sequéncia
nucleotidica para utilizacdo na presente invencdao utilizando a
mesma, tal como expressdao numa célula hospedeira; incluindo
métodos para transferir a mesma. A presente invencdo inclui,
ainda, métodos de isolamento da sequéncia nucleotidica, tal como

isolamento de uma célula hospedeira.

Outros aspectos, considerando as sequéncias de aminoédcidos
para utilizagdo na presente invencdao, incluem: uma construgado que
codifica as sequéncias de aminodcidos para utilizacdo na presente
invencdo; um vector que codifica as sequéncias de aminodcidos para
utilizagcdao na presente invencdo; um plasmideo que codifica as
sequéncias de aminodcidos para utilizacdo na presente invencao;

uma célula transformada que expressa as sequéncias de aminodcidos



para utilizacdo na presente invengao; um tecido transformado que
expressa as sequéncias de aminodcidos para utilizacdo na presente
invencdao; um o6rgdo transformado que expressa as sequéncias de
aminoadcidos para utilizacdo na presente invencdo; um hospedeiro
transformado que expressa as sequéncias de aminodcidos para
utilizacdao na presente invencgdo; um organismo transformado que
expressa as sequéncias de aminodcidos para utilizacdo na presente
invencao. A presente invencao inclui, também, métodos de
purificacdo de sequéncias de aminodcidos para wutilizacdo na
presente invencdo utilizando os mesmos, tal como expressao numa
célula hospedeira; incluindo métodos de transferéncia da mesma e,

depois, purificacdao da referida sequéncia.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

A Figura 1 apresenta a andlise por SDS PAGE da fitase
recombinante de Buttiauxella P1-29 purificada por
cromatografia em DEAE-Sepharose. A figura apresenta o
espectro de varrimento de uma imagem fotogrdfica digital da

pista contendo uma amostra da fitase Buttiauxella.

A Figura 2 apresenta o perfil de ©pH da fitase de
Buttiauxella P1-29.

A Figura 3 apresenta a especificidade de substrato da fitase
recombinante purificada de Buttiauxella P1-29 com fracgdes

de fosfato de inositol de diferentes graus de fosforilacao e

substratos modelo. Abreviaturas: IP6 - &cido fitico, 1IP5,
IP4 e IP3 - misturas de penta-, tetra- e trifosfatos de
inositol isomérico, respectivamente. Fru P2 - frutose 1,6-

difosfato, Fru Pl - frutose 6-fosfato.



A SEQ ID N°: 1 lista a sequéncia obtida para identificacéao

da estirpe bacteriana.

A SEQ ID N°: 2 lista a sequéncia polinucleotidica

compreendendo o gene de fitase de Buttiauxella P1-29.

A SEQ ID N°: 3 lista a sequéncia de aminodcidos do gene de

fitase de Buttiauxella P1-29.

DIVULGAGAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdao caracteriza uma molécula de Aacido
nucleico isolada que <codifica uma enzima compreendendo a
sequéncia de aminoéacidos correspondendo a fitase
Buttiauxella sp. ou uma forma modificada, um homdélogo, uma

variante, um equivalente funcional ou um seu fragmento eficaz.

O termo “fitase” significa uma proteina ou polipéptido que é
capaz de catalisar a hidrélise de ésteres de &acido fosférico,
incluindo fitato e 1libertando fosfato inorgénico. Algumas
fitases sao capazes de hidrolisar, além do fitato, pelo menos,
alguns dos fosfatos de inositol de graus intermédios de

fosforilacao.

O termo “correspondendo a fitase Buttiauxella sp.” significa
gque a enzima nao necessita de ser obtida de uma fonte de
Buttiauxella sp. Em vez disso, a enzima, de um modo preferido,
tem de possulr as mesmas caracteristicas funcionais ou sequéncia
como as da fitase Buttiauxella sp. Por exemplo, a Fitase

Buttiauxella sp. pode ser uma variante derivada de uma



Buttiauxella sp., mas qgue nao estd naturalmente presente na

espécie Buttiauxella.

A Buttiauxella spp. inclui Buttiauxella agrestis,
Buttiauxella brennerae, Buttiauxella ferragutiae, Buttiauxella
gaviniae, Buttiauxella izardii, Buttiauxella noackiae,
Buttiauxella warmboldiae. As estirpes da espécie Buttiauxella
estdo disponiveis de DSMZ, o Centro Alemdo de Recursos Nacionais
para Material Bioldgico. As fitases sao, de um modo preferido,
identificadas a partir de Buttiauxella spp pelos métodos aqui
descritos, por exemplo, hibridacdo com a SEQ ID N°: 2. As
estirpes preferidas de Buttiauxella sSpp. para 1isolamento de
polipéptidos e ou polinucledtidos da invencao sao listadas nos

exemplos.

Os termos “fitase do tipo selvagem” ou “tipo selvagem”, de
acordo com a invencado, descrevem uma enzima fitase com uma

sequéncia de aminodcidos encontrada na natureza.

Os termos “variante de enzima fitase”, “variante fitase” ou
“variante”, de acordo com a invencgado, descrevem uma enzima
fitase com uma sequéncia de aminodcidos derivada da sequéncia de
aminodcidos de uma fitase progenitora mas que difere por uma ou
mais substituicdes, insercdes e/ou deleccdes de aminodcidos, que
em conjunto sdo referidas como “mutacdes”. E considerado que uma
variante de enzima fitase pode também ser uma enzima fitase
progenitora para outros ciclos de métodos de preparacgao de

variantes fitase, tais como evolucgdo molecular.

O termo “polipéptido(s) homdlogo(s)”, de acordo com a
presente invencao, aqui descrito também como “homdlogos”,

descreve polipéptidos, de um modo preferido, enzimas fitases



(i. e., *“fitases homélogas” ou “enzimas homdlogas”) com uma
identidade de sequéncia de mais de 75% comparadas a uma primeira
sequéncia de aminodcidos de polipéptidos/fitases/enzimas, de um
modo preferido, possui, pelo menos, 80%, 85%, 90%, 95%, 90%,

97%, 98% ou 99% de homologia de sequéncia.

0 termo “seu equivalente funcional” significa que a enzima
tem de possuir, aproximadamente, as mesmas caracteristicas
funcionais que as da fitase Buttiauxella sp. 0O termo “forma
modificada” ou “variante” significa que a enzima foi modificada
a partir da sua forma original mas continua a ter as mesmas
caracteristicas funcionais enzimdticas que as da fitase
Buttiauxella sp. Em particular, os termos *“variante” ou “forma
modificada” incluem enzimas fitase com uma sequéncia de
aminodcidos derivada da sequéncia de aminocdcidos da fitase
progenitora/tipo selvagem e possuindo uma ou mais substituigdes,
insercdes e/ou deleccgdes de aminocdcidos, que em conjunto séo
referidas como mutagdes. As formas modificadas ou variantes
podem apresentar caracteristicas enzimaticas alteradas
comparadas a enzima progenitora. De um modo preferido, as formas
modificadas ou variantes possuem um ou mais dos seguintes
fendétipos melhorados: termoestabilidade aumentada e/ou; uma
estabilidade proteolitica (por exemplo, pepsina) aumentada e/ou;
uma actividade especifica aumentada e/ou; especificidade de
substrato mais wvasta e/ou; uma actividade sobre uma gama de pH
mais vasta. O termo fragmento “funcional” ou *“eficaz” significa
um fragmento ou porcgdo da fitase Buttiauxella sp. gque mantém,

aproximadamente, a mesma fungdo ou efeito enzimatico.

De um modo preferido, a enzima fitase codificada pela
molécula de 4&cido nucleico isolada deste aspecto da presente

invencadao possuili a mesma sequéncia ou uma sequéncia que €, pelo
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menos, 80% idéntica (homdloga) a da fitase Buttiauxella sp.

De um modo adegquado, a enzima codificada pela molécula de
dcido nucleico isolada compreende a sequéncia de aminodcidos
como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia possuindo,
pelo menos, 80% de identidade (homologia) a esta. Numa forma de
realizacado preferida, a invencdo proporciona uma molécula de
dcido nucleico isolada e/ou purificada que codifica para
polipéptido possuindo a sequéncia de aminodcidos como exposta em
SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia possuindo, pelo menos, 80% de
identidade (homologia) a esta. Quando se refere a SEQ ID N°: 3 e
polipéptidos compreendendo a SEQ ID N°: 3, ¢é considerado qgue
isto também se refere a polipéptidos que sao co- ou
pdés-traducionalmente processados durante a expressao, por
exemplo, por clivagem de péptidos de sinal. A clivagem
pdés-traducional pode também ocorrer no terminal C. Portanto,
numa forma de realizacdo preferida, o seu fragmento funcional é
o polipéptido maduro produzido pelo hospedeiro nativo ou um

hospedeiro de expressao apropriado adequado.

Noutra forma de realizacdo, a fitase <codificada pela
molécula de 4&acido nucleico isolada € caracterizada por ser
derivada da estirpe Buttiauxella sp. Pl1-29 depositada sob o

numero de acesso NCIMB 41248.

Numa forma de realizacao preferida, a invencao refere-se a
uma fitase codificada pela molécula de acido nucleico isolada da
invencao, de acordo com qualquer forma de realizacdo do primeiro
aspecto da invengao, gue compreende uma ou mais mutagdes nas
seguintes posigdes (numeracao de acordo com a numeragao em

SEQ ID N°: 3):

11



70, 122, 125, 167, 193, 197, 204, 209, 211, 221, 223, 225,

59,

242, 244, 268, 281, 289, 294, 303, 336, 351.

240,

da enzima

enese

-

terizadas por mutag

des sao carac

Estas posic

levando a um melhoramento nas caracteristicas de

nestas posicdes

enzima pretendida.

As seguintes substituicgcdes podem ser variantes preferidas:

W ou Y;

N, P, Q, R, S, T, V,

M,

C,

K 59 A,

W ou Y;

D’ EI FI G’ HI II KI L’ MI NI Pl Q’ RI SI v/

C,

T 70 A,

W, ou

v,

W ou Y;

Ml NI PI QI Rl SI T’ v’

L,

E, F,

C,

D 125 A&,

W ou Y;

NI PI Q/ R’ SI VI

M,

D, E, F,

C,

T 167 A,

W ou Y;

NI PI QI Rl SI T’ v’

M,

D,

C,

H 193 A,

W ou Y;

N, P, Qr Rr Sr TI V’

M,

DV E’ GI HI

C,

F 197 A,

W ou Y;

NI PI Ql RI SI v’

M,

D,

C,

T 204 A,

W ou Y;

NI PI Q/ R’ SI VI

M,

D, E, F,

C,

T 209 A,

W ou Y;

N/ P, Qr Rr SI T’ V,

M,

W ou Y;

N, P, Qr Rr Sr TI V’

M,

D, E, F,

C,

G 221 A,

W ou Y;

DI EI FI GI HI KI LI Ml NI PI QI Rl SI T’ v’

C,

I 223 A,

W ou Y;

NI PI Q/ R’ TI VI

M,

D, E, F,

C,

S 225 A,

W ou Y;

LI Ml NI PI QI Rl SI T’ v’

14

I

D,

C,

K 240 A,

W ou Y;

M’ N’ PI QI R/ S’ TI VI

L,

E,

D,

A 242 C,

W ou Y;

NI PI QI Rl SI T’ VI

M,

E, F,

C,

D 244 A,

W ou Y;

N, P, Qr Rr Sr TI V’

M,

E,

D,

A 268 C,

W ou Y;

Ml NI PI QI Rl SI T’ VI

K,

D,

C,

L 281 A&,

W ou Y;

N, P, R/ Sr TI VI

M,

D, E, F,

C,

Q 289 A,

W ou Y;

MI NI PI QI Rl SI TI VI

L,

D, E, F,

C,

N 303 A,

W ou Y;

Dl EI FI GI HI KI LI MI NI PI QI Rl SI TI VI

C,

I 336 A,

12



N 351 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, WouY.

Por “mutacdes conservadoras” entendem-se mutacdes em
residuos de aminocdcidos que sdo conservadores em termos das
caracteristicas de aminodacidos comparados ao residuo de
aminodcidos indicado. As caracteristicas de aminodcidos incluem
o tamanho do residuo, hidrofobicidade, polaridade, carga, valor
de pK e outras caracteristicas de aminodcido conhecidas na
técnica. As mutacdes conservadoras preferidas sédo listadas

abaixo como substituic¢des conservadoras.

Numa forma de realizacdo particularmente preferida, as
mutacdes sdo em uma ou mais das seguintes posigdes: KbLH9; T167;

K240; T167; K240; D244; Q289; T209 e F197.

As mutacdes preferidas nestas posicgdes especificas sdo acima
listadas, as mutagdes mais preferidas incluem: K59E; T167V;

K240T; T167I; K240E; D244C; Q289Y; T209K e F197S.

Numa forma de realizacéao preferida adicional, é
proporcionada uma molécula de &cido nucleico isolada que
codifica para uma fitase compreendendo uma combinacdao de

mutagdes seleccionadas do grupo consistindo de:

D125E/H193R;

BA294F/N303K;

T1671/K240T;

D223E/K240E/N351D;

T167I/K240T/A294E/N303K;

T167I/K240E/A242S/A294E/N303K;
Al22T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K;
A122T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/RA242S/S281L/Q289Y/A294E/

13



N303K;
Al122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/A294E/
N303K;
D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/
A294E/N303K;
A122T/T167I/H193R/F1973/T204I/T209K/A211P/K240E/RA268V/Q289H/
A294E/310 N303K/I336F e
N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T204T1/T209K/A211P/K240E/A268V/
0289H/A294E/N303K.

Como consequéncia, uma fitase preferida codificada pela
molécula de 4&cido nucleico isolada, de acordo com a presente
invencao, é uma variante compreendendo a sequéncia de
aminodcidos 1listada como SEQ ID N°: 3 (ou seu homdélogo, de um
modo preferido, a fitase é caracterizada por ser derivada da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29 depositada sob o numero de acesso
NCIMB 41248 ou seu homdlogo), excepto tendo uma ou mais das
mutagdes de aminodcidos listadas acima ou uma das combinac¢des de

mutacdes listadas acima.

Nestas formas de realizacdo, a nomenclatura indica uma
fitase compreendendo a sequéncia de aminodcidos exposta em
SEQ ID N°: 3 com as mutacgdes indicadas por referéncia as
posicdes dos aminocdcidos em SEQ ID N°: 3. A nomenclatura &

descrita abaixo em mais pormenor.

De um modo adequado, estas variantes apresentam
caracteristicas melhoradas no que se refere a qualquer das
seguintes: estabilidade de temperatura, gama de pH, estabilidade
de pepsina, actividade especifica, especificidade de substrato e
especificidade de substrato mais wvasta. Os métodos adequados

para determinar estas caracteristicas sao aqui divulgados.
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Em particular, os melhoramentos nas caracteristicas de
fitase estdo dirigidos a estabilidade de enzima sob condigdes de
processamento de alimentos e racgdes, a estabilidade de enzima
durante o transito estomacal e a actividade e estabilidade de
enzima em estdmago de humanos ou animais e/ou tracto intestinal,
fazendo as variantes melhoradas particularmente adequadas para
utilizagao como suplementos alimentares. Deste modo, esses
melhoramentos compreendem, entre outros pardmetros, o aumento da
estabilidade a temperaturas elevadas, de um modo preferido, a
temperaturas acima de 65 °C, o aumento da estabilidade contra a
digestao proteolitica, de um modo preferido, protease do tracto
digestivo, tal como pepsina, o aumento da actividade catalitica
a pH baixo, de um modo preferido, actividade catalitica abaixo
de pH 5,5 e a eficiéncia geral de libertacao de grupos fosfato a
partir de fitato e, de um modo preferido, além disso, fosfatos

de inositol.

Nomenclatura

Na presente descricdao e reivindicagdes sao utilizados os
cédigos convencionais, uma letra e trés letras, para residuos de
aminodcidos. Para facilidade de referéncia, as mutacgdes em
variantes de enzima sdo descritas pela utilizacgdo da seguinte
nomenclatura: residuo de aminodcidos na enzima progenitora;
posicdo; residuo(s) de aminodcidos substituido(s). De acordo com
esta nomenclatura, a substituicao de, por exemplo, um residuo de
alanina para um residuo de glicina na posicdo 20 é indicado como
A1a20Gly ou A20G. A deleccao de alanina na mesma posicao é
apresentada como Alaz20* ou A20*. A insergao de um residuo de

aminodcido adicional (e. g., uma glicina) ¢é indicada como
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Ala20AlaGly ou A20AG. A deleccadao de um fragmento consecutivo de
residuos de aminodcidos (e. g., entre alanina na posicdao 20 e
glicina na posigao 21) ¢é indicada como A(Ala20-Gly2l) ou
A(A20-G21). Quando uma sequéncia enzimdtica progenitora contém
uma deleccdo em comparacdo a sequéncia enzimdtica utilizada para
numerar uma 1inserc¢do nessa posicdao (e. g., uma alanina na
posicdo removida 20) é indicada como *20Ala ou *20A. As mutacdes
multiplas sado separadas por um sinal mais ou uma barra. Por
exemplo, duas mutacgdes em posicdes 20 e 21 substituindo alanina
e dacido glutdmico por glicina e serina, respectivamente, séo
indicados como A20G+E21S ou A20G/E21S. Quando um residuo de
aminodcido numa dada posicdo € substituido com dois ou mais
residuos de aminodcidos alternativos, estes residuos sao
separados por uma virgula ou uma barra. Por exemplo,
substituicdo de alanina na posicdo 30 por glicina ou é&cido
glutdmico ¢ dindicada como A20G,E ou A20G/E, ou A20G, A20E.
Quando uma posicado adequada para modificacdo ¢ aqui identificada
sem ser sugerida qualquer modificacdo especifica, deve ser
entendido que qualquer residuo de aminodcido pode ser
substituido para o residuo de aminodcido presente na posicao.
Deste modo, por exemplo, gquando uma modificacdo de uma alanina
na posigcdao 20 ¢é mencionada mas nao especificada, deve ser
entendido que a alanina pode ser removida ou substituida para
qualquer outro residuo de aminodcido (i. e., qualquer um de R,

NV D’ C, Q’ EV G’ HI I’ L’ K’ MI F’ P’ SI TI W/ Y’ v) .

De um modo adegquado, a fitase ou equivalente funcional
codificada pela molécula de &acido nucleico isolada da presente
invencao, é caracterizada por a referida fitase possuir uma
actividade especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em qgue a
referida actividade especifica ¢ determinada por incubacado da

referida fitase numa solucdo contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM

16



em tampdo de acetato de sédio 200 mM a pH 3,5 como pormenorizado
no Exemplo 1. A fitase codificada pela molécula de 4&acido
nucleico isolada da presente invencao pode também ser, de um
modo adequado, caracterizada por a referida fitase possuir uma
actividade maxima a, aproximadamente, pH 4-4,5 em que a referida
actividade ¢é determinada por incubacdao da referida fitase numa
solucdo contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampao de acetato
de sdédio 200 mM. A fitase codificada pela molécula de 4acido
nucleico isolada da presente invencao pode também ser, de um
modo adequado, caracterizada por a referida fitase possuir 40%
ou mais de uma actividade médxima observada a pH 2,5 e 5,5, em
que o tampao de hidrocloreto de glicina ¢é wutilizado para

determinar actividade a pH 2,5.

De um modo adequado, numa forma de realizacado, a fitase
codificada pela molécula de 4&acido nucleico isolada da presente
invencdo ¢é caracterizada por a referida fitase possuir uma
actividade especifica de 330 U/mg ou superior, em que a referida
actividade especifica ¢é determinada por incubacdao da referida
fitase numa solucg¢dao contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampao
de acetato de sdédio 200 mM a pH 3,5. Noutra forma de realizacéao,
a fitase codificada pela molécula de &cido nucleico isolada da
presente invencdo pode também ser, de um modo adequado,
caracterizada por a referida fitase possuir dois maximos de
actividade a, aproximadamente, pH 3 e pH 4-4,5, em que a
referida actividade ¢é determinada por incubacado da referida
fitase numa solucado contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampao

de acetato de sédio 200 mM.

Noutro aspecto, a invencado proporciona uma molécula de acido
nucleico ou sequéncia nucleotidica isolada e/ou purificada que

codifica para a enzima compreendendo a sequéncia de aminodcidos
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correspondendo a fitase Buttiauxella sp. ou um seu homélogo. De
um modo adequado, a referida molécula de acido nucleico isolada
e/ou purificada codifica um polipéptido compreendendo a
sequéncia de aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia possuindo, pelo menos, 80% de identidade (homologia) a
esta ou um seu fragmento eficaz. Numa forma de realizacdo, a
molécula de acido nucleico codifica um polipéptido compreendendo
a SEQ ID N°: 3 e incluindo mutacdes nas posicgdes preferidas aqui
listadas ou quaisquer das mutacdes especificas ou combinacgdes de
mutacdes aqui listadas. Noutra forma de realizagdo, a invencéao
proporciona uma molécula de &4cido nucleico isolada e/ou
purificada compreendendo uma sequéncia nucleotidica que ¢é a
mesma ou ¢é complementar ou contém quaisquer substituicdes de
codao adequadas para qualquer destas de SEQ ID N°: 2 ou
compreende uma sequéncia que possui, pelo menos, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de homologia de sequéncia com

SEQ ID N°: 2.

Ainda noutro aspecto adicional, a invencdo refere-se a uma
sequéncia nucleotidica e a utilizacao de uma sequéncia

nucleotidica, apresentada como:
(a) a sequéncia nucleotidica apresentada como SEQ ID N°: 2,
(b) uma sequéncia nucleotidica que é uma variante,
homélogo, derivado ou fragmento da sequéncia nucleotidica

apresentada como SEQ ID N°: 2;

(c) uma sequéncia nucleotidica que & o complemento da

sequéncia nucleotidica exposta em SEQ ID N°: 2;

(d) uma sequéncia nucleotidica que é o complemento de uma
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variante, homdélogo, derivado ou fragmento da sequéncia

nucleotidica apresentada como SEQ ID N°: 2;

(e) uma sequéncia nucleotidica que ¢é capaz de hibridar a

sequéncia nucleotidica exposta em SEQ ID N°: 2;

(f) uma sequéncia nucleotidica que é capaz de hibridar a
uma variante, homdélogo, derivado ou fragmento da sequéncia

nucleotidica apresentada como SEQ ID N°: 2;

(g) uma sequéncia nucleotidica que é o complemento de uma
sequéncia nucleotidica que € capaz de hibridar a sequéncia

nucleotidica exposta em SEQ ID N°: 2;

(h) uma sequéncia nucleotidica que é o complemento de uma
sequéncia nucleotidica que ¢é capaz de hibridar a uma
variante, homdlogo, derivado ou fragmento da sequéncia

nucleotidica apresentada como SEQ ID N°: 2;

(i) uma sequéncia nucleotidica que é capaz de hibridar ao
complemento da sequéncia nucleotidica exposta em

SEQ ID N°: 2;

J) uma sequéncia nucleotidica que é capaz de hibridar ao
complemento de uma variante, homélogo, derivado ou
fragmento da sequéncia nucleotidica apresentada como

SEQ ID N°: 2.

Um nucledtido ¢é considerado para hibridar a um dos
nucledétidos acima (e), (f), (g), (h), (i) ou (j), se for capaz
de hibridar sob condig¢des restringentes médias, de um modo mais

preferido, restringéncia alta, de um modo ainda mais preferido,
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sob condigdes restringentes muito altas.

Para preparar uma hibridacdo de transferéncia molecular
padrao, podem ser utilizados ©protocolos de Dbiologia para
transferéncia (e. g., transferéncia de Southern para hibridacdes
de ADN). A guantidade de ADN alvo depende da abundéncia relativa
da sequéncia alvo. Se uma sequéncia alvo pura € para ser
utilizada, sao preferidos entre 1 e 5 picogramas de ADN por
quilobase de polinucledtidos. Tipicamente, o limite de deteccgéo
¢ de cerca de 0,5 pg de ADN para uma sonda radiocactiva com
actividade especifica de 10° dpm/mg., que é equivalente a um gene
de cépia simples de 500 bp, em comprimento, em 3,3 mg de ADN
genémico de um genoma complexo (e. g., humano). Na pratica ira
utilizar—-se aprox. 10 mg de ADN gendmico - por exemplo, para
rastrear organismos, tais como microrganismos, que contém uma
fitase que codifica polinucledétidos da invencao. Se o ADN alvo é
bacteriano ou, por exemplo, um plasmideo, terd de diluir o ADN,
como consequéncia para evitar sobreexposicao. O ADN alvo é
transferido, e. g., por transferéncia de gota, ou via
transferéncia a partir de electroforese em gel. As condigdes
preferidas sao descritas em “Membrane Transfer and Detection
Methods, Amersham International plc, RU.- PI/162/85/1). De um
modo preferido, € utilizada a membrana de nylon Hybond N+
positivamente carregada (Amersham Life Science). A sonda ¢é, de
um modo preferido, preparada de acordo com o kit de rotulagem
Pharmacia's 'Ready to Go DNA™ para preparar uma sonda de
> 1 X 10° dpm/micrograma. A sonda ¢é wutilizada em tampdo de
hibridacdo numa concentracdo de 1 x 10° dpm por mililitro de
tampao de hibridacdo. As transferéncias sao, de um modo
preferido, pré-hibridadas em tampdo de hibridacdo (tampao 6x
SSC, b5x solucao de denhardt e SDS 0,5% e ADN de esperma de

salmdo desnaturado 100 mg/mL.), durante uma hora, a 65 °C,
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seguida de hibridacdo em tampdao de hibridacdao contendo a sonda
rotulada desnaturada com agitacao, durante 12 horas, a 65 °C.
A(s) transferéncia(s) é(sao), entao, lavada(s) com um volume de
tampdao de lavagem adequado (tipicamente 50 mL) em 2 x SSC,
SDS 0,1%, durante 30 minutos, a 65 °C, seguido por uma segunda
lavagem num volume de tampao de lavagem adequado (tipicamente 50
mL) no mesmo tampao de lavagem (2 x SSC, SDS 0,1%) para
restringéncia média de lavagem, ou 0,1% x SSC, SDS 0,1%, durante
10 minutos, a 65 °C (alto rigor de restringéncia), a segunda
lavagem pode ser repetida a 70 °C para uma lavagem de muito alta

restringéncia.

A sequéncia nucleotidica da presente invencao pode
compreender sequéncias gque codificam para SEQ ID N°: 3 ou um seu
fragmento eficaz ou uma variante, forma modificada, hombélogo ou

seu derivado.

Em particular, a invengao proporciona um plasmideo ou
sistema de vectores compreendendo uma fitase como aqui descrita
ou um homdélogo ou seu derivado. De um modo preferido, o
plasmideo ou sistema de vectores compreende uma sequéncia de
dcidos nucleicos como exposta em SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia
que ¢é, pelo menos, 80% homéloga a esta ou um seu fragmento
eficaz. De um modo adequado, o plasmideo ou sistema de vectores
¢ um vector de expressao para a expressao de qualguer das
enzimas codificadas por uma sequéncia de 4&cido nucleico como
exposta em qualquer de SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia que ¢é, pelo
menos, 80% homdéloga (idéntica) a esta num microrganismo. Sao
aqui descritos os vectores de expressao adequados. Além disso, a
invencdo proporciona um plasmideo ou sistema de vectores para
expressao de qualquer das enzimas ou variantes ou fragmentos

funcionais modificados aqui descritos. S&o aqui descritos os
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vectores de expressao adequados.

Variantes fitase

A  presente invengao € feita para o melhoramento das
caracteristicas de uma fitase progenitora por modificacdo de um
ou mais residuos de aminodcidos da sequéncia de aminodcidos da

fitase progenitora.

As enzimas fitase utilizadas como enzimas progenitoras, de
acordo com a presente invencao, incluem fitases do tipo selvagem
a partir de Dbactérias, em particular, de um modo preferido,
fitases obtidas de ou derivadas de Buttiauxella sp. tendo a
sequéncia de aminodcidos como dada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos com uma identidade a SEQ ID N°: 3 de
mais de 80%, de um modo preferido, de mais de 90%, de um modo

mais preferido, de mais de 95%, 96%, 97%, 98% de um modo

preferido, de mais de 99% (i. e., polipéptidos homdlogos).

As variantes de enzima fitase melhoradas codificadas pelas
moléculas de &cido nucleico isoladas da invencado, de um modo
preferido, possuem  uma identidade de uma identidade a
SEQ ID N°: 3 de mais de 80%, de um modo mais preferido, de mais
de 90%, de um modo mais preferido, de mais de 95%, 96%, 97%,
98%, de um modo preferido, de mais de 99%. No entanto, é também
descrito qgue as variantes podem ser heterdlogas, (i. e., néao
homélogas) a SEQ ID N°: 3. Por exemplo, as variantes produzidas
por técnicas de recombinacgao, tais como recombinacgdo exo-mediada
ou por inversdao de familia, podem resultar em variantes, apesar
de preparadas utilizando a fitase progenitora, de acordo com a

presente invencao, podem possuir menos de 75% de homologia.
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Os alinhamentos de sequéncias bem como a determinacao de
identidades de sequéncia podem, de um modo adequado, ser feitas
por meio de programas de computador conhecidos na técnica, tal
como GAP, proporcionado no pacote de programa GCG (Needleman,
S. B. e Wunsch, C. D., (1970), Journal of Molecular Biology, 48,
p. 443-453). 0O GAP pode ser utilizado com os seguintes conjuntos
para comparacao de sequéncias de polipéptidos: penalidade de
criacdao GAP de 3,0 e penalidade de extensdo GAP de 0,1. Os
alinhamentos de sequéncias sao utilizados, por exemplo, para
determinar as posicdes correspondentes em polipéptidos

homdélogos.

As enzimas fitase foram caracterizadas apds expressao

heterdéloga em um ou mais dos seguintes hospedeiros de expressao:

Escherichia coli K12; Bacillus subtilis; Saccharomyces
cerevisiae. Podem ser utilizados outros hospedeiros de
expressao.

Os melhoramentos nas caracteristicas de fitase de acordo com
a presente invencgao sao direccionados a utilizacao em
processamento de alimentos e racgdes bem como para a utilizacéao
como aditivo em produtos alimentares e ragdes. Em particular, os
melhoramentos sdo direccionados a estabilidade sob condicdes de
processamento de alimentos e racgdes, a estabilidade durante o
tradnsito estomacal e a actividade e estabilidade em estdmagos
humanos ou animais e/ou tracto intestinal. Esses melhoramentos
compreendem, entre outros parametros, o aumento da estabilidade
a temperaturas elevadas, de um modo preferido, a temperaturas
acima de 65 °C, o aumento da estabilidade contra a digestéao
proteolitica, de um modo preferido, protease do tracto

digestivo, o aumento da actividade catalitica a pH baixo, de um
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modo preferido, actividade catalitica abaixo de pH 5,5 e a

eficiéncia geral de libertacdo de grupos fosfato a partir de

fitato.
O aumento da estabilidade a elevadas temperaturas ¢é
quantificado pela temperatura de inactivacdo da enzima. A

temperatura de inactivacdo é definida como a temperatura a que a
actividade residual de uma enzima fitase apds incubacdao durante
uma certa duracdo e subsequente arrefecimento a temperatura
ambiente é 50% da actividade residual da mesma enzima fitase
incubada para a mesma duracdo sob as mesmas condicgcdes a
temperatura ambiente. As diferencas de termoestabilidade sao as
diferencas em °C entre as temperaturas de inactivacao de duas

enzimas.

As posicgdes e/ou regides a ser mutadas para obter
caracteristicas melhoradas foram verificadas por andalise da
sequéncia e da estrutura das fitases tipo selvagem bem como por
mutagénese de enzimas progenitoras, em particular, por
introducdao de mutacdes para a sequéncia de aminodcidos do tipo
selvagem como dada em SEQ ID N°: 3 e rastreando variantes de
enzima com caracteristicas melhoradas. Assim, certas regides bem
como as posig¢des dentro das enzimas progenitoras foram
identificadas por serem significativas para melhorar as

caracteristicas das enzimas fitase.

Portanto, a invencdo refere-se a moléculas de acido nucleico
isoladas que codificam para variantes fitase com caracteristicas
melhoradas que, quando comparadas a fitase progenitora,
compreendem mutac¢cdes em uma ou mals das seguintes posigdes

(numeracao de acordo com a numeracao em SEQ ID N°: 3):
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59, 70, 122, 125, 167, 193, 197, 204, 209, 211, 221, 223, 225,
240, 242, 244, 268, 281, 289, 294, 303, 336, 351.

e/ou nas posicdes correspondentes numa fitase homdloga a fitase
como apresentada numa sequéncia de aminodcidos de SEQ ID N°: 3.
Estas ©posigdes sao caracterizadas por a mutagénese destas

posicgdes levar a um melhoramento nas caracteristicas de enzimas.

K59E; T167V; K240T; T1l67I1; K240E; D244C; Q289Y; T209K e F197S.

ou mutacgdes conservadoras em cada posicéo.

As combinacgdes de mutacgdes especificas preferidas incluem:

D125E/H193R;

A294F/N303K;

T1671/K240T;

D223E/K240E/N351D;

T167I/K240T/RA294E/N303K;

T167I/K240E/A242S8/A294E/N303K;
Al22T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K;
Al122T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/RA242S/S281L/Q289Y/A294E/
N303K;
Al22T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/A294E/
N303K;
D125E/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/
A294E/N303K;
A122T/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/
BA294E/N303K/I336F e
N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/
Q289H/RA294E/N303K.
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Métodos de preparagdo de variantes fitase - apenas para

ilustracgéao

Numa vasta forma de realizacadao, a descricao proporciona

métodos de preparacao de variante(s) de enzima fitase.

Numa forma de realizacdao preferida, o método aqui descrito
de preparacado de uma variante de enzima fitase compreende as

seguintes etapas sequenciais:

a) Seleccionar, pelo menos, uma enzima fitase progenitora,
em que, pelo menos, uma enzima fitase progenitora é
seleccionada de i) um polipéptido compreendendo a sequéncia
de aminodcidos correspondendo a uma fitase Buttiauxella
sp., ou uma forma modificada, um polipéptido homdélogo, uma
variante, um equivalente funcional ou um seu fragmento
eficaz, como aqui descrito ou ii), pelo menos, uma variante

de enzima fitase como aqui descrito;

b) Gerar, pelo menos, uma variante fitase introduzindo,
pelo menos, uma alteragcdo da referida enzima fitase
progenitora gque € uma 1inserc¢dao, uma remogao Oou uma
substituicdo ou sua combinacdo, de um residuo de aminodcido
na referida enzima fitase progenitora para obter, pelo

menos, uma variante de enzima fitase;

c) Rastrear para a referida, pelo menos, uma variante de
enzima fitase ©para identificar wuma variante de enzima
fitase melhorada, gque comparada a enzima fitase progenitora
possui propriedade/propriedades melhorada (s)

seleccionada(s) de:
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i. maior estabilidade térmica e/ou
ii. actividade especifica e/ou

iii. estabilidade proteolitica

d) Preparar a referida variante de enzima fitase melhorada,
de um modo preferido, para produzir uma variante de enzima

fitase isolada e/ou purificada.

Numa forma de realizacdo preferida, durante a etapa b) uma
populagcao de variantes de enzima fitase é gerada e na etapa c),
pelo menos, € rastreada uma proporcao da referida populacgao de

variantes de enzima fitase.

Numa forma de realizacdo preferida, a etapa a) compreende
submeter uma sequéncia nucleotidica, de acordo com as
reivindicagbées 11 a 13, que codifica uma enzima fitase
progenitora a mutagénese e a etapa b) compreende expressar a
sequéncia nucleotidica mutada obtida na etapa (a) numa célula
hospedeira e a etapa c) compreende rastrear células hospedeiras
ou seu(s) extracto(s), para uma variante de enzima fitase
melhorada com a(s) referida(s) propriedade/propriedades

melhorada(s) .

Numa forma de realizacgao adicional apds a etapa c) e,
opcionalmente, d), compreende ainda, pelo menos, um ciclo
subsequente de etapas repetidas a) a c¢) e, opcionalmente, d), em
que, de um modo preferido, no(s) referido(s) ciclo(s)
subsequente(s), pelo menos, uma enzima fitase progenitora da
etapa a) €& seleccionada da referida, pelo menos, uma variante de
enzima fitase e/ou uma variante fitase melhorada preparada de

acordo com o método.
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Numa forma de realizacdo adicional, de um modo preferido, a
etapa c) compreende rastrear as células hospedeiras que
expressam uma variante de enzima fitase melhorada que comparada
i) & referida enzima fitase progenitora e/ou 1i) um polipéptido
compreendendo a SEQ ID N°: 3 do seu fragmento funcional, possui

uma diferenca de estabilidade térmica de, pelo menos, 2,5.

Numa forma de realizacdao adicional, a etapa c) compreende
rastrear as células hospedeiras gue expressam uma variante de
enzima fitase melhorada que comparada 1) a referida enzima
fitase progenitora e/ou 1ii) um polipéptido compreendendo a
SEQ ID N°: 3 do seu fragmento funcional, possuili estabilidade de

pepsina de, pelo menos, 30.

Numa forma de realizacdo adicional, a etapa c¢) compreende
rastrear as células hospedeiras que expressam uma variante de
enzima fitase melhorada que comparada 1) a referida enzima
fitase progenitora e/ou 1ii) um polipéptido compreendendo a
SEQ ID N°: 3, possul uma razao de actividade especifica quando
comparada a fitase codificada pela SEQ ID N°: 3 de, pelo menos,

110.

A descricao também proporciona um método de preparacgao de

uma variante de enzima fitase, cujo método compreende:

a) Seleccionar uma enzima fitase progenitora, em que a

enzima fitase progenitora é seleccionada de

i. uma enzima fitase progenitora com, pelo menos, 75%
de homologia a SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento funcional
ii. uma enzima fitase progenitora derivada de

Buttiauxella spp.
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iii. pelo menos uma variante de enzima fitase

b) Fazer, pelo menos, uma alteracdo que & uma inserc¢ao, uma
remocdo ou uma substituicdo de um residuo de aminodcido na
enzima fitase progenitora para obter uma variante de enzima

fitase,

c) Rastrear uma variante de enzima fitase, que comparada a
enzima fitase progenitora, possui caracteristicas
melhoradas, como aqui descritas, de um modo preferido,

seleccionadas de um ou mais de:
1. malor estabilidade térmica e/ou
ii. actividade especifica e/ou
iii. estabilidade proteolitica e/ou

d) Preparar a variante de enzima fitase

Opcionalmente, pelo menos, as etapas a) a c) podem ser

repetidas em wum ou mais ciclos subsequentes (iterativos).

Portanto, ¢é considerado que a enzima fitase progenitora é uma

variante de enzima fitase preparada por ciclos prévios do método

acima a) a c).

Numa forma de realizacdo adicional, a descricdo proporciona

um método de preparacao de uma variante fitase, compreendendo as

seguintes etapas:

(a) proporcionar uma enzima fitase progenitora,

seleccionada de

Q

(i) uma enzima fitase com, pelo menos, 75% de homologia a

29



SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento funcional
(ii) uma enzima fitase derivada de Buttiauxella spp.

(iii) pelo menos, uma variante de enzima fitase

(b) gerar uma populacdo de variantes fitase por alteracéao
da fitase ©progenitora, De um Modo Preferido, a(s)
referida(s) alteracao (des) é/sdo obtida(s) através de
insercao, remog¢ao ou Ssubstituicdo de, pelo menos, um
residuo de aminodcidos na fitase progenitora ou qualquer

sua combinacéao.

(c) rastrear a populacao para uma variante fitase que
comparada a enzima fitase progenitora possui
caracteristicas melhoradas, como aqui descritas, de um modo

preferido, seleccionada de um ou mais de:

(1) maior estabilidade térmica e/ou
(ii) . maior actividade especifica e/ou

(iii) maior estabilidade proteolitica,

(d) seleccionar uma ou mais variantes fitase a partir da

populacao de fitases.

(e) repetir, opcionalmente, as etapas (a) a (c)
ciclicamente e, de um modo preferido, em que as variantes
fitase seleccionadas num ciclo sao utilizadas como

primeiras fitases no ciclo seguinte.
Numa forma de realizacdo adicional, a descricdo proporciona

um método de preparacao de uma variante de enzima fitase, cujo

método compreende:
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a) Submeter uma sequéncia nucleotidica que codifica uma
enzima fitase progenitora a mutagénese, em que a enzima

fitase progenitora é seleccionada de

i. uma enzima fitase progenitora com, pelo menos, 75%
de homologia a SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento funcional
ii. uma enzima fitase progenitora derivada de
Buttiauxella spp.

iii. pelo menos, uma variante de enzima fitase

b) Expressar a sequéncia nucleotidica mutada obtida na

etapa (a) numa célula hospedeira, e

c) Rastrear as células hospedeiras gque expressam para uma
variante de enzima fitase que, comparada a enzima fitase
progenitora, possui caracteristicas melhoradas, como aqui
descritas, de um modo preferido, seleccionadas de um ou

mais de:

1) mailor estabilidade térmica e/ou
ii) maior actividade especifica e/ou

iii) maior estabilidade proteolitica e/ou

d) Preparar a variante de enzima fitase expressa pela

célula hospedeira.

Opcionalmente, as etapas a) a c¢), opcionalmente incluindo
d), podem ser repetidas em um ou mais ciclos subsequentes

(iterativos).

Numa forma de realizacdo adicional, a descricdo proporciona

um método de preparacao de uma variante fitase, compreendendo as
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seguintes etapas:

(a) submeter uma sequéncia nucleotidica gque codifica uma
enzima fitase progenitora a mutagénese ©para gerar uma
populacdo de variantes de nucledtidos alterados, em que, de
um modo preferido, af(s) referida(s) alteracao(des) é&/séo
obtida(s) através de uma insercao, remocdo ou substituicao
de, pelo menos, um residuo de aminodcido na fitase
progenitora ou qualquer sua combinagdo e, em gue a enzima

fitase progenitora é seleccionada de

(1) uma enzima fitase com, pelo menos, 75% de
homologia a SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento funcional
(1i1) uma enzima fitase derivada de Buttiauxella spp.

(iii) pelo menos, uma variante de enzima fitase

(b) expressar a populacdo de variantes nucleotidicas
obtidas é a etapa (a) numa populacao de célula hospedeiras

correspondentes, e

(c) rastrear a populacdao de uma variante fitase que,
comparada a enzima fitase progenitora, possui
caracteristicas melhoradas, como aqui descritas, de um modo

preferido, seleccionadas de um ou mais de:
(i) maior estabilidade térmica e/ou
(ii1) maior actividade especifica e/ou

(11i) maior estabilidade proteolitica,

(d) seleccionar uma ou mais variantes fitase a partir da

populacdo de fitases.
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(e) opcionalmente, repetir as etapas (a) a (c),
ciclicamente e, de um modo preferido, em que as variantes
fitase seleccionadas num ciclo sao utilizadas como

primeiras fitases no seguinte ciclo.

Quando apropriado, nos métodos de preparacaoc de uma variante
de enzima fitase acima, a referida sequéncia nucleotidica é, de

um modo preferido, uma sequéncia de ADN.

A sequéncia nucleotidica ¢é, de um modo preferido, uma
molécula de &acido nucleico isolada e/ou purificada ou sequéncia
nucleotidica que <codifica para a enzima compreendendo a
sequéncia de aminodcidos correspondente a fitase Buttiauxella

sp., ou um seu homélogo, como aqui descrito.

A progenitora fitase é, de um modo preferido, seleccionada
de SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento funcional ou um homélogo da
fitase Buttiauxella sp como divulgada em SEQ ID N°: 3, como aqui

descrito.

Nas formas de realizacdo acima da descricdo, gque se referem
a métodos de preparacao de variante de enzima fitase, a enzima
fitase progenitora/nucledétido que codifica a enzima fitase
progenitora/nucledétido &, de um modo preferido, uma fitase do

tipo selvagem.

No entanto, noutra, a progenitora pode ser uma variante
preparada por ciclos prévios de mutagénese, i. e., numa forma de
realizacdo, os métodos de preparacgcao de variante de enzima
fitase sao iterativos, em que as etapas a) a c) (opcionalmente
incluindo a etapa d)) sao repetidas, pelo menos, mais do gque uma

vez. Nessas formas de realizacdao, os métodos de mutagénese
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utilizados no primeiro ciclo de mutagénese ¢é, de um modo
preferido, PCR propensa a erros, de um modo mais preferido,
limite de erro do PCR. Os ciclos subsequentes podem também ser
PCR propensa a erros, de um modo mais preferido, limite de erro
do PCR, mas podem alternativamente ser mutagénese baseada em
recombinacao, em que grupos de, pelo menos, duas variantes
independentes melhoradas sdao identificadas num primeiro ciclo de
mutagénese sao, durante um segundo ou subsequente ciclo de
mutagénese recombinados para dar, pelo menos, uma variante
recombinante (e. g., utilizando inversdao de familia ou métodos

de reacgdo em cadeia recombinante).

Sera evidente para o especialista na técnica que métodos de
mutagénese alternativos podem também ser utilizados, incluindo
concepg¢ao racional, mutagénese de varrimento local ou mutagénese

induzida quimicamente/radiacao.

Nas formas de realizacao da descricao acima, que se refere a
métodos de preparacdo de variante de enzima fitase, a variante
de enzima fitase ¢, de um modo preferido, rastreada para maior

estabilidade térmica.

Nas formas de realizacdo da descricao acima, que se refere a
métodos de preparacao de variante de enzima fitase, a variante
de enzima fitase ¢é, de um modo preferido, rastreada para, pelo
menos, um pardmetro uUnico, de um modo preferido, seleccionada de
maior estabilidade térmica, maior estabilidade proteoclitica ou
maior actividade especifica, de um modo muito preferido, maior

estabilidade térmica.

De um modo preferido, o rastreio para o referido primeiro

parémetro, ¢é realizado em, pelo menos, um primeiro ciclo de

34



mutagénese compreendendo, pelo menos, as etapas a) a c), em que
c) compreende, pelo menos, o rastreio do referido primeiro
pardmetro. Este primeiro ciclo de mutagénese pode, entdo, ser
seguido por outros ciclos (iterativos) de mutagénese e seleccéao
compreendendo as etapas a) a c¢) (opcionalmente incluindo d)) em
que a seleccao nos referidos outros ciclos pode ser seleccionada
do mesmo parédmetro de seleccdo como utilizado na etapa c¢) do
referido primeiro ciclo ou, alternativamente, um parametro

diferente.

Durante os ciclos iterativos dos métodos de preparagao de
uma variante de enzima fitase acima, de um modo preferido, o
referido primeiro parémetro é seleccionado de maior estabilidade
térmica, maior estabilidade proteolitica ou maior actividade
especifica, de um modo muito preferido, maior estabilidade
térmica. De um modo preferido, gquando um primeiro ciclo de
mutagénese foi realizado para seleccionar variantes com uma
maior estabilidade térmica, durante um subsequente ciclo(s)
(iterativo) de mutagénese compreendendo as etapas a) a c), O
referido parémetro é seleccionado de maior estabilidade térmica,
maior estabilidade proteolitica ou maior actividade especifica,
de um modo muito preferido, maior estabilidade proteolitica ou

maior actividade especifica.

Nas formas de realizacdo da descricao acima, que se refere a
métodos de preparacao de variante de enzima fitase, a variante
de enzima fitase ¢é, de um modo preferido, rastreada para maior
estabilidade térmica e maior estabilidade proteolitica e maior
actividade especifica em, pelo menos, um ciclo de mutagénese
(etapas a) a c), de um modo preferido, mais de um ciclo, 1i. e.,

ciclos iterativos de seleccgéo.
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A enzima fitase progenitora ¢é, de um modo preferido,

derivada de Buttiauxella P1-29.

Nos métodos de preparacao de uma variante de enzima fitase,
cujo método compreende submeter uma sSequéncia de ADN que
codifica uma enzima fitase progenitora a mutagénese, a sequéncia
de ADN qgue codifica a enzima fitase progenitora ¢é, de um modo
preferido, submetida a mutagénese aleatdria, de um modo mais
preferido, PCR propensa a erros, de um modo ainda mais

preferido, limite de erro do PCR.

Os métodos preferidos de mutagénese de sequéncia de ADN que
codifica uma enzima fitase progenitora é PCR propensa a erros,
de um modo mais preferido, 1limite de erro do PCR, podem ser
utilizados outros métodos de mutagénese em vez de PCR propensa a
erros/limite de erro do PCR ou em conjunto com PCR propensa a
erros/limite de erro do PCR. Ver Exemplo 12 que proporciona
referéncias para métodos adequados de PCR propensa a erros e
limite de erro do PCR. Outro método adegquado para PCR mutagénico
é divulgado por Cadwell e Joyce (PCR Methods Appl. 3(1994), 136-
140)".

O termo “expressao numa célula hospedeira”, quando utilizado
no contexto das formas de realizacdo a que se refere “um método
de preparacdao de uma variante de enzima fitase” ¢é, de um modo
preferido, definido como producadao da variante de enzima fitase
num organismo, &érgao ou célula viva, como aqui definido. Os
hospedeiros preferidos sado Escherichia «coli K12; Bacillus
subtilis; Saccharomyces cerevisiae. As enzimas fitase aqui
pormenorizadas foram caracterizadas apds expressao heterdloga em
um ou mais dos seguintes hospedeiros de expressao: Escherichia

coli K12; Bacillus subtilis; Saccharomyces cerevisiae.
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No entanto, €& considerado que, para a finalidade de seleccéao
da variante de enzima fitase como aqui descrito, esses métodos
podem empregar métodos de expressao in vitro de variantes de
enzima fitase, de um modo preferido, para utilizacdo na etapa
(c) dos referidos métodos, que utilizam equipamentos de traducéao
e transcricdo isolada a partir de uma ou mais células isoladas
de um ou mais organismo ou virus vivos. Tal producdao in vitro de
variantes fitase na descricdo pode também ser utilizada para
seleccionar as variantes fitase preferidas. A expressao in vitro
pode ser, de um modo adequado, realizada wutilizando técnicas
padrao. Para referéncia ver, por favor, “In vitro Expression

Guide” disponivel de Promega Inc (Parte N° BR053).

Definigdes de Fendtipos de Variantes.

As variantes com maior estabilidade térmica (diferenca de
estabilidade térmica) sao, de um modo preferido, determinadas

utilizando os métodos divulgados no Exemplo 12.

A variante de enzima fitase ©preparada pelo método de
preparagao de variantes de enzima fitase, de um modo preferido,
possui uma diferenca de estabilidade térmica (T.D) de, pelo
menos, 1,5, de um modo mais preferido, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, de um modo

muito preferido, pelo menos 20.
As variantes com maior estabilidade proteolitica sdo, de um

modo preferido, determinadas pelos métodos divulgados no

Exemplo 12.
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De um modo preferido, a variante de enzima codificada pela
molécula de 4acido nucleico isolada da invencdo possuil uma
estabilidade proteolitica (actividade residual) de, pelo menos,
45%, de um modo preferido, 50%, 55%, de um modo mais preferido,
pelo menos, 60% ou 65%, de um modo muito preferido, pelo menos,

70%.

De um modo preferido, a variante fitase codificada pela
molécula de 4cido nucleico 1isolada da invencdo possuil uma
actividade especifica de mais de 100% em peso de actividade a
pH 4,0, de um modo preferido, mais de 105%, 110%, de um modo

mais preferido, mais de 114%.

Outras Formas de Realizagdo de Variantes - apenas para

ilustracgéo

Numa forma de realizacado adicional, sao aqui descritos
métodos para a preparacgao de uma ragdao animal compreendendo uma
variante de enzima fitase, compreendendo o referido método as
etapas sequenciais de 1) realizar um ou mais dos métodos acima
de preparacao de uma variante de enzima fitase e ii) Adicionar a

uma rac¢ado animal a variante da enzima fitase preparada.

Numa forma de realizacdo especifica, a descricgdo proporciona
um método para a preparacao de uma ragao animal compreendendo

uma variante de enzima fitase, compreendendo o referido método:

a) Seleccionar uma enzima fitase progenitora, em gque a

enzima fitase progenitora é seleccionada de

i. uma enzima fitase progenitora com, pelo menos, 75%
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de homologia a SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento funcional
ii. uma enzima fitase progenitora derivada de
Buttiauxella sSpp., de um modo preferido, de
Buttiauxella P1-29 e/ou

iii. pelo menos, uma variante de enzima fitase;

b) Fazer, pelo menos, uma alteracdo que é uma insercao,
uma remocdo ou uma substituicdo de um residuo de aminodcido
na enzima fitase progenitora para obter uma variante de

enzima fitase,

c) Rastrear uma variante de enzima fitase que comparada a
enzima fitase progenitora possui caracteristicas
melhoradas, como aqui descritas, de um modo preferido,

seleccionadas de um ou mais de:

i. maior estabilidade térmica e/ou
ii. actividade especifica e/ou

iii. estabilidade proteolitica e/ou

d) Preparar a variante de enzima fitase
e) Adicionar, a racdo animal, a variante de enzima fitase
preparada.

Numa forma de realizacdo adicional, a descricao proporciona
métodos para a preparacao de uma racgdao animal compreendendo uma

variante de enzima fitase.

a) Submeter uma sequéncia nucleotidica (de um modo
preferido, ADN) que codifica uma enzima fitase progenitora

a mutagénese, em que o referido nucledétido ¢é seleccionado
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de um nucledétido que codifica

i. uma enzima fitase progenitora com, pelo menos, 75%
de homologia a SEQ ID N°: 3 ou seu fragmento
funcional, e/ou

idi. uma enzima fitase progenitora derivada de
Buttiauxella SppP., de um modo preferido,

Buttiauxella P1-29

b) Expressar a sequéncia nucleotidica mutada (de um modo
preferido, ADN) obtida na etapa (a) numa célula hospedeira

e

c) Rastrear as células hospedeiras que expressam para uma
variante de enzima fitase, que comparada a enzima fitase
progenitora, possul caracteristicas melhoradas, como aqui
descritas, de um modo preferido, seleccionadas de um ou

mais de:

1. maior estabilidade térmica e/ou
ii. maior actividade especifica e/ou

iii. maior estabilidade proteolitica e/ou

d) Preparar a variante de enzima fitase expressa pela

célula hospedeira

f) Adicionar, & racdo animal, a variante de enzima fitase

preparada

As formas de realizacao descritas e aspectos preferidos do
método de preparagao de uma variante de enzima fitase também se

aplicam aos métodos acima de preparagdo de uma ragao animal

40



compreendendo uma variante de enzima fitase.

Formas de Realizagdo Muito Preferidas

Numa forma de realizacdao muito preferida, a ©presente
invencdo refere-se a uma molécula de 4cido nucleico isolada,
métodos de produgdao de um polipéptido utilizando a referida
molécula de &cido nucleico e uma célula hospedeira, plasmideo ou

sistema de vectores, de acordo com o08 seguintes paragrafos

numerados:
1. Molécula de &cido nucleico isolada selecionada de:
i) uma molécula de &cido nucleico isolada que codifica um

polipéptido seleccionado do grupo consistindo de:

. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de
identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
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em que o péptido ¢é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em que o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica & determinada por incubacao do
referido polipéptido numa solugcdao contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampao de acetato de sdédio a

pPH 3,5, a uma temperatura de 37 ‘C.

ii) wuma molécula de &cido nucleico isolada compreendendo a

sequéncia como apresentada em SEQ ID N°: 2;

iii) um &cido nucleico gque hibrida a SEQ ID N°: 2 sob

condigdes restringentes a 50 °C e 0,2 X SSC.

Uma molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com o
pardgrafo 1 que codifica um polipéptido seleccionado do

grupo consistindo de:

° um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de
identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.

P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;
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. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

° um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em que o péptido é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em qgue o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em qgue a referida
actividade especifica € determinada por incubacdo do
referido polipéptido numa solucdo contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampao de acetato de sdédio a

pH 3,5, a uma temperatura de 37 C.

Uma molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com o
pardgrafo 1 ou paragrafo 2 compreendendo uma sequéncia
nucleotidica que é a mesma, ou complementar a SEQ ID N°: 2,
ou compreende uma sequéncia que possui, pelo menos, 80% de

identidade de sequéncia com SEQ ID N°: 2.

. Uma molécula de 4&acido nucleico 1solada de acordo com

qualgquer um dos pardgrafos 1 a 3, em que a referida
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molécula de acido nucleico codifica um polipéptido
possuindo um méximo de actividade a, aproximadamente, pH 3
a 6, em que a referida actividade ¢ determinada por
incubacao do referido polipéptido numa solugdao contendo
fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampdao de acetato de sddio 200

mM a uma temperatura de 37 °C.

Uma molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com
qualquer um dos paradgrafos 1 a 3, em que a referida
molécula de acido nucleico codifica um  polipéptido
possuindo um maximo de actividade a, aproximadamente, pH 4
a 5, em qgque a referida actividade ¢é determinada por
incubacdo do referido polipéptido numa solugdo contendo
fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampao de acetato de sdéddio 200

mM a uma temperatura de 37 °C.

Uma molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com
qualgquer um dos pardgrafos 1 a 3, em que a referida
molécula de acido nucleico codifica um polipéptido
possuindo um madximo de actividade a, aproximadamente, pH
4,5, em qgue a referida actividade ¢é determinada por
incubacao do referido polipéptido numa solugado contendo
fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampdo de acetato de sddio 200

mM a uma temperatura de 37 °C.

Uma molécula de A&cido nucleico isolada de acordo com
qualquer um dos paradgrafos 1 a 6, em que a referida
molécula de acido nucleico codifica um  polipéptido
compreendendo mutagdes em, pelo menos, uma das seguintes
posicodes, numeradas de acordo com a numeracgao em
SEQ ID N°: 3: K 59, T 70, A 122, D 125, T 167, H 193,
F 197, T 204, T 209, A 211, S 221, I 223, S 225, K 240,
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A 242, D 244, A 268, S 281, Q 289, A 294, N 303, I 336 ou
N 351.

Uma molécula de &cido nucleico isolada de acordo com
qualquer um dos paradgrafos 1 a 7, em dque a referida
molécula de acido nucleico codifica um  polipéptido

compreendendo uma ou mais das seguintes mutacdes:

K 5% a2, C¢C, D, E, ¥, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S8, T, V, W
ou Y;

ou

T 70 A, C, D, E, ¥, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, V, W
ou Y;

ou

A 122 ¢, D, B, ¥, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

D 125 A, C, E, ¥, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

T 167 A, C, D, B, ¥, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, V, W
ou Y;

ou

H 193 A, C, D, E, F, G, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

F 197 A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

T 204 A, C, D, B, ¥, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, V, W
ou Y;

ou
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T 209
ou Y;
ou
A 211
ou Y;
ou
S 221
ou Y;
ou
D 223
ou Y;
ou
G 225
ou Y;
ou
K 240
ou Y;
ou
A 242
ou Y;
ou
D 244
ou Y;
ou
A 268
ou Y;
ou
S 281
ou Y;
ou
Q 289

ou Y;

46

Q/

Qs

Q/

Q/

Qs

Qr

Qs

Q/

Qs

Qr



10.

ou

A 294 C, D, E, ¥, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

N 303 A, C, D, B, ¥, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

I 336 A, C, D, E, F, G, H, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

N 351 A, C, D, B, ¥, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W

ou Y.

Uma molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com
qualquer um dos paradgrafos 1 a 8, em que a referida
molécula de acido nucleico codifica um  polipéptido
compreendendo, pelo menos, uma mutacao seleccionada do
grupo consistindo de: K59E; T167V; K240T; T167I; K240E;
D244C; 0289Y; T209K ou F197S.

Uma molécula de 4&cido nucleico 1isolada de acordo com
qualquer um dos pardgrafos 1 a 9, em gque a referida molécula
de &cido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
combinacdo de mutagdes seleccionadas do grupo consistindo

de:

D125E/H193R; ou

A294FE/N303K; ou

T1671/K240T; ou
D223E/K240E/N351D; ou
T167I/K240T/A294E/N303K; ou
T167I/K240E/A242S/A294E/N303K; ou
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11.

12.

13.

Al22T/T1671I/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K; ou
A122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/5281L/Q289Y/
A294E/N303K; ou
A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/
A294E/N303K; ou
D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/
Q289H/A294E/N303K; ou
A122T/T1671/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/
Q289H/A294E/N303K/I336F; ou
N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/
A268V/Q289H/A294E/N303K.

Uma molécula de 4dcido nucleico isolada de acordo com
qualquer um dos pardgrafos 1 a 10, em que a referida
molécula de acido nucleico codifica um polipéptido

compreendendo a combinacao de mutacgdes:

Al122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A2423/S281L/Q289Y/A294E/
N303K.

Uma molécula de &cido nucleico isolada de acordo com
qualguer um dos parédgrafos 7 a 10, em que a referida
molécula de &cido nucleico codifica um polipéptido que é
uma variante de enzima fitase que possuili maior estabilidade
térmica e/ou maior actividade especifica e/ou maior
estabilidade proteolitica comparada a enzima fitase

codificada por SEQ ID N°: 2.
Um plasmideo ou sistema de vectores compreendendo uma

molécula de &cido nucleico de acordo com qualguer um dos

pardgrafos 1 a 12.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Um plasmideo ou sistema de vectores de acordo com o©O
pardagrafo 13, em que o referido plasmideo ou sistema de
vectores ¢é um vector de expressao para expressao de
qualquer dos polipéptidos como definido em qualgquer um dos
pardgrafos 1 a 12 e/ou compreende polinucledétidos de acordo

com qualquer um dos pardagrafos 1 a 12 num microrganismo.

Uma célula hospedeira transformada ou transfectada com um
plasmideo ou sistema de vectores como descrito em qualquer

dos paréagrafos 13 ou 14.

Uma célula hospedeira como descrita no paragrafo 15 que
expressa um polipéptido como definido em qualgquer um dos

pardagrafos 1 a 12.

Uma célula hospedeira como descrita no pardgrafo 15 ou 16,
em que a referida célula hospedeira ¢é derivada de um

microrganismo.

Uma célula hospedeira como descrita em gqualgquer um dos
paragrafos 15 a 17, em que a referida célula hospedeira é

selecionada de bactérias ou fungos.

Uma célula hospedeira como descrita em gqualquer um dos
pardgrafos 15 a 18, em que a referida célula hospedeira é

selecionada de bactérias, leveduras e fungos filamentosos.

Uma célula hospedeira como descrita em gqualgquer um dos
paragrafos 15 a 19, em que a referida célula hospedeira é
selecionada de B. subtilis, E. coli, H. polymorpha, S.

pombe, S. cerevisiae, Trichoderma spp. e Aspergillus spp..

Uma célula hospedeira como descrita no paragrafo 20, em que
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22.

23.

24.

25.

a referida Aspergillus spp. &€ A. oryzae.

Uma célula hospedeira como descrita em qualquer um dos
pardagrafos 15 a 20, em que a referida célula hospedeira é
uma célula bacteriana procaridtica, de um modo preferido,

E. coli.

Uma célula hospedeira como descrita no pardgrafo 22, em que

a referida célula hospedeira é E. coli.

Uma célula bacteriana de estirpe Buttiauxella sp. P1-29,

depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248.

Um método de producdo de um polipéptido compreendendo
transformar uma célula hospedeira com um polinucledtido de
acordo com qualquer um dos paragrafos 1 a 12, em que O
referido polipéptido ¢é seleccionado do grupo consistindo

de:

. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.

P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
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26.

27.

28.

em que o péptido ¢é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em que o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica & determinada por incubacao do
referido polipéptido numa solugcdao contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampao de acetato de sdédio a

pPH 3,5, a uma temperatura de 37 ‘C.

Um método de producdo de um polipéptido de acordo com o
paragrafo 25 compreendendo transformar uma célula
hospedeira com um polinucledétido de acordo com qualgquer um
dos pardagrafos 1 a 12 com um plasmideo ou vector de acordo

com qualquer um dos paragrafos 13 ou 14.

Um método de producdo de um polipéptido de acordo com o
pardgrafo 25 ou pardagrafo 26, em que a referida célula
hospedeira é uma célula hospedeira como definida em

qualquer um dos pardgrafos 1 a 24.

Um método de producdo de um polipéptido compreendendo
expressar um polinucledétido de acordo com gqualquer um dos
pardagrafos 1 a 12, em que o referido polipéptido &

seleccionado do grupo consistindo de:

. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
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29.

aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. Pl1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em gque o péptido ¢é obtido pela expressdao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em que o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica ¢é determinada por incubacdo do
referido polipéptido numa solucdo contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampdao de acetato de sdédio a

pH 3,5, a uma temperatura de 37 ‘C.
Um método de producdo de um polipéptido de acordo com o

pardgrafo 28 compreendendo expressar um polinucledtido, de

acordo com qualguer um dos pardgrafos 1 a 12, num plasmideo
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30.

ou vector de acordo com qualquer um dos paragrafos 13 ou

14.

Um método de producdo de um polipéptido compreendendo
expressar um polinucledétido de acordo com gqualquer um dos
pardgrafos 1 a 12 numa célula hospedeira num meio de
cultura e separar o referido polipéptido do meio de cultura
da célula hospedeira, em que o referido polipéptido é

seleccionado do grupo consistindo de:

. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

° um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.

P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

] um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em que o péptido é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,
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em que o referido polipéptido possui actividade de fitase, em
que o referido polipéptido possui uma actividade especifica de,
pelo menos, 300 U/mg, em que a referida actividade especifica é
determinada por incubacdao do referido polipéptido numa solucgéo
contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampado de acetato

de sdédio a pH 3,5, a uma temperatura de 37 °C.

31. Um método de producdo de um polipéptido de acordo com o
pardgrafo 30 compreendendo expressar um polinucledtido, de
acordo com qualguer um dos pardgrafos 1 a 12, num plasmideo
ou vector de acordo com qualquer um dos paragrafos 13 ou 14

numa célula hospedeira.

Noutro aspecto da invencao, ¢é proporcionada uma célula
hospedeira transformada ou transfectada com um &cido nucleico

que codifica uma fitase como aqui descrita.

De um modo adequado, a célula hospedeira, de acordo com este
aspecto da invencgao, compreende uma fitase que compreende uma
sequéncia de aminodcidos, como exposto em SEQ ID N°: 3 ou uma

sequéncia que é, pelo menos, 80% homdloga a essa.

Numa forma de realizacdo preferida, a referida célula

hospedeira produz uma fitase.

Num aspecto adicional da invencao, € proporcionada uma
célula hospedeira transformada ou transfectada com um A&cido
nucleico que codifica uma fitase, de acordo com a invencao. De
um modo preferido, a fitase é uma fitase Buttiauxella sp,. CoOmo
aqui descrita ou um homdélogo ou seu derivado. De um modo
adequado, a referida enzima fitase compreende uma sequéncia de

aminodcidos, como exposto em qualquer de SEQ ID N°: 3 ou uma
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sequéncia que é, pelo menos, 80% homdéloga (idéntica) a essa. De
um modo preferido, a referida célula hospedeira produz uma

fitase.

Numa forma de realizacgdao, a sequéncia nucleotidica que pode
ser utilizada na presente invencao é obtida a partir de (embora
nao tenha de ser realmente obtida de) Buttiauxella sp., embora
seja reconhecido qgue as enzimas isoladas e/ou purificadas de

estirpes equivalentes podem ser igualmente utilizadas.

De um modo adequado, a célula hospedeira é derivada de um
microrganismo incluindo bactérias e fungos, incluindo levedura.
Numa forma de realizacgdo particularmente preferida, a célula
hospedeira ¢é wuma célula Dbacteriana procaridtica. As células
hospedeiras bacterianas adequadas incluem bactérias de
diferentes grupos taxondmicos procaridticos, incluindo
proteobactérias, incluindo membros da subdivisdo alfa, beta,
gama, delta e epsilon, Dbactérias gram-positivas, tais como
Actinomicetes, Firmicutes, Clostridium e relativas,
flavobactérias, cianobactérias, bactérias sulfurosas verdes,
bactérias néao-sulforosas verdes e archaea. As particularmente
preferidas sao as Enterobacteriaceae, tais como proteobactérias
Escherichia coli pertencentes a subdivisdo gama e Dbactérias

baixas de GC-Gram positivas, tal como Bacillus.

As células hospedeiras de fungos adequadas incluem leveduras
seleccionadas do grupo consistindo de Ascomycota, incluindo
Saccharomycetes, tais como Pichia, Hansenula e Saccharomyces,
Schizosaccharmycetes, tais como Schizosaccharomyces pombe e

Ascomycota anamdérfica incluindo Aspergillus.

Outras células hospedeiras eucaridticas adequadas incluem
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células de insectos, tais como células SF9, SF21, Trychplusiani
e M121. Por exemplo, os polipéptidos, de acordo com a invencao,
podem, de um modo vantajoso, sSer expressos em sistemas de
células de insectos. Bem como a expressao em células de insectos
em culturas, os genes fitase podem ser expressos em todos o0s
organismos de insectos. Os vectores de virus, tal como
bacilovirus, permitem a infecgdo de insectos inteiros. Grandes
insectos, tal como Dbichos-da-seda, proporcionam um elevado
rendimento de proteina heterdéloga. A proteina pode ser extraida
dos insectos de acordo com as técnicas de extraccao
convencionais. Os vectores de expressao adequados para
utilizagcdo na descricao incluem todos os vectores dque sao
capazes de expressar proteinas estranhas em linhas celulares de

insectos.

Outras células hospedeiras incluem células de plantas
seleccionadas do grupo consistindo de protoplastos, células,
calli, tecidos, o6rgaos, sementes, embrides, ¢évulos, =zigotos,
etc. A invencdo também proporciona plantas inteiras gque foram

transformadas e compreendem o ADN recombinante da invencgao.

O termo “planta’”, geralmente, inclui algas eucaridticas,
embridéfitos incluindo Bridfita, Pteriddéfita e Espermatdfita,

tais como Gimnospérmica e Angiospérmica.

De um modo preferido, a referida célula hospedeira é um
microrganismo. Os microrganismos ©preferidos incluem células
bacterianas procaridéticas, de um modo preferido, E. coli,
B. subtilis e outras espécies do género Bacillus, leveduras, de
um modo preferido, Hansenula polymorfa e Schizosaccharomyces

pombe.

56



Noutro aspecto da invencado, € proporcionada uma estirpe de
célula Dbacteriana de Buttiauxella sp P1-29 depositada por
Danisco Global Innovation, Sokeritehtaantie 20, FIN-02460
Kantvik, Finladndia, em 22 de Setembro de 2004, sob o numero de
acesso NCIMB 41248. Essa célula pode ser incorporada

directamente para uma racao.

Noutro aspecto, é proporcionado um método para a producgdao de
fitases compreendendo transfectar uma célula hospedeira com um
vector de expressao ou plasmideo, de acordo com a invencao,
cultivar a referida célula hospedeira sob condig¢des para a
expressao da fitase e extrair a referida fitase a partir do meio

de cultura da célula hospedeira.

De um modo adequado, o referido método é para a producgao de
uma fitase compreendendo expressar uma sequéncia de aminodcidos
como exposto em SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia possuindo, pelo
menos, 80% de homologia a essa numa célula hospedeira e extrair
a proteina secretada a partir do meio de cultura da célula

hospedeira.

Alimento ou ragdo - apenas para ilustracgao

Outro aspecto da descrigdo proporciona uma composicdo de
racao compreendendo uma fitase, de acordo com a invenc¢ao. De um
modo preferido, a composicdo de racgao compreende uma fitase a
uma concentracdao de 10-10000 U/kg de racéao, de um modo
preferido, 200-2000 U/kg de racdo, de um modo mais preferido,
500-1000 U/kg de racao.

Numa forma de realizacdo, a composicdao de ragao compreende
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uma célula hospedeira de acordo com a descricao.

Num aspecto adicional, é proporcionada a utilizacdo de uma

fitase, de acordo com a invencdo, num alimento ou racdo animal.

ASPECTOS PREFERIDOS

Os aspectos preferidos sdo apresentados nas reivindicacgdes

anexas e na seguinte descricao e seccadao de Exemplos.

VANTAGENS ADICIONAIS

A presente invencdo € vantajosa uma vez Jgue proporciona
moléculas de &cido nucleico isoladas que codificam para fitases
gque possuem uma variedade de ©propriedades gue as tornam

particularmente Uteis como aditivos para rac¢des animais.

Em particular, as fitases codificadas pelas moléculas de
dcido nucleico isoladas da presente invencdo sdo activas a pH
baixo e, de um modo preferido, na gama de pH 2 a 5,5 com maximo
de actividade a, aproximadamente, pH 4-4,5. De um modo adequado,
as fitases sdo activas a pH baixo (permanecendo cerca de 40% da

actividade maxima a pH 2,5) do ambiente do estdmago.

Além disso, as fitases codificadas pelas moléculas de acido
nucleico isoladas da presente invencadao sao eficientemente
secretadas no hospedeiro nativo e durante a expressao heterdloga
levando, deste modo, a uma producdo e isolamento eficazes para

adigdo a alimentos.
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Além disso, as fitases codificadas pelas moléculas de Aacido
nucleico isoladas da presente invencao, de um modo preferido,
possuem  uma vasta especificidade de substrato incluindo
substratos de penta- tetra, tri e di- fosfato aumentando assim o
fosfato total disponivel para absorcdo pelo animal (fosfato
disponivel). As fitases também possuem, de um modo preferido,
uma actividade especifica elevada na regido de 300 U/mg +/-,

aproximadamente, 10%, de um modo preferido, pelo menos 300 U/mg.

Os produtos da presente invencdao podem ser utilizados como
aditivos/suplementos para alimentos e racbes. 0Os produtos podem
também ser Uteis na producdo comercial de varios fosfatos de

inositol.

FITATO/ACIDO FITICO/FITASES

0 acido fitico (mio—-inositol hexaquisfosfato) é um
constituinte importante em cereais, legumes e culturas de
oleaginosas. A forma de sal, fitato, ¢ a maior forma de

armazenamento de fdésforo nestas plantas.

As fitases catalisam a hidrdélise de monoésteres de fosfato
de 4dcido fitico qgue resulta na formacdo de etapa contrdaria de
mio—-inositol pentaquis-, tetraquis-, tris-, bis- e monofosfatos,

bem como a libertacdo de fosfato inorgénico.

Os termos “fitase tipo selvagem” ou *“tipo selvagem”, como
aqui utilizado, refere-se a uma enzima fitase com uma sequéncia

de aminodcidos encontrada na natureza.

Os termos “variante fitase” ou “variante” ou “forma
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modificada” referem-se a uma enzima fitase com uma sequéncia de
aminodcidos derivada da sequéncia de aminodcidos de uma fitase
progenitora possuindo uma ou mails substituig¢des, insercbes e/ou
deleccgdes de aminodcidos que em conjunto sdo referidos como

“mutacdes”.

Os termos “fitase progenitora” ou *“enzima progenitora”
referem-se a uma enzima fitase a partir da qual é derivada uma
variante fitase. Uma fitase progenitora pode ser uma fitase tipo
selvagem ou outra variante fitase. Em particular, na presente
invencao, uma “fitase progenitora” pode ser derivada de uma
Buttiauxella sp. De um modo adequado, a “fitase progenitora” é
derivada de estirpe de Buttiauxella P1-29 como aqui descrita
que, de um modo preferido, possuili a sequéncia de aminodcidos

exposta em SEQ ID N°: 3.

ISOLADA

Num aspecto, de um modo preferido, a sequéncia de
nucledétidos ou aminodcidos estd numa forma isolada. O termo
“isolada” significa que a sequéncia é, pelo menos,
substancialmente livre de, pelo menos, um outro componente com o
qual a segquéncia estd naturalmente associada na natureza e como

encontrada na natureza.

PURIFICADA

Num aspecto, de um modo preferido, a sequéncia de
nucledétidos ou aminodcidos estd numa forma purificada. O termo

“purificada” significa que uma sequéncia estd num estado
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relativamente puro, pelo menos, 1%, 5% puro ou 10% puro, de um
modo mais preferido, pelo menos, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90% puro. Numa forma de realizacdao preferida, quando se
refere a um polipéptido, a pureza como acima definida ¢é
determinada em termos de ser purificada a partir de outros
polipéptidos por electroforese SDS-PAGE. Numa forma de
realizacao preferida, guando se refere a um polinucledtido, a
pureza como acima definida ¢é determinada em termos de ser

purificada a partir de outros polinucledtidos.

SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

0 ambito da presente invencao inclui sequéncias
nucleotidicas que codificam enzimas possuindo as propriedades

especificas como aqui definidas.

O termo “sequéncia nucleotidica”, como aqui wutilizado,
refere-se a uma sequéncia oligonucleotidica, 4&acido nucleico ou
sequéncia polinucleotidica e variante, homélogos, fragmentos e
seus derivados (tais como suas porcgdes) . A sequéncia
nucleotidica pode ser de origem gendmica ou sintética ou
recombinante, gque ©pode ser cadeia dupla ou cadeia simples

representando a cadeia sentido ou anti-sentido.

0O termo “sequéncia nucleotidica” ou “molécula de Aacido
nucleico”, em relagcdo a presente invencao, inclui ADN gendmico,
ADNc, ADN sintético e ARN. De um modo preferido, significa ADN,
de um modo mais preferido, sequéncia de ADNc que codifica para a

presente invencéao.

Numa forma de realizacao preferida, a sequéncia nucleotidica
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quando relacionada com e quando incluida per se pelo ambito da
presente invencdo nao inclui a sequéncia nucleotidica nativa, de
acordo com a presente invencdo, gquando no seu ambiente natural e
quando esta ligada a sua(s) sequéncia(s) naturalmente
associada(s) que estd/estdo também no(s) seu/seus ambiente(s)
natural (ais). Para facilidade de referéncia, deve designar-se
esta forma de realizacdo preferida a “sequéncia nucleotidica néo
nativa”. Quanto a isto, o termo “sequéncia nucleotidica nativa”
significa uma sequéncia nucleotidica inteira que estd no seu
ambiente nativo e quando operacionalmente ligada a um promotor
inteiro com que estd naturalmente associada, esse promotor esta
também no seu ambiente nativo. No entanto, a sequéncia de
aminodcidos incluida pelo ambito da presente invencdo pode ser
isolada e/ou purificada pds expressao de uma sequéncia
nucleotidica no seu organismo nativo. De um modo preferido, no
entanto, uma segquéncia de aminodcidos incluida pelo &ambito da
presente invencéao pode ser expressa por uma sequéncia
nucleotidica no seu organismo nativo, mas em Qgque a sequéncia
nucleotidica ndo estd sob o controlo do promotor gue esta

naturalmente associado dentro desse organismo.

PREPARACAO DE UMA SEQUENCIA NUCLEOTIDICA

Tipicamente, a sequéncia nucleotidicas incluidas pelo ambito
da presente invencdao ou as sequéncias nucleotidicas para
utilizagdo na presente invencao sao preparadas utilizando
técnicas de ADN recombinante (i. e., ADN recombinante). No
entanto, numa forma de realizacgdo alternativa da invencédo, a
sequéncia nucleotidica podia ser sintetizada, num todo ou em
parte, utilizando métodos qguimicos bem conhecidos na técnica

(ver Caruthers MH et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23 e
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Horn T et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).

Uma sequéncia nucleotidica gque codifica uma enzima que
possui propriedades especificas, como aqui definidas, ou uma
enzima que ¢é adequada para modificacdo pode ser identificada
e/ou 1isolada e/ou purificada a partir de qualquer célula ou
organismo produzindo a referida enzima. Sao conhecidos dentro da
técnica varios métodos para a identificacdo e/ou isolamento e/ou
purificagao de sequéncias nucleotidicas. A titulo de exemplo,
podem ser utilizadas técnicas de amplificacdo de PCR para
preparar mais de uma sequéncia, uma vez que foi identificada

e/ou isolada e/ou purificada uma sequéncia adequada.

A titulo de outro exemplo, uma biblioteca de ADN gendmico
e/ou ADNc pode ser construida utilizando ADN cromossémico ou ARN
mensageiro a partir do organismo que produz a enzima. Se a
sequéncia de aminodcidos da enzima ou uma parte da sequéncia de
aminodcidos da enzima ¢é conhecida, sondas oligonucledtidicas
marcadas podem ser sintetizadas e utilizadas para identificar
clones que codificam a enzima a partir da biblioteca gendmica
preparada a partir do organismo. De um modo alternativo, uma
sonda oligonucledétidica marcada contendo sequéncias homdélogas a
um outro gene de enzima conhecido podia ser utilizado para
identificar os clones que codificam a enzima. No ultimo caso,
sdo utilizadas condigbdes de hibridacdao e lavagem de Dbaixa

restringéncia.

De um modo alternativo, os clones que codificam a enzima
podiam ser identificados por insercgdo de fragmentos de ADN
genédmico num vector de expressao, tal como um plasmideo,
transformando a enzima de bactéria negativa com a biblioteca de

ADN gendmico resultante e colocando, entdo, em placas a bactéria
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transformada para placas de &agar contendo um substrato para a
enzima (e. g., maltose para uma glucosidase (maltase) produzindo
enzima), permitindo assim aos clones expressar a enzima a ser

identificada.

Ainda numa outra alternativa, a sequéncia nucleotidica que
codifica a enzima pode ser preparada sinteticamente por métodos
padrao estabelecidos, e. g., o método de fosforoamidite descrito
por Beucage S.L. et al., (1981) Tetrahedron Letters 22,
p. 1859-1869, ou o método descrito por Matthes et al., (1984)
EMBO J. 3, p. 801-805. ©No método de fosforoamidite, os
oligonucledétidos sao sintetizados, e. g., num sintetizador
automatico de ADN, purificados, emparelhados, ligados e clonados

em vectores apropriados.

A sequéncia nucleotidica pode ser de origem gendmica mista e
sintética, origem sintética mista e ADNc, ou origem gendmica
mista e ADNc, preparada ligando fragmentos de origem sintética,
gendmica ou ADNc (como apropriado) de acordo com técnicas
padrdo. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes da
sequéncia nucleotidica inteira. A sequéncia de ADN pode também
ser ©preparada por reacgao de polimerizacdo em cadeia (PCR)
utilizando iniciadores especificos, por exemplo, como descrito
no documento US 4683202 ou em Saiki R K et al., (Science (1988)
239, p. 487-491).

Devido a degenerescéncia no cdéddigo genético, as sequéncias
nucleotidicas podem ser rapidamente produzidas em que a
utilizagao do codédo tripleto, para alguns ou para todos os
aminocdcidos codificados pela sequéncia nucleotidica original,
foram assim alterados produzindo uma sequéncia nucleotidica com

baixa homologia a sequéncia nucleotidica original mas que
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codifica a mesma, ou uma variante, sequéncia de aminodcidos como
codificada pela sequéncia nucleotidica original. Por exemplo,
para a maioria dos aminodcidos a degenerescéncia do cdédigo
genético € na terceira posicdo no codao tripleto (posicao
oscilante) (para referéncia ver Stryer, Lubert, Biochemistry,
Terceira Edicao, Freeman Press, ISBN 0-7167-1920-7), portanto,
uma sequéncia nucleotidica em gque todos o0s coddes tripletos
foram “oscilados” na terceira posicdo seria cerca de 66%
idéntica a sequéncia nucleotidica original, no entanto, a
sequéncia nucleotidica emendada poderia codificar para a mesma
ou uma variante, sequéncia de aminodcidos primaria como a

sequéncia nucleotidica original.

Portanto, a presente invencao refere-se ainda a qualqguer
sequéncia nucleotidica que possui a utilizacdo de um codao de
tripleto alternativo ©para, pelo menos, um aminodcido que
codifica codao tripleto, mas que codifica o mesmo ou uma
variante, sequéncia de polipéptido como a sequéncia de

polipéptido codificada pela sequéncia nucleotidica original.

Além disso, o0s organismos especificos, tipicamente, possuem
um enviesamento ao qual os codbes de tripleto sdao utilizados
para codificar aminodcidos. As tabelas de utilizacgdo de coddes
preferidos estdao vastamente disponiveis e podem ser utilizadas
para preparar coddes de genes optimizados. Essas técnicas de
optimizacao de coddes sao habitualmente utilizadas para

optimizar a expressao de transgenes num hospedeiro heterdlogo.

EVOLUGAO MOLECULAR

Uma vez gue uma sequéncia nucleotidica que codifica enzima
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foi isolada e/ou purificada, ou uma sequéncia nucleotidica gque
codifica uma enzima putativa foi identificada, pode  ser
desejavel modificar a sequéncia nucleotidica seleccionada, por
exemplo, pode ser desejavel mudar a sequéncia de modo a preparar

uma enzima de acordo com a presente invencao.

As mutacdes podem ser introduzidas utilizando
oligonucledtidos sintéticos. Estes oligonucledtidos contém
sequéncias nucleotidicas flangqueando os locais de mutacao

pretendidos.

Um método adequado ¢é divulgado em Morinaga et al.,
(Biotechnology (1984) 2, p. 646-649). Outro método de introdugao
de mutacdes em sequéncias nucleotidicas que codificam enzima é
descrito em Nelson e Long (Analytical Biochemistry (1989), 180,
p. 147-151).

Em vez de mutagénese dirigida ao local, tal como descrito
acima, podem ser introduzidas mutagdes aleatoriamente, por
exemplo, utilizando um kit comercial, tal como o kit de
mutagénese GeneMorf PCR de Stratagene ou o kit de mutagénese

aleatdéria Diversify PCR de Clontech.

Um terceiro método para obter novas sequéncias é fragmentar
sequéncias nucleotidicas nao idénticas, wutilizando qualquer
numero de enzimas de restricao ou uma enzima, tal como DNAse I,
e remontando sequéncias nucleotidicas completas que codificam
para proteinas funcionais. De um modo alternativo, qgqualquer um
pode utilizar uma ou mais sequéncias nucleotidicas nao idénticas
e introduzir mutagdes durante a remontagem da sequéncia

nucleotidica completa.
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Deste modo, é possivel produzir numerosas mutacdes dirigidas
ao local ou aleatdrias numa sequéncia nucleotidica, ou in vivo
ou in vitro e, subsequentemente, rastrear para funcionalidade

melhorada do polipéptido codificado por varios meios.

Como um exemplo nao limitante, as mutagdes ou variantes
naturais de uma sequéncia polinucleotidica podem ser
recombinadas com o tipo selvagem ou outras mutagdes ou variantes
naturais para produzir novas variantes. Essas novas variantes
podem também ser rastreadas para funcionalidade melhorada do
polipéptido codificado. A produgao de novas variantes preferidas
pode ser conseguida por varios métodos expostos na técnica, por
exemplo, o Error Threshold Mutagenesis (documento WO 92/18645),
mutagénese aleatdéria de oligonucledtido mediado (documento
US 5723323), 1inversadao de ADN (documento US 5605793), montagem
génica exo-mediada (documento WO 0058517). Outros métodos
adequados sao descritos, por exemplo, nos documentos WO 0134835,
wo 02/097130, wo 03/012100, w003/057247, WO 2004/018674,
US 6303344 e US 6132970.

A aplicacao dos métodos de evolugcdo molecular acima
mencionados e semelhantes permite a identificacdo e seleccédo de
variantes das enzimas codificadas pelas moléculas de 4acido
nucleico isoladas da presente invencgao que possuem
caracteristicas preferidas sem qualquer conhecimento anterior da
estrutura ou funcdo da proteina e permite a produgdo de mutacgdes
ou variantes néao-previsiveis mas benéficas. Existem numerosos
exemplos da aplicagdo da evolugao molecular na técnica para a
optimizagcdao ou alteracgcdo de actividade enzimédtica, esses
exemplos incluem, mas nado sao limitados a um ou mais dos

seguintes: expressdao e/ou actividade optimizada numa célula
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hospedeira ou in vitro, actividade enzimatica aumentada,
substrato alterado e/ou especificidade de produto, estabilidade
enzimdtica ou estrutural aumentada ou diminuida,
actividade/especificidade enzimdatica alterada em condicgdes

ambientais preferidas, e. g., temperatura, pH, substrato.

Os métodos de evolucdao molecular acima podem ser utilizados
nos métodos de preparacao de uma variante de enzima fitase como

aqui descrito.

SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS

O ambito da presente invencdao também inclui moléculas de
dcido nucleico isoladas que codificam sequéncias de aminodcidos
de enzimas possuindo propriedades especificas como aqui

definidas.

Como aqui utilizado, o termo “sequéncia de aminodacidos” é
sinénimo com o termo “polipéptido” e/ou o termo “proteina”. Em
alguns exemplos, o termo *“sequéncia de aminodcidos” ¢ sindnimo
com o termo “péptido”. Em alguns exemplos, o termo “sequéncia de

aminodcidos” é sindénimo com o termo “enzima’”.

A sequéncia de aminocdcidos pode ser preparada/isolada a
partir de uma fonte adequada ou pode ser feita sinteticamente ou
pode ser preparada pela utilizacgdo de técnicas de  ADN

recombinante.

A enzima codificada pelas moléculas de 4&cido nucleico
isoladas incluidas na presente invencdao pode ser utilizada em

conjunto com outras enzimas. Deste modo, a presente descricao
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também cobre uma combinacdo de enzimas, em gque a combinacao
compreende a enzima codificada pelas moléculas de acido nucleico
isoladas da presente invencdo e outra enzima, que pode ser outra
enzima de acordo <com a presente 1invencdao. Este aspecto é

discutido numa seccgado posterior.

De um modo preferido, a sequéncia de aminocdcidos quando
relacionada a e qguando incluida per se no ambito da presente
invencdo nao é uma enzima nativa. Quanto a isto, o termo “enzima
nativa” significa uma enzima inteira que estd no seu ambiente
nativo e quando foi expressa pela sua sequéncia nucleotidica

nativa.

VARIANTES/HOMOLOGOS/DERIVADOS

A presente invenc¢ao também inclui a utilizagao de variantes,
homdélogos e derivados de qualquer sequéncia de aminodcidos de
uma enzima ou de gualquer sequéncia nucleotidica que codifica

essa enzima.

Aqui, o termo “homdélogo”, significa uma entidade possuindo
uma certa homologia com as sequéncias de aminodcidos e as
sequéncias nucleotidica. Aqui, o termo “homologia” pode ser
igualado com *“identidade”. De um modo adequado, neste contexto,
“homdlogas” refere-se a percentagem de identidade de sequéncia
entre duas enzimas apdés alinhamento das suas sequéncias
utilizando algoritmos de alinhamento como descrito abaixo em

maior pormenor.

No presente contexto, uma sequéncia de aminodcidos homdloga

¢ 1incluida numa sequéncia de aminodcidos gque pode ser, pelo
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menos, 75, 80, 81, 85 ou 90% idéntica, de um modo preferido,
pelo menos, 95, 96, 97, 98 ou 99% idéntica a sequéncia.
Tipicamente, os homélogos irdo compreender os mesmos locais
activos etc. - e. g., como a sequéncia de aminodcidos objecto.
LApesar de a homologia poder também ser considerada em termos de
semelhanca (1. e., residuos de aminodacidos possuindo
propriedades/fungdes quimicas semelhantes), no contexto da
presente invencao é preferido expressar homologia em termos de

identidade de sequéncia.

Por “fragmento funcional” entende-se um fragmento do
polipéptido que continua a ter as propriedades caracteristicas
daquele polipéptido. ©No contexto da presente invencao, um
fragmento funcional de uma enzima fitase ¢é um fragmento que
continua a ter capacidade de clivagem de carotendide da proteina

inteira.

No presente contexto, uma sequéncia nucleotidica homdloga é
levada a incluir uma sequéncia nucleotidica que pode ser, pelo
menos, 75, 80, 81, 85 ou 90% idéntica, de um modo preferido,
pelo menos, 95, 96, 97, 98 ou 99% idéntica a uma sequéncia
nucleotidica que codifica uma enzima da presente invencao (a
sequéncia objecto). Tipicamente, os homdélogos vao compreender as
mesmas sequéncias que codificam para os locais activos etc.,
como a sequéncia objecto. Apesar de a homologia poder também ser
considerada em termos de semelhanca (1. e., residuos de
aminodacidos possuindo propriedades/funcgdes qgquimicas
semelhantes), no contexto da presente invencao é preferido,

expressar a homologia em termos de identidade de sequéncia.

Para as sequéncias de aminodcidos e sequéncias

nucleotidicas, as comparac¢des de homologia podem ser conduzidas
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visualmente, ou mais habitualmente, com o auxilio de programas
de comparacao de sequéncias prontamente disponiveis. Estes
programas de computador comercialmente disponiveis podem

Q

calcular a % de homologia entre duas ou mais sequéncias.

A % de homologia pode ser calculada sobre sequéncias
contiguas, 1. e., uma sequéncia é alinhada com a outra sequéncia
e cada aminodcido numa sequéncia é directamente comparado com o
aminodcido correspondente na outra sequéncia, um residuo de cada
vez. Isto designa-se alinhamento “ndo hiatizado”. Tipicamente,
esses alinhamentos ndo hiatizados sd@o realizados apenas sobre um

numero relativamente pequeno de residuos.

Apesar de este ser um método muito simples e consistente,
ele falha tendo em consideracdo que, por exemplo, num par de
sequéncias em tudo o mais idéntico, uma inserc¢do ou remogado ira
provocar gue 0s sSeguintes residuos de aminodcidos sejam
colocados fora de alinhamento, resultando, deste modo,
potencialmente numa larga redugcdao em % de homologia gquando &
realizado um alinhamento global. Como consequéncia, a maioria
dos métodos de comparacgao de sequéncias sao designados para
produzir alinhamentos déptimos que tém em consideracdao possiveis
inser¢gdes e delecgdes sem penalizar indevidamente o resultado
total de homologia. Isto ¢é conseguido inserindo “hiatos” num
alinhamento de sequéncia para tentar maximizar a homologia

local.

No entanto, estes métodos mais complexos atribuem
“penalidade de hiato” a cada hiato gque ocorre no alinhamento tal
que, para o mesmo numero de aminodcidos idénticos, um
alinhamento de sequéncia com tao poucos hiatos gquanto possivel -

reflectindo maior falta de relacdo entre as duas sequéncias
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comparadas — 1rd atingir um maior resultado do gue um com muitos
hiatos. “Custos de hiato 1ligados” sdo tipicamente utilizados
carregando um custo relativamente elevado para a existéncia de
um hiato e uma penalidade mais pegquena para cada residuo
subsequente no hiato. Este é o sistema de soma de hiatos
habitualmente utilizado. As penalidades de hiato elevadas irao,
evidentemente, produzir alinhamentos optimizados com menores
hiatos. Muitos programas de alinhamento permitem modificar as
penalidades de hiato. No entanto, ¢é preferido, utilizar os
valores por defeito quando se wutiliza esse software para
comparacgdes de sequéncias. Por exemplo quando se wutiliza o
pacote de GCG Wisconsin Bestfit, a penalidade de hiato em falta
para a sequéncia de aminodcidos é -12 para um hiato e -4 para
cada extensao.

Portanto, o cédlculo da % de homologia maxima, necessita, em
primeiro lugar, da produgdo de um alinhamento déptimo, tendo em
consideracao as penalidades de hiato. Um programa de computador
adequado para realizar esse alinhamento ¢é o pacote de GCG
Wisconsin Bestfit (Devereux et al., 1984 Nuc. Acids Research 12
p. 387). 0Os exemplos de outros softwares que podem realizar
comparacgdes de sequéncias 1incluem, mas nao sao limitados ao
pacote BLAST (ver Ausubel et al., 1999 Short Protocols 1in
Molecular Biology, 4@ Ed - Chapter 18), FASTA (Altschul et al.,
1990 J. Mol. Biol. 403-410) e as ferramentas de comparagao
adequadas. Tanto o BLAST como o FASTA estdo disponiveils para
pesquisa offline e online (ver Ausubel et al., 1999, Short

Protocols in Molecular Biology, paginas 7-58 a 7-60).

No entanto, para algumas aplicacgdes, é preferida a
utilizagao do programa GCG Bestfit. Uma nova ferramenta,

designada Sequéncias BLAST 2, estd também disponivel ©para
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comparar proteina e sequéncia nucleotidica (ver FEMS Microbiol
Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8
e tatiana@ncbi.nlm.nih.gov).

Apesar de a % de homologia final poder ser medida em termos
de identidade, o seu processo de alinhamento nado é tipicamente
baseado em todos ou nenhuns pares de comparacdao. Em vez disso,
uma matriz de classificacdo de semelhanca escalada que é
geralmente utilizada que atribui resultados a cada comparacgadao de
par contrdrio Dbaseada na semelhanca gquimica ou disténcia
evoluciondria. Um exemplo de tal matriz habitualmente utilizada
¢ a matriz BLOSUM62 - a matriz por defeito para o BLAST adequado
de programas. O0s programas GCG Wisconsin utilizam, geralmente,
os valores publicos por defeito ou uma tabela de comparacao de
simbolos habituais, se fornecida (ver o manual de wutilizador
para mails pormenores). Para algumas aplicacgdes, ¢é preferido,
utilizar os valores publicos por defeito para o folheto de GCG,
ou no caso de outro software, a matriz por defeito, tal como

BLOSUM62.

De um modo alternativo, as percentagens de homologias podem
ser calculadas wutilizando as multiplas caracteristicas de
alinhamento em DNASIS'™  (Hitachi Software), com Dbase num
algoritmo, andlogo a CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988), Gene
73(1), 237-244).

Uma vez que o software tenha produzido um OJptimo
alinhamento, ¢é possivel calcular a % de homologia, de um modo
preferido, a % de identidade de sequéncia. Tipicamente, o
software faz 1isto como parte da comparacao de sequéncia e gera

um resultado numérico.
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Num aspecto preferido da presente invencdo, sao utilizados
0s seguintes software e posicgdes para calcular a percentagem de
homologia/identidade de sequéncia. Para percentagens de
identidades de sequéncias de aminodcidos (homologia) ou
“positivas” sado calculadas pelo AlignX VectorNTI (Vector NTI
Advance 9.1 de Invitrogen Corporation, Carlsbad, Califérnia,
EUA) para cada par possivel da sequéncia de aminocdcidos. As
posicdes sdo parametros por defeito (penalidade abrindo o Hiato

- 10, penalidade de extensao de Hiato 0,1).

Para percentagens de sequéncias de 4&cido nucleico de
identidades (homologia) ou “positivas” sao calculadas pelo
programa AlignX VectorNTI de Informax Inc. (EUA) para cada par
possivel das sequéncias de 4dcido nucleico. As posicgdes séo
posigdes por defeito para ADN sao: penalidade abrindo o Hiato:
15 e penalidade de extensdao de Hiato: 6.66. (as mesmas posicgdes

para alinhamentos multiplos).

De um  modo preferido, a identidade (homologia) de
aminodcidos € calculada ao longo de todo o comprimento de
sequéncia de aminodcidos ou para 4acido nucleico para um
polinucledtido correspondente que codifica a respectiva

sequéncia de aminocdcidos de comprimento completo.

As sequéncias podem também possuir delecgdes, insercgdes ou
substituicgdes de residuos de aminodcidos que produzem uma
alteracdo silenciosa e resultam numa substdncia funcionalmente
equivalente. As substituicdes de aminodcidos deliberadas podem
ser feitas com base na semelhanca em propriedades de aminodcidos
(tais como polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade,

hidrofilicidade e/ou natureza anfipatica dos residuos) e &,

portanto, Util para agrupar aminodcidos em grupos funcionais. Os
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aminodcidos podem ser agrupados juntos com base nas propriedades
da cadeia lateral isolada. No entanto, € mais util incluir
também dados de mutacdo. 0Os conjuntos de aminodcidos derivados
deste modo sdo igualmente conservados por razdes estruturais.
Estes conjuntos podem ser descritos na forma de um diagrama de
Venn (Livingstone CD. e Barton GJ. (1993) “Protein sequence
alignments: a strategy for the hierarchical analysis of residual
conservation” Comput.Appl Biosci. 9: 745-756) (Taylor W.R. (1986)
“The classification of amino acid conservation” J.Theor.Biol.
119; 205-218). As substituigdes conservadoras podem ser feitas,
por exemplo de acordo com a tabela abaixo gque descreve um

diagrama de Venn, geralmente aceite, de agrupamento de

aminoacidos.

CONJUNTO SUB-CONJUNTO

Hidrofébico |F W Y HK M I LV A GC Aromatico FWYH
Alifatico I LV

Polar WYHEKREDCSTNQ Carregado HKRETD
Positivamente H K R
carregado
Negativamente E D
carregado

Pequeno VCAGSPTND Simplificado A G S

A presente invencado também inclui substituigdao homdloga
(substituicdo e recolocacdao sao ambos aqui utilizados para
significar a troca de um residuo de aminodcido existente com um
residuo alternativo) que pode ocorrer 1i. e., substituicado de
semelhante para semelhante, tal como badsico para bdasico, acidico
para acidico, polar para polar etc. A substituicdo ndo-homdbéloga

pode também ocorrer, i. e., a partir de uma classe de residuo

75




para outra ou, alternativamente, envolvendo a inclusao de
aminodcidos ndo naturais, tails como ornitina (daqui em diante
referido como Z), 4&acido diaminobutirico de ornitina (dagui em
diante referido como B), ornitina norleucina (dagqui em diante
referido como O0), pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina e

fenilglicina.

As substituicdes podem também ser feitas por aminodcidos néo

naturais.

As sequéncias de aminodcidos variantes podem incluir grupos
espacadores adequados que podem ser 1inseridos entre quaisquer
dois residuos de aminodcidos de uma sequéncia incluindo grupos
alquilo, tais como grupos metilo, etilo ou propilo, além de
espacadores de aminodcidos, tais como residuos de glicina ou
R-alanina. Uma outra forma de variacado envolve a presencgca de um
ou mais residuos de aminodcido em forma peptdide, serdo bem
compreendidos pelos especialistas na técnica. Para eliminar
davidas, “a forma peptdide” ¢é wutilizada para se referir a
variante de residuos de aminocdcido em que o grupo substituinte
a—-carbono estd no residuo do dtomo de azoto antes do o-carbono.
Os ©processos para preparar péptidos na forma peptdide sao
conhecidos na técnica, por exemplo Simon RJ et al., PNAS (1992)
89(20), 9367-9371 e Horwell DC, Trends Biotechnol (1995) 13(4),
132-134.

As sequéncias nucleotidicas para wutilizagdo na presente
invencdo podem incluir dentro delas nucledtidos sintéticos ou
modificados. Sdo conhecidos na técnica uma variedade de
diferentes tipos de modificacgdes a oligonucledétidos. Estes
incluem esqueletos metilfosfonato e fosforotiocato e/ou a adicgéo

de cadeias de cridina ou polilisina nas extremidades 3' e/ou 5'
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da molécula. Para as finalidades da presente invencgao, deve ser
entendido que as sequéncias nucleotidicas como aqui descritas
podem ser modificadas por qualquer método disponivel na técnica.
Essas modificag¢des podem ser realizadas de modo a melhorar a
actividade in vivo ou tempo de vida de sequéncias nucleotidicas

da presente invencao.

A presente invencao também abrange a utilizacado de sequéncia
nucleotidicas que sao complementares as sequéncias aqui
apresentadas ou qualquer derivado, fragmento ou seu derivado. Se
a sequéncia é complementar a um seu fragmento, entdo a sequéncia
pode ser utilizada com uma sonda para identificar sequéncias

codificantes semelhantes noutros organismos etc.

Os polinucledétidos que ndo sdo 100% homdélogos as sequéncias
da presente invencdao mas estdo dentro do &admbito da invencéo
podem ser obtidos de varios modos. Outras variantes da sequéncia
como aqui descritas podem ser obtidas, por exemplo, por deteccéao
com sonda de bibliotecas de ADN feitas a partir de uma gama de
individuos, por exemplo, individuos de diferentes populacdes.
Além disso, outros homdélogos podem ser obtidos e esses homdlogos
e seus fragmentos, em geral, serao capazes de  hibridar
selectivamente as sequéncias aqui apresentadas numa lista de
sequéncias. Essas sequéncias podem ser obtidas por deteccdo por
sonda feita a partir de bibliotecas de ADNc ou bibliotecas de
ADN gendmico de outras espécies e por detecgcao com sonda dessas
bibliotecas com sondas compreendendo todas, ou partes, de
qualgquer das sequéncias nas listagens de sequéncia anexas sob
condigdes de meio de alta restringéncia. Consideracodes
semelhantes aplicam-se para obter espécies homdélogas e variantes

alélicas do polipéptido ou sequéncias nucleotidicas da invencao.
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As variantes e estirpes/espécie homdélogas podem ser obtidas
utilizando PCR degenerada que ira utilizar iniciadores
designados para sequéncias alvo dentro das variantes e homdlogos
que codifica sequéncias de aminocdcidos conservadas dentro das
sequéncias da presente invencdo. As sequéncias conservadas podem
ser previstas, por exemplo, alinhando as sequéncias de
aminoacidos a partir de varias variantes/homdélogos. Os
alinhamentos de sequéncias podem ser realizados wutilizando
software de computador conhecido na técnica. Por exemplo, &

vastamente utilizado o programa GCG Wisconsin PileUp.

Os iniciadores utilizados em PCR degenerada irao conter uma
ou mails posicgdes degeneradas e serdo utilizados a condigdes
restringentes mais baixas do que as utilizadas para seguéncias
de clonagem com iniciadores de sequéncia simples contra

sequéncias conhecidas.

De um modo alternativo, esses polinucledtidos podem ser
obtidos por mutagénese dirigida ao local das sequéncias
caracterizadas. 1Isto pode ser util onde, por exemplo, as
alteracdes de sequéncia do coddo silencioso sdo necessdrias para
optimizar preferéncias de codédo para uma célula hospedeira
particular, em que as sequéncias polinucleotidicas eram
expressas. Outras alteracdes de sequéncia podem ser pretendidas
de modo a introduzir locais de reconhecimento de enzimas de
restricao ou para alterar a ©propriedade ou funcdo dos

polipéptidos codificados pelos polinucleédtidos.

Os polinucledtidos (sequéncias nucleotidicas) da invencao
podem ser utilizados para produzir um iniciador, e. g. um
iniciador de PCR, um iniciador para uma reacc¢ao de amplificacao

alternativa, uma sonda e. g., marcada com um marcador revelador

78



por meios convencionais wutilizando marcadores radiocactivos ou
nao radiocactivos, ou os polinucledétidos podem ser clonados para
vectores. Esses 1iniciadores, sondas e outros fragmentos seréo
pelo menos, 15, de um modo preferido, pelo menos, 20, por
exemplo, pelo menos, 25, 30 ou 40 nucledtidos em comprimento, e
sdao também incluidos pelo termo polinucledétidos da invencao como

aqui utilizado.

Os polinucledtidos, tais como polinucleétidos de ADN e
sondas, de acordo com a invencao, podem ser produzidos
recombinantemente, sinteticamente ou por quaisquer meios
disponiveis para os especialistas na técnica. Podem também ser

clonados por técnicas padréao.

Em geral, 0s iniciadores serao produzidos por meios
sintéticos envolvendo um fabrico passo a passo da sequéncia de
dcidos nucleicos pretendida, um nucledétido de cada vez. As
técnicas para conseguir estas técnicas automdticas wutilizadas

estdao facilmente disponiveis na técnica.

Os polinucledétidos mais longos serdo, em geral, produzidos
utilizando meios recombinantes, por exemplo, utilizando técnicas
de clonagem de PCR (reacgado de polimerizacao em cadeia). Os
iniciadores podem ser desenhados para conter locais de
reconhecimento de enzimas de restricdo adequados de modo a que o
ADN amplificado pode ser clonado num vector de clonagem

adequado.

BIOLOGICAMENTE ACTIVA

De um modo preferido, as sequéncias variantes etc., sao,
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pelo menos, tao biologicamente activas como as sequéncias aqui

apresentadas.

Como aqui utilizado, “biologicamente activa” refere-se a uma
sequéncia possuindo uma funcdo estrutural semelhante (mas nao
necessariamente ao mesmo grau) e/ou funcdo reguladora semelhante
(mas ndo necessariamente ao mesmo grau) e/ou funcdo bioguimica
semelhante (mas nao necessariamente ao mesmo grau) das

sequéncias gue ocorrem naturalmente.

Em particular, as sequéncias variantes ou suas formas
modificadas possuem um perfil enzimdtico semelhante ao perfil da
fitase aqui identificada. Este perfil inclui caracteristicas,
tais como sendo uma proteina secretada, possuindo um pH dptimo
na gama de pH 2 a 5,5, de um modo preferido, 4,0-4,5,
permanecendo, pelo menos, 50% da actividade méxima sobre a gama
de pH 2,0-5,5 e/ou possuindo uma actividade especifica acima de

300 U/mg.

HIBRIDAGAO

A presente invencgao também abrange sequéncias que séo
complementares as sequéncias de 4dcido nucleico da presente
invencdo ou sequéncias que sdo capazes de hibridar as sequéncias

da presente invencao ou a sequéncias complementares a essa.

O termo “hibridacao”, como aqui utilizado, deve incluir *“o
processo pelo qual uma cadeia de acido nucleico se junta com uma
cadeia complementar através de emparelhamento de base” bem como
0 processo de amplificagdao como realizado em tecnologias de

reacgcao de polimerizacdao em cadeia (PCR).
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A presente invencado também inclui a utilizacdo de sequéncias
nucleotidicas que sdo capazes de hibridar as sequéncias que séo
complementares as sequéncias aqui apresentadas ou qualqguer
derivado, fragmento ou seu derivado.

0O termo “variante” também inclui sequéncias gque sao
complementares as sequéncias que sao capazes de hibridar as

sequéncias nucleotidicas aqui apresentadas.

De um modo preferido, o termo “variante” inclui sequéncias
que sao complementares a sequéncias que sao capazes de hibridar
sob condigdes restringentes (e. g., 50 °C e 0,2x SSC {lx SSC =
NaCl 0,15 M, citrato de Nas 0,015 M pH 7,0}) as sequéncias

nucleotidicas agui apresentadas.

De um modo mais preferido, o termo “variante” inclui
sequéncias que sao complementares a sequéncias que sao capazes
de hibridar sob condigdes restringente altas (e. g., 65 °C e
0,1x SSC {1x SSC = NaCl 0,15 M, citrato de Nas; 0,015 M pH 7,01})

as sequéncias nucleotidicas aqui apresentadas.

A presente invencéo também  se refere a sequéncias
nucleotidicas gque podem hibridar as sequéncias nucleotidicas da
presente invencdo (incluindo sequéncias complementares aquelas

aqui apresentadas).

A presente invencéao também  se refere a sequéncias
nucleotidicas gque sado complementares a sequéncias que podem
hibridar as sequéncias nucleotidicas da ©presente invencéo

(incluindo sequéncias complementares aquelas agquli apresentadas).
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Sdo também incluidas dentro do &ambito da presente invencao
sequéncias polinucleotidicas que sdo capazes de hibridar as
sequéncias nucleotidicas aqui apresentadas sob condicgcdes de

restringéncia intermédia a maxima.

Num aspecto preferido, a presente invencao cobre seqguéncias
nucleotidicas que podem hibridar a sequéncia nucleotidica da
presente invencao ou o) seu complemento, sob condigdes

restringentes (e. g. 50 °C e 0,2x SSC).

Num aspecto mais preferido, a presente invencdo cobre
sequéncias nucleotidicas que podem  hibridar a sequéncia
nucleotidica da presente invengdo ou o seu complemento, sob

condic¢des restringentes altas (e. g. 65 °C e 0,1x SSC).

MUTAGENESE DIRIGIDA AO LOCAL

Uma vez gue uma sequéncia nucleotidica que codifica enzima
foi isolada e/ou purificada, ou uma sequéncia nucleotidica gue
codifica enzima putativa foi identificada, pode ser pretendido
mudar a sequéncia de modo a preparar uma enzima codificada pelas

moléculas de Aacido nucleico isoladas da presente invencéo.

As mutacdes podem ser introduzidas utilizando
oligonucledtidos sintéticos. Estes oligonucledtidos contém
sequéncias nucleotidicas flangueando os locais de mutacao

pretendidos.

Um método adequado ¢é divulgado em Morinaga et al.,
{Biotechnology (1984) 2, P. 646- 649). Outro método de

introducdao de mutagdes numa sequéncia nucleotidica que codifica

82



enzima ¢é descrito em Nelson e Long (Analytical Biochemistry
(1989), 180, p 147-151). Um outro método ¢é descrito em Sarkar e
Sommer {Biotechniques (1990), 8, p404-407 - *"“The megaprimer

method of site directed mutagenesis”).

RECOMBINANTE

Num aspecto da sequéncia para utilizacdo na presente
invencao é uma sequéncia recombinante - i. e., uma sequéncia qgue

foil preparada utilizando técnicas de ADN recombinante.

Estas técnicas de ADN recombinante estdao dentro das
capacidades de um especialista na técnica. Essas técnicas séao
explicadas na literatura, por exemplo, J. Sambrook, E. F.
Fritsch e T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Segunda Edicgéao, Livros 1-3, Cold Spring Harbor

Laboratory Press.

SINTETICA

Num aspecto, a sequéncia para utilizacdo na presente
invencdao é uma sequéncia sintética - i. e., uma sequéncia qgue
foi preparada por sintese quimica ou enzimatica in vitro. Isso
inclui, mas nao é limitado a, sequéncias feitas com utilizacéao
de coddes O6ptimos para organismos hospedeiros - tais como

leveduras metilotrdéficas Pichia e Hansenula.

EXPRESSAO DE ENZIMAS
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A sequéncia nucleotidica para utilizacdo na presente
invencao pode ser incorporada num vector replicéavel
recombinante. O vector pode ser utilizado para replicar e
expressar a sequéncia nucleotidica, em forma de enzima, em e/ou

a partir de uma célula hospedeira compativel.

L expressao pode ser controlada utilizando sequéncias de

controlo e. g., sequéncias reguladoras.

A enzima produzida por uma célula hospedeira recombinante
por expressao da sequéncia nucleotidica pode ser secretada ou
pode estar contida intracelularmente dependendo da sequéncia
e/ou do vector utilizado. As sequéncias que codificam podem ser
designadas com sequéncias de sinal que melhoram a secrecgao
directa da substédncia que codifica sequéncias através de uma

membrana celular particular procaridética ou eucaridtica.

De modo vantajoso, as enzimas da presente invencao sao

secretadas.

VECTOR DE EXPRESSZAO

Os termos “plasmideo”, “sistema de wvector” ou *“vector de
expressao” significam uma construcgdao capaz de expressdo in vivo
ou in vitro. No contexto da presente invengao, estas construcgdes
podem ser utilizadas para introduzir genes que codificam enzimas
para células hospedeiras. De um modo adequado, 0SS genes cuja
expressao ¢é introduzida podem ser referidos como “transgenes

expressiveis”.

De um modo preferido, o vector de expressao é incorporado no
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genoma de um organismo hospedeiro adequado. 0 termo
“incorporado’”, de um modo preferido, cobre incorporacdo estavel

no genoma.

As sequéncias nucleotidicas aqui descritas, incluindo a
sequéncia nucleotidica da presente invencao, podem estar
presentes num vector em gue a sequéncia nucleotidica é
operacionalmente ligada a sequéncias reguladoras capazes de
proporcionar a expressadao da sequéncia nucleotidica por um

organismo hospedeiro adequado.

Os vectores para utilizacdo na presente invencao podem ser
transformados numa célula hospedeira adequada, como descrita
abaixo, para proporcionar a expressao de um polipéptido da

presente invencgao.

A escolha de vector e. g., um vector de plasmideo, cosmideo
ou fago ird, muitas vezes, depender da célula hospedeira na qual

serda introduzido.

Os vectores para utilizacdo na presente invencdo podem
conter um ou mais genes marcadores selecciondveis - tais como um
gene que confere resisténcia a antibidético e. g., resisténcia a
ampicilina, canamicina, cloramfenicol ou tetraciclina. De um
modo alternativo, a seleccgao pode ser conseguida por

co-transformacdo (como descrito no documento W091/17243).

Os vectores podem ser utilizados in vitro, por exemplo, para
a produgdo de ARN ou utilizados para transfectar, transformar,

traduzir ou infectar uma célula hospedeira.

Deste modo, numa forma de realizacdo adicional, a invencao
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proporciona um método de realizagao de sequéncias nucleotidicas
da presente invencao por introducéao de uma sequéncia
nucleotidica da ©presente invencdo num vector replicavel,
introduzindo o vector numa célula hospedeira compativel e
fazendo crescer a célula hospedeira sob condigdes que levam a

replicagdo do vector.

O vector pode ainda compreender uma sequéncia nucleotidica
permitindo ao vector replicar-se na célula hospedeira em
questdao. Os exemplos dessas sequéncias sao as origens de
replicacdo de plasmideos pUCl9, pACYC177, pUB110, pE194, pAMRI1,
pIJ101, pTzZl2 e pET1L.

SEQUENCIAS REGULADORAS

Em algumas aplicacdes, a sequéncia nucleotidica para
utilizacdo na presente invencao € operacionalmente ligada a uma
sequéncia reguladora que ¢é capaz de ©proporcionar para a
expressao da sequéncia nucleotidica, tal como pela escolha da
célula hospedeira. A titulo de exemplo, a presente invencao
cobre um vector compreendendo a sequéncia nucleotidica da
presente invencdo operacionalmente ligada a essa sequéncia

reguladora, i. e., o vector é um vector de expressao.

0 termo “operacionalmente ligada” refere-se a uma
justaposicdao em gue o0s componentes descritos estdo numa relacao
que lhes permite funcionar na sua forma pretendida. Uma
sequéncia reguladora “operacionalmente ligada” a uma sequéncia
que codificam estd ligada de tal modo que a expressao da
sequéncia que codifica ¢é conseguida sob condig¢des compativeis

com as sequéncias de controlo.
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O termo “sequéncias reguladoras” inclui promotores e agentes

de intensificacdo e outros sinais de regulacado de expressao.

O termo “promotor” é utilizado no sentido normal da técnica,

e. g., um local de ligacdo de ARN polimerase.

A expressao intensificada da sequéncia nucleotidica que
codifica a enzima da ©presente invencdao pode também ser
conseguida por seleccdo de regides reguladoras heterdlogas,

e. g., promotor, lider de secrecdo e regides terminadoras.

De um modo preferido, a sequéncia nucleotidica de acordo com
a presente invencao é operacionalmente ligada a, pelo menos, um

promotor.

Os exemplos de promotores adequados para direccionar a
transcricdao da sequéncia nucleotidica numa bactéria, fungo ou

hospedeiro de levedura sao bem conhecidos na técnica.

CONSTRUGOES
O termo *“construcao” - que é sindénimo de termos, tais como
“conjugado”, “cassette” e “hibrido” - inclui uma sequéncia

nucleotidica para utilizacdo de acordo com a presente invencgao

directa ou indirectamente ligados a um promotor.

Um exemplo de uma ligacdo indirecta é a provisao de um grupo
espacador adequado, tal como uma sequéncia de intrdo, tal como o
intrdo Sh-1 ou o intrdo ADH, intermedidrio entre o promotor e a

sequéncia nucleotidica da presente invencdo. O mesmo se aplica
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ao termo “fundido” em relagdo a presente invengdo que inclui
ligagcdo directa ou indirecta. Em alguns casos, ©0s termos nao
cobrem a combinacdao natural da sequéncia nucleotidica que
codifica para a proteina ordinariamente associada com o promotor
de gene de tipo selvagem e guando estdo ambos no seu ambiente

natural.

A construcao pode ainda conter ou expressar um marcador, gue

permite a seleccdo da construcado genética.

Para algumas aplicacgdes, de um modo preferido, a construcéo
da presente invencao compreende, pelo menos, a sequéncia
nucleotidica da presente invencado operacionalmente ligada a um

promotor.

CELULAS HOSPEDEIRAS

0O termo “célula hospedeira” - em relacdo a presente
invencao, inclui qualguer célula gue compreende a sequéncia
nucleotidica ou um vector de expressao como acima descrito e que
é utilizado na producgao recombinante de uma enzima possuindo as
propriedades especificas como aqui definidas ou nos métodos da

presente invencéao.

Deste modo, uma forma de realizacdo adicional da presente
invengdao proporciona células hospedeiras transformadas ou
transfectadas com uma sequéncia nucleotidica que expressa as
enzimas descritas na presente invengdo. As células serao
escolhidas para serem compativeis com o referido vector e podem
ser, por exemplo, procaridticas (por exemplo, bactérias),

fungos, leveduras ou células de plantas. De um modo preferido,
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as células hospedeiras nao sdo células humanas.

Os exemplos de organismos hospedeiros bacterianos adequados

sdo as espécies de bactérias gram positivas ou gram negativas.

Numa forma de realizacdao preferida, a célula hospedeira é
Escherichia Coli uma vez que Se oObservou que a fitase
Buttiauxella P1-29 ¢é eficientemente secretada em E. coli. As
enzimas fitase, incluindo variantes foram caracterizadas apds
expressao heterdloga em um ou mais dos seguintes hospedeiros de
expressao: Escherichia coli K12; Bacillus subtilis;
Saccharomyces cerevisiae. Estes hospedeiros sao, portanto,

também preferidos.

Dependendo da natureza da sequéncia nucleotidica que
codifica a enzima da presente invencado e/ou a incapacidade para
outro processamento da proteina expressa, podem ser preferidos
hospedeiros eucaridéticos, tais como leveduras ou outros fungos.
Em geral, as células de leveduras sao preferidas sobre células
de fungos porque sdo mais fdceis de manipular. No entanto,
algumas proteinas sao fracamente secretadas a partir da célula
de levedura ou, em alguns casos, nao sao processadas de modo
apropriado (e. g., hiperglicosilagdao em leveduras). Nestes

exemplos, deve ser seleccionado um organismo hospedeiro fungico

diferente.
A utilizacdao de células hospedeiras adequadas - tais como
leveduras, fungos e células hospedeiras de plantas - pode

proporcionar modificag¢des pds-traducdo (e. ¢g., miristoilacgao,
glicosilagao, truncagem, lapidagdo e fosforilagdo de tirosina,
serina ou treonina) uma vez dque podem ser necessarias para

conferir actividade bioldgica oéptima em produtos de expressao
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recombinante da presente invencéo.

A célula hospedeira pode ser uma protease deficiente ou

estirpe de protease negativa.

O gendtipo da célula hospedeira pode ser modificado para

melhorar a expressao.

Os exemplos de modificacgdes de célula hospedeira incluem
deficiéncia de protease, suplementacao de  ARNt raros e
modificacdo do potencial redutivo no citoplasma para melhorar a

formacao de ligacgdes dissulfito.

Por exemplo, a célula hospedeira de E. coli pode
sobreexpressar ARNt raros para melhorar a expressao de proteinas
heterdlogas, como exemplificado/descrito em Kane (Curr Opin
Biotechnol (1995), 6, 494-500 “Effects of rare codon clusters on
high-level expression of heterologous proteina s in E.coli”). A
célula hospedeira pode ser deficiente em varias enzimas
redutoras favorecendo, deste modo, a formacdao de 1ligacgdes
dissulfito estédveis como exemplificado/descrito em Bessette
(Proc Natl Acad Sci USA (1999), 96, 13703-13708“Efficient
folding of proteins with mnmultiple disulfide bonds 1in the

Escherichia coli cytoplasm”).
Numa forma de realizacao, as células hospedeiras, no

contexto da presente invencdo, incluem aquelas células que podem

ser adicionadas directamente em racdes animais.
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ORGANISMO

0O termo “organismo”, em relacdo a presente invencdo, inclui
qualqgquer organismo que possa compreender a sequéncia
nucleotidica que codifica para as enzimas, como descritas na
presente 1invencdo e/ou produtos dela obtidos e/ou, em que um
promotor possa permitir a expressdao da sequéncia nucleotidica,

de acordo com a presente invencgdo, quando presente no organismo.

Os organismos adequados podem incluir um procaridtico,

fungo, levedura ou uma planta.

0O termo “organismo transgénico”, em relagcdo a presente
invencao, inclui qualgquer organismo que compreende a sequéncia
nucleotidica que codifica para as enzimas como descritas na
presente 1invencdo e/ou os produtos dela obtidos e/ou onde um
promotor pode permitir a expressao da sequéncia nucleotidica de
acordo com a presente invencao, dentro do organismo. De um modo
preferido, a sequéncia nucleotidica é incorporada no genoma do

organismo.

O termo “organismo transgénico” nao cobre nucledtidos
nativos que codificam sequéncias no seu ambiente natural guando
estdo sob o controlo do seu promotor nativo que estd, também, no

seu ambiente natural.

Portanto, o organismo transgénico da presente invencéo
inclui um organismo compreendendo qualqgquer uma de, ou
combinag¢des da, sequéncia nucleotidica gque codifica para as
enzimas, como aqui descritas, construcgdes de acordo com a
presente invencgado, vectores de acordo com a presente invencgao,

plasmideos de acordo com a presente invencao, células de acordo
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com a presente invencdo, tecidos de acordo com a presente

invengcdo ou os seus produtos.

Por exemplo, o organismo transgénico pode também compreender
a sequéncia nucleotidica que codifica para a enzima da presente

invencao sob o controlo de um promotor heterdlogo.

TRANSFORMAQAO DE CELULAS/ORGANISMOS HOSPEDEIROS

Como indicado anteriormente, o organismo hospedeiro pode ser
um organismo procaridético ou eucaridético. Os exemplos de
hospedeiros procaridticos adequados incluem E. coli e Bacillus

subtilis.

Os ensinamentos sobre a transformagdo de hospedeiros
procaridticos € bem documentada na técnica, por exemplo, ver
Sambrook et al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
22 edicdo, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). Outros
métodos adequados sao expostos aqui nos Exemplos. Se um
hospedeiro  procaridtico ¢ utilizado, entéao, a sequéncia
nucleotidica pode necessitar de ser, de um modo adequado,
modificada antes de transformagao - tal como por remogao de

intrdes.

As células de fungos filamentosos podem ser transformadas
utilizando varios métodos conhecidos na técnica - tais como um
processo envolvendo formacdao de protoplastos e transformacao dos
protoplastos seguida por regeneracdo da parede celular de um
modo conhecido. A utilizacdo de Aspergillus como microrganismo

hospedeiro é descrita no documento EP 0238023.
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Outro organismo hospedeiro pode ser uma planta. Uma revisao
das técnicas gerais wutilizadas para transformacdo de plantas
pode ser encontrada em artigos por Potrykus (Annu Rev Plant
Pisiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) e Christou (Agro-Food-
Industry Hi-Tech Marg¢o/Abril 1994 17-27). Outros ensinamentos
sobre transformacao de plantas podem ser encontrados no

documento EP-A-0449375.

Os ensinamentos gerais sobre transformacdo de fungos,

leveduras e plantas sao apresentados nas secgdes seguintes.

FUNGOS TRANSFORMADOS

Um organismo hospedeiro pode ser um fungo - tal como um
fungo filamentoso. O0Os exemplos desses hospedeiros adequados
incluem qualquer membro pertencente ao género Thermomices,
Acremonium, Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora,

Trichoderma e semelhantes.

Os ensinamentos de transformacdo de fungos filamentosos sao
revistos no documento US-A-5741665, que afirma que as técnicas
padrdo para transformacado de fungos filamentosos e cultura de
fungos sdo bem conhecidas na técnica. E encontrada uma revisao
extensa de técnicas como aplicadas a N. crassa, por exemplo, em

Davis e de Serres, Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143.

Sao revistos outros ensinamentos de transformacgcao de fungos

filamentosos no documento US-A-5674707.

Num aspecto, o organismo hospedeiro pode ser do género

Aspergillus, tal como Aspergillus niger.
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Um Aspergillus transgénico, de acordo com a presente
invencao, pode também ser preparado pelo seguinte, por exemplo,
0os ensinamentos de Turner G. 1994 (Vectors for genetic
manipulation. In: Martinelli S.D., Kinghorn J.R. (Editores)
Aspergillus: 50 years on. Progress 1in 1industrial microbiology

vol 29. Elsevier, Amesterddo 1994. p. 641-666).

LA expressao génica em fungos filamentosos foi revista em
Punt et al., (2002) Trends Biotechnol Maio de 2002; 20(5):200-06,
Archer & Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17(4):273-306.

LEVEDURAS TRANSFORMADAS

Noutra forma de realizacdo, o organismo transgénico pode ser

uma levedura.

Uma revisadao dos principios de expressao génica heterdloga em
leveduras sao proporcionados em, por exemplo, Methods Mol Biol
(1995), 49:341-54, e Curr Opin Biotechnol (1997) out;
8(5):554-60.

Neste ponto, a levedura - tal como as espécies Saccharomyces
cerevisi ou Pichia pastoris (ver FEMS Microbiol Rev (2000
24 (1) :45-66), pode ser utilizada como um veiculo para expressao

génica heterdéloga.

Uma revisao dos principios de expressao génica heterdloga em
Saccharomyces cerevisiae e secrecgao de produtos génicos é dada
por E Hinchcliffe E Kenny (1993, “Yeast as a vehicle for the

expression of heterologous genes’”, Yeasts, Vol 5, Anthony H Rose
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e J Stuart Harrison, eds, 22 edicdo, Academic Press Ltd.).

Para a transformacdao de 1leveduras, foram desenvolvidos
vadrios protocolos de transformacdo. Por exemplo, um transgénico
de Saccharomyces, de acordo com a presente invengao, pode ser
preparado pelos seguintes ensinamentos de Hinnen et al., (1978,
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75,
1929); Beggs, J D (1978, Nature, Londres, 275,104); e Ito, H
et al., (1983, J Bacteriology 153, 163-168).

As células de leveduras transformadas podem ser
seleccionadas utilizando varios marcadores selectivos - tais
como marcadores de resisténcia a antibidéticos dominantes de

marcadores auxotrdficos.

PLANTAS TRANSFORMADAS/CELULAS VEGETAIS

Um organismo hospedeiro adequado para a presente invencéo
pode ser uma planta. Pode ser encontrada uma revisao das
técnicas gerais em artigos por Potrykus (Annu Rev Plant Pisiol
Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) e Christou (Agro-Food-Industry
Hi-Tech Marg¢o/Abril 1994 17-27

CULTURA E PRODUGAO

As células hospedeiras transformadas com a sequéncia
nucleotidica da presente invencdao podem ser cultivadas sob
condig¢des que podem conduzir a produgdo da enzima codificada e
que facilitam a recuperacdo da enzima a partir das células e/ou

meio de cultura.
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O meio utilizado para cultivar as células pode ser qualquer
meio convencional adequado para crescimento da célula hospedeira

em questdao e obtendo expressao da enzima.

A proteina produzida por uma célula recombinante pode ser

apresentada na superficie da célula.

A enzima pode ser secretada a partir das células hospedeiras
e pode ser convenientemente recuperada a partir do meio de

cultura utilizando processos bem conhecidos.

SECREGAO

Pode ser pretendido, para a enzima, ser secretada a partir
de um hospedeiro de expressao para o meio de cultura a partir de
onde a enzima pode ser mais facilmente recuperada. De acordo com
a presente invencdo, a secrecao de sequéncia lider pode ser
seleccionada com base no hospedeiro de expressao pretendido. As
sequéncias de sinal hibrido podem também ser utilizadas com o

contexto da presente invencao.

Os exemplos tipicos de sequéncias 1lider de secrecao
heterdéloga sdo aqueles origindrios a partir do gene (glaA - 18 e
24 versbes de aminocdcidos e. g., a partir de Aspergillus) de
amiloglucosidase fungica (AG), o gene de factor—-a (leveduras
e. 9., Saccharomyces, Kluyveromyces e Hansenuld) ou o0 gene de

o—amilase (Bacillus).

A titulo de exemplo, a secrecao de proteinas heterdlogas em

E. coli é revista em Methods Enzymol (1990) 182:132-43.
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DETECGAO

Sdo conhecidos na técnica uma variedade de protocolos para
detectar e medir a expressdo da sequéncia de aminodcidos. Os
exemplos incluem ensaio de imunocabsorcgao (ELISA),
radioimunoensaio (RIR) e classificacdao de célula activada

fluorescente (FACS).

Uma vasta variedade de marcadores e técnicas de conjugacéo
sao conhecidas pelos especialistas na técnica e podem ser

utilizadas em vadrios ensaios de dcidos nucleicos e aminoacidos.

Uma variedade de empresas, tails como Pharmacia Biotech
(Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI) e US Biochemical Corp
(Cleveland, OH) fornece kits e protocolos comerciais para estes

processos.

As moléculas repdrter ou marcadores adequados incluem
aqueles radionuclideos, enzimas, fluorescentes,
gquimioluminescentes ou agentes cromogénicos bem como substratos,
co-factores, inibidores, particulas magnéticas e semelhantes. As
patentes que ensinam a utilizacdo desses marcadores incluem os
documentos US-A-3817837; US-A-3850752; US-A-3939350;
US-A-3996345; US-A-4277437; US-A-4275149 e US-A-4366241.

Também as imunoglobulinas recombinantes podem ser produzidas

como mostrado no documento US-A-4816567.

Outros ensaios adequados para detectar actividade de fitase

sao conhecidas na técnica e aqui identificadas.
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PROTEINAS DE FUSAO

As sequéncias de aminodcidos codificadas pelas moléculas de
dcido nucleico isoladas para utilizacdo de acordo com a presente
invencdo podem ser produzidas como uma proteina de fusao, por
exemplo, para auxiliar em extraccdo e purificacadao. Exemplos de
acompanhantes de proteinas de fuséo incluem
glutationa_-transferase (GST), 6xHis, GAL4 (ligacdo de ADN e/ou
dominios de activacgdo transcricional) e (R-galactosidade). Pode
também ser conveniente incluir um local de clivagem proteolitica
entre a acompanhante de proteina de fusdo e a sequéncia de
proteinas de interesse para permitir remover sequéncias de

proteinas de fusao.

De um modo preferido, a proteina de fusdo ndo ird prejudicar

a actividade da sequéncia de proteina.

Os sistemas de expressao de fusao génica em E. coli foram

revistos em Curr Opin Biotechnol (1995) 6(5):501-6.

Noutra forma de realizacdo da invencdo, a seguéncia de
aminodcidos codificada pelas moléculas de 4&cido nucleico da
presente 1invencao pode ser ligada a uma sequéncia heterdloga
para codificar uma proteina de fusdo. Por exemplo, para rastrear
bibliotecas de péptidos para agentes capazes de afectar a
actividade de substincia, pode ser Util codificar uma substéncia
gquimérica que expresse um epitopo heterdlogo que €& reconhecido

por um anticorpo comercialmente disponivel.
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SEQUENCIAS ADICIONAIS

As seqguéncias para utilizacdo de acordo com a presente
invencado podem também ser utilizadas em conjunto com uma ou mais
proteinas adicionais de interesse (POI) ou sequéncias

nucleotidicas de interesse (NOI).

Os exemplos nao-limitantes de POI incluem: Xilanase,
lipases, fosfatases 4acidas e/ou outros. Estes incluem enzimas
que, por exemplo, modulam a viscosidade da racdo. A NOI pode
ainda ser uma sequéncia antissentido para qualquer destas

sequéncias.

A POI pode ainda ser uma proteina de fusdao, por exemplo,
para auxiliar em extracgcdo e ©purificagcdo ou melhorar o

metabolismo de fitato in vivo.

A POI pode ainda ser fundida a uma sequéncia de secrecao.

Outras sequéncias podem também facilitar a secrecao ou
aumento do rendimento de POI secretado. Essas sequéncias podiam
codificar para proteinas acompanhantes, como, por exemplo, ©
produto genético de Aspergillus niger cyp B descrito no pedido

de patente UK 9821198.0.

A NOI que codifica para POI pode ser manipulada de modo a
alterar a sua actividade por uma variedade de razdes, incluindo
mas nao limitado a, alteracgdes que modificam o processamento
e/ou expressdo do seu produto de expressao. A titulo de outro
exemplo, a NOI pode também ser modificada para optimizar a
expressao numa célula hospedeira particular. Podem ser

pretendidas outras alteracdes de sequéncia de modo a introduzir
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locais de reconhecimento de enzima de restricao.

A NOI que codifica para POI pode incluir dentro os seus
nucledétidos sintéticos ou modificados - tais como esqueletos de

demetilfosfonato e fosforotioato.

A NOI que codifica para a POI pode ser modificada para
aumentar a estabilidade intracelular e semi-vida. As
modificagdes possiveis incluem, mas nado sao limitadas a, a
adicdo de sequéncias flangqueadoras das extremidades 5' e/ou 3!
da molécula ou a utilizacdo de fosforotioato ou 2' O-metil antes

das ligacdes de fosfodiesterase dentro do esqueleto da molécula.

ANTICORPOS - apenas para ilustracgéo

Um aspecto da presente descricdo refere-se a aminodcidos que
sao imunologicamente reactivos com 0s aminodcidos de

SEQ ID N°: 3.

Os anticorpos podem ser produzidos por técnicas padrao, tais
como por 1munizacdo com a substadncia da invencdo ou utilizando

uma biblioteca de apresentacao de fagos.

Para as finalidades desta invencdo, o termo “anticorpo”,
salvo especificacdo em contrédrio, inclui mas nado é limitado a,
policlonal, monoclonal, gquimérico, cadeia simples, fragmentos
Fab, fragmentos produzidos por uma biblioteca de expressao Fab,
bem como seus miméticos. Esses fragmentos incluem fragmentos de
todos os anticorpos que mantém a sua actividade aglutinante para
uma substadncia alvo, fragmentos de Fv, F(ab') e F(ab'),, bem como

anticorpos de cadeia simples (scFv), proteinas de fusdo e outras
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proteinas sintéticas gque compreendem o local de ligacao
antigénio do anticorpo. Além disso, o0s anticorpos e seus
fragmentos podem ser anticorpos humanizados. Anticorpos
neutralizantes, i. e., aqueles que inibem a actividade bioldgica
dos polipéptidos de substédncias sdo especialmente preferidos

para diagndéstico e terapéutica.

Se o0s anticorpos policlonais sao pretendidos, um mamifero
seleccionado (e. g., rato, coelho, veado, cavalo, etc.) é
imunizado com a sequéncia da presente invencao (ou uma sequéncia
compreendendo um seu epitopo imunoldgico). Dependendo das
espécies hospedeiras, podem ser utilizados varios adjuvantes

para aumentar a resposta imunoldgica.

0 soro do animal imunizado é recolhido e tratado de acordo
com  processos conhecidos. Se o) SOro contendo anticorpos
policlonais a sequéncia da presente invencdo (ou uma sequéncia
compreendendo um seu epitopo imunoldgico) contém anticorpos a
outros antigénios, os anticorpos policlonais podem ser
purificados por cromatografia de imunoafinidade. As técnicas
para produgao e processamento de antissoro policlonal séao
conhecidas na técnica. De modo a que esses anticorpos possam ser
feitos, a invencao também proporciona polipéptidos da invencao
ou seus fragmentos haptenisados a outro polipéptido para

utilizagdo como imunogénios em animais ou humanos.

Os anticorpos monoclonais direccionados contra a sequéncia
da presente 1invencao (ou uma sequéncia compreendendo um seu
epitopo imunoldgico) podem, também, ser rapidamente produzidos
por um especialista na técnica e incluem, mas nao sao limitados
a, a técnica de hibridoma de Koehler e Milstein (1975 Nature

256:495-497), a técnica de hibridoma de célula-B humana (Kosbor
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et al., (1983) Immunol Today 4:72; Cote et al., (1983) Proc Natl
Acad Sci 80:2026-2030) e a técnica de hibridoma-EBV (Cole
et al., (1985) Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan

Rickman Liss Inc, pp 77-96).

Além disso, podem ser utilizadas técnicas desenvolvidas para
a producdo de “anticorpos quiméricos”, a excisdao de genes de
anticorpo de rato a genes de anticorpo humano para obter uma
molécula com especificidade e actividade bioldégica de antigénio
apropriada (Morrison et al., (1984) Proc Natl Acad Sci
81:6851-6855; Neuberger et al., (1984) Nature 312:604-608;
Takeda et al., (1985) Nature 314:452-454) .

De um modo alternativo, as técnicas descritas para a
producdo de anticorpos de cadeia simples (Patente US N° 4946779)
podem ser adaptadas para produzir os anticorpos de cadeia

simples de substéncias especificas.

Podem também ser gerados fragmentos de anticorpo que contém
locails especificos de 1ligacdao para a substéncia. Por exemplo,
esses fragmentos incluem, mas nédo sao limitados a, os fragmentos
F(ab'), que podem ser produzidos por digestdo da pepsina da
molécula de anticorpo e os fragmentos Fab que podem ser gerados
por reducgao das pontes dissulfito dos fragmentos F(ab'),. De um
modo alternativo, as bibliotecas de expressdao Fab podem ser
construidas para permitir a identificacgdo rdpida e facil de
fragmentos Fab monoclonais com a especificidade pretendida

(Huse WD et al., (1989) Science 256:1275-128 1).
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APLICAgiO EM GRANDE ESCALA

Numa forma de realizacao preferida da presente invencao, a
sequéncia de aminocdcidos que codifica uma fitase derivada de
C. freundii ou os métodos da presente invencdao sao utilizados
para aplicac¢des em grande escala. Em particular, os métodos da
presente invencado podem ser utilizados para a producdo em grande
escala de fitases para utilizacao industrial como

aditivos/suplementos para composicdes alimentares ou racdes.

De um modo preferido, a sequéncia de aminodcidos € produzida
numa quantidade de desde 5 g por litro a cerca de 10 g por litro
do volume total de cultura celular apds cultivo do organismo

hospedeiro.

De um modo preferido, a sequéncia de aminodcidos € produzida
numa quantidade de desde 100 mg por litro a cerca de 900 mg por
litro do volume total de cultura celular apds cultivo do

organismo hospedeiro.

De um modo preferido, a sequéncia de aminodcidos € produzida
numa quantidade de desde 250 mg por litro a cerca de 500 mg por
litro do volume total de cultura celular apds cultivo do
organismo hospedeiro.

UTILIZAgiO DE FITASES - apenas para ilustracgéo

Como referido acima, a presente descricdao também se refere a

producao de fitases como aqui descrito.
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Em particular, a presente descricdo também se refere a
utilizacdo de sequéncias de aminodcidos, como aqui divulgado, na

producdo de compostos de fosfato orgédnico e inorgénico.

Deste modo, a presente 1invencdo refere-se, ainda, a
utilizacdo das sequéncias nucleotidicas que codificam fitases,
em gerar vectores de expressao ou sistemas para a expressao das

fitases.

Além disso, a presente 1invencdao refere-se a wutilizacéo
desses vectores ou sistemas de expressdo na geracgao de células

hospedeiras que expressem fitases.

A descricdo refere-se, ainda, a utilizacdo de células
hospedeiras modificadas na geracao de precursores de compostos
de fosfato orgdnico e inorgénico ou na geracdo de compostos de

fosfato orgénico especificos.

Os compostos de fosfato orgdnico e 1norgédnico adequados
incluem mio-inositol pentaquis-, tetraquis-, tris-, Dbis- e

monofosfatos.

De um modo adequado, a descricgdo proporciona, portanto, um
método de produgcdao de um composto de fosfato orgénico
compreendendo tratar wum fitato com wuma fitase derivada de
Buttiauxella sp. De um modo preferido, o método é caracterizado
por a enzima compreender as sequéncias de aminoacidos
apresentadas como SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia possuindo, pelo
menos, 75% de identidade (homologia) a esta ou um fragmento
eficaz, ou sua forma modificada. De um modo adequado, o fosfato
orgadnico ¢é fitato ou todos os possiveis estereoisdmeros de

mio—inositol di-, tri-, tetra e pentafosfatos. Outros fosfatos
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organicos adequados incluem tetrafosfatos de inositol e
oligofosfatos de inositol. Numa forma de realizacao preferida, o

método é um processo biotecnoldgico in vivo.

Esses métodos para produzir um composto de fosfato organico

podem, de um modo adequado, compreender as etapas de:

a) proporcionar uma célula hospedeira que compreende
transgenes expressiveis compreendendo fitase

Buttiauxella sp.;

b) cultivar o organismo transgénico sob condigdes adequadas

para expressao do transgene; e

c) recuperar o composto de fosfato orgédnico a partir da

cultura.

Os compostos podem ser utilizados para uma variedade de
aplicag¢des 1incluindo em ensaios ©para a caracterizagao de
fitases. Alguns fosfatos de 1inositol sdo envolvidos como
moléculas sinal em regulacgdo intracelular e podem ser utilizados

gquimicos de pesquisa.

Noutro aspecto, € proporcionado um método para producao de
alimentos ou rag¢des animais. A racdo animal ¢é, tipicamente,
produzida em moinhos de racgdes, em que as matérias-primas séao
primeiro moidas para um tamanho de particula adequado e, entao,
misturadas com aditivos apropriados. A racao pode, entao, ser
produzida como calda ou aglomerado; o) ultimo envolve,
tipicamente, um método pelo qual a temperatura ¢é aumentada até
um nivel alvo e depois é passada através de uma fieira para

produzir aglomerados de um tamanho particular. Subsequentemente,
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podem ser adicionados aditivos ligquidos, tais como gordura e
enzima. Os aglomerados sao deixados arrefecer antes do
transporte. A producdo de racdao animal pode também envolver uma
etapa adicional que 1inclui extrusdao ou expansao antes de

aglomerar.

Como consequéncia, a descricdao  proporciona ainda a
utilizacdo de uma sequéncia de aminodcidos que codificam uma
fitase ou uma célula hospedeira que expressa uma fitase, para
produzir uma fitase para utilizacdo na preparacao de um produto
alimentar ou racao. Num aspecto, ¢é proporcionada uma utilizacao
de uma sequéncia de aminoéacidos, como aqui descrita, na
preparagao de um produto alimentar ou ragdo. Noutro aspecto, &
proporcionada uma utilizacgdo de uma célula hospedeira, de acordo
com a invengdo, na preparacao de um produto alimentar ou ragao.
Noutro aspecto, é proporcionada uma utilizacdo de um vector ou
sistema de expressao, de acordo com a invencgado, na preparacao de

um produto alimentar ou racgao.

A presente descricdo também cobre a utilizacdo de enzimas
como um componente de combinagdes de ragdes com outros

componentes para administrar a animais.

COMBINAQAO COM OUTROS COMPONENENTES

As enzimas codificadas pelas moléculas de &cido nucleico
isoladas da presente invencao podem ser utilizadas em combinacao

com outros componentes ou veiculos.

Os veiculos adequados para enzimas de ragdes incluem trigo

(grosseiramente moido). Além disso, existe uma variedade de
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técnicas de encapsulamento incluindo aquelas baseadas em

cobertura de gordura/cera, adicionar gomas de planta etc.

Os exemplos de outros componentes incluem um ou mais de:
espessantes, agentes gelificantes, emulsionantes, aglutinantes,
modificadores cristalinos, edulcorantes (incluindo edulcorantes
artificiais), modificadores de reologia, estabilizantes,
anti-oxidantes, corantes, enzimas, transportadores, veiculos,
excipientes, diluentes, agentes lubrificantes, agentes
aromatizantes, matéria corante, agentes de suspensao,
desintegrantes, aglutinantes de granulagdao etc. Estes outros
componentes podem ser naturais. Estes outros componentes podem
ser preparados por utilizacdo de técnicas quimicas e/ou

enzimaticas.

Como aqui utilizado, o termo “espessante ou agente
gelificante”, como agqui utilizado, refere-se a um produto que
previne a separagdo por abrandamento ou prevenindo o movimento
de particulas, gotas de liquidos imisciveis, ar ou sdélidos

insoluveis.

O termo “estabilizante”, como aqui wutilizado, ¢é definido
como um ingrediente ou combinacdo de ingredientes que conservam
um produto (e. g., um produto alimentar) de alteragdes ao longo

do tempo.

O termo “emulsionante”, como aqui utilizado, refere-se a um
ingrediente (e. g., um ingrediente de produto alimentar) qgue

previne a separacao de emulsdes.

Como agqui utilizado, o termo *“aglutinante” refere-se a um

ingrediente (e. g., um 1ingrediente alimentar) que aglutina o
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produto em conjunto, através de uma reaccdo fisica ou gquimica.

0O termo “modificador cristalino”, como aqui wutilizado,
refere-se a um ingrediente (e. g., um ingrediente alimentar) que

afecta a cristalizacdo de gorduras ou &agua.

Os “transportadores” ou *“veiculos” significam materiais
adequados para administracadao de compostos e incluem qualguer
tipo de material conhecido na técnica, tal como, por exemplo,
qualquer liquido, gel, solvente, diluente liquido, solubilizante
ou semelhante, que € nao-tdéxico e gue nado interage com guaisqguer

componentes da composicdo num modo deletério.

Os exemplos de transportadores nutricionalmente aceitédveis
incluem, por exemplo, grdo, 4&agua, solucgdes salgadas, &lcool,

silicone, ceras, vaselina, 6leos vegetais e semelhantes.

Os exemplos de excipientes incluem um ou mais de: celulose
microcristalina e outras celuloses, lactose, citrato de sdédio,
carbonato de calcio, fosfato de cdlcio dibasico, glicina, amido,

lactose e polietilenoglicdis de elevado peso molecular.

Os exemplos de desintegrantes incluem um ou mais de: amido
(de um modo preferido, amido de milho, batata ou tapioca),
glicolato de amido sédico, croscarmelose sddica e alguns

silicatos complexos.

Os exemplos de aglutinantes de granulacao incluem um ou mais

de: polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) ,
hidroxipropilcelulose (HPC), sacarose, maltose, gelatina e
acacia.
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Os exemplos de agentes lubrificantes incluem um ou mais de:
estearato de magnésio, 4&acido estedrico, Dbeenato de glicerilo e

talco.

Os exemplos de diluentes incluem um ou mais de: 4&gua,

etanol, propilenoglicol e glicerina, e suas combinacgdes.

Os outros componentes podem ser utilizados simultaneamente
(e. g., quando estdao em misturas em conjunto ou mesmo quando sao
administrados por vias diferentes) ou sequencialmente (e. g.,

podem ser administrados por vias diferentes).

Como aqui wutilizado o termo “componente adequado para
consumo animal ou humano” significa um composto que é ou pode
ser adicionado a composicdo da presente invencdo como suplemento
que pode ser de beneficio nutricional, um substituto de fibra ou

possui, de um modo geral, um efeito benéfico ao consumidor.

A titulo de exemplo, os componentes podem ser pré-bidticos
tais como alginato, xantano, pectina, goma de alfarroba (LBG),
inulina, goma de guar, galacto-oligossacéarido de (GOS),
fruti-oligossacarido (FOS), lactosacarose, oligossacarido de
soja, palatinose, isomalto-oligossacdarido, gluco-oligossacaridos

de glucose e xilo-oligossacaridos.

SUBSTANCIA ALIMENTAR OU DE RAQAO

Os compostos podem ser utilizados como — ou na preparacgao de
- uma substéncia alimentar ou de racdo. Aqui, o termo “alimento”
¢ utilizado num sentido wvasto - e cobre alimentos e produtos

alimentares para humanos bem alimentos para animais (i. e., uma
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racao). O termo “racao” ¢é utilizado com referéncia a produtos
que sao dados a animais na criacdao de gado. Num aspecto
preferido, o alimento ou racgdo € para consumo por animais

monogdstricos, tais como porco, aves domésticas e peixe.

O alimento ou racadao pode estar na forma de uma solugao ou
como sdélido - dependendo da utilizacdo e/ou do modo de aplicacao

e/ou do modo de administracao.

INGREDIENTES E SUPLEMENTOS DE ALIMENTOS E RAQ6ES

Os compostos podem ser utilizados como ingrediente alimentar

ou de racdes.

Como aqui utilizado, o termo *“ingrediente alimentar ou de
ragdes” inclui uma formulacdo que & ou pode ser adicionada a
alimentos ou produtos alimentares e inclui formulacgdes que podem

ser utilizadas a niveis baixos numa vasta variedade de produtos.

O ingrediente alimentar pode estar na forma de uma solugao
ou como sdélido - dependendo da wutilizacdo e/ou do modo de

aplicacao e/ou do modo de administracgéo.

Os compostos podem estar em - ou podem ser adicionados a -

suplementos alimentares.

COMPOSICOES ALIMENTARES E DE RACOES - apenas para ilustragédo

As composicbes de ragdes para animais monogastricos,

tipicamente, incluem composicdes compreendendo produtos vegetais
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que contém fitato. Essas composicgdes incluem farinha de milho,
farinha de soja, farinha de colza, farinha de sementes de

algodao, milho, trigo, racdes a base de cevada e sorgo.

As fitases aqui descritas podem estar em - ou podem ser
adicionados a - substédncias e composicdes alimentares ou de
racdes.

A  presente descricdo também proporciona um método de
preparagdao de um ingrediente ou suplemento alimentar ou de
racao, o método compreendendo misturar fitases produzidas pelo
processo da presente invengcdo ou a composicdo de acordo com a
presente invengdo com outro ingrediente alimentar. O método para
preparar ou um ingrediente alimentar ¢é também outro aspecto da
presente invencao. 0Os métodos para preparar racgdes animais sao
expostos acima. A enzima pode ser adicionada também na forma de
uma formulagdo sdlida ou como aditivo de ragdes, tal como um
pré-mistura. Uma forma sdélida €&, tipicamente, adicionada antes
ou durante a etapa de mistura; e uma forma liquida é,

tipicamente, adicionada apdés a etapa de aglomeracao.

PRODUTO FARMACEUTICO - apenas para ilustracgéo

As fitases da presente descricao podem também ser utilizadas
em preparacgdes farmacéuticas ou para combinagdo em produtos
alimentares, de modo a proporcionar algum efeito farmacéutico.
Por exemplo, o documento EP 1389915 descreve a utilizagdao de uma
fitase numa comida ou bebida para aumentar a disponibilidade de

Cédlcio, Ferro e/ou Zinco da comida ou bebida para humanos.

Além disso, o documento EP 1392353 descreve um medicamento
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ou suplemento nutricional contendo fitase, que ¢é util para
aumentar a biodisponibilidade de bioelementos, e. g., calcio e

ferro, e para combater doengas carenciais.

Agqui, o termo “produto farmacéutico” é utilizado num sentido
vasto e cobre produtos farmacéuticos e/ou nutracéuticos para
humanos bem como produtos farmacéuticos e/ou nutracéuticos para
animais (i. e., aplicacdes veterindrias). Num aspecto preferido,
o produto farmacéutico € para wutilizacdo humana e/ou para

criacao de animais.

O produto farmacéutico pode ser para fins terapéuticos - que
podem ser de natureza curativa ou paliativa ou preventiva. O

produto farmacéutico pode ainda ser para fins de diagndstico.

Quando utilizado como - ou na preparacao de - um produto
farmacéutico, o produto e/ou compostos da presente invencao

podem ser utilizados em conjunto com um ou mais de: um veiculo

farmaceuticamente aceitavel, um diluente farmaceuticamente
aceitéavel, um excipiente farmaceuticamente aceitavel, um
adjuvante farmaceuticamente aceitavel, um ingrediente

farmaceuticamente activo.

O produto farmacéutico pode estar na forma de uma solugao ou
como sdélido - dependendo da utilizacgdo e/ou do modo de aplicacao

e/ou do modo de administracao.

INGREDIENTE FARMACEUTICO - apenas para ilustracgéo

0O produto e/ou os compostos da presente descricdo podem ser

utilizados como ingredientes farmacéuticos. Aqui, o produto e/ou
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a composicao da presente invencado pode ser o componente activo
individual ou pode ser, pelo menos um, de uma variedade de

(i. e. 2 ou mais) componentes activos.

0 1ingrediente farmacéutico pode estar na forma de uma
solucdo ou como um sdélido - dependendo da utilizacdo e/ou do

modo de aplicagdo e/ou do modo de administracéao.

0 ingrediente farmacéutico pode estar na forma de um produto
efervescente para melhorar as propriedades de dissolucao do

produto farmacéutico.

FORMAS - apenas para ilustracgéo

O produto e/ou os compostos da presente descricdo podem ser
utilizados em qualquer forma adequada -quando isolados ou gquando
presentes numa composicao. Do mesmo modo, as fitases produzidas
de acordo com a presente descricado (i. e., ingredientes - tais
como ingredientes alimentares, ingredientes alimentares
funcionais ou ingredientes farmacéuticos) podem ser utilizados

em qualguer forma adequada.

Os exemplos adequados de formas incluem um ou mais de:
comprimidos, pilulas, capsulas, o6évulos, solucgdes ou suspensdes,
que podem conter agentes aromatizantes ou corantes, para
libertacao imediata, atrasada, modificada, sustentada, pulsada

ou controlada de aplicacgdes.

A titulo de exemplo, se o produto e/ou a composicdo séo
utilizados numa forma de comprimido - tal como para utilizacéo

como ingrediente funcional - os comprimidos podem também conter
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um ou mais de: excipientes, desintegrantes, aglutinantes de

granulacado ou agentes lubrificantes.

Os exemplos de transportadores nutricionalmente aceitédveis
para utilizacdo na preparacao de formas incluem, por exemplo,
dgua, solucbes salgadas, 4&alcool, silicone, ceras, vaselina e

semelhantes.

Os excipientes preferidos para as formas incluem lactose,
amido, uma celulose, lactose ou polietilenoglicdis de elevado

peso molecular.

Para suspensdes aquosas e/ou elixires, compostos de clivagem
de carotendéides podem ser combinados com vAarios agentes
edulcorantes ou aromatizantes, matéria corante ou corantes, com
emulsionante e/ou agentes de suspensao e com diluentes, tais
como  agua, etanol, propilenoglicol e glicerina, e suas

combinacdes

As formas podem também incluir cédpsulas de gelatina;

cdpsulas de fibra, comprimidos de fibra etc.

TECNICAS METODOLOGICAS GERAIS DE ADN RECOMBINANTE

A presente invencao emprega, a menos que indicado de outro
modo, técnicas convencionais de qguimica, biologia molecular,
microbiologia, ADN recombinante e imunologia, que estdao dentro
das capacidades de um especialista na técnica. Essas técnicas
sdao explicadas na literatura. Ver, por exemplo, J. Sambrook,
E. F. Fritsch, e T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A

Laboratory Manual, Segunda FEdicao, Livros 1-3, Cold Spring
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Harbor Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al., (1995 e
suplementos periddicos; Current Protocols in Molecular Biology,
ch. 9, 13, e 16, John Wiley & Sons, Nova Iorque, N. I.); B. Roe,
J. Crabtree e A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing:
Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor),
1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, IrI
Press; e D. M. J. Lilley e J. E. Dahlberg, 1992, Methods of
Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical

Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press.

EXEMPLOS

A invencgao é agora ainda ilustrada nos seguintes exemplos

nao limitantes.

Exemplo 1. Ensaio de actividade de fitase.

Micro-1 = microlitro

Os ensaios de fitase foram realizados em ©placas de
microtitulagdao. A mistura de reacgado (100 micro-1) continha:
fitato 2 mM e CaCl, 0,8 mM em tampao de acetato de sdédio 200 mM,
PH 3,5. A reacgado prosseguiu durante 1 h a 37 °C, apds esse
tempo, o fosfato libertado foi medido por refinamento de um
processo conhecido (Heinonen J.K., Lahti R.J. Anal Biochem.
113(2), 313-317 (1981)). Resumidamente, 200 micro-1 de uma
solucdo de BAMM preparada de fresco (H;S0, 7,5 N, molibdato de
aménio 15 mM e acetona - 1:1:2) foi adicionada a 100 micro-1 de
mistura de reacgdao em cada pogo de placa de microtitulacgdo. A

absorvancia a 390 nm foi medida, ndo antes de 10 min e nao
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depois de 30 min, apds adicdo do reagente AMM. A guantidade de
fosfato foi determinada construindo uma curva de calibragado com
solucgdes de fosfato de concentracgdes conhecidas. Para ensaiar a
actividade de fitase a diferentes valores de pH foram utilizados
0s seguintes tampdes (todos 200 mM): glicina/HCl entre pH 2,0 e
3,0, acetato de sédio/acido acético entre PH 3,5 e

5,5, Tris/acido maleico entre pH 6,0 e 7,5.

Exemplo 2. Produgdo da fitase de estirpe P1-29.

A estirpe Dbacteriana P1-29 foi originalmente isolada a
partir de uma massa de material vegetal apodrecido recolhida no
fundo de uma poca de &agua do Sul da Finldndia. A estirpe pode
ser aerobicamente cultivada a 30 °C em muitos meios de cultura
simples, e. g., LB (peptona %, extracto de 1levedura 0,5%,
NaCl 1%, pH 7,4) ou meio de fosfato baixo PPl (peptona %,
extracto de carne 1%, extracto de bactéria 0,5%, CaCl, - 0,2 M. O
meio é preparado ajustando o pH, a cerca de 11, com NaOH e em
ebulicdao durante 10 min. O precipitado é removido por filtracao,
0 pH é reajustado a 5,5 e o0 meio esterilizado por autoclavagem

durante 15 min a 121 °C).

Apds crescimento em meio PPl ligquido, verificou-se que a
estirpe exibe actividade de fitase a pH 3,5 e a 5,5 (ensaiado
como descrito no Exemplo 1). A razao de actividades a 3,5 e 5,5
foi cerca de 1,3. A actividade foi, também, medida separadamente
nas células e culturas sobrenadantes de P3-42. De acordo com
estas medigdes, a maioria da actividade de fitase foi limitada a
célula, com 10-20% de actividade encontrada em meio de cultura

sobrenadante.
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A estirpe estd depositada no NCIMB sob o N° de acesso 41248.

Exemplo 3. Isolamento de ADN cromossdmico da estirpe P1-29.

O ADN cromossdmico foi ©preparado essencialmente pelo
processo padrao (Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nova Iorque, 1996). Uma cultura de
250 mL cultivada, de um dia para o outro, a 30 °C em meio LB foi
centrifugada a 10000 rpm durante 30 min, lavada em 20 mL de
tris-HC1 50 mM, EDTA 5 mM pH 8 e ressuspensa em 10 mL de TES
frio (tris-HC1l 50 mM, EDTA 5 mM, glucose 15% pH 8). A lisozima
foi adicionada a 10 mg/mL e a suspensdo celular foi incubada, a
37 °C, durante 30-60 min até ocorrer 1lise, determinada pela
diluicdo de 100 micro-1 da mistura de reacgdo para 1 mL de SDS
1% e verificada para uma consisténcia “viscosa”. Neste momento,
a SDS e Proteinase K (Sigma) foram adicionadas a concentracao
final de 1% e 0,5 mg/mL, respectivamente. A mistura de reaccéo
foi incubada durante 30 min a 56 °C seguida por adigcédo de 2 mL
de NaCl 5M e 1,4 mL de brometo de cetiltrimetilaménio 10%
(Sigma) . A incubacadao continuou durante 15 min 65 °C. A solucgao
foi extraida uma vez com cloroférmio/édlcool isocamilico (24:1) e
uma vez com fenol/clorofdérmio. Apds as extraccbes, a fase aquosa
foi misturada com 0,6 vol de isopropanol, o precipitado de ADN
recolhido por centrifugacao (10000 rpm, 15 min), lavado com
etanol 70%, seco a vacuo e ressuspenso em 2 mL de tris-HC1

10 mM, EDTA 1 mM pH 8,5 micro-g/mL. ARNse.

117



Exemplo 4. Identificagdo Taxondémica da estirpe bacteriana

P1-29.

Um fragmento do gene rARN 16S da estirpe P1-29 foi
amplificado pela reaccdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) com
polimerase ADN Tag (Roche) wutilizando os iniciadores; 536f
(CAGCMGCCGCGGTAATWC) e 1392r (ACGGGCGGTIGTGTRC), (Lane, D. J. In
nucleic acid techniques 1in bacterial systematics, Stackbrandt,
E. e Goodfellow, M. eds, John Wiley & Sons, Nova Iorque:
pp 115-117 (1991)). Foi utilizado o seguinte programa: 1) etapa
de desnaturacdo de ADN inicial de 5 min a 95 °C; 2) 30 ciclos de
1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C, 1 min a 72 °C; 3) uma etapa de
extensdo final de 70 °C durante 10 min. Os produtos PCR,
aproximadamente 900 pares de bases em tamanho, foram purificados
por electroforese num gel de agarose 0,8% gel e extraidos a
partir do gel utilizando um Kit de Purificagao de Gel (Qiagen),
de acordo com as instrugdes do fabricante. O0s produtos PCR
purificados foram sequenciados por Medprobe (Noruega) Ccomo
servigo comercial. A area sequenciada é listada como
SEQ ID N°: 1. Esta sequéncia foi comparada as sequéncias de ADN

na base de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/).

Os maiores emparelhamentos (688-689 por 691 nucledtidos,
99,6-99,7%) foram verificados com as sequéncias de gene ARN 168
a partir de varias westirpes de Buttiauxella, tais como
B. izardii DSM 9397, B. gaviniae DSM 9393 e B. noackiae ATCC
51607T. Portanto, a estirpe Pl1-29 pode ser taxonomicamente

classificada como Buttiauxella sp.
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Exemplo 5. Clonagem do gene de fitase de Buttiauxella sp.

P1-29.

0 ADN cromossdémico da Buttiauxella sp. P1-29 foi
parcialmente digerido com endonuclease de restricdo Sau3hA e a
digestao fraccionada em gel de agarose 1%. 0Os fragmentos de ADN
de 3 a 5 kb foram isolados do gel utilizando um Kit de
Purificacéao de gel (Qiagen) e ligados com bracos de
bamHI-digerido desfosforilado lambda-ZAP (Stratagene). As etapas
subsequentes para construcgao de biblioteca seguiram as
instrucgdes de Stratagene's ZAP Express Predigested
Vector/Gigapack Cloning Kit. A forma fago da biblioteca foi
convertida para uma forma de plasmideo pelo processo de “excisao
de massa” como descrito pelo fabricante (Stratagene). O rastreio
da biblioteca de plasmideos foi feito por semelhanca aos métodos
anteriormente publicados para a deteccdo de actividade de fitase
em placas de Petri (Howson e Davis. Enzyme Microb. Technol. 5,
377-382 (1983); Chen J.C. Biotechnology techniques 12 (10) 751-
761 (1998); Riccio M.L. et al., J. Appl. Microbiol. 82, 177-185
(1997)). Varios clones de fitase-positivos foram isolados e
purificados por sub-clonagem. Estes isolados foram cultivados em
cultura liquida (meio LB a 30°C e 200 rpm durante cerca de 24 h)
e a actividade de fitase foi medida (Exemplo 1) nas suspensdes
celulares resultantes. Um clone que possul a maior actividade de
fitase (cerca de 1,2 U/mL a pH 3,5) foi seleccionado para
caracterizacgcao subsequente. O plasmideo de ADN foi isolado a
partir deste clone, designado pBK(P1-29) e caracterizado por
sequenciacadao parcial de ADN do inserto de ADN (o servigco de
sequenciacao foi obtido de Medprobe (Noruega)). A sequéncia
compreendendo o gene de fitase ¢é listada como SEQ ID N°: 2. A
sequéncia deduzida da fitase Buttiauxella sp. P1-29 é listada

como SEQ ID N°: 3. A comparacao da SEQ ID N°: 3 com as
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sequéncias em GenBank utilizando o servigco BLAST proporcionado

por  NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blas/) identificou a

fitase de Obesumbacterium proteus (GenBank acesso N° AAQ90419)
como o homélogo conhecido mais proéximo da fitase
Buttiauxella sp. P1-29. No entanto, o nivel de homologia &
bastante baixo - apenas cerca de 74% de residuos de aminodcido

sdo idénticos em ambas as proteinas.

Exemplo 6. Amplificagdo e expressdo génica de fitase de

Buttiauxella sp. P1-29

O gene de fitase foi ampliado por PCR. O ADN cromossémico da
estirpe Buttiauxella sp. Pl1-29 foi wutilizado como modelo e
oligonucledtidos 029-5 (GGAATTCATATGACGATCTCTIGCGTTTAAC) e 029-3
(GGAATTCGGATCCTTA-CTGTAGCTGGCAGCCTIG) como iniciadores. A
amplificacdo foi realizada utilizando o kit Expand High Fidelity
PCR System (Roche). Foi wutilizado o seguinte programa: 1)
desnaturacao de ADN inicial durante 3 min a 94 °C; 2) 35 ciclos
de 45 s a 94 °C, 45 s a 55 °C, 1 min a 68 °C, 1 min a 72 °C,
1 min a 74 °C; 3) uma etapa de extensao final de 10 min a 72 °C.
O produto PCR resultante foi purificado por electroforese num
gel de agarose 0,8% seguido por extracgdao de ADN a partir do gel
utilizando um Kit de Purificacdo de Gel (Qiagen). O produto PCR
purificado foi digerido com enzimas de restricdao Ndel e BamHl1 e
isolado a partir da mistura de reaccdo pelo Kit de Purificacéao
de PCR (Qiagen). O vector plasmideo ©pETlla (Novagen) foi
digerido com endonucleases de restricéao NdelI e BamHT,
desfosforilado utilizando fosfatase alcalina de camardo (Roche)
e purificado por electroforese num gel de agarose 0,8%. A pista
de plasmideo de ADN linearizado foi excisada a partir do gel e

purificada utilizando um Kit de Purificacao de Gel (Qiagen). Os
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dois fragmentos de ADN purificados foram ligados wutilizando
ligase ADN T4 (Roche). A reaccao de ligacao foi precipitada com
etanol 70%, lavada com etanol e ressuspensa directamente para
50 micro-1 de <células electrocompetentes de E. coli XL1l-Azul
MRF' . A suspensao foi transferida para um  cuvete de
electroporacao 0,1 cm (BioRad) e electroporada wutilizando um
conjunto de Gene Pulser Xcell (BioRad) a 1800 V, 25 micro-F e
200 Ohms. Imediatamente apdés a electroporacao, foi adicionado
1 mL de meio LB, a suspensao celular foi transferida para um
tubo pléastico de 15 mL (Falcon) e incubada, a 37 °C, com
agitacao (200 rpm) durante 1 h. As células transformadas foram
colocadas em placas LB contendo 100 micro-g/mL e incubadas, de
um dia para o outro, a 37 °C. Cultivaram-se 24 transformantes em
cultura 1liquida e as culturas wutilizadas ©para ensaio de
actividade de fitase e isolamento de ADN de plasmideos. Foi
seleccionado um clone gque produz actividade de fitase muito
elevada e qgue gera o padradao de restricdo esperado do ADN de
plasmideo. O plasmideo contido por este clone designado
PET11(P1-29) foi utilizado para transformar a estirpe hospedeira
de expressao BL21(DE3)pLisS (Novagen). A suspensao celular
transformada foi agitada durante 1 h, a 37 °C, em LB contendo
glucose 2% e inoculada para 50 mL de LB contendo ampicilina
(100 micro-g/mL) e glucose (2%) e deixada a crescer, de um dia
para o outro, a 30 °C com agitacao (200 rpm). O OD da cultura
resultante foi medido a 600 nm e a cultura foi utilizada para
inocular 11 de LB + ampicilina (100 micro-g/mL) a um ODgyy de
0,04. O crescimento continuou, de um dia para o outro, a 30 °C.
A actividade de fitase nessas culturas foi tipicamente
8-12 U/mL. Cerca de 40% de actividade de fitase foi secretada ao
meio de cultura e o resto permaneceu associado com as células.
Estas observagdes mostram que a fitase Buttiauxella P1-29 &

secretada em FE.coli um pouco mais eficientemente do que no seu
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hospedeiro nativo. A actividade na cultura de wuma estirpe
controlo BL21(DE3)pLysS transformada com pET11l cultivada sob as

mesmas condicgdes foil abaixo de 0,05 U/mL.

Exemplo 7. Purificagéo da fitase recombinante de

Buttiauxella P1-29.

A cultura de BL21(DE3)pLysS transformada com pET11(P1-29)
foi centrifugada para remover as células bacterianas,
concentrada utilizando um evaporador rotativo a cerca de 1/10 do
volume original e dialisada contra 4&gua até a condutividade da
solucdo diminuir abaixo de 250 micro-S/cm. O pH da solucao foi
ajustado a 8,0 com base tris e foi aplicada a uma coluna
(3x20 cm) de DEAE Sepharose Fast Flow (Roche) equilibrada com
tris-HC1 25 mM, pH 8,0. A coluna foi lavada com o tampao de
equilibrio a uma taxa de 3 mL/min durante 30 min seguida por
eluicao com trés gradientes sucessivos de NaCl em 25 mM
tris-HC1l, pH 8,0: 0-50 mM, 50-150 mM e 150-500 mM. Cada um dos
trés gradientes foi programado durante 1 h com uma taxa
constante de 3 mL/min. As fraccbdes de 9 mL foram recolhidas e
ensaiadas para actividade de fitase. Foil detectado um forte pico
de actividade. A proteina na fraccao de pico foi concentrada
utilizando concentradores Centriplus (Amicon) e analisada SDS
PAGE wutilizando um gel a 12% e o sistema de tampao padréao
Laemmli. Os resultados desta andlise indicam que a preparacido da
fitase recombinante Buttiauxella P1-29 obtida por DEAE Sepharose
contém um componente de proteina simples proeminente. As
andlises semi-quantitativas Dbaseadas no varrimento da imagem

digital do gel (Fig 1) indicam a pureza de cerca de 65%.
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Exemplo 8. Perfil de pH da fitase recombinante de

Buttiauxella P1-29

A dependéncia da actividade da fitase Buttiauxella P1-29 de
(purificada de acordo com o Exemplo 7) um pH foi estudada em
tampdes e sob condigdes descritas no Exemplo 1. A enzima foi
activa numa vasta &rea de ©pH (2-5,5) com um maximo a,
aproximadamente, pH 4,5 e um “ombro” forte da curva a,

aproximadamente, pH 3 (Fig 2).

Exemplo 9. Especificidade de substrato da fitase

recombinante de Buttiauxella P1-29.

As fracgdes de fosfatos de inositol contendo trés, quarto ou
cinco fosfatos por residuo de inositol foram isoladas por
cromatografia de troca idénica a partir de um hidrolisado parcial
de 4cido fitico tratado com fitase de fungos (Natuphos). A
producdao e purificacdo destas ©preparagcdes foi um servigo
comercial de BioChemis Ltd (Sao Petersburgo, Russia) . A
contaminacado de cada fraccdo com fosfatos de inositol possuindo
um grau diferente de fosforilacdo foi menos de 5% como avaliado
por HPLC (Sandberg A.S., Ahderinne R. J. Food Sci. 51 (3),
547-550). Foram utilizadas frutose comercial 1,6-difosfato e
frutose 6-fosfato (Sigma) como substratos modelo utilizados para
estimar a especificidade da fitase Buttiauxella Pl1-29 para
substratos di- e monofosfato. A actividade da fitase
Buttiauxella purificada de acordo com o Exemplo 7 com substratos
diferentes foi medida por ensaio padrdo (Exemplo 1) a pH 3,5
utilizando concentracao de substratos 2 mM na mistura de reaccgéao
final. Os resultados (Fig 3) indicam gue agquela enzima possui

especificidade de substrato extremamente vasta. A sua actividade
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com penta-, tetra- e trifosfatos foi essencialmente igual ou um
pouco maior do que a actividade com acido fitico como substrato.
Mesmo a frutose 1,6-difosfato - um substrato pobre para a
maioria das fitases, foi mais eficientemente hidrolisada por
fitase Buttiauxella sp. (em particular, a fitase derivada de
P1-29). A hidrdélise de frutose 6-fosfato foi também detectéavel
embora muito menos eficiente do que a hidrdlise dos outros

substratos testados.

Exemplo 10. Actividade especifica da fitase recombinante de

Buttiauxella P1-29.

A actividade especifica da fitase Buttiauxella P1-29 foi
estimada wutilizando a preparacado purificada de acordo com o
Exemplo 7. A actividade de fitase foi medida a pH 3,5 de acordo
com o Exemplo 1. A concentragado de fitase foi calculada medindo
a concentracao de proteina total com o kit BCA Protein Assay
(Pierce) e corrigindo-a pelo teor de fitase estimado por SDS
PAGE (Exemplo 7). De acordo com estas medigdes, a actividade
especifica da fitase recombinante de Buttiauxella P1-29 & cerca

de 300 U/mg a 37 °C.

Exemplo 11. Geragdo e caracterizagdo de variantes fitase.

As variantes fitase foram construidas por mutagénese da
sequéncia nucleotidica SEQ ID N°: 2 utilizando métodos de
mutagénese como listados acima, tais como os métodos divulgados
em Morinaga et al. (Biotechnology (1984) 2, p 646-649) ou em
Nelson e Long (Analytical Biochemistry (1989), 180, p 147-151)

ou o protocolo Error Threshold Mutagenesis descrito no documento
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WO 92/18645. Outro método adequado para PCR mutagénica ¢é
divulgado por Cadwell e Joyce (PCR Methods Appl. 3(199%94),
136-140) .

As variantes de enzima fitase foram caracterizadas apds
expressao heterdloga em um ou mais dos seguintes hospedeiros de
expressao: Escherichia coli K12; Bacillus subtilis;

Saccharomyces cerevisiae.

Foram derivadas as variantes fitase que diferem em uma ou
mais posicdes de aminodcidos a partir de SEQ ID N°: 3, incluindo
duas posicgdes, trés posicdes, quatro posicdes, cinco posicgdes,
seis posicgdes, sete posicdes, oito posicgdes, nove posicgdes, dez
posicdes, onze posicdes, doze posigdes. Foram realizados, onde

apropriado, ciclos iterativos de mutagénese, como aqui descrito.

Caracterizacao de variantes fitase

1. Termoestabilidade

A termoestabilidade dessas variantes foi caracterizada pela
temperatura de inactivagcdo da enzima. A temperatura de
inactivagdo foil determinada medindo a actividade residual da
enzima fitase apds incubacao, durante 10 min, a temperaturas
diferentes e subsequente arrefecimento a temperatura ambiente. A
temperatura de inactivagcdo é a temperatura a gue a actividade
residual é 50%, comparada a actividade residual apds incubacéo
para a mesma duracdo sob as mesmas condigdes a temperatura
ambiente. Onde apropriado séao feitas interpolacgdes e
extrapolacgdes a partir dos dados de actividade medidos, de modo

a determinar a temperatura correspondente a 50% de actividade
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residual. As diferencas de termoestabilidade em

°C

foram

calculadas por subtraccao das temperaturas de inactivacao de

duas enzimas.

A tabela 1 lista as diferencas de termoestabilidade para

diferentes variantes:

TABELA 1:

Diferencas de termoestabilidade (TD) das variantes derivadas da

fitase progenitora apresentada em SEQ ID N°: 3.

Variante T.D
K59E ’
T167V 2,5
K240T 2,1
T1671 3,0
K240E 3,3
D244C 4,2
0289Y 4,4
T209K 1,8
F197S 1,0
D125E/H193R 1,5
A294E/N303K 3,5
T167I/K240T 4,1
D223E/K240E/N351D 2,7
T167I/K240T/A294E/N303K 6,1
T1671/K240E/A242S/A294E/N303K 8,2
Al22T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K 11,5
Al122T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S5/5281L/Q289Y/ |15,2

A294E/N303K
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(continuacao)

Diferencas de termoestabilidade (TD) das variantes derivadas da

fitase progenitora apresentada em SEQ ID N°: 3.

Variante T.D.

A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/ |12, 0
A294E/N303K

D125E/T167I/H193R/F197S/T204I/T209K/A211P/K240E/A268V/ |16,5
Q289H/A294E/N303K

A122T/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/ (17,7
Q0289H/A294E/N303K/I336F

N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/ |20,2
A268V/Q289H/A294E/N303K

2. Outras caracteristicas

OQutras caracteristicas foram também melhoradas.

A termoestabilidade, actividade especifica e estabilidade de
pepsina de variantes seleccionadas foram comparadas utilizando
ensaios como descrito acima. A estabilidade de pepsina dessas
variantes foil caracterizada por actividades residuais medidas a
pH 3,5, 37 °C apds incubacdo de pepsina comparada as condicdbes
controlo (actividade residual = actividade apds incubacdo de
pepsina/actividade apds incubacdo sob condigdes controlo). A
incubacdo de pepsina foi realizada durante 2 horas a pH 2,0,
pepsina 0,25 mg/mL, CaCl2 1 mM e BSA 5 mg/mL a 37° C. As
condig¢des de controlo foram 2 horas a pH 5,0 CaCl2 1 mM e BSA
5 mg/mL a 37 °C.

A tabela 2 apresenta propriedades de variantes seleccionadas
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(derivadas de e comparadas a fitase, em peso, de acordo com

SEQ ID N°: 3).

TABELA 2:

Estabilidade de ©pepsina para variantes derivadas de fitase

progenitora apresentada em SEQ ID N°: 3.

Variante Estabilidade de pepsina

[$ de actividade residuall

Al122T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/ |63
A294E/N303K

A22T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A |72
2425/S281L/Q289Y/A294E/N303K

Al122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/ |34
S221N/G225A/K240E/A294E/N303K

D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/ |62
A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/N303K

Al122T/T167I/H193R/F197S5/T2041/T209K/ |61
A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/N303K/
I336F

N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T |77
209K/A211P/K240E/A268V/Q289H/A294E/
N303K
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TABELA 3:

Actividade especifica para uma variante derivada da fitase

progenitora apresentada em SEQ ID N°:

3:

Variante

Actividade especifica [%
de actividade em peso a pH

4,0]

Al122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/
A242S/8281L/Q289Y/A294E/N303K

115

A presente divulgacdo também descreve nos seguintes

pardagrafos numerados:

Um polipéptido compreendendo a sequéncia de aminocdcidos
correspondente a uma fitase Buttiauxella sp., ou uma forma
modificada, um polipéptido homdlogo, uma variante, um

equivalente funcional ou um seu fragmento eficaz.

Um polipéptido como descrito no pardgrafo 1 compreendendo a
sequéncia de aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3
ou uma sequéncia possuindo, pelo menos, 75% de identidade
(homologia), de um modo preferido, possui, pelo menos, 80%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% ou 99% de identidade

(homologia) a esta ou um seu fragmento funcional.

Um polipéptido, de acordo com os paragrafos 1 ou 2, em que

o referido polipéptido € isolado e/ou purificado.

Um polipéptido, de acordo com os paragrafos 1 a 3, em que o

referido polipéptido apresenta actividade de fitase.

Um polipéptido, de acordo com o8 paragrafos 1 a 4,
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caracterizado por ser obtido a partir, de um modo preferido
derivado, da estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob

0 numero de acesso NCIMB 41248.

Um polipéptido, de acordo com os paragrafos 4 ou 5 ou seu
equivalente funcional caracterizado por a referida fitase
possuir uma actividade especifica de, pelo menos, 100, de
um modo mais preferido, pelo menos, 200, de um modo muito
preferido, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica ¢é determinada por incubacao da
referida fitase numa solucgdo contendo fitato 2 mM, CaCl,
0,8 mM em tampao de acetato de sdéddio 200 mM a pH 4,5, a uma

temperatura de 37 °C.

Un polipéptido, de acordo com os paragrafos 4 a 6 ou seu
equivalente funcional caracterizado por a referida fitase
possuir um maximo de actividade a, aproximadamente, pH 3 a
6, de um modo preferido, a cerca de pH 4 a 5, de um modo
muito preferido, a cerca de pH 4,5, em que a referida
actividade ¢ determinada por incubacdo da referida fitase
numa solugado contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em tampdo de

acetato de sdédio 200 mM a uma temperatura de 37 °C.

Um polipéptido como descrito em qualquer dos pardagrafos 1 a
7, que compreende mutag¢des em, pelo menos, uma das
seguintes posicdes (numeradas de acordo com a numeragao em
SEQ ID N°: 3): 59, 70, 122, 125, 167, 193, 197, 204, 209,
211, 221, 223, 225, 240, 242, 244, 268, 281, 289, 294, 303,
336 ou 351.

Um polipéptido como descrito no pardagrafo 8, em que a

referida fitase compreende uma ou mais das seguintes
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mutacgdes:

K 59 &, ¢, D, B, F, G, H,
ou Y;

ou

T 70 A, C, D, E, F, G, H,
ou Y;

ou

A 122 ¢, D, E, F, G, H, I,
ou Y;

ou

D 125 A, C, E, ¥, G, H, I,
ou Y;

ou

T 167 A, C, D, E, F, G, H,
ou Y;

ou

H 193 A, C, D, E, F, G, I,
ou Y;

ou

F 197 A, C, D, E, G, H, I,
ou Y;

ou

T 204 A, C, D, E, F, G, H,
ou Y;

ou

T 209 &, ¢, D, E, F, G, H,
ou Y;

ou

A 211 ¢, D, E, F, G, H, I,
ou Y;

ou
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G 221
ou Y;
ou
I 223
ou Y;
ou
S 225
ou Y;
ou
K 240
ou Y;
ou
A 242
ou Y;
ou
D 244
ou Y;
ou
A 268
ou Y;
ou
L 281
ou Y;
ou
Q 289
ou Y;
ou
A 294
ou Y;
ou
N 303

ou Y;

132

Qs

Q/

Q/

Qs

Q/

Qs

Qr

Q/

Qs

Qs



10.

11.

Um polipéptido/enzima fitase como descrito no pardgrafo 8

ou 9, compreendendo, pelo menos, uma mutacdo seleccionada

do grupo consistindo de: K59E; T167V; K240T;
D244C; Q289Y; T209K ou F197S.

T167I; K240E;

Umn polipéptido/enzima fitase como descrito no paragrafo 8 a

10, compreendendo uma combinacao de mutacgdes

do grupo consistindo de:

D125E/H193R; ou

A294FE/N303K; ou

T1671/K240T; ou
D223E/K240E/N351D; ou
T167I/K240T/A294E/N303K; ou
T1671/K240E/A242S/A294E/N303K; ou

seleccionadas

Al22T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K; ou

A122T/T167I/F197S/T209K/RA211P/K240E/A2425/5281L/Q289Y/

A294E/N303K; ou

Al122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/

A294E/N303K; ou

D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/

Q289H/A294E/N303K; ou

Al122T/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/A268V/

Q289H/A294E/N303K/I336F; ou

N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/
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12.

13.

14.

A268V/Q289H/A294E/N303K.

Umn polipéptido/enzima fitase como descrito no pardagrafo 8 a
11, em gque o referido polipéptido ou enzima fitase isolado
¢ uma variante de enzima fitase melhorada, gue comparada a
enzima fitase progenitora possul propriedade/propriedades

melhorada(s) seleccionada(s) de:

i. maior estabilidade térmica e/ou
ii. actividade especifica e/ou

iii. estabilidade proteolitica

Uma molécula de &dcido nucleico isolada seleccionada de

i) uma molécula de acido nucleico isolada que codifica
para a fitase como descrita em qualguer dos
pardgrafos 1 a 12.

ii) um 4dcido nucleico que hibrida a um 4&cido nucleico
que codifica para o polipéptido de SEQ ID N°: 3 ou
seu homdélogo, sob condigdes de restringéncia médias,
de um modo preferido, condigdes de restringéncia
alta ou muito alta.

iii) uma molécula de &cido nucleico isolada compreendendo
a sequéncia como exposta em SEQ ID N°: 2 ou seu
homdélogo.

iv) um &cido nucleico que hibrida a SEQ ID N°: 2 ou seu
complemento, sob condigdes de restringéncia médias,
de um modo preferido, condigdes de restringéncia

alta ou muito alta.

Uma molécula de 4acido nucleico 1isolada de acordo com o

pardagrafo 13 que codifica um polipéptido compreendendo a
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

sequéncia de aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3
ou uma sequéncia possuindo, pelo menos, 75%, 80%, 85%, 90%,
95% ou 99% de identidade (homologia) a esta sequéncia ou um

seu fragmento eficaz.

Uma molécula de &cido nucleico isolada de acordo com 08
pardagrafos 13 ou 14 compreendendo uma sequéncia
nucleotidica que é a mesma, ou €& complementar a, ou contém
quaisquer substituicgdes de codado adequadas para qualquer da
SEQ ID N°: 2 ou compreende uma sequéncia que possui, pelo
menos, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% ou 99% de homologia de

sequéncia com SEQ ID N°: 2.

Uma molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com o0s
pardagrafos 13 a 15, em que a referida molécula de 4acido

nucleico codifica o polipéptido dos pardgrafos 8 a 12.

Um plasmideo ou sistema de vectores compreendendo um

nucledétido de acordo com os paragrafos 13 a 16.

Um plasmideo ou sistema de vectores de acordo com o
paragrafo 17, em que o referido plasmideo ou sistema de
vectores é um vector de expressadao de qualgquer das enzimas
de acordo <com os pardgrafos 1 a 12 e/ou compreende
polinucledétidos de acordo com os paragrafos 13 a 16, num

microrganismo.

Uma célula hospedeira transformada ou transfectada com um
plasmideo ou sistema de vectores como descrito em qualquer

dos paréagrafos 17 ou 18.

Uma célula hospedeira como descrita no paragrafo 19 que
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21.

22.

23.

24.

25.

compreende uma fitase que compreende uma sequéncia de
aminodcidos ou seu fragmento funcional, como exposto em
SEQ ID N°: 3 ou uma sequéncia polipeptidica homdéloga que &,

pelo menos, 75% homdéloga a esta.

Uma célula hospedeira como descrita no pardgrafo 19 ou 20,
em que a referida célula hospedeira ¢é derivada de um

microrganismo, incluindo bactérias, tais como B. subtilis,

E. coli e fungos, incluindo leveduras, tais como
H. polymorpha, S. pombe, S. cerevisiae e fungos
filamentosos, tais como Trichoderma spp. e

Aspergillus spp., tals como A. oryzae.

Uma célula hospedeira como descrita no pardagrafo 21, em que
o referido microrganismo é uma célula bacteriana

procaridtica, de um modo preferido, E. coli.

Uma célula bacteriana de estirpe Buttiauxella sp. P1-29,

depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248.

Um método de producdo de um polipéptido compreendendo
expressar uma sequéncia de aminodcidos de acordo com o0s
pardgrafos 1 a 12 e/ou expressar os polinucledétidos de
acordo com os pardagrafos 13 a 16, numa célula hospedeira e
separar a referida fitase do meio de cultura de célula

hospedeira.

Um método para produgao de alimento ou racdao animal
compreendendo uma etapa de pulverizacdao de um polipéptido,
como descrito em qualquer dos pardgrafos 1 a 12, em forma

ligquida, no referido alimento ou rag¢ado animal.
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26.

27.

28.

29.

Um método para produgdo de alimento ou racgdo animal
compreendendo uma etapa de mistura do polipéptido, como
descrito em qualquer dos paragrafos 1 a 12, como um produto

seco com o referido alimento ou racgdo animal.

Utilizacdo de uma fitase, como descrita em qualgquer dos

pardgrafos 1 a 12, no alimento ou racdo animal.

Uma composicdo alimentar ou de racao animal compreendendo
i) uma fitase como descrita em qualgquer dos paragrafos 1 a
12 e/ou 1i) wuma racdo animal produzida pelo método de

acordo com os paragrafos 25 ou 26.

Um método de preparacgao de uma variante de enzima fitase, o

referido método compreende as seguintes etapas sequenciais:

a) Seleccionar, pelo menos, uma enzima fitase
progenitora, em qgque a, pelo menos uma, enzima fitase
progenitora ¢é seleccionada i) dos polipéptidos de
acordo com o8 paragrafos 1-12 e/ou ii), pelo menos,

uma variante de enzima fitase;

b) Gerar, pelo menos, uma variante fitase introduzindo,
pelo menos, uma alteracdo da referida enzima fitase
progenitora que € uma 1inserg¢ao, uma remogao ou uma
substituigcdo ou sua combinacao, de um residuo de
aminodcido na referida enzima fitase progenitora para

obter, pelo menos, uma variante de enzima fitase;

c) Rastrear para a referida, pelo menos uma, variante de
enzima fitase para identificar uma variante de enzima

fitase melhorada, que comparada a enzima fitase
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30.

31.

32.

progenitora possui propriedade/propriedades

melhorada(s) seleccionada(s) de:

1. maior estabilidade térmica e/ou
ii. actividade especifica e/ou

iii. estabilidade proteolitica

d) Preparar a referida variante de enzima fitase
melhorada, de um modo preferido, para produzir uma

variante de enzima fitase isolada e/ou purificada.

Um método de acordo com o paragrafo 29, em gque durante a
etapa b) uma populacdo de variantes de enzima fitase ¢é
gerada e na etapa c), pelo menos, €& rastreada uma pProporgao

da referida populagdo de variantes de enzima fitase.

Um método de acordo com os paragrafos 29 ou 30, em que a
etapa a) compreende submeter uma sequéncia nucleotidica de
acordo com os paragrafos 11 a 13 que codifica uma enzima
fitase progenitora a mutagénese e a etapa b) compreende
expressar a sequéncia nucleotidica mutada obtida na etapa
(a) numa célula hospedeira e a etapa c) compreende rastrear
as células hospedeiras ou seu(s) extracto(s) para uma
variante de enzima fitase melhorada com a(s) referida(a)

propriedade/propriedades melhorada(s).

Um método de acordo com os paragrafos 29 a 31 que, apds a
etapa c¢) e, opcionalmente, d), compreende ainda, pelo
menos, um ciclo subsequente de etapas repetidas a) a c) e,
opcionalmente, d) em que, de um modo preferido, no(s)
referido(s) ciclo(s) subsequente(s), ¢é seleccionada a, pelo

menos uma, enzima fitase progenitora da etapa a) da
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33.

34.

35.

36.

37.

referida, pelo menos uma, variante de enzima fitase e/ou
uma variante de enzima fitase preparada de acordo com O

método dos paragrafos 29 a 31.

Um método de acordo com os paragrafos 29 a 32, em que a
etapa <) compreende rastrear células hospedeiras que
expressam uma variante de enzima fitase melhorada que
comparada i) a referida enzima fitase progenitora e/ou ii)
a um polipéptido compreendendo a SEQ ID N°: 3, possuil uma

diferenca de estabilidade térmica de, pelo menos, 2,5.

Um método de acordo com os pardagrafos 29 a 33, em gue a
etapa <) compreende rastrear células Thospedeiras que
expressam uma variante de enzima fitase melhorada que
comparada i) a referida enzima fitase progenitora e/ou ii)
a um polipéptido compreendendo a SEQ ID N°: 3, ©possuil

estabilidade de pepsina de, pelo menos, 30.

Um método de acordo com os paragrafos 29 a 34, em que a
etapa <) compreende rastrear células hospedeiras que
expressam uma variante de enzima fitase melhorada que
comparada i) a referida enzima fitase progenitora e/ou ii)
a um polipéptido compreendendo a SEQ ID N°: 3, possul uma
razdo de actividade especifica, qguando comparada a fitase

codificada pela SEQ ID N°: 3 de, pelo menos, 110.

Uma variante fitase melhorada preparada de acordo com O

método dos paragrafos 29 a 35.

Uma construcdo de Aacido polinucleico, de um modo preferido,
uma construcdo de ADN compreendendo uma sequéncia de &acidos

polinucleicos que codificam uma variante de enzima fitase
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38.

39.

40.

41.

melhorada de acordo com qualquer dos paragrafos 16 ou

paragrafo 36.

Um vector de expressao recombinante gue compreende uma
construgao de dcido polinucleico de acordo com ©

paragrafo 37.

Uma célula hospedeira que ¢é transformada com um A&cido
polinucleico de ADN de acordo com o pardagrafo 37 e/ou um

vector de acordo com o pardgrafo 38.

Um método para producao de uma variante de enzima fitase
melhorada compreendendo cultivar a célula hospedeira de
acordo com o pardagrafo 39 sob condigdes gque permitem a

expressao da referida variante de enzima fitase melhorada.

Uma composicdo de racgdao ou alimento compreendendo, pelo
menos, uma variante de enzima fitase melhorada de qualguer
dos pardagrafos 8 a 12 ou 36, ou célula hospedeira do
pardagrafo 38, em que a referida composicdo de racao ou
alimento ¢é, de um modo preferido, preparada de acordo com

os métodos dos pardagrafos 25 ou 26.

SEQ ID N°: 1

ACTACGACGCACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCT
TTGTATGCGCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGA
TGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCT
TTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGT
TGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACAGCCATGCA
GCACCTGTCTCACAGTTCCCGAAGGCACTAAGGCATCTCTGCCAAATTCT
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GTGGATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCA
CATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACC
TTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTCGACTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGC
CACTCCTCAAGGGAACAACCTCCAAGTCGACATCGTTTACGGCGTGGACT
ACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTGAGCGTC
AGTCTTTGTCCAGGGGGCCGCCTTCGCCACCGGTATTCCTCCAGATCTCT
ACGCATTTCACCGCTACACCTGGAATTCTACCCCCCTCTACAAGACTCTA
GCCTGCCAGTTTCGAATGCAGTTCCCAGGTTGAGCCCGGGG

SEQ ID N°: 2

TTTCACATAGCAAACAACAACGAGACGAACTCGACGTTACCGCTTTGCTT
CTGGAGTATATTTATCAGACTCAAACACCCCAAAGAAAAGAGGCTGTAAA
TGACGATCTCTGCGTTTAACCGCAAAAAACTGACGCTTCACCCTGGTCTG
TTCGTAGCACTGAGCGCCATATTTTCATTAGGCTCTACGGCCTATGCCAA
CGACACTCCCGCTTCAGGCTACCAGGTTGAGAAAGTGGTAATACTCAGCC
GCCACGGGGTGCGAGCACCAACCAAAATGACACAGACCATGCGCGACGTA
ACACCTAATACCTGGCCCGAATGGCCAGTAAAATTGGGTTATATCACGCC
ACGCGGTGAGCATCTGATTAGCCTGATGGGCGGGTTTTATCGCCAGAAGT
TTCAACAACAGGGCATTTTATCGCAGGGCAGTTGCCCCACACCAAACTCA
ATTTATGTCTGGGCAGACGTTGATCAGCGCACGCTTAAAACTGGCGAAGC
TTTCCTGGCAGGGCTTGCTCCGGAATGTCATTTAACTATTCACCACCAGC
AGGACATCAAAAAAGCCGATCCGCTGTTCCATCCGGTGAAAGCGGGCACC
TGTTCAATGGATAAAACTCAGGTCCAACAGGCCGTTGAAAAAGAAGCTCA
AACCCCCATTGATAATCTGAATCAGCACTATATTCCCTTTCTGGCCTTGA
TGAATACGACCCTCAACTTTTCGACGTCGGCCTGGTGTCAGAAACACAGC
GCGGATAAAAGCTGTGATTTAGGGCTATCCATGCCGAGCAAGCTGTCGAT
AAAAGATAATGGCAACAAAGTCGCTCTCGACGGGGCCATTGGCCTTTCGT
CTACGCTTGCTGAAATTTTCCTGCTGGAATATGCGCAAGGGATGCCGCAA
GCGGCGTGGGGGAATATTCATTCAGAGCAAGAGTGGGCGTCGCTACTGAA
ACTGCATAACGTCCAGTTTGATTTGATGGCACGCACGCCTTATATCGCCA
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GACATAACGGCACGCCTTTATTGCAGGCCATCAGCAACGCGCTGAACCCG
AATGCCACCGAAAGCAAACTGCCTGATATCTCACCTGACAATAAGATCCT
GTTTATTGCCGGACACGATACCAATATTGCCAATATCGCAGGCATGCTCA
ACATGCGCTGGACGCTACCTGGGCAACCCGATAACACCCCTCCGGGCGGC
GCTTTAGTCTTTGAGCGTTTGGCCGATAAGTCAGGGAAACAATATGTTAG
CGTGAGCATGGTGTATCAGACTCTCGAGCAGTTGCGCTCCCAAACACCAC
TTAGCCTTAATCAACCTGCGGGAAGCGTACAGCTAAAAATTCCTGGCTGT
AACGATCAGACGGCTGAAGGATACTGCCCGCTGTCGACGTTCACTCGCGT
GGTTAGCCAAAGCGTGGAACCAGGCTGCCAGCTACAGTAAATATCAGACA
AAAANAATGCCGCTCGCGATTAAGCGAACGGCATTACTTCCTAGCTTCCC
AGCTCGGATTAGCATGGCGAGAGCCGAAAAACTT

SEQ ID N°: 3

MTISAFNRKKLTLHPGLFVALSAIFSLGSTAYANDTPASGYQVEKVVILS
RHGVRAP TKMTQTMRDVTPNTWPEWPVKLGYITPRGEHLI SLMGGFYRQK
FQQQOGILSQGSCPTPNSIYVWADVDQRTLKTGEAFLAGLAPECHLTIHHQ
QDIKKADPLFHPVKAGTCSMDKTQVQQAVEKEAQTP IDNLNQHYIPFLAL
MNTTLNFSTSAWCQKHSADKSCDLGLSMP SKLSIKDNGNKVALDGAIGLS
STLAEIFLLEYAQGMPQAAWGNIHSEQEWASLLKLHNVQFDLMARTPYIA
RHNGTPLLQAISNALNPNATESKLPDISPDNKILFIAGHDTNIANIAGML
NMRWTLPGQPDNTPPGGALVFERLADKSGKQYVSVSMVYQTLEQLRSQTP
LSLNQPAGSVQLKIPGCNDQTAEGYCPLSTFTRVVSQSVEPGCQLQ

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> DANISCO A/S

<120> ENZIMAS
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<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160> 7

<170>

<210> 1
<211> 691
<212> ADN

<213>

<400> 1

actacgacac
cattgtagca
cttcctccag
aggataaggg
cagccatgca
gtggatgtca
cgcttgrgeg
cggtcgactt
catcgtttac
cctgagcegtce
acgcatttéa

ttcgaatgca

P021161WO

GB 0423139.5
2004-10-18

Buttiauxella

actttatgag
cgtgtgtage
tttatcactg
ttgcgctegt
gcacctgrct
agagtaggta
ggcecceegtc
aacgcgttag
ggcgtggact
agtctttgtc
ccgctacacc

gttcccaggt

PCT/IB2005/003376
2005-10-17

PatentIn versao 3.3

gtccgcttgc
cctactcgta
gcagtctcct
tgcgggactt
cacagttccc
aggttcttcg
aattcatttg
ctccggaagce
accagggtat
cagggggccg
tggaattcta
tgagcccagg

tctecgcgagg
agggccatga
ttgagttccec
aacccaacat
gaaggcacta
cgttgcatcg
agttttaacc
cactcctcaa
ctaatcctgt
ccttecgecac

ccececctera

g

143

tcgcttctet
tgacttgacg
ggccgaaccg
ttcacaacac
aggcatctct
aattaaacca
ttgcggeegt
gggaacaacc
ttgctcccca
cggtattcct

caagactcta

ttgtatgcgc
tcatccccac
ctggcaacaa
gagctgacga
gccaaattct
catgctccac
actccccagy
tccaagtcga
cgctttcgea
ccagatctct

gcctgecagt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
691



<210> 2

<211> 1534

<212> ADN

<213> Buttiauxella

<400> 2

tttcacatag caaacaacaa cgagacgaac tcgacgttac cgctttgctt ctggagtata 60
tttatcagac tcaaacaccc caaagaaaag aggctgtaaa tgacgatctc tgcgtttaac 120
cgcaaaaaac tgacgcttca ccctggtctg ttcgtagcac tgagcgccat attttcatta 180
ggctctacgg cctatgccaa cgacactcce gcettcaggect accaggttga gaaagtggta 240
atactcagcc gccacggggt gcgagcacca accaaaatga cacagaccat gcgcgacgta 300
acacctaata cctggcccga atggccagta aaattgggtt atatcacgcc acgcggtgag 360
catctgatta gcctgatggg cgggttttat cgccagaagt ttcaacaaca gggcatttta 420
tcgcagggca gttgccccac accaaactca atttatgtct gggcagacgt tgatcagcgc 480
acgcttaaaa ctggcgaagc tttcctggca gggcttgctc cggaatgtca tttaactatt 540
caccaccagc aggacatcaa aaaagccgat ccgctgttcc atccggtgaa agcgggcacc 600
tgttcaatgg ataaaactca ggtccaacag gccgttgaaa aagaagctca aacccccatt 660
gataatctga atcagcacta tattcccttt ctggccttga tgaatacgac cctcaacttt 720
tcgacgtcgg cctggtgtca gaaacacagc gcggataaaa gctgtgattt agggctatcc 780
atgccgagca agctgtcgat aaaagataat ggcaacaaag tcgctctcga cggggccatt 840
ggcctttcgt ctacgettge tgaaattttc ctgctggaat atgcgcaagg gatgccgcaa 300
gcggcgtggg ggaatattca ttcagagcaa gagtgggegt cgctactgaa actgcataac 960
gtccagtttg atttgatggc acgcacgcct tatatcgcca gacataacgg cacgecttta 1020
ttgcaggcca tcagcaacgc gctgaacccg aatgccaccg aaagcaaact gectgatatce 1080
tcacctgaca ataagatcct gtttattgcc ggacacgata ccaatattgc caatatcgca 1140
ggcatgctca acatgcgctg gacgctacct gggcaacccg ataacacccc tccgggcgge 1200
gctttagtct ttgagcgttt ggccgataag tcagggaaac aatatgttag cgtgagcatg 1260
gtgtatcaga ctctcgagca gttgcgctcc caaacaccac ttagccttaa tcaacctgeg 1320
ggéagcgtac agctaaaaat tcctggctgt aacgatcaga cggctgaagg atactgcccg 1380
ttgtcgacgt tcactcgcgt ggttagccaa agcgtggaac caggctgcca gctacagtaa 1440
atatcagaca aaaaaaatgc cgctcgcgat taagcgaacg gcattacttc ctagcttccc 1500
agctcggatt agcatggcga gagccgaaaa actt 1534
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

3
446
PRT

Buttiauxella

LOCAL
(59)..(59)

Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(70) ..(70)

Qualquer aminodcido.

LOCAL
(122)..(122)

Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(125)..(125)

Qualquer aminoéacido.

LOCAL
(167) ..(167)

Qualgquer aminodcido.
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

LOCAL
(193)..(193)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(197)..(197)

Qualquer aminoéacido.

LOCAL
(204) ..(204)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(209) ..(209)
Qualquer aminoéacido.

LOCAL
(211)..(211)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(221)..(221)

Qualquer aminodcido.

LOCAL
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

(223)..(223)

Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(225)..(225)
Qualquer aminodcido.

LOCAL
(240) ..(240)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(242) ..(242)

Qualquer aminodcido.

LOCAL
(244)..(244)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(268) ..(268)
Qualquer aminodcido.

LOCAL
(281)..(281)
Qualgquer aminodcido.
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

LOCAL
(289) ..(289)
Qualquer aminoéacido.

LOCAL
(294) ..(294)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(303)..(303)
Qualquer aminodcido.

LOCAL
(336)..(336)
Qualgquer aminodcido.

LOCAL
(351)..(351)
Qualquer aminoéacido.
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<400> 3

Met Thr
1

Leu Phe
Ala Asn
Leu Ser

50

Arg Asp
65

Tyr Ile
Tyr Arg
Pro Thr
Leu Lys

130

Leu Thr
145
His Pro

Gln Ala

His Tyr

Ile

val

ASp

35

Arg

val

Thr

Gin

Pro

115

Thr

Ile

val

val

Ile

ser

Ala

20

Thr

His

Thr

Pro

Gly

His

Lys

Glu

180

Pro

Ala

Leu

Pro

Gly

Pro

Arg

85

Phe

ser

Glu

His

Ala

165

Lys

Phe

Phe

Ser

Ala

val

Asn

70

Gly

GIn

Ile

Ala

GIn

150

Gly

Glu

Leu

Asn

Ala

ser

Arg

55

Thr

Glu

Gln

Phe

135

GIn

Thr

Ala

Ala

Arg

Ile

Gly

40

Ala

Trp

His

Gln

val

120

Leu

ASp

cys

GIn

Leu

Lys
Phe
25

Tyr
Pro

Pro

Leu

Trp
Ala
Ile
Ser
Thr

185

Met

LysS
10

Ser
Gln
Thr
Glu
Ile
a0

Ile
Ala
Gly
LyS
Met
170

Pro

Asn

149

Leu

Leu

val

Lys

Trp

75

Ser

Leu

Asp

Leu

Lys

155

Asp

Ile

Thr

Thr

Gly

Glu

Met

60

Pro

Leu

ser

val

Ala

140

Ala

Lys

AsSp

Thr

Leu

Ser

Lys

Thr

val

Met

GIn

Asp

Pro

ASp

Thr

AsSn

Leu

His

Thr

30

val

GIn

Lys

Gly

Gly

110

Gln

Glu

Pro

GIn

Leu

190

AsSn

Pro
15

Ala
val
Thr
Leu
Gly
95

ser
Arg
cys
Leu
val
175

ASn

Phe

Gly

Tyr

Ile

Met

Gly

80

Phe

cys

Thr

His

Phe

160

Gln

GIn

Ser




Thr

Gly

val

Phe

Ile

GIn

Thr

305

Glu

Ala

Arg

Leu

val

385

Leu

Arg

Ser

210

teu

Ala

Leu

His

Phe

290

Pro

ser

Gly

Trp

val

370

Ser

Ser

Asnh

val

195

Ala

Ser

Leu

Leu

Ser

275

Asp

Leu

Lys

His

Thr

355

Phe

Met

Leu

AsSp

val
435

Trp

Met

Asp

Glu

260

Glu

Leu

Leu

Leu

Glu

val

Asn

GIn

420

Ser

Ccys

Pro

Tyr

Gln

Met

GIn

Pro

325

Thr

Pro

Arg

Tyr

Gln

405

Thr

Gln

Gln

Ser

230

Ala

Ala

Glu

Ala

Ala

310

Asp

Asn

Gly

Leu

Gin

390

Pro

Ala

Ser

200

His

215

Lys

Ile

GIn

Trp

Arg

Ile

Ile

Ile

Gln

Ala

375

Thr

Ala

Glu

val

Leu

Gly

Gly

Ala

280

Thr

Ser

Ser

Ala

Pro

360

AsSp

Leu

Gly

Gly

Glu
440

ser

Ser

Leu

Met

265

Sser

Pro

Asn

Pro

Asnh

345

Asp

Lys

Glu

Ser

Tyr

425

Pro

Ala

ile

Ser

250

Pro

Leu

Tyr

Ala

Asn

ser

Gln

val

410

cys

Gly

150

Asp

LyS

Ser

GIn

Leu

Ile

Leu

315

Asn

Ala

Thr

Gly

Leu

395

Gln

Pro

cys

LysS

Asp

Thr

Ala

Lys

Ala

300

Asn

Lys

Gly

Pro

Lys

380

Arg

Leu

Leu

Gln

205

Ser

Asn

Leu

Ala

Leu

285

Arg

Pro

Ile

Met

Pro

365

Gln

Ser

Lys

ser

Leu
445

Cys

Gly

Ala

Trp

His

His

Asn

Leu

Leu

350

Gly

Tyr

Gln

Ile

Thr

430

Gln

ASp

Asn

Glu

255

Gly

Asn

Asn

Ala

Phe

335

Asn

Gly

val

Thr

Pro

415

Phe

Leu

Asn

val

Gly

Thr

320

Ile

Met

Ala

ser

Pro

400

Gly

Thr



<210> 4
<211> 18
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de oligonucledtido

<400> 4

cagcmgccgce ggtaatwc

<210> 5
<211> 15
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de oligonucledétido

<400> b5

acgggcggtg tgtrc

<210> ©
<211> 30
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Iniciador de oligonucledtido

<400> 6
ggaattcata tgacgatctc tgcgtttaac

151

18

15

30



<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
33
ADN

Artificial

iniciador de oligonucledétido

7

ggaattcgga tccttactgt agctggcagce ctg

Lisboa,

4 de Dezembro de 2012
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REIVINDICACOES

Molécula de &dcido nucleico isolada selecionada de:

i)

uma molécula de &cido nucleico isolada que codifica
para um polipéptido seleccionado do grupo consistindo

de:

. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

° um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.

P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. Pl1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em que o péptido é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possuili actividade de
1



ii)

iii)

fitase, em que o referido polipéptido possui uma
actividade especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que
a referida actividade especifica ¢é determinada por
incubacadao do referido polipéptido numa solucdo contendo
fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampao de

acetato de sdédio a pH 3,5, a uma temperatura de 37 ‘c.

uma molécula de &dcido nucleico isolada compreendendo a
sequéncia como apresentada em SEQ ID N°: 2;
um acido nucleico que hibrida a SEQ ID N°: 2 sob

condig¢des restringentes a 50 °C e 0,2 X SSC.

Molécula de 4&cido nucleico 1isolada de acordo com a

reivindicacdo 1 que codifica um polipéptido seleccionado do

grupo consistindo de:

. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e

em que o péptido é obtido pela expressao de
2



SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em que o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica ¢é determinada por incubacdo do
referido polipéptido numa solucgcao contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampdao de acetato de sdédio a

pH 3,5, a uma temperatura de 37 C.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com a
reivindicacdo 1 ou reivindicagcdao 2, compreendendo uma
sequéncia nucleotidica que é a mesma, gque ou complementar
a, SEQ ID N°: 2, ou compreende uma sequéncia qgue possui,
pelo menos, 80% de identidade de sequéncia com

SEQ ID N°: 2.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 3, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido possuindo um maximo
de actividade a, aproximadamente, pH 3 a 6, em gque a
referida actividade é determinada por incubacdo do referido
polipéptido numa solucdo contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM
em tampao de acetato de sdéddio 200 mM a uma temperatura de

37 °cC.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualgquer

3



uma das reivindicacgdes 1 a 3, em que a referida molécula de
acido nucleico codifica um polipéptido possuindo um maximo
de actividade a, aproximadamente, pH 4 a 5, em que a
referida actividade é determinada por incubacdo do referido
polipéptido numa solucdo contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM
em tampao de acetato de sdéddio 200 mM a uma temperatura de

37 °C.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 1 a 3, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido possuindo um maximo
de actividade a, aproximadamente, pH 4,5, em que a referida
actividade é determinada  por incubacao do referido
polipéptido numa solugcao contendo fitato 2 mM, CaCl, 0,8 mM
em tampaoc de acetato de sddio 200 mM a uma temperatura de

37 °C.

Molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com qgualquer
uma das reivindicagdes 1 a 6, em que a referida molécula de
acido nucleico codifica um polipéptido compreendendo
mutacgdes em, pelo menos, uma das seguintes posicgdes,
numeradas de acordo com a numeracao em SEQ ID N°: 3: K 59,
T 70, A 122, D 125, T 167, H 193, F 197, T 204, T 209, A
211, S 221, I 223, S 225, K 240, A 242, D 244, A 268, S
281, Q 289, A 294, N 303, I 336 ou N 351.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualgquer
uma das reivindicacgdes 1 a 7, em que a referida molécula de
dacido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma ou

mais das seguintes mutacdes:



ou
T 70
ou Y;
ou
A 122
ou Y;
ou
D 125
ou Y;
ou
T 167
ou Y;
ou
H 193
ou Y;
ou
F 197
ou Y;
ou
T 204
ou Y;
ou
T 209
ou Y;
ou
A 211
ou Y;
ou

S 221

Qs

Qs

Q/

Q/

Qs

Q/

Qs

Qr

Qr

Qs

Qr



ou
D 223
ou Y;
ou
G 225
ou Y;
ou
K 240
ou Y;
ou
A 242
ou Y;
ou
D 244
ou Y;
ou
A 268
ou Y;
ou
S 281
ou Y;
ou
Q 289
ou Y;
ou
A 294
ou Y;
ou
N 303

ou Y;

Qs

Qs

Qr

Qs

Qr

Qs

Qs

Q/

Qs



10.

ou
I 336 A, C, D, E, F, G, H, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W
ou Y;

ou

N 351 A, C, D, E, ¥, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W

ou Y.

Molécula de 4&cido nucleico isolada de acordo com gualquer
uma das reivindicacgdes 1 a 8, em que a referida molécula de
dacido nucleico codifica um polipéptido compreendendo, pelo
menos, uma mutagdo seleccionada do grupo consistindo de:
K59E; T167V; K240T; T167I; K240E; D244C; Q289Y; T209K ou
F1978S.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 1 a 9, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
combinacdo de mutagdes seleccionadas do grupo consistindo

de:

D125E/H193R; ou

A294E/N303K; ou

T167I/K240T; ou

D223E/K240E/N351D; ou

T167I/K240T/A294E/N303K; ou
T167I/K240E/A2428/A294E/N303K; ou
Al122T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/A294E/N303K; ou
A122T/T167I/F197S/T209K/A211P/K240E/A2425/S281L/Q289Y/
A294FE/N303K; ou
A122T/D125E/H193R/F197S/T209K/A211P/S221N/G225A/K240E/
A294FE/N303K; ou



11.

12.

13.

14.

D125E/T167I/H193R/F197S/T204T1/T209K/A211P/K240E/A268V/
Q289H/A294E/N303K; ou
A122T/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/RA268V/
Q289H/A294E/N303K/I336F; ou
N70Y/D125E/T167I/H193R/F197S/T2041/T209K/A211P/K240E/
A268V/Q289H/A294E/N303K.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 10, em gque a referida molécula
de 4cido nucleico codifica um polipéptido compreendendo a

combinacao de mutacdes:

Al122T/T1671/F197S/T209K/A211P/K240E/A242S/S281L/Q289Y/A294E/
N303K.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicagdes 7 a 10, em gque a referida molécula
de 4dcido nucleico codifica um polipéptido que € uma
variante de enzima fitase que possul maior estabilidade
térmica e/ou maior actividade especifica e/ou maior
estabilidade proteolitica comparada a enzima fitase

codificada por SEQ ID N°: 2.

Plasmideo ou sistema de vectores compreendendo uma molécula
de Adcido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 12.

Plasmideo ou sistema de vectores de acordo com a
reivindicacdo 13, em que o referido plasmideo ou sistema de
vectores ¢é um vector de expressao para a expressao de

qualgquer dos polipéptidos como definido em qualgquer uma das

8



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

reivindicagdes 1 a 12 e/ou compreende polinucledtidos de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 12 num

microrganismo.

Célula hospedeira transformada ou transfectada com um
plasmideo ou sistema de vectores como reivindicado em

qualquer das reivindicagdes 13 ou 14.

Célula hospedeira como reivindicada na reivindicacdo 15 que
expressa um polipéptido como definido em qgualquer uma das

reivindicacgbes 1 a 12.

Célula hospedeira como reivindicada na reivindicagdo 15 ou
16, em que a referida célula hospedeira ¢é derivada de um

microrganismo.

Célula hospedeira como reivindicada em qualgquer uma das
reivindicagdes 15 a 17, em que a referida célula hospedeira

é selecionada de bactérias e fungos.

Célula hospedeira como reivindicada em gqualgquer uma das
reivindicacgdes 15 a 18, em que a referida célula hospedeira
é selecionada de bactérias, leveduras e fungos

filamentosos.

Célula hospedeira como reivindicada em gqualgquer uma das
reivindicacdes 15 a 19, em que a referida célula hospedeira
¢ selecionada de B. subtilis, E. coli, H. polymorpha,
S. pombe, S. cerevisiae, Trichoderma spp. e

Aspergillus spp.

Célula hospedeira como reivindicada na reivindicagao 20, em



22.

23.

24.

25.

que a referida Aspergillus spp. é A. oryzae.

Célula hospedeira como reivindicada em qualgquer uma das
reivindicacdes 15 a 20, em que a referida célula hospedeira
é uma célula bacteriana procaridética, de um modo preferido,

E. coli.

Célula hospedeira como reivindicada na reivindicagao 22, em

que a referida célula hospedeira é E. coli.

Célula Dbacteriana de estirpe Buttiauxella sp. P1-29,

depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248.

Método de producao de um polipéptido compreendendo
transformar uma célula hospedeira com um polinucledtido de
acordo com qualguer uma das reivindicacgdes 1 a 12, em que ©O
referido polipéptido é seleccionado do grupo consistindo

de:

. um polipéptido compreendendo a segquéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

° um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.

P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma Ssequéncia

nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia; e
. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.

10



26.

27.

28.

P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em que o péptido é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em que o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica ¢é determinada por incubacdo do
referido polipéptido numa solucgcao contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampdao de acetato de sdédio a

pH 3,5, a uma temperatura de 37 C.

Método de produgcdo de um polipéptido de acordo com a
reivindicagao 25, compreendendo transformar uma célula
hospedeira com um polinucledétido de acordo com gqualguer uma
das reivindicagdes 1 a 12 com um plasmideo ou vector de

acordo com qualquer uma das reivindicac¢des 13 ou 14.

Método de produgdo de um polipéptido de acordo com a
reivindicacdo 25 ou reivindicacao 26, em que a referida
célula hospedeira é uma célula hospedeira como definida em

qualquer uma das reivindicacgdes 15 a 24.

Método de producao de um polipéptido compreendendo
expressar um polinucledétido de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, em que o referido polipéptido é

seleccionado do grupo consistindo de:

11



. um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em que o péptido é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em qgue o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica €& determinada por incubacao do
referido polipéptido numa solucdo contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampao de acetato de sdédio a

pH 3,5, a uma temperatura de 37 C.

12



29.

30.

Método de producdo de um polipéptido de acordo com a
reivindicacao 28, compreendendo expressar um
polinucledtido, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, num plasmideo ou vector de acordo

com qualquer uma das reivindicacgdes 13 ou 14.

Método de producao de um polipéptido compreendendo
expressar um polinucledétido de acordo com qgqualquer uma das
reivindicagbes 1 a 12 numa célula hospedeira num meio de
cultura e separar o referido polipéptido do meio de cultura
da célula hospedeira, em que o referido polipéptido &

seleccionado do grupo consistindo de:

° um polipéptido compreendendo a sequéncia de
aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3 ou uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 80% de

identidade a esta;

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248;

. um polipéptido obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma sequéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia
nucleotidica possuindo, pelo menos, 80% de identidade
a esta sequéncia; e

. um polipéptido obtido da estirpe Buttiauxella sp.
P1-29, depositada sob o numero de acesso NCIMB 41248 e
em que o péptido é obtido pela expressao de
SEQ ID N°: 2 ou uma seqgquéncia nucleotidica obtida da
estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o

numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia

13



31.

32.

33.

nucleotidica, possuindo, pelo menos, 80% de identidade

a esta sequéncia,

em que o referido polipéptido possui actividade de fitase,
em que o referido polipéptido possui uma actividade
especifica de, pelo menos, 300 U/mg, em que a referida
actividade especifica é determinada por incubacao do
referido polipéptido numa solucgcdao contendo fitato 2 mM,
CaCl, 0,8 mM em 200 mM de tampao de acetato de sdbédio a

pH 3,5, a uma temperatura de 37 ‘C.

Método de produgdo de um polipéptido de acordo com a
reivindicacao 30, compreendendo expressar um
polinucledtido, de acordo com qualqguer uma das
reivindicagbes 1 a 12, num plasmideo ou vector de acordo
com qualgquer uma das reivindicagdes 13 ou 14 numa célula

hospedeira.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dacido nucleico codifica um polipéptido compreendendo a
sequéncia de aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3
ou numa sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 85%

de identidade a esta.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualgquer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dacido nucleico codifica um polipéptido obtido da estirpe
Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o numero de acesso

NCIMB 41248.

14



34.

35.

36.

37.

38.

39.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualgquer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
acido nucleico codifica um polipéptido obtido pela
expressao de SEQ ID N°: 2 ou de uma sequéncia nucleotidica
obtida da estirpe Buttiauxella sp. P1-29, depositada sob o
numero de acesso NCIMB 41248 ou uma sequéncia nucleotidica
possuindo, pelo menos, 85% de identidade com esta

sequéncia.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
acido nucleico codifica um polipéptido obtido pela

expressao de SEQ ID N°: 2.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicagdes 1-12, que hibrida a SEQ ID N°: 2 sob

condig¢des restringentes a 50 °C e 0,2x SSC.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dacido nucleico codifica um polipéptido compreendendo a

sequéncia de aminodcidos como apresentada em SEQ ID N°: 3.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1-12, em que a referida molécula de
dacido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminocdcidos possuindo, pelo menos, 90% de

identidade a SEQ ID N°: 3.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualgquer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma

sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 95% de
15



40.

41.

42.

43.

identidade a SEQ ID N°: 3.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 96% de

identidade a SEQ ID N°: 3.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 97% de

identidade a SEQ ID N°: 3.

Molécula de 4acido nucleico isolada de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes 1-12, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 98% de

identidade a SEQ ID N°: 3.

Molécula de 4&acido nucleico isolada de acordo com qualguer
uma das reivindicacgdes 1-12, em que a referida molécula de
dcido nucleico codifica um polipéptido compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos possuindo, pelo menos, 99% de

identidade a SEQ ID N°: 3.

Lisboa, 4 de Dezembro de 2012
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