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(57) Resumen: La invencién se refiere a un gen aislado de Serratia odoriferaque codifica una proteina o polipéptido con actividad
fitasa, a un método para su obtencién en una célula huésped de levaduratal como, por ejemplo Pichia pastoris, y a la utilizacién de
la enzima como ingrediente activo en la fabricacion de aditivos para piensos destinados a la nutricién animaly/o para la liberacion

de fosfato de materia organica procedente del suelo.
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NUEVA FITASA, PROCEDIMIENTO DE OBTENCION Y UTILIZACION DE LA
MISMA

La presente invencion se refiere a un nuevo gen de fitasa, a la enzima
fitasa codificada por dicho gen, a un método para obtener la enzima en una
celula hospedadora de levadura y a la utilizacion de la enzima como ingrediente
activo en la fabricacion de aditivos para piensos destinados a la nutricion animal

y/o para la liberacion de fosfato de materia organica procedente del suelo.

Mas en particular, la invencion se refiere a un gen aislado de Serratia
odorifera que codifica una proteina o polipéptido con actividad fitasa, a un
metodo para su obtencion en una célula huésped de levadura tal como, por
ejemplo Pichia pastoris, y a la utilizacion de la enzima como ingrediente activo

en la fabricacion de aditivos para piensos destinados a la nutriciéon animal.

El fosforo elemental o puro (P) es raro en la naturaleza, siendo habitual
encontrarlo formando parte de moléculas que incluyen el grupo fosfato (PO4%)
unido a grupo organico basado en carbono en los tejidos de animales y plantas.

El fosforo es un nutriente esencial para plantas y animales. Debido a la
falta de fosforo inorganico del suelo (la unica forma en que es absorbido por las
plantas), los agricultores se ven obligados a realizar aportes de fosforo, parte del
cual sera fijado por las plantas convirtiendose en fosforo organico,
permaneciendo no obstante cierta proporcion en el suelo. Los animales también
necesitan fosforo en forma inorganica, que lo obtienen del foésforo inorganico
aportado directamente en la dieta y de la degradacion del foésforo organico
presente en los diversos ingredientes que componen dicha dieta.

El acido fitico o fitato es la forma principal de almacenamiento de fosforo
en cereales, legumbres, semillas oleaginosas, con valores comprendidos entre
1-5% del peso. Mas de los dos tercios del fésforo contenido en los cereales y
leguminosas esta en forma de fitato, ademas del fosforo, también otros cationes
como calcio, magnesio, hierro, zinc, también proteinas y aminoacidos estan

secuestrados por los fitatos.
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Sin embargo, los animales monogastricos (cerdos y aves) son incapaces
de absorber el fosforo en forma de fitato, ya que carecen de las enzimas
necesarias para digerirlo, conocidas como fitasas. Esto representa que entre un
20% y 40% del fosforo de origen vegetal ingerido por monogastricos, no es
asimilado, siendo excretado a través de las heces con los consiguientes
problemas ecoldgicos. Esta contaminacion por fosforo es un problema que va
teniendo cada vez mayor importancia, en las zonas donde se practica la

ganaderia intensiva de monogastricos.

Ademas, aunque algunos de los microorganismos presentes en la flora
intestinal del intestino delgado tienen la capacidad de hidrolizar el acido fitico,
debido a su localizacion en el intestino, el fosforo se absorbe en muy pequefia
cantidad. Por otro lado, un exceso de fitato actua como un factor antinutricional
al quelar iones metalicos necesarios para el animal tales como el calcio, el cobre

y el zinc, disminuyendo su disponibilidad nutricional.

Estos hechos hacen que sea comun enriquecer el alimento de estos
animales con fosforo inorganico, lo cual incrementa en gran medida los costes
de produccion ganadera, ademas de aportarse un fosforo no asimilado extra al
suelo a través del abonado con estiércol, lo que rompe el equilibrio natural de
este elemento, produciendo la eutrofizacion de las aguas superficiales y la

contaminacioén de acuiferos.

Hace unos afnos y tras numerosas investigaciones se consiguio aportar al
estado de la técnica una posible solucidon a estos problemas, o al menos
minimizarlos, proporcionandose la primera fitasa, una enzima que hidroliza el
fitato y libera fosforo organico, y que, afiadida al alimento, hace el fésforo mas
accesible.

A este respecto, las fitasas son meso-inositol hexafosfato fosfohidrolasas
y catalizan la escision de los grupos fosfato del acido fitico (IP6) o del fitato,
dando como resultado un grupo fosfato libre y un éster de inositol fosfato
inferior (IP5-IP1). Las fitasas se pueden dividir en 2 grupos: fitasas microbianas
o fungicas (E.C. 3.1.3.8) o 3-fitasa, que empiezan a hidrolizar el grupo fosfato
situado en el C1 o C3 del anillo inositol o fitasas de plantas (E.C. 3.1.3.26) o 6-
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fitasa, que empiezan a hidrolizar preferentemente el grupo fosfato situado en el
C6 del anillo inositol.

Tal como se cita en el articulo de Carmen Frontela y col., "Empleo de
fitasas como ingrediente funcional en alimentos”, (Carmen Frontela, Gaspar
Ros, Carmen Martinez, Departamento de Tecnologia de Alimentos, Nutricion y
Bromatologia, Facultad de Veterinaria, Universidad de Murcia, Campus de
Espinardo, Murcia, Espana, 2008) a fin de conseguir una completa degradacion
del contenido en acido fitico durante el procesado de los alimentos, y de este
modo incrementar la disponibilidad mineral, son numerosas las investigaciones

que apuntan al empleo de fitasas de origen exégeno como estrategia.

Asi, es de gran importancia conocer las condiciones optimas de actividad
de la fitasa empleada, teniendo en cuenta que estas condiciones dependen del
tipo de cereal con el que se esta trabajando. La mayoria de las fitasas
procedentes de cereales presentan un pH 6ptimo de actividad entre 4,5-5,6,
mientras que las procedentes de leguminosas, presentan un pH 6ptimo en
valores de 7 o superiores. No obstante, existen evidencias que ponen de
manifiesto que el empleo de fitasas procedentes de microorganismos como es el
caso de hongos del género Aspergillus spp. son el método mas sencillo y eficaz
de conseguir la completa eliminacion del acido fitico produciendo un importante
incremento en la absorcion de hierro, lo cual podria suponer que el empleo de
estas enzimas de origen microbiano durante el procesado de los alimentos,
podria ser en un futuro cercano factible de ser empleado en la industria
alimentaria a fin de incrementar la disponibilidad mineral de los alimentos

producidos.

El uso de fitasa de origen microbiano esta actualmente autorizado para su
empleo en alimentacion animal, y esta encaminado a incrementar la
disponibilidad del fésforo del acido fitico reduciendo la excrecion fecal del mismo
al ambiente. En el caso del preparado enzimatico de 6-fitasa producido por
Aspergillus oryzae (DSM 14223), éste fue autorizado para los pollos de engorde,
las gallinas ponedoras, los pavos de engorde, los lechones, los cerdos de
engorde y las cerdas por el Reglamento (CE) n°® 255/2005 de la Comision
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Europea, y actualmente se han presentado nuevos datos en apoyo a una
solicitud para ampliar la autorizacion del uso de este preparado enzimatico a los

salmonidos.

Las fitasas son extremadamente débiles, expresando su maxima
actividad a pH que varian entre 5,0 y 7,5, por lo que, los bajos valores de pH
presentes en el estomago (pH 2-3) limitan su actividad, con alguna actividad a
un pH menor de 3,0, por lo que hay una ruptura considerable de la molécula de
fitato de la dieta, en el buche de los pollos y en el estomago de los no rumiantes,
antes de que la secrecion gastrica reduzca el pH de la ingesta a un nivel
demasiado bajo como para interrumpir la actividad enzimatica (Simons y col.,
1992). Ademas, la enzima tiende a ser fuertemente inhibida por exceso de
substrato (fitato) y producto (fésforo inorganico), y por altas temperaturas (Power
y Khon, 1993).

Las fitasas sintéticas, que hidrolizan el acido fitico, al igual que las
intrinsecas de los vegetales, son fosfomonoesterasas capaces de hidrolizar el
acido fitico produciendo ortofosfatos inorganicos y una pequefa proporcion de
esteres fosforicos, pentafosfato a monofosfato, como productos intermedios, y
finalmente mioinositol libre (Nayini y Markakis, 1986; Lasztity y Lasztity, 1988;
Harland y Morris, 1995). La IUPAC-IUB (1976) ha reconocido la 3-Fitasa (EC
3.1.3.8), aislada en animales y microorganismos (Reddy y col., 1982; Lasztity y
Lasztity, 1988).

Se han encontrado fitasas exogenas en microorganismos como hongos
(Saccharomyces cerevisae, especies de Aspergillus sp), levaduras y bacterias
(Bacillus subtilis, Pseudomonas). La fitasa obtenida de Aspergillus sp sigue un
cierto orden para la hidrolisis de la molécula de fitato, es decir, después de ser
liberado el grupo fosfato de la posicion 3, continua en el siguiente orden, 4, 5, 6
y 2 (Venekamp y col., 1995).

Las enzimas presentan actividad a dos pH diferentes, 2,5 y 5,5, siendo
40% menos efectiva al primer pH. Esto es de gran importancia debido a que la
mayor absorcion de fosforo ocurre en las proximidades del intestino delgado,

donde el pH de 5,5 es 6ptimo para que la fitasa actue hidrolizando los fosfatos,
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siendo primero necesario que la enzima se active en el medio acido del
estomago (pH 2,5) (Power y Khon, 1993).

La fitasa producida por el Aspergillus ficuumm, es una glicoproteina
purificada, con una actividad enzimatica que varia con la temperatura y cambios
de pH. La temperatura optima de la enzima es de 60 a 70°C. Sin embargo,
temperaturas de 68°C, durante 10 minutos, provocan pérdidas del 60% de
actividad (Nasi, 1990). Las enzimas obtenidas del Aspergillus niger son
termoestables, resistente al proceso de pelletizacion y su actividad es de un
minimo de 5000 FTU/g. (Nasi, 1990).

Existen evidencias de que Ilas fitasas pueden incrementar
significativamente, la utilizacion de fosforo fitico (Qian y col., 1997; Yi y col.,
1996a,b; Carlos y col., 1998; Maenz y Classen, 1998; Pan y col., 1998; Denbow
y col., 1998).

Asi, Denbow y col. (1998) establecen que la incorporacion de fitasas
(400, 800, o0 1.200 U/kg) a una dieta basal baja en fosforo, incrementd
linealmente la ganancia de peso, el contenido de cenizas del dedo y la
resistencia a la ruptura de las tibias de aves y mejord, ademas, la digestibilidad
del fésforo (Nelson y col., 1971; Denbow y col., 1995; Kornegay y col., 1996; Yiy
col., 1996). Estos experimentos establecen que cerca de 821 U/kg de fitasa son
requeridas para reemplazar 1 g de fosfato inorganico como fosfato
desfluorinado, en términos de ganancia de peso y porcentaje de cenizas.

Simons y col. (1990), adicionando fitasa (750 U/kg) en una dieta maiz-
soja para pollos, aumentaron la disponibilidad de fésforo y calcio a 62% y
disminuyeron la excrecion de fosforo via fecal y urinaria (2,0 g/kg MS). Por otra
parte, Perney (1991), utilizando pollos de engorde alimentados con una dieta
basal a base de maiz-soya, con 0,38% de fésforo disponible, con la adicién de
500 U/kg de fitasa, obtuvieron mejoras en la resistencia a la ruptura de la tibia,
sin cambios significativos en el consumo y ganancia de peso de los animales.
Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Edwards (1993), quien
observo poco beneficio debido a los bajos niveles de adicion de la fitasa a dietas
deficientes de fosforo.
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La solicitud de patente americana US 2010/0092613, "Cloning and
expression of a novel phytase", se refiere a una fitasa obtenida a partir un
microorganismo del género Yersinia con un peso molecular de 45,5 kDa, un pH
optimo de 4-5, una temperatura 6ptima de 50-60°C, un punto isoeléctrico de 7,7
y una actividad especifica de 3.000 U/mg.

La ES 2255281, "Sobreexpresion de genes de fitasa en sistemas de
levadura", se refiere a un método de produccion de fitasa en levadura que
comprende proporcionar un gen appA aislado a partir de células bacterianas,
codificando dicho gen appA una proteina o polipéptido con actividad fitasa,
expresar dicho gen appA en una cepa de levadura y aislar la proteina o
polipéptido expresado, en el que dicha proteina o polipéptido tiene una
termoestabilidad aumentada en comparacidon con la de dicha proteina o
polipéptido expresado en una célula hospedadora no de levadura, asi como a
una proteina o polipéptido obtenible mediante dicho método y que tiene
actividad fitasa, con una actividad optima en el intervalo de temperatura de 57-
65°CaunpHde 2,5a3,50de5,5.

Por todo lo anterior, seria deseable proporcionar una nueva fitasa cuyo
uso no conllevara las desventajas de las fitasas conocidas en el estado de la
técnica, por ejemplo aquellas relacionadas con:

e La diferencia de pH entre el estomago (pH 3,5) y del tracto intestinal (pH
7,0), que hacen que la enzima no pueda tener una buena actividad con
un rango de pH tan amplio;

e La termo-estabilidad también juega un papel importante, ya que los
piensos compuestos en la fase de granulacion (formacion del pellet)

sufren un choque térmico del orden de 70°C que desnaturaliza la enzima;
e Las proteasas del tracto digestivo catabolizan gran parte de la enzima;

Y que, por ende, permitiera conseguir resultados mas eficientes al
mantenerse activa a lo largo de todo el tracto digestivo, en el estdbmago, donde
el pH es demasiado bajo para la actividad de la mayoria de las fitasas, y
manteniendo su actividad en el intestino delgado, donde el pH es proximo a 7.
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En las figuras adjuntas:
Fig. 1: Determinacién del peso molecular de la proteina con actividad
fitasa.
Fig. 2: Determinacion de la actividad enzimatica de la proteina con

actividad fitasa en funcién de la temperatura.

Fig. 3: Determinacion de la actividad enzimatica de la proteina con
actividad fitasa en funcion del pH.

Fig. 4: Efecto de las proteasas en la actividad enzimatica.

Fig. 5: Mantenimiento de la actividad fitasa en el tiempo.

Por tanto, segun un aspecto de la invencion, se proporciona un gen
aislado de Serratia odorifera que codifica una proteina o un polipéptido con
actividad fitasa. Es también objeto de la invencion la proteina o el polipéptido
codificado por dicho gen de Serratia odorifera con actividad fitasa expresado en
una cepa de levadura hospedadora, preferentemente Pichia pastoris, donde la
proteina o el polipéptido tiene propiedades alostéricas que doblan su actividad
enzimatica (medida segun 1SO30024:2009 (E)) a las cuatro horas de entrar en

contacto con el sustrato y permaneciendo activa durante mas de ocho horas.

Asi, la presente invencion proporciona un gen que codifica una proteina o
un polipéptido con actividad fitasa, siendo su secuencia de nucledtidos la
mostrada en la SEQ ID No 2, o un derivado de la misma.

En otro aspecto, la invencidn proporciona una proteina o un polipéptido
con actividad fitasa con las siguientes caracteristicas: a) Peso molecular teorico
de 46 kDa; b) rango de pH optimo de 3,5 a 5,8; ¢) temperatura de actividad
optima en el rango de 45-55°C; d) Alta actividad especifica de 1120 £ 150 U/mg,
en particular de 1.123 + 112 U/mg; e) alta resistencia a la pepsina vy la tripsina, y
f) punto isoeléectrico PI1=6,1, donde la proteina con actividad fitasa se selecciona
de entre:
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i) un polipéptido con actividad fitasa que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID No 3 o un derivado de la misma por

sustitucion, delecion o insercion de uno o mas residuos aminoacidos, o.

i) un polipéptido con actividad fitasa que es codificado por un polinucleétido
de SEQ ID No 2 o un polipéptido con actividad fitasa que presenta una
homologia de secuencia de al menos un 60% con la SEQ ID No 2,
preferentemente al menos un 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o0 95%,

con especial preferencia al menos un 95%.

Esta fitasa se obtiene a partir de un microorganismo del género Serratia,
preferentemente de Serratia odorifera.

Igualmente, segun otro aspecto de la invencion, es otro objeto de la
misma la utilizacion de la proteina codificada por dicho gen de Serratia odorifera
con actividad fitasa expresado en una cepa de levadura como huésped, como
ingrediente activo, en la fabricacion de aditivos para piensos destinados a la

nutricion animal.

De acuerdo con el primer aspecto de la invencion, se proporciona un gen
aislado de Serratia odorifera segun la SEQ ID No 2 que codifica una proteina o
un polipéptido con actividad fitasa, teniendo la proteina las siguientes

caracteristicas:
a) Peso molecular teorico de 47 kDa;
b) Rango de pH optimo de 3,5 a 5,8; preferentemente de 3,7 a 5,8;

c) Temperatura de actividad 6ptima en el rango de 45-55°C,
preferentemente a 50°C;

d) Alta actividad especifica de 1120 + 150 U/mg;
e) Alta resistencia a la pepsina y la tripsina; y

f) Punto isoeléctrico de 6,1.
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La proteina o el polipéptido de la invencion codificado por dicho gen de
Serratia odorifera con actividad fitasa se expresa en una cepa de levadura
hospedadora, preferentemente Pichia pastoris. Asi, en otro aspecto de la
invencion, ésta se refiere a un vector recombinante que comprende el gen de
Serratia odorifera que codifica la proteina o el polipéptido con actividad fitasa,
una ceélula hospedadora recombinante, tal como Pichia pastoris en la que se ha
introducido dicho vector, asi como un método para expresar la enzima en una

célula huésped.

En el presente contexto, por "polipéptido con actividad fitasa que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID No 3 o un
derivado de la misma por sustitucion, delecion o insercion de uno o mas
residuos aminoacidos" se entienden, por ejemplo en el caso de las
sustituciones, sustituciones conservativas de aminoacidos bien conocidas por el
experto en la materia y que no modifican la actividad fitasa, siendo igualmente
aplicable a las deleciones o inserciones. Es de conocimiento general del experto
en la materia que, durante la clonacion de genes, se designan sitios de
reconocimiento que podrian resultar en uno 0 mas residuos aminoacidos no
relacionados en los extremos de la proteina diana, sin que por ello se vea
afectada la actividad fitasa. Es igualmente sabido que con el fin de construir una
proteina de fusion, mejorar la expresion de una proteina recombinante, obtener
una proteina recombinante secretada por la célula huésped o facilitar la
purificacion de la proteina recombinante, en el N-terminus o en el C-terminus, o
en otras regiones adecuadas de las proteinas, se suelen introducir péptidos de

union, peptidos senial, péptidos lider, extensiones terminales o similares.

Igualmente la invencion proporciona un polipéptido con actividad fitasa
que es codificado por un polinucleotido de SEQ ID No 2 o un polipéptido con
actividad fitasa que presenta una homologia de secuencia de al menos un 60%
con la SEQ ID No 2, preferentemente al menos un 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90% o0 95%, con especial preferencia al menos un 95%. A este respecto, se
entendera que la invencidn ademas incluye moléculas de acido nucleico que

que difieren en alguno de los nucleotidos mostrados en la SEQ ID No 2 debido a
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la degeneracion del codigo genético, siempre que codifiquen la misma proteina
fitasa.

En la presente invencion, el término "vector" se refiere a un acido nucleico
gue es capaz de transportar otro acido nucleico al cual esta unido, pudiendo ser,

por ejemplo, un plasmido o un vector viral.

Asi, los vectores recombinantes de la invencion comprenden un acido
nucleico de la invencion en una forma adecuada para la expresion en una célula
huésped, lo que significa que los vectores recombinantes de la invencion
incluyen una o mas secuencias reguladoras, seleccionadas de acuerdo con la
célula hospedadora a emplear para la expresion, unidas operativamente a la
secuencia a expresar; esto es, la secuencia de nucledtidos de interés se une a
la secuencia reguladora de forma que permite la expresion de la secuencia de
nucleotidos. A este respecto, se entiende que la secuencia reguladora puede
incluir promotores, sitios de activacion, terminadores, etc. conocidos por el

experto en la materia.

El vector puede introducirse en la célula huésped mediante técnicas de
transformacion o transfeccion convencionales. Métodos de este tipo para
transformar o transfectar células hospedadores se pueden encontrar, por
ejemplo, en Sambrook y col., Molecular cloning: A laboratory Manual, 22 Ed.,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989.

En la presente invencion, la célula huésped se emplea para producir una
proteina con actividad fitasa. Por tanto, la invencion proporciona un método para
producir una proteina con actividad fitasa tal como se ha descrito anteriormente
empleando una célula huésped de levadura, preferentemente de Pichia pastoris,
que comprende el gen de Serratia odorifera, el cual codifica una proteina con
actividad fitasa, donde el método incluye cultivar la célula huésped en la cual se
ha introducido el vector de expresion que codifica la proteina con actividad
fitasa, en un medio adecuado para la produccion de la proteina y posterior
separacion de las proteinas del medio, si son secretadas, o de la célula
huésped.
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De acuerdo con otro aspecto de la invencion, es otro objeto de la misma
la utilizacion de la proteina codificada por dicho gen de Serratia odorifera con
actividad fitasa expresado en una cepa de levadura como huésped, como
ingrediente activo, en una cantidad efectiva, en la fabricacion de aditivos para
piensos destinados a la nutricion animal, y también el aditivo asi obtenido.

El aditivo de la invenciéon puede preparase adecuadamente en forma
solida o liquida y opcionalmente puede incluir otras preparaciones enzimaticas
correspondientemente adecuadas a la preparacion solida o liquida, siendo
adecuado para su utilizacion en la preparacion de piensos u otros alimentos
destinados a la nutricion animal, ya que contiene una cantidad efectiva de fitasa
que favorece la asimilacion del fésforo e incrementa la absorcion de metales y

proteinas al liberarlos del fitato.
Ejemplos

Ejemplo 1:  Expresion en Pichia pastoris
Construccion del vector de expresion

Para aislar la region codificante de la proteina madura se sintetizaron los

oligonucledtidos:
SerrF: GCGCGCGAATTCGAGCCGCGCTACGTATTGG
SerrR: GCGCGCAAGCTTGTCTAGACGTGGCCGGTACTGCACCG

La regidon codificante de la proteina madura se amplifico usando los
oligonucleotidos serrF y SerrR. El producto de ampilificacion fue visualizado en
un gel de agarosa, la banda del tamario esperado fue recortada y el ADN fue
extraido del gel mediante el kit NucleoSpin Extract Il (Macherey-Nagel).

El ADN purificado fue insertado dentro del vector pPICZa A (Invitrogen,
San Diego, Calif.) entre los sitios de restriccion delimitados por las secuencias
de EcoRl y Xbal. La construccion fue transformada en celulas DHS5a que fueron
posteriormente plagueadas en medio LB que contenia 25 ug/ml de Zeocin. Las

colonias positivas fueron secuenciadas. Una de las colonias con la secuencia
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correcta se cultivo en grandes cantidades con el objetivo de obtener ADN para

transformar las levaduras.

Transformacion de las levaduras y expresion de la proteina

Se hizo crecer la cepa de Pichia pastoris KH71H (Invitrogen) en medio
YPD y se preparo para la transformacion. 10 ug de plasmido pPICZa A AppAs-r
fue linealizado mediante la enzima de restriccion Pmel e introducido en las

levaduras mediante shock con Litio/Polietilenglicol.

Las células trasformadas fueron plaqueadas en medio YPDZ (contiene
100 ug/ml de Zeocin) que permite seleccionar las colonias que han integrado el
gen Sh ble (el producto de este gen confiere resistencia al Zeocin) en el ADN
cromosomico del huésped. Los transformantes que hayan integrado el gen Sh
ble creceran correctamente en el media YPDZ. Después de 2 dias, los
transformantes fueron inoculados en medio minimo con glicerol (BMGY) durante
24 horas, después las levaduras fueron recuperadas mediante centrifugacion
(2.500g, 3 min) y resuspendidas un medio con 0,5% de metanol (BMMY) para
inducir la expresion del gen de la fitasa.

Cuantificacion de la actividad fitasa de los transformantes

Un total de 61 transformantes fueron analizados para cuantificar la
actividad fitasa mediante el método molibdato-vanadato en medio acido
(establecido en la ISO 300024:2009 (E)).

Se anadieron 1.160 pl de solucion sustrato (5mM fitato de sodio en un
tampon 250 mM de acetato de sodio, pH 5,5) a 40 ul de una solucion diluida de
la enzima. La reaccion se llevd a cabo a 37°C durante 30 minutos. Después se
afiadieron a la reaccion 800 ul de solucion STOP (14% acido nitrico; 3,3%
heptamolibdato amonico tetrahidratado, 0,078% vanadato) para parar la
reaccion. Como control, se afadio la solucion STOP a la solucion diluida de la
enzima para inactivarla y después se afiadio la solucién sustrato. Tras 10
minutos, se cuantifico la intensidad de color amarillo a 415 nm y se calculd la

actividad en solucion de la enzima y de la solucion control. Una unidad de
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actividad fitasa se define como la cantidad de enzima que libera 1 umol de
fosforo en un minuto. Dos dias después de la induccion por metanol, 6
transformantes de 61 produjeron entre 10 y 55 U/ml de medio de cultivo.
Obviamente, el gen obtenido es un nuevo gen que codifica para un polipéptido
con actividad fitasa. El polipéptido con actividad fitasa se denomind AppAs-r.

Ejemplo 2: Purificacion de AppAs-r expresada en Pichia pastoris

Con el objetivo de purificar la fitasa producida por Pichia pastoris, el
transformante con un una actividad de 55 U/ml fue cultivado e inducido en
condiciones Optimas. Cuatro dias después de la induccion con metanol se midi6
la actividad fitasa mediante el mismo método utilizado en el ejemplo anterior,
dando como resultado una actividad de 163 U/ml en el sobrenadante. El
sobrenadante se obtuvo mediante centrifugacion a 14.100 g durante 5 minutos.
El precipitado de células fue descartado.

El sobrenadante fue concentrado mediante centrifugacion con VIVASPIN
20 (50.000 MWC O (Sartorius Studium)). Seguidamente la solucién concentrada
fue dializada en tampon de acetato de sodio (0,25 M, pH 5,5). Finalmente la
fitasa fue purificada mediante gel filtracion (Sephacryl S-200) con el mismo
tampon usado en la dialisis.

Ejemplo 3: Caracteristicas de AppAs-r expresado en Pichia pastoris
Determinacion del peso molecular

El peso molecular de la fitasa AppAs-r se caracterizo mediante un gel
desnaturalizante de acrilamida (SDS-PAGE). En la Fig. 1, la linea 1 se
corresponde con el marcador de peso molecular; la linea 2 se refiere al control
de medio de cultivo sin inducir con metanol; la linea 3 al medio de cultivo

inducido con metanol; y la linea 4 a la fitasa concentrada dializada y purificada.

Como se muestra en la Figura 1, el peso molecular de AppAs-r es de
aproximadamente 46 kDa, que es el peso estimado a partir de la secuencia de
polipéptidos derivada de la secuencia de ADN clonada.

Determinacion de la actividad enzimatica de AppAs-r con la temperatura
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Tal como se observa en la Fig. 2, la actividad cambia con la temperatura.
La temperatura optima se determiné a un pH 5,5, ya que es el pH que exige la
ISO 300024:2009 (E). Se testé un rango de temperaturas entre 35°C y 80°C. La
maxima actividad se registro a 50°C. Como se muestra en la Fig. 2, después de
10 minutos a 60°C la enzima retiene el 40% de su actividad.

Determinacion de la actividad enzimatica de AppAs-r dependiente del pH

El efecto del pH sobre la actividad fitasa fue comprobado utilizando los
siguiente tampones: Glicina-HCI para pH 1,5-3,5; acetato de sodio para pH 3,5-
6,0; Tris-HCI para pH 6,0-8,5; Glicina-NaOH para pH 8,5-10,0. Todos los
tampones contenian 0,05% IGPAL. Como se observa en la Fig. 3, la actividad
enzimatica varia con el pH. La maxima actividad se observo a un pH 4,75. Un
70% de la actividad se mantiene a un pH de 3,75, mientras que mas del 80% de
la actividad se mantiene a pH 5,5.

Efecto de las proteasas en la actividad enzimatica

Para determinar la resistencia a las proteasas, la AppAs-r purificada (1,6
mg/ml) fue incubada con 5 mg/ml de pepsina o con 50 mg/ml de tripsina a 37°C.
Después de la incubacion a diferentes tiempos (3; 5; 10; 15; 30 y 60 minutos) se
cuantifico la actividad fitasa remanente en las muestras. Como se puede
observar en la Fig. 4, después de 1 hora de incubacidn con pepsina la fitasa
AppAs-r retiene mas del 70% de su actividad inicial, mientras que retiene mas
del 90% de su actividad inicial después de 1 h de incubacién con tripsina. Asi,
esta fitasa es altamente resistente a la accion de las proteasas, hecho que es

muy beneficioso para su utilizacion en alimentacion animal.
Mantenimiento de la actividad fitasa con el tiempo

Para determinar la cinética de actividad en el tiempo de la fitasa AppAs-r
se midi6 la actividad especifica por minuto a diferentes tiempos después de
incorporar el sustrato. Como se observa en la Fig. 5A, a diferencia de la mayoria
de fitasas, AppAs-r va aumentando su actividad especifica a lo largo del tiempo.
Como se muestra en la Fig. 5B, AppAs-r esta activa durante al menos 8 horas
desde el momento en que se afade el sustrato, llegando a doblar su actividad
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especifica inicial después de 4 horas y media de actividad. Esta actividad
creciente y sostenida en el tiempo no se ha descrito en ninguna otra fitasa y es
un punto muy importante puesto que la digestion animal dura mas de 30 minutos
y es importante que la enzima esté activa durante el maximo de tiempo posible.
Esta actividad creciente y sostenida en el tiempo puede ser muy relevante
también en la alimentacion liquida. Esto permitiria liberar la mayoria del fosforo

presente como fitato en los piensos con una cantidad de enzima mucho menor.
Determinacion de la actividad especifica

Con el fin de determinar la actividad especifica, se valoro la concentracion
de la fitasa AppAs-r concentrada y purificada mediante el método de Lowry y se
estudio la actividad especifica mediante el método molibdato-vanadato acido a
37°C y pH 4,75. Como resultado, la actividad especifica de AppAs-r purificada
fue de 1.123 £ 112 U/mg.

Ejemplo 4: Liberacion de fosfato de materia organica procedente del suelo

Debido a la larga vida activa de la fitasa y con la intencion de conocer su
capacidad para liberar fosforo inorganico del material organico procedente del
suelo, siendo el fin de este ensayo estudiar su utilizacién en la preparacion de
un aditivo para fertilizantes, se recogieron 5 catas de suelo. Se pesaron 2,5 g de
cada una y se resuspendieron en un tampon acetato, calculando una
concentracion final de 0,25 g muestra/ml. Se incubo durante 20 minutos bajo
agitacion a temperatura ambiente. Después, se llevo a cabo una dilucion 1/10 de
las muestras en el tampon acetato. Se afadieron a 1,2 ml de cada muestra
diluida el equivalente a 1 U de fitasa AppAs-r/100g suelo y se incubo durante 24
h a 25°C. Como resultado, la liberacidon de fosforo fue de 53,6 £ 27,8 mg de
fésforo/ 100 g de suelo, incrementando el fosfato libre del suelo en un 23,4 +
18,1%.
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REIVINDICACIONES

1. Proteina con actividad fitasa con las siguientes caracteristicas:
a) Peso molecular tedrico de 46 kDa;
5 b) Rango de pH optimo de 3,5 a 5,8;
c) Temperatura de actividad optima en el rango de 45-55°C;
d) Alta actividad especifica de 1120 + 150 U/mg;
e) Alta resistencia a la pepsina y la tripsina; y
f) Punto isoeléctrico de 6,1.

10 2. Proteina con actividad fitasa segun la reivindicacion 1, caracterizada
porque el rango de pH o6ptimo es de 3,7 a 5,8, la temperatura optima es
de 50°C y la actividad especifica esde 1.123 £ 112 U/mg.

3. Proteina con actividad fitasa segun las reivindicaciones 1-2, caracterizada

porgue se selecciona de entre:

15 i) un polipéptido con actividad fitasa que comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID No 3 o un derivado de la
misma por sustitucion, delecion o insercion de uno 0 mas residuos

aminoacidos, o

i) un polipéptido con actividad fitasa que es codificado por un
20 polinucledtido de SEQ ID No 2 o un polipéptido con actividad fitasa
que presenta una homologia de secuencia de al menos un 60%
con la SEQ ID No 2, preferentemente al menos un 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90% o0 95%, con especial preferencia al menos un
95%.
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Proteina segun la reivindicacion 1, caracterizada porque es codificada por
un gen de Serratia odorifera de SEQ ID No 2 y expresada en una cepa de

levadura.

Proteina segun la reivindicacion 4, caracterizada porque la cepa de
levadura es Pichia pastoris.

Vector recombinante que comprende el gen de Serratia odorifera que
codifica la proteina con actividad fitasa segun la reivindicacion 1 y una
célula hospedadora recombinante Pichia pastoris en la que se ha
introducido dicho vector.

Procedimiento para la produccion de una proteina con actividad fitasa que
comprende el cultivo de la célula huésped Pichia pastoris en la que se ha

introducido el vector segun la reivindicacion 6.

Utilizacion de la proteina segun la reivindicacion 1 codificada por el gen
de Serratia odorifera con actividad fitasa expresado en una cepa de
levadura como huésped, como ingrediente activo, en una cantidad
efectiva, en la fabricacién de aditivos para piensos destinados a la

nutricion animal.

Aditivo para la alimentacion animal que incluye una cantidad efectiva de

una proteina segun la reivindicacion 1.

Aditivo segun la reivindicacion 9, caracterizado porque se prepara
adecuadamente en forma solida o liquida y porque puede incluir otras
preparaciones enzimaticas correspondientemente adecuadas a la forma

sélida o liquida.

Aditivo para fertilizantes que incluye una cantidad efectiva de una

proteina segun la reivindicacion 1.
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