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(57) Resumo: POLIPEPTIDEO TENDO ATIVIDADE DE FITASE E SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEO CODIFICANDO O MESMO.
A invencéo diz respeito a uma molécula de DNA recombinante que, sob expressédo em uma célula hospedeira procarjética ou
eucaribtica, codifica um polipeptideo tendo atividade de fitase, em que a molécula de DNA recombinante compreende uma
seqliéncia de DNA selecionada de a) seqiiéncias de DNA que foram obtidas por varia¢des da seqiiéncia de fitase de E. coli do
tipo selvagem madura, em que pelo menos um aminoacido na regido de posi¢éo 189 a 211 e/ou um aminoacido na regido de
posicdo 137 a 152 é mutado quando comparado a seqiiéncia do tipo selvagem, b) seqiiéncias de DNA tendo uma homologia de
70 % a 100 % as sequéncias de acordo com a), ¢) sequiéncias de DNA que estéo relacionadas com as sequéncias de acordo com
a) e b) devido a degeneracéo do cddigo genético, em que a molécula de DNA recombinante esta, sob expressdo em uma célula
hospedeira adequada, associada a uma atividade aumentada da proteina desse modo codificada no sobrenadante de cultura,
como também as proteinas codificadas pela mesma.
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Relatério Descritivo da Patente de Invengdo para "POLIPEPTI-
DEO TENDO ATIVIDADE FITASE, SEU USO, MOLECULA DE DN A RE-
COMBINANTE CODIFICANDO O MESMO, CONSTRU(;AO DE DNA, VE-
TOR, CELULA HOSPEDEIRA TRANSFORMADA, METODO PARA PR O-
DUZIR O REFERIDO POLIPEPTIDEO, BEM COMO COMPOSIQAO COM-
PREENDENDO O MESMO".

A presente invencao refere-se a uma molécula de DNA recombi-
nante que codifica um polipeptideo tendo atividade de fitase, e o polipeptideo
codificado como tal. Especificamente, a invencéo refere-se a uma molécula de
DNA recombinante que codifica um polipeptideo tendo atividade de fitase, em
gue a sequéncia de DNA foi obtida por uma variacao da fitase de E. coli do
tipo selvagem madura, em que as posi¢cdes de aminoacido definidas sdo mo-
dificadas quando comparadas a sequéncia do tipo selvagem. Além disso, a
invencao refere-se a um método para expressar a fitase recombinante como
também seu uso em tecnologia de alimento e alimentacéo.

Acido fitico ou mioinositol-1,2,3,4,5,6-hexaquisdiidrogenofosfato (abre-
viado como hexaquisfosfato de mioinositol) é a fonte principal de inositol e a forma
de armazenamento primaria de fosfato em semente de planta. Nas sementes de
legumes, aproximadamente 70 % do teor de fosfato estéo presentes como um sal
de potéassio, magnésio e de calcio misturado de &cido fitico. Semente, graos de
cereal e legumes sdo componentes importantes de preparacdes de alimento e
alimentagdo, em particular de preparacdes de alimentacdo de animais; mas cere-
ais e legumes também ganham importancia crescente na nutrigdo humana.

As unidades de fosfato de acido fitico ligam-se como um complexo
de cétions bivalentes e trivalentes como ions de metal, isto é ions fisiologicamen-
te importantes para a nutricdo como célcio, ion, zinco e magnésio como também
os elementos de traco manganés, cobre e molibdénio. Além deste, acido fitico
também liga proteinas através de interacao eletrostatica até certo ponto.

Acido fitico e seus sais, os fitatos, sdo frequentemente ndo me-
tabolizados visto que ndo podem ser absorvidos do trato gastrointestinal, isto
€ nem os fésforos contidos neles nem os ions de metal quelado nem as pro-

teinas ligadas estao fisiologicamente disponiveis para nutri¢ao.
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Como fésforo é um elemento essencial para o crescimento de
todos os organismos, alimento e alimentagéo t8m que ser suplementados

com fosfato inorgénico. Os ions essenciais fisiologicamente para nutrigdo

como ferro e calcio muito freqlientemente tém que ser suplementados tam-
bém. Além disso, o valor fisiolégico de nutrig&o de qualquer dieta é reduzido
visto que as proteinas estdo ligadas através de acido fitico. Por conseguinte,
acido fitico é freglientemente denotado como um fator contrario ao valor nu-
tricional ("Anti-Nahrwertfaktor").

Além disso, os fdsforos do fitato sdo excretados por meio do tra-
to gastrointestinal dos animais devido a uma falta de metabolismo, que leva
a poluicdo de fosfato indesejada do ambiente que pode, por exemplo, levar a
eutroficagdo das dguas e ao crescimento excessivo de algas.

Acido fitico ou fitatos (no seguinte, estes termos séo usados ¢o-
mo sinénimos exceto do contrario indicado) podem ser degradados através
de fitases. Semente de planta contendo &cido fitico contém enzimas de fita-
ses enddgenas. Sob sua ingestdo, os fitatos em alimento e alimentagdo sdo
teoricamente hidrolisaveis pelas fitases de plantas endbégenas, pelas fitases
da flora intestinal e pelas fitases da mucosa intestinal. Em pratica, porém, o
potencial de hidrélise das fitases de plantas enddgenas e das fitases que
ocorrem no intestino, se presentes, é sem duvida insuficiente para assegurar
significativamente a biodisponibilidade da ligago fosforosa nos fitatos. Des-
se modo, fitases exdgenas sdo freqlientemente adicionadas ao alimento e
alimentagio.

Fitases podem ser produzidas através de plantas como também

— 25 —através de microorganismos. Entre-os microorganismos, bactérias produto=

30

ras de fitase como também fungos e leveduras produtores de fitase sédo co-
nhecidos.

Os produtores de fitase de ocorréncia natural tém, porém, a des-
vantagem que a fitase é apenas formada em certas quantidades e com pro-
priedades definidas. Como explicado acima, existe, porém, uma necessida-
de aumentada por fitase, especificamente para industrias de alimento e ali-

mentacéo.
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Um objetivo da presente invengdo é, desse modo, fornecer um
polipeptideo tendo atividade de fitase, que possa ser produzido economica-
mente. Especificamente, sera possivel produzir a fitase em custo eficaz. A
fitase deve também manter as propriedades essenciais da fitase de E. coli
do tipo selvagem natural, mas deveré se distinguir por uma atividade aumen-
tada no sobrenadante de cultura e uma segregabilidade melhorada, respec-
tivamente. Especificamente, a habilidade para melhorar a disponibilidade de
fosfato in vivo e in vitro como também a adequabilidade de um auxiliar de
assadura contam com as propriedades essenciais da fitase do tipo selvagem
natural.

Um outro objetivo da presente invengao é fornecer um gene para
um polipeptideo tendo atividade de fitase que, sob expressdo em uma célula
hospedeira, resulta em uma atividade aumentada da proteina assim codifi-
cada no sobrenadante de cultura e uma secrecdo aumentada do polipepti-
deo, respectivamente. Sera possivel produzir o polipeptideo de forma eco-
némica e em custo eficaz. Especificamente, a expressao do polipeptideo
resultarda em rendimentos aumentados em microorganismos eucaridticos
comparado & expressao da fitase do tipo selvagem. Além disso, as seqiién-
cias de DNA que codificam o polipeptideo, construtos de DNA correspenden-
tes e vetores, como também uma fonte para a enzima recombinante sendo
adequada para o uso comercial para alimento e alimentagdo e em processos
industriais, e composigdes contendo a enzima de acordo com a invengéo,
serdo fornecidos.

Foi agora surpreendentemente descoberto que uma mutagdo na

29

30

regido do aminoacido inclusivo 189 ao 211 inciusivo e/ou da posicas inciusi-
va do aminoacido 137 ao 152 inclusivo da fitase de E. coli do tipo seivagem
resulta em uma atividade aumentada no sobrenadante de cultura inteira pela
proteina fitase sem afetar os efeitos benéficos e propriedades essenciais da
fitase de E. coli do tipo selvagem.

Varias fitases de E. coli so descritas em literatura, por exemplo
em Dassa et al., 1990, J., Bacteriol. 172:5997-5500 (no. de acesso M58708).
Mutantes geneticamente modificados da fitase de E. coli que resultam em



uma estabilidade térmica aumentada e/ou atividades especificas mais altas
foram também descritos (Rodriguez et al., 2000, Arch. Biochem. Biophys.,
382: 105112, Lanahan et al., 2003, Pedido de Patente US 2003 0157646 A1,

WO 01/90338). Uma mutagénese sitio-especifica de fitase Escherichia coli

5 com propriedades enzimaticas melhoradas é também descrita em WO
01/36607. Perém, o mutante Val-Tyr na posi¢cdo 200 descrito aqui nac cor-
responde & mutacdo na posicdo 200 de acordo com a invengdo, visto que
outro medo de contar a seqléncia foi usado de acordo com WO 01/36607,
isto é a sequiéncia lider foi incluida na contagem. Desse modo, posigédo 222

10 na seqliéncia de acordo com a dita publicagdo (WO 01/36607) corresponde

a posigdo 200 da contagem de acordo com a invengdo. Outras proteinas

tendo atividade de fitase sédo descritas em WO 99/08539, WO 01/90333, WO

) 02/095003, WO 03/038035, WO 03/038111, WO 04/015084 e WO 00/71728.

Além disso, a publicagdo Garrett et al., Applied Environ. Microbi-

15 ol, 2004, 70 (5), 3041-3046 descreve mutantes da fitase de E. coli tendo
estabilidade térmica e gastrointestinal aumentada.

Porém, a técnica anterior ndo contém uma descricdo de muta-
¢des na fitase de E. coli que resulta em uma produgdo aumentada de uma
enzima procaridtica sob expresséo por um microorganismo eucariotico. Além

20 disso, a técnica anterior ndo contém indicactes sobre como alcangar uma
atividade aumentada de tais enzimas produzidas no sobrenadante de cultura
por uma variagéo e especificamente uma mutagéo da fitase de E. coli. Espe-
cificamente, a técnica anterior ndo contém uma indicacdo sobre a significa-
¢éo funcional das posicBes 198 a 211 e/ou das posi¢des 137 a 152 da se-

— 25 quénciade fitase de E.colido tipo selvagem. Mais particutarmente, a téenica
' anterior ndo contém uma indicagéo sobre a significagao funcional de posicao
200 da sequéncia de fitase de E. coli do tipo selvagem.
Este objetivo é solucionado por uma molécula de DNA recombi-
nante que, em express&o em uma célula hospedeira procariética ou eucarié-
30 tica, codifica um polipeptideo tendo atividade de fitase, em que a molécula
de DNA recombinante compreende uma seqléncia de DNA selecionada de

a) seqUéncias de DNA gue foram obtidas por variagbes da seqiéncia de fi-
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tase de E. coli do tipo selvagem madura, em que pelo menos um aminoacido
na regido de posicdo 189 a 211 e/ou um amino&cido na regido de posicdo

137 a 152 é mutado quando comparado & seqiiéncia do tipo selvagem, b)

~ seqiiéncias de DNA tendo uma homologia de 70 % a 100 % as seqUéncias

de acordo com a), c) seqiéncias de DNA que estdo relacionadas as se-
q[]énéias de acordo com a) e b) devido & degeneragédo do cadigo genético,
em que a molécula de DNA recombinante estd, sob expressao em uma célu-
la hospedeira adequada, associada a uma atividade aumentada da proteina
assim codificada no sobrenadante de cultura, como também por um polipep-
tideo tendo atividade de fitase e sendo codificado por uma das ditas molécu-
las de DNA recombinantes.

A invengéo também refere-se a um método para produzir um
polipeptideo tendo atividade de fitase de acordo com as técnicas recombi-
nantes, compreendendo cultivar células hospedeiras procaridticas efou eu-
caridticas contendo uma seqléncia de 4acido nucléico de acordo com a in-
vengéo, sob condicbes condutivas para a expressdo da enzima como tam-
bém a recuperacio subseqliente da enzima. A invencéo, aiém disso, refere-
se ao uso do dito polipeptideo tendo atividade de fitase em métodos conven-
cionais, por exemplo, em métodos que liberam minerais de complexos de
fitato em materiais de planta em in vitro, por exemplo, no tratamentc de ali-
mentagéo, cu seu uso na assadura in vivo, isto é a administragdo do polipep-
tideo tendo atividade de fitase a animais. Além disso, a invengéo refere-se
ao uso das seqiéncias de polinucieotideos de acordo com a invengdo para
produzir sondas para encontrar seqiéncias similares, que codificam enzimas

— 25 correspondentes, em outros organismos como também para transformar cé-

30

lulas hospedeiras.

Além disso, a invengéo refere-se a uma sequléncia sinal derivada
do gene da fitase de Aspergilius niger.

As figuras inclusas ilustram a invengéo em mais detalhes:

Figura 1: SDS-PAGE dos sobrenadantes de cultura de cepas
transformadas com plasmideos pKDa2 e pKDa4. Rotas 1 e 6 contém protei-

nas marcadoras. A descrigdo especifica estd contida no exemplo 6 e tabela



10

15

20

25 207 = Phee naregido de posicio 137 a 152 e t44— Tyr, Leu 45— iie,

30

Figura 2: mapa de plasmideo de pKDa2 (mutante de Tyr**%)

Figura 8: mapa de plasmideo de pKDa9 (tipo selvagem)

* Figura 4: mapa de plasmideo de Da2pUC3

Figura 5: seqiéncia de DNA ccdificando a fitase de E. colf do
tipo selvagem (uso de cédon de E. coli) Dassa et al., 1990, J. Bacteriol. 172:
5497-5500, no. de acesso: M58704), proteina madura.

O plasmideo Da2pUC3 foi depositado sob numero de acesso
DSM 16396 ne dia 7 de maio de 2004 no Deutschen Sammiung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ), Mascheroder Weg 1b, D-38124
Braunschweig de acordo com as provisdes do Tratado de Budapeste.

Foi surpreendentemente descoberto que mutacdo de aminoaci-
do na regido de posigdo 198 a 211 (incluindo os valores-limites) e/ou uma
mutagdo de aminodcido na regido de posicdo 137 a 152 (incluindo os valo-
res-limite) da sequéncia de fitase de E. coli do tipe selvagem esta associada
a uma atividade significativamente aumentada no sobrenadante de cultura
sob expressdo em uma célula hospedeira. Preferivelmente, pelo menos um
aminoacido na regido de posigde 197 a 209 (incluindo os valores-limite) e/ou
um aminoacide na regido de posigdo 137 a 152 (incluindo os valores-limites)
é mutado quando comparado & sequéncia do tipo selvagem. Mais preferi-
velmente, pelo menos um aminoAcido na posigac 198, 200, 205 e 207 e/ou
na posicdo 144, 145 e 152 & mutado. Mutagbes preferidas na regido de po-
sicdo 189 a 211 séc Val 200 — Leu, Val 200 — lle, Val 200 — Pro, Val 200
— Tyr, Leu 198 — lle, Val 205 — lLeu, Val 205 — lle, Leu 207— Tyr, Leu

lle 152 — Phe. Outras mutacdes preferidas sao Val 200 — Leu, Val 200 —
Pro, Val 200 — Tyr e lle 144 — Tyr. E especialmente preferido que uma mu-
tagio esteja presente na posicao Val 200. Este aminodcido é preferivelmen-
te substituido por um aminoacido aromatico como tirosina, por um aminodci-
do hidrofébico como leucina ou isoleucina ou através de prolina. Preferivel-
mente, a mutagio na posicdo 200 é Tyr. Alem disso, também mutantes du-

plos pedem ser gerados com a condicdo que mutagdo lle 144 — Tyr néo
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seja associada a uma mutacédo de Val 200, como também com a outra con-
digAo que mutacéo lle 152 — Phe ndo seja combinada com qualquer muta-
¢do de Leu 207. Um mutante duplo preferido é Leu 198 — lle em combina-

‘¢cao com Leu 145 — lle. Sem estar preso pela explanac&o tedrica a seguir, €

esperado que alteragbes em duas regides de estrutura espagadamente ad-
jacentes da fitase, isto € uma folha B e a hélice a seja um resultado da modi-
ficagdo de acordo com a invengdo, e que estas regides sejam desse modo,
alteradas através de interag@o hidrofébica para resultar em uma densidade
de empacotamento melhor. A densidade de empacotamento por sua vez
resulta em uma atividade aumentada no scbrenadante de cultura e secregdo
de uma dessas enzimas modificadas, respectivamente. Dentro do escopo da
condi¢éo acima, qualquer mutacdo pode ser feita € combinada nas ditas re-
gides contanto que um microorganismo transformadoe com uma sequéncia
de DNA correspondente segregue da célula a fitase codificada em quantida-
des aumentadas e, respectivamente, com a propriedade de resultar em ati-
vidade aumentada (atividade total) no sobrenadante de cultura, em que a
atividade enzimatica e outras as propriedades fisicldgicas da fitase de E. coli
do tipo selvagem sfo mantidas. Preferivelmente, a melhoria da atividade no
sobrenadante de cultura e da eficiéncia de secrecdo de um mutante, respec-
tivamente, é de pelo menos 10 %, mais preferido pelo menos 20 %, quando
comparado a fitase de E. coli do tipo selvagem em medi¢do sob condigbes
idénticas. A determinacdo da atividade enzimética da fitase e a medi¢ao de
outras propriedades fisioldgicas da fitase podem ser realizadas de acordo

com métodos conhecidos per se.

— 25— A obtengfo de umaumentoda atividade no—scbrenadante de
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cultura e da eficiéncia de secrecdo da fitase, respectivamente, em pelo me-
nos 10 % quando comparado a eficiéncia de secregao da fitase do tipo sel-
vagem foi surpreendente e ndo foi dbvio. Foi em particular surpreendente
que o mutante Val 200 — Tyr estivesse associado a um aumento da eficién-
cia de secrecéio em 100 % quando comparado a fitase do tipo selvagem (cf.
exemplo 4).

Tentativas para melhorar as propriedades da fitase na técnica



anterior sdo refatadas. Desse modo, a publicacdo Archives Biochem. Bio-
phys., 2000, 382 (1), 105-122 descreve as atividades da fitase no sobrena-
dante de cultura sob secregédo pela levedura Pichia Pastoris na pagina 109,
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tabela 3. A fitase de E. coli do tipo selvagem (gque nao é precisamenté de
sequéncia idéntica a seqiéncia pKDa4 de acorde com a invencéo) foi se-
gregada a 117 m!"" de unidades apds 96 horas. E para ser observado que a
determinacdo da atividade de acordo com a dita publicagdo ndo ¢é idéntica a
determinacgio da atividade de acordo com exemplo 4 da presente invengao.
De acordo com a técnica anterior na publicagdo mencionada acima, o subs-
trato é incubado com a enzima em pH 2,5. De acordo com a invengdo, a in-
cubacéo é realizada em pH 5,0. Como pode ser considerado das curvas na
pagina 109, figura 3 da publicagdo, 117 U mI" em pH 2,5 corresponderiam
aproximadamente a apenas 60 U mI'" em pH 5 (52 % de atividade residual).
Desse modo, a atividade enzimatica da fitase de E. coli do tipo selvagem
segregada, codificada pelo uso de cédon do tipo selvagem de E. coli, na dita
publicacdo é substancialmente menor que a atividade da enzima segregada
de 158 a 188 U mI"' obtida com a cepa de 7. reesei transformada de pKDa4.

A seqgliéncia de DNA que corresponde & seqléncia de fitase mu-
tada de acordo com a invengdo pode ser realizada usando qualquer uso de
codon desde que o nivel de secrecdo ndo seja afetado adversamente pelo
uso de cédon. Desse mode, por exemplo, a idade de cddon do micro-
organismo usado para expressédo pode ser usada mas também o uso de ¢é-
don de E. coli e uma variagdo deste, respectivamente, podem ser usados.
Além disso, a seqliéncia de fitase de E. coli mutada de acordo com a inven-
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g,é(rpodefconteﬁambénwaﬁagéesﬁefseq&éuuia. Assim,quaisquer-varia-
¢bes podem ser feitas além das mutagles descritas acima, contanto que a
propriedade de alcancar uma atividade mais alta no sobrenadante de cultura
e eficiéncia de secrecio, respectivamente, néo seja adversamente afetada e
contanto que a atividade enzimatica e outras propriedades essenciais da
fitase do tipo selvagem de E. coli sejam mantidas.

Variagdes correspondentes sdo bem-conhecidas por uma pes-
soa versada na técnica de DNA recombinante e compreendem as mutagdes
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acima como tambhém as variagdes exemplares expostas abaixo.
De acordo com a invengdo, adicdo e/ou delegcdo de moléculas

do polipeptideo medificadas de acordo com a invencdo pode(m) ser usa-

" ‘da(s). Desse modo, 0 polipéptidec modificado de acordd com a invengao

tendo uma atividade de fitase pode ser alongado adicionando seqliéncias
adicionais as extremidades N-terminal e/ou C-terminal. Assim, moléculas
hibridas podem ser criadas tendo outras propriedades vantajosas. Por e-
xemplo, proteinas de fuséo e proteinas que sdo nativamente segregadas em
altas quantidades, respectivamente, podem ser adicionadas por meio das
quais a eficiéncia de secrecdo é também melhorada. Além disso, segmentos
de seqliéncia ativos de outras enzimas podem ser adicionados para obter
enzimas tendo especificidade muiltipla. Além disso, seqiéncias polares e
ndo-polares podem ser adicionadas para especificamente influenciar as pro-
priedades de solubilidade e a capacidade para passar a membrana
{"Membrangangigkeit"), respectivamente, da tal enzima obtida. Preferivel-
mente, a extremidade N-terminal é ligada a uma fitase de Aspergillus ou uma
fosfatase de acido. Alongamentos do término C da seqliéncia de fitase de E.
coli mutada podem ser feitos da mesma maneira. Assim, fitases tendo uma
estrutura quaternaria alterada podem ser cbtidas.

De acordo com a invengdo, também segmentos de seqliiéncia do
polipeptideo tendo atividade de fitase podem ser deletados contanto que a
propriedade da secre¢io aumentada € a atividade no sobrenadante de cultu-
ra, respectivamente, em que a atividade de fitase é mantida, nao sejam afe-

tadas.

N
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por métodos conhecidos per se na técnica anterior.

As modificagbes do polipeptideo tendo atividade de fitase leva-
das em conta correspondem as respectivas mutacdes e modificacdes, res-
pectivamente, da molécula de DNA correspondente. De acordo com a inven-
¢do, também tais seqliéncias hibridando sob condicdes relaxadas ou rigoro-
sas com as sequéncias de acorde com a invengdo sdo levadas em conta.
Além disso, a invengdo também se refere a tais segliéncias que exibem uma

As-mutagbes,alongamentose mutitagbes podem-—serrealizadas——
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homologia de pelo menos 70 %, mais preferido de pelo menos 90 % e em
particular pelo menos 95 % em relagdo a seqliéncia de nucleotideo reivindi-
cada e suas partes reivindicadas, respectivamente, contanto que as respec-

tivas seqiéncias resultem em um aumento da atividade no sobrenadante de

cultura e a eficiéncia de secregéo, respectivamente, do polipeptideo tendo
atividade de fitase codificada por ele. Preferivelmente, a homologia é de 70 a
100 por cento. O grau de identidade é assim preferivelmente determinado,
de forma gue o numero de residuocs da seqléncia mais curta participando na
comparacao e tendo uma contraparte "correspondente” na outra seqiiéncia é
determinado. Para o propdsito da presente invengdo, a homologia é assim
preferivelmente determinada como sempre usando os algoritmos usuais, De
acordo com a invencao, apenas os cDNAs das proteinas maduras respecti-
vas sfo levados em consideragdo para comparacgdo. Similarmente, preferi-
velmente as contra partes de seqiiéncia idénticas foram determinadas de
acordo com a invengdc como sequéncias homélogas usando programas de
computagdo conhecidos. Um exemplo para um tal programa € o programa
Clone Manager Suite contendo a parte de programa Align Plus e sendo dis-
tribuido por Scientific & Educational Software, Durham, NC, EUA. Assim,
uma comparagdo de duas seqliéncias de DNA como definidas acima é reali-
zada usando o alinhamento local opcional ou de acordo com o método
FastScan - MaxScore ou de acordo com o método Needleman-Wunsch e
retendo os valores predefinidos. Especificamente, a versido de programa
"Clone Manager 7 Align Plus 5" com as fungdes "Compare Two Sequen-
ces/Local Fast Scan-Max Score/Compare DNA sequences" foi aplicado de
cessiveis das fontes a seguir foram usados: Hirschberg, D. S. 1975. A liner
space algorithm for computin longest commom subsequences. Commun As-
soc Comput Mach 18: 341-343; Myers, E. W. e W. Miller. 1988. Optimal a-
lignments in linear space. CABIOS 4:1, 11-17; Chao, K-M, W. R. Pearson e
W. Miller. 1992. Aligning two sequences within a specified diagonal band.
CABIOS 8:5, 481-487. Além disso, a invencao refere-se também as seqlién-

cias de DNA que estdo relacionadas as sequéncias de acordo com a inven-
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¢ao devido a degeneragéo do cddigo genético como também variantes aléli-
cas destes. A degeneracdo do codigo genético pode assim resultar devido a
degeneragdo natural ou devido a um uso de céden especificamente selecio-

do técnicas bem-conhecidas de biologia molecular, como a reagdo em ca-
deia de polimerase {PCR) e técnicas de hibridagdo.

Uma seqliéncia de DNA que codifica um polipeptideo de acordo
com a invencdo pode ser usada para transformar quaisquer células hospe-
deiras como células de fungos, leveduras, bactérias, plantas ou de mamife-
ros. Desse modo, células transformadas se distinguem por uma secregdo
aumentada da fitase. A enzima de fitase assim produzida também resulta em
uma liberagéo de fosfato eficiente dos fosfatos de mioinositol.

Os termos proteina, peptideo e polipeptideo sdo para ser usados
alternadamente. Um polipeptideo ou enzima tendo atividade de fitase ou
uma fitase devera designar qualguer enzima sendo capaz de causar a libe-
racdo de fosfato inorganico de varios fosfatos de mioinositol. Exemplos para
tais substratos de fosfato de mioinesitol (fitase) sdo acido fitico e quaisquer
sais deste, por exemplo, fitato de sédio ou fitato de potassic ou sais mistura-
dos. Quaisquer isbmeros posicionais dos di-, tri-, tetra- ou pentafosfatos de
micinositol podem também servir como substrato de fitase. A atividade de
fitase pode ser determinada usando qualquer ensaio em gue um dos ditos
substratos é usado. A variante de fitase de acordo com a invengéo compre-
ende variantes de polipeptideo que derivam de uma fitase especifica por

delegio ou adicdo de um ou mais aminoacidos na extremidade N-terminal

25 egfou C-terminal-da proteina nativa, detecio ouadicio de umrou mais aminoc-
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acidos em uma ou mais posi¢des na proteina nativa, ou substituicdo de um
ou mais amincacidos em uma ou mais posiges na fitase. A geragdo de tais
variantes é comumente conhecida na iécnica. Por exemplo, variantes de
seqUiéncia de aminoacido dos polipeptideos podem ser feitas através de mu-
tacdo no DNA. Métodos para mutagénese e alteragdo de seqiéncia de nu-
cleotideo sdo bem-conhecidos na técnica (veja, por exemplo, Kunkel, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 82:488 (1985), Kunkel et al., Methods in Enzymol.,
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154:.367 (1987), Patente U. S. no.: 4.873.192, Walker e Gaastra, eds., Te-
chniques in Molecular Biology, Mac Milian Publishing Company, Nova lorgue,

(1983). Indicagbes em substituicdes de aminoacido adequadas que néo afe-
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tam a atividade biologica da proteina de interesse sdo encontradas no mode-

lo de Dayhoff et al., Atlas of Protein Sequence and Structure, Natl. Blamed.
Res. Found., Washington, D. C. (1987). Substituigdo conservadora como a
permuta de um aminodcido por outro aminoécido tendo propriedades simila-
res é preferida.

A invengdo também se refere &s composicdes de acido nucléico
ou de proteina isclados ou substancialmente purificadas. Nelas, um polinu-
cleotideo/polipeptideo purificado ou isolado e segmento destes, respectiva-
mente, designam um polinucleotideo e polipeptidec e segmenio destes, res-
pectivamente, 0s quais estdo presentes em uma forma isolada de seu ambi-
ente nativo. Um segmento de acido polinucléico ou polipeptideo isolado po-
de estar presente em uma forma purificada ou pode estar presente em um
ambiente ndo nativo, ccmo, por exemplo, uma céiula hospedeira transgénica.
Por exemplo, um segmento de polinucleotideo ou proteina isolados ou purifi-
cados ou uma parte biclogicamente ativa destes € essencialmente livre de
outro material celular ou meio de cultura sob produgéo de acordo com técni-
cas recombinantes ou é essencialmente livre de precursores quimicos ou
outros compostos quimicos. Preferivelmente, um polinucleotideo isolado es-
ta livre de seqliéncias (preferivelmente, seqliéncias de codificagdo de protei-
nas) naturalmente flanqueando o acido nucléico (isto é sequéncias localiza-
das nas extremidades 5' - e 3'- do acido nucléico) no DNA gendmico do or-

— 25 ganismo do qual o acido nucléico € derivado. De acordo com modalidades

30

diferentes, a molécula de acido nucléico isolada pode, por exemplo, conter
menos gue aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb ou 0,1 kb de
seqléncias de nucleotideo naturalmente flangueando a molécula de acido
nucléico no DNA genémico da célula da qual o acido nucléico deriva. Uma
proteina que é essenciaimente livre de material celular compreende compo-
si¢cdes de proteina ou polipeptideo tende menos que aproximadamente 70 %,
50 %, 30 %, 20 %, 10 %, 5 % (em base do peso seco) de proteina de con-
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taminac&o. Quandc a proteina de acordo com a invencéo ou um fragmento
biologicamente ativo desta for produzido recombinantemente, o meio de cul-

tura preferivelmente compreende menos que aproximadamente 70 %, 50 %,

30%, 20 %, 10°% 0u 5 % (em base do peso seco) de precursores quimicos
ou substancias quimicas nédo-proteinaceas. Fragmentos e variantes das se-
guéncias de nucleotideo de acordo com as invengdes ou proteinas ou seg-
mentos de proteina codificados por eles estdo também dentro do escopo da
invengdo. Um fragmento designa uma parte da seqidiéncia de nucleotideo ou
uma parie da seqléncia de aminoacido e, desse modo, uma parte do poli-
peptideo ou proteina, que € codificada por ele.

A invengdo também se refere aos cassetes de expressdo que
podem ser usados para a transferéncia ("Einschleusung") de uma estrutura
de leitura aberta que codifica uma fitase de acordo com a invengdo em uma
célula hospedeira. Eles preferivelmente compreendem uma regiao de inicia-
¢céo de transcricdo que é ligada & estrutura de leitura aberta. Um tal cassete
de expressio pode conter uma pluralidade de sitios de restricAo para inserir
a estrutura de leitura aberta e/ou cutros DNAs, por exemplo uma regido re-
guladora de transcri¢do e/ou genes marcadores seleciondveis. O cassete de
transcricdo compreende na diregéo de 5 — 3' da transcricdo uma regiao de
iniciacéo de transcricdo e de translacao, a seqiéncia de DNA de interesse e
uma regido de terminacdoc de transcricdo e de transiagéo, que é funcicnal
em uma célula microbiana. A regido de terminag@o pode ser nativa vis-a-vis
a regido de iniciagdo de transcricAo, pode ser nativa vis-a-vis a seqliéncia de

DNA de interesse ou pode derivar de qualquer outra fonte.

N
[&)]
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O-termo—"estrutura-deteituraaberta"{OR
de aminoacido que é codificada entre os c6dons de comego e de interrupgao
de translagdo como uma seqléncia de codificagdo. Os termos "cdédon de
comecgo" e "cddon de parada" designam uma unidade de trés nucleotideos
contiguos (c6dons) em uma seqiéncia de cadificacdo, que especifica o co-
mego e a parada da cadeia da sintese de proteina (translagéo de mRNA).

"Ligacdo operavel' designa em conexdo a um &cido nucléico

uma ligagdo como uma parte da mesma molécula de acido nucléico em um
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posicionamento e orientag&o apropriados para 0 comego transcripcional do
promotor. DNA operavelmente figado a um promotor estd sob controle da

regulacédo de iniciagdo de transcrigdo do promotor. Sequéncias de codifica-

~ ¢ao podem ser operavelmente ligadas com a sequéncia reguladora em ori-

5 entagéo sentido ou anti-sentido. Com referéncia aos polipeptidecs, liga¢do
operavel significa a ligacdo como uma parte do mesmo polipeptideo, isto é
por meio de ligacdes de peptidila.

Quaisquer promotores podem ser usados de acordo com a in-

vengdo. Um promotor designa a seqiiéncia de nucleotideo, que esta usual-

10 mente a montante (5" vis-a-vis & seqliéncia de codificagdo, e controla a ex-

pressdo da seqléncia de codificagdo fornecendo o reconhecimento para a

RNA polimerase e outros fatores, que séc necessdrios para uma transcri¢éo

correta. O promotor usado de acordo com a invengdo pode compreender um

promotor minimo, isto € uma seqiéncia de DNA curta de uma caixa de TA-

15  TA e outras seqliéncias, que especificam o sitio de iniciagdo de transcricéo,
gue sdo ligados acs elementos reguladores para controlar a expressao.

O promotor de acordo com a invengao pode tambéem compreen-

der uma seqléncia de nucleotideo que compreende um promotor minimo e

elementos reguladores, que é capaz de controlar a expressdo de uma se-

20 gléncia de codificagdo ou um RNA funcional. Este tipo de segiéncia de

promotor consiste em elementos a montante proximais e distais, em que os

elementos posteriores sdo freglentemente designados como intensificado-

res. Por conseguinte, um intensificador € uma seqiéncia de DNA gque pode

estimular a atividade de promotor e pode ser um elemento intrinseco do

— 25 —promotor ou unt efemento heterdtogo inserido paraaumentar onivetdeex———————

pressao ou especificidade de tecido de um promotor. Ele pode funcionar em

ambas as orientagdes e pode até mesmo funcionar em um local a montante

ou a jusante do promotor. Intensificadores como também outros elementos

promotores a montante ligam as proteinas de ligagdo de DNA especificas da

30 seqliéncia que medeiam seus efeitos. Promotores podem ser derivades de

um gene nativo em sua entidade ou podem ser compostos de elementos

diferentes, que derivam de promotores de ocorréncia natural diferentes ou
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podem até mesmo ser compostos de segmentos de DNA sintéticos. Um pro-
motor pode também conter sequéncias de DNA que estédo envolvidas na li-

gacdo de fatores de proteina que controlam a eficiéncia da iniciagdo de

transcricdo como uma resposta as cendicBes fisioldgicas ou condicBes atri-
buiveis ao desenvolvimento,

Elementos promotores, em particular elementos de TATA que
séo inativos ou tém uma atividade de promotor fortemente reduzida na au-
séncia de uma ativacdo a montante sdo designadas como promotores mini-
mos ou promotores centrais. Na presenga de um fator de transcricdo apro-
priado ou de fatores de transcric@o apropriados, respectivamente, a fungéo
do promotor minime resulta na permissdo para a transcrigo. Desse modo,
um promotor minimo ou central apenas consiste em todos os elementos ba-
sicos que s@o necessarios para iniciagdo de transcrigdo, por exemplo uma
caixa de TATA efou um iniciador.

A invencdo também se refere aos vetores contendo o DNA de
acordo com a invengéo. Os ditos vetores compreendem gquaisquer plasmi-
deos, cosmideos, fagos e outros vetores bifilamentares ou unifilamentares,
de forma linear ou circular, que podem opcionalmente ser autotransmissiveis
ou mobilizaveis, e que podem transformar um hospedeiro procaridtico ou
eucariético por meio de integragdo no genoma celular ou que sdo extra-
cromossémicos (por exemplo autonomamente replicando plasmideos tendo
uma origem de replicacao).

Vetores, plasmideos, cosmideos, cromossomos artificiais de le-
vedura (YACs), cromossomos artificiais bacterianos (BACs) e segmentos de

— 25— DNA para uso para a transformacao de célutas em geral compreendem o

30

DNA que codifica fitase de acordo com a invengdo come também um outro
DNA, como cDNA, um gene ou genes, a serem transferidos ou introduzidos,
respectivaments, nas células. Os ditos constructos de DNA podem compre-
ender ainda estruturas como promotores, intensificadores, poli-ligantes ou
também genes reguladores, quando necessario. Um dos segmentos de DNA
ou genes selecionados para introdugdo celular convenientemente codifica

uma proteina gue é expressa em células transformadas assim obtidas (re-
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combinantes) e que leva a um traco triavel ou selecionavel e/ou conversdo
de um fendtipo melhorado para a célula transformada.

A construgdo de vetores que pedem ser usados de acordo com

réncia & descrigdo acima (cf. por exemplo Sambrook et al.,, Molecular Clo-
ning: A Laboratory Manual, (22 edigéo, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Plainview, N.Y. (1989)). O cassete de expressio de acordo com a invengéo
pode conter um ou mais sitios de restricdo para colocar o nucleotideo de
codificacac de fitase sob regulacdo de uma seqléncia de regulagdo. O cas-
sete de expressio pode também conter um sinal de terminagdo operavel-
mente ligado ao polinuclectideo como também seqliéncias de regulacéo,
que sdo necessarias para uma translagéo correta do polinuclectideo. O cas-
sete de expressédo contendo o polinucleotideo de acordo com a invencéo
pode ser quimérico, isto é pelo menos um de seus componentes é heterdlo-
go com relagdo a pelo menos um dos outros componentes. A expressao do
polinucleotideo no cassete de expressio pode estar sob controle de um
promotor constitutivo, um promotor induzivel, um promotor regulado, um
promotor viral ou um promotor sintético.

Os vetores ja podem conter elementos reguladores, por exempilo,
promotores, ou as seqliéncias de DNA de acordo com a invengdo podem ser

-manipuladas para conter tais elementos. Elementos promotores adequados

que podem ser usados sdo conhecidos na técnica e sdo, por exemplo, 0
promotor de c¢bh 1 ou de cbh 2 para Trichoderma ressei, o promotor de amy
para Aspergillus oryzae, o promotor de xy1, glaA, alcA, aphA, tpiA, gpdA,

25 sucte pkiA para Aspergiifus niger. Elementos promotores-adequados,-que

30

podem ser usados para expressac em levedura, sdo conhecidos na técnica
e sdo, por exemplo, o promotor pho5 ou o promotor de gap para expressao
em Saccharomyces Cervisiae e para Pichia pastoris, por exemplo promotor
de aox! ou o promotor de fmd ou o promotor de mox para H. polymorpha.
DNA adequado para introdugdo em células pode compreender
DNA derivado ou isolado de qualquer fonte além do DNA de acordo com a

invencdo. Um exemplo para um DNA derivado é uma seqiiéncia de DNA que
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foi identificada como um fragmento Gtil em um dado organismo e que foi de-
pois guimicamente sintetizada em uma forma substancialmente pura. Um

exemplo para um tal DNA é uma sequéncia de DNA adequada que foi, por

exemplo, obtida pelo uso de endonucleases de restrigdo, de forma que ele

possa também ser manipulado de acordo com a invengéo, por exemplo, ele
possa ser amplificado. Tal DNA é usualmente chamado de um DNA recom-
binante. Desse modo, um DNA adequado compreende DNA completamente
sintético, DNA semi-sintético, DNA isolado de fontes bioldgicas € DNA deri-
vado de RNA introduzido. Em geral, 0 DNA introduzido é nenhum constituin-
te original do gendtipo do DNA recipiente, mas, de acordo com a invencéo,
também um gene pode ser isclado de um gendtipo dado e pode ser opcio-
nalmente modificado e, subseqientemente, cépias multiplas do gene podem
ser introduzidas no mesmo genotipo, por exemplo para intensificar a produ-
¢éo de um produto de um gene dado.

O DNA introduzido compreende sem limitagdo DNA de genes,
como, por exemplo, de bactérias, leveduras, fungos ou virus. © DNA intro-
duzido pode compreender genes modificados ou sinteticos, porgdes de ge-
nes ou genes quiméricos incluindo genes do mesmo gendtipo ou de um dife-
rente.

O DNA usado de acordo com a invengdo para transformacgéo
pode ser circular, linear, bifilamentar ou unifilamentar. Em geral, o DNA esta
presente em forma de um DNA quimérico, como um DNA de plasmideo,
também contendo regides flanqueadas pelas seqliéncias de regulagdo que
ajudam na expressdo do DNA recombinante que esta presente na célula

— 25 transformada. Porexemplo, o proprio DNA pode conter um promotor-ou po-

30

de consistir neste que é ativo em uma célula e que ¢ derivado de uma fonte
que é diferente da dita célula, ou um promotor pode ser usado que ja esta
presente na célula, isto é a célula alvo para transformacao.

Em geral, o DNA introduzido é relativamente pequeno, menos
que aproximadamente 30 kb para minimizar a suscetibilidade vis-a-vis de-
gradacéo fisica, quimica ou enzimatica aumentando com o tamanho do DNA.

A selecdo de um vetor de expressao adequado depende das
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células hospedeiras. Vetores de expressdo para levedura ou fungos podem
compreender uma otigem de replicagdo, um promotor adequado e intensifi-

cador mas também quaisquer sitios de ligagao de ribossoma necessarios,

"§itios de poliadenilagas; sitios doador "splice” & aceptor "splice", sequéncias
5 de terminagéo de transcrigdo e sequéncias de flanqueamento de 5' néo-
transcritas

Exemplos para células hospedeiras adequadas séo: células fun-
gicas do género Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Neurospora, Mucor,
Pencillium, etc como, por exemplo, leveduras do género Kluyveromyces,

10  Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Trichosporon, Schwanniomyces,
Hansenula, Pichia e similares. Sistemas hospedeiros adequados séo, por
exemplo, fungos como Aspergilli, por exemplo Aspergilius niger (ATCC 9192)
ou Aspergiflus fieuum (NRLL 3135) ou Trichoderma (por exemplo Trichoder-
ma ressei QM6a) e leveduras como Saccharomyces, por exemplo e Saccha-

15  romyces Cerevisiae ou Pichia, como, por exemplo, Pichia pastoris ou Han-
senula, por exemplo H. polymorpha (DSMZ 70277). Tais microorganismos
podem ser obtidos de depésitos reconhecidos, por exemplo da American
Type Culture Collection (ATCC), o Centraalbureau voor Schimmelcultures
(CBS) ou o Deutschen Sammiung flir Mikroorganismen und Zellkulturen

20 GmbH (DSMZ) ou quaisquer outros depdsitos.

O cassete de expressdo pode conter na dire¢do 5'-3'-
franscripcional uma regifio de transcricdo e iniciacdo de translagé@o do poli-
nuclectideo de acordo com a invengdo e uma regido de transcrigéo e termi-
nagédo que sio funcionais in vivo ou in vitro. A regifo de terminagio pode ser

25—nativa-comrelacio-aregido-de-iniciagdo-de-transericdopode-sernativoecom———
respeito ao polinuclectideo ou pode ser de outra origem. As seqléncias re-
guladoras podem estar localizadas a montante {sequéncias de n&o-
codificacdo de 5" dentro (intron) ou a jusante (seqiiéncias de néo-
codificagdo de 3" de uma seqliéncia de codificagcdo e podem influenciar a

30 transcrigdo, o processamento de RNA ou a estabilidade e/ou a translacéo da
sequéncia de codificagdo associada. SeqUéncias reguladoras podem, sem
limitagdo, compreender intensificadores, promotores, sitios de ligacdo de
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repressor, seqliéncias de lideres de translacéo, introns ou sequéncias sinais
de poliadenilacdo. Elas podem compreender seqliéncias naturais e sintéticas

como também seqliéncias que sdo uma combinagdo de seqiiéncias sintéti-

¢ds e naturais.

5 O vetor usado de acordo com a invengdo pode também compre-
ender seqliéncias adequadas para amplificar a expresséo.

Exemplos para promotores que podem ser usados de acordo

com a invengdo sdo os promotores que séo conhecidos por controlarem a

expressdo nas células eucaridticas. Quaisquer promotores tendo a capaci-

10 dade para expressdo em fungos filamentosos podem ser usados. Exemplos

sAo um promotor que é fortemente induzido através de amido ou celulese,

por exemplo um promotor para glucoamilase ou a-amilase do género Asper-

gillus ou celulase (celobicidrolase} do género Trichoderma, um promotor pa-

ra enzimas na via glicolitica, como cinase de fosfoglicerat (PGK) e gliceralde-

15 ido-3-fosfato desidrogenase (GPD), etc. O promotor de celobioidrolase !,

celobioidrolase |, amilase, glucoamilase, xilanase ou de enolase é preferido.

Dois métodos principais para controlar a expressdo séo conhe-

cidos, isto é sobreexpressio e subexpresséo. Sobreexpresééo pode ser al-

cancada mediante insergéo de uma ou mais copias extras do gene selecio-

20 nado. Para subexpressdo ha dois métodos principais, que séo usualmente

designados como *sub-regulagdo anti-sentido” e "sub-regulagéo sentido” na

técnica. Em geral estes métodos séo designados como "silenciamento de

gene". Ambos destes métodos resultam em uma inibi¢do da expressédo do

gene alvo.

— 925  Além-dousodeumpromotorespecifico oulros tiposdeelemen-

tos podem influenciar a expressdo de transgenes. Foi especialmente mos-
trado que os introns t&ém um potencial para intensificar a expresséo de
transgene. O cassete de expressdo pode até mesmo compreender outros
elementos, por examplo, aqueles que podem ser regulados através de ele-
30 mentos enddgenos ou exdgenos como proteinas de dedo de zinco incluindo
proteinas de dedo de zinco de ocorréncia natural ou proteinas de dedo de

zinco quiméricas.
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O cassete de expressdo usado de acordo com a invengdo pode
também conter elementos intensificadores ou elementos promotores a mon-
tante.

Vetores para o uso de acordo com a invengéo podem ser cons-
truidos para obter um elemento intensificador. Os constructos de acordo com
a invengéo, desse modo, compreendem o gene de interesse junto com uma
sequéncia de DNA de 3' que age como um sinal para terminar a transcrigac
e para pemitir poliadenilagdo do mRNA desse modo obtido. Qualquer se-
quéncia sinal que permite secre¢fio do organismo hospedeiro escolhido po-
de ser usada. A seqliéncia sinal preferida é a seqiiéncia sinai de fitase de
Aspergillus niger ou seqliéncias sinais derivadas dela para secrecéo de fun-
gos filamentosos.

Uma seqliéncia lider especifica pode também ser usada, como a
sequéncia de DNA entre o sitio de iniciagdo de transcri¢do e o comego da
sequéncia de codificacgéo, isto é a seqtiéncia lider nio-transladada pode in-
fluenciar a expresséo de gene. Seqliéncias lideres preferidas compreendem
sequiéncias que controlam a Gtima expressdo do gene ligado, isto € eles
compreendem uma seqliéncia lider de consenso preferida aumentando ou
mantendo a estabilidade de mRNA e impedindo uma iniciaga@o de translagéo
indevida. A selecdo de tais seqiiéncias é bem-conhecida a uma pessoa ver-
sada na técnica.

Um gene marcador selecionavel ou tridavel pode ser introduzido
no cassete de expressdo para melhorar a possibilidade de identificar os
transformantes. Tais genes marcadores sdo bem-conhecidos por uma pes-

25— soa-versadanatécnica:

30

O cassete de expressdo ou um constructo de vetor contendo o
cassete de expresséo é introduzido em uma célula hospedeira. Uma plurali-
dade de técnicas esta disponivel e sdo bem-conhecidas por uma pessoa
versada na técnica para introduzir constructos na célula hospedeira. A trans-
formag&o de células microbianas pode ser realizada usando polietileno glicol,
cloreto de célcio, infeccéo viral, DEAE-dextrana, infec¢tes de fago, eletropo-

racdo e outros métodos conhecidos na técnica. A transformacé&o de fungos
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pode ser realizada de acordo com Penttila et al., Gene 61:1565164, 1987. A
introdugdo de um vetor recombinante em leveduras pode ser realizada de
acordo com métodos conhecidos per se incluindo eletropcragdo, uso de es-
feroplastos, acetato de litio e similares.

Assim que o cassete de expressao e a sequéncia de DNA, res-
pectivamente, de acordo com a invengdo sado obtidos, eles podem ser inseri-
dos em vetores por métodos conhecidos per se para sobreexpressar o poli-
peptideo codificado em sistemas hospedeiros adequados. Porém, seqién-
cias de DNA podem também ser usadas como tal para transformar sistemas
hospedeiros adequadoes da invencéo para alcangar sobreexpressao do poli-
peptideo codificado.

Assim que uma seqléncia de DNA de acordo com a invengao foi
expressada em uma célula hospedeira adequada em um meio adequado, a
fitase codificada pode ser concentrada e/ou isolada de acordo com métodos
conhecidos per se ou do meio, no caso de a fitase ser segregada no meio,
ou do organismo hospedeiro, no caso de a fitase estar intracelularmente
presente, por exemplo no espago periplasmatico. Métcdos conhecidos para
separar os componentes insollveis do meic de cultura e a biomassa segui-
dos pelos métodos para concentrar a fitase podem ser aplicados para a pro-
ducéo de solugdes de fitase concentradas ou como uma preparagido para
secar a fitase. Por exemplo, métodos de filtragdo ou métodos de centrifuga-
¢ao podem ser usados para separar 0s componentes insoliveis, seguidos
por métodos de ultrafiltragdo para concentrar, ou métodos de filtracdo de
fluxo cruzado séo aplicados. A secagem pode ser realizada por tentativas de

N S S v R SN S
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fiofilizagdo ou puiverizagio, métodos de granulagao, extrusdo ou outros me-
todos. Métodos conhecidos de purificagéo de proteina para isolar as fitases
podem ser aplicados de acordo com a invengdo. Por exemplo, métodos
cromatograficos ou gelcromatogréficos diferentes podem ser aplicados indi-
vidualmente ou em combinac¢8o. Dependendo da célula hospedeira usada
em um método de produgdo recombinante, a enzima de acordo com a in-
vencéo pode ser modificada ou n&o covalentemente através de glicosilagao.

Em celulas eucaridticas, glicosilagdo das proteinas segregadas serve para
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modular o dobramento de proteina, a estabilidade conformacional, a estabili-
dade térmica e a resisténcia vis-a-vis protedlise. Devido a uma aplicagéo
especifica da fitase, uma variante glicosilada da enzima pode ser preferida a
uma variante ndo-glicosilada. Por exemplo, 0 uso de uma fitase glicosilada
em alimentagdo de animal serve para proteger a enzima contra desnatura-
¢do térmica durante a peletizagéo de alimentagdo ou contra inativagédo pro-
teolitica na passagem através do estémago do animal, por meio da qual a
distribuicdo da enzima ativa no trato intestinal e para o sitio de ag¢éo é pro-
movida. Para usos em processamento de alimento, em que a atividade de
enzima é apenas desejada durante o processamento e ndo no produto final,
uma fitase que é termo-lbil, isto é ndo-glicosilada, e suscetivel & degrada-
¢éo proteolitica pode ser preferida.

A invencéo também se refere as composicbes de fitase conten-
do o polipeptideo de acordo com a invengdo. Em geral, as composigdes de
fitase s&o liquidas ou secas. Composigbes liquidas contém a enzima de fita-
se preferivelmente em uma forma purificada ou enriquecida. Porém, os a-
gentes auxiliares como, por exemplo, um estabilizante com glicerol, Sorbitol
ou monopropilenc glicol, aditivos como sais, aglcar, conservantes, meios
para ajustar o valor de pH, proteinas e sais de fitato ou de fosfato de mioino-
sitol (um substrato de fitase) podem ser adicionados. Tipicamente composi-
¢Oes liquidas sao suspensdes aquosas ou oleosas ou pastas fluidas, respec-
tivamente. As composicoes liquidas podem ser adicionadas a um alimento
ou alimentadas antes ou seguindo uma possivel etapa de peletizagdo ou
processamento. Composi¢Oes secas podem ser composi¢des liofilizadas,

N
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secadas poratomizacdo ouextrudadas, que podem exclusivaments conter a
enzima. Composi¢des secas podem ser granulos que podem ser facilmente
misturados com alimento ou componentes alimenticios, ou, mais preferivel-
mente, formar um compenente de uma pré-mistura. O tamanho de particula
dos granules de enzima € preferivel compativel para com os outros compo-
nentes da mistura. Isto permite dispositivos seguros e convenientes para
incorporar as enzimas, por exemplo, em alimento processado, pré-misturas

ou alimentag&o animal.
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Uma formulagéo estavel da enzima de fitase de acordo com a
invengdo pede, por exemplo, ser produzida pulverizando uma mistura de
uma solugdo de enzima liquida sobre um agente de volume como farinha de
feijdio de soja moida e depois secando a mistura. A redugdo de umidade e as
interagdes de ligagdo da fitase com ¢ agente de volume protegem a enzima
das influéncias ambientais como temperatura extrema, que pode ocorrer du-
rante a producéo da alimentagdo. Formulagdes secas e liquidas podem ser
também estabilizadas quando a atividade das enzimas proteoliticas potenci-
ais for reduzida, que pode estar presente como subprodutos na mistura de
fermentacéo liquida usada para a produgdo da enzima de acordo com a in-
vengdo. A mistura de enzima seca desse modo obtida pode ser usada como
um suplemento de alimentagio para o uso em procriagdo avicula e suina.
Por exemplo, a adicdo de 250 unidades de enzima da enzima de acordo
com a invengdo a 1 kg da dieta de trigo padrac mostra efeitos similares co-
mo 500 unidades de enzima de fitase de Aspergillus. Além disso, uma redu-
¢ho da suplementagido de fosfato resulta em uma diminuigdo da polui¢do de
fosfato que por sua vez significativamente reduz a tensao ambiental por pro-
criagdo animal intensiva.

Assim que uma preparagao de enzima seca ¢ obtida, um granu-
lado de aglomeragdo pode ser produzido. Portanto, um misturador de aito
cisalhamento é usado, por meio do qual o agente de volume e a enzima co-
aglomeram e um grénulo é formado. Granulos de absor¢do sdo produzidos
revestindo os nucleos de um material de suporte pela enzima de acordo com

a invengdo. Materiais de volume tipicos séo sal como sulfato de dissédio.

‘25— Outros materiais de volume compreendem caulim, talco, silicato-de—aturminio
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de magnésio e fibras de celulose. Opcionalmente, agentes de ligagdo como
dextrinas sdo também incorporados nos granulos de aglomeragao.

Materiais de suporte tipicos compreendem amido, por exemplo
na forma de mandioca, batata, cereais, em particular milho, arroz e trigo ou
proteina contendo produtos como por exemplo proteinas de soja. Sais po-
dem também ser usados. Opcionaimente, o granulo & revestido com uma

mistura de revestimento. Um tal granulo compreende agentes de revesti-
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mento, preferivelmente agentes de revestimento hidrofébicos, 6leo de palma
desidrogenado e talco e opcionalmente outros aditivos como carbonato de
cdlcio ou caulim para melhorar a biodisponibilidade no sitio intencionado de
acao.

5 Adicionalmente, as misturas com fitase podem conter outras
substancias como agentes corantes, aromas, estabilizantes, vitaminas, mi-
nerais, outras enzimas de alimento e de alimentacdo e outras. Isto se refere
em particular as assim-chamadas pré-misturas.

Um aditivo de alimento ou de alimentagdo € um composto es-

10  sencialmente puro ou uma composi¢io de varios compostos que séo inten-

cionados ou adequados para adicdc ao alimento ou alimentacdo. Especifi-

camente, & uma substancia que se torna um componente de um alimento ou

uma alimentac&o de acordo com seu propoésito intencionado ou influencia as

propriedades de um produto de alimento ou alimentagéo. Desse modo, um

15 aditivo de fitase designara uma fitase que nao é um constituinte natural das

substancias principalmente usadas para alimento e alimentagcdo ou ndo esta

presente nele(a) em uma concentracido natural. Por exemplo, a fitase € adi-

cionada sozinha a alimentagdo separadamente das substéncias de alimen-

tacdo ou em combinagdo com outros aditivos de alimentagdao. Uma pré-

20 mistura tipica usuaimente compreende um ou mais compostos como vitami-

nas, minerais ou enzimas de fortalecimento alimenticio e portadores e/ou
excipientes adequados.

Um aditivo de fitase pronto-para-usar € um aditivc que nao é

produzido in situ na alimentagdo ou em alimento processado. Um aditivo de

— 25— fitase pronto-para~usar pode ser administrado diretamente aos seres huma=———

nos ou animais ou preferivelmente diretamente apés misturar com outros
componentes de alimenta¢do ou alimento. Por exemplo, um aditive de ali-
mentagéo de acorde com este aspecto da presente invengéo € combinado
com outras matérias-primas de aditives de alimentagéo e alimento para obter
30 uma pré-mistura ou alimenta¢do adicional. Tais outros componentes de ali-
mentacdo compreendem um ou mais outros suplementos de enzima (prefe-
rivelmente termoestaveis), outros aditivos de alimentacdo, minerais e amino-
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acidos. Os aditivos alimenticios desse modo obtidos (combinados) podem
compreender tipos diferentes de compostos e podem, depois, ser misturados
em sua quantidade apropriada com alimentagbes como cereal e portadores
de proteina para obter uma alimentagéo animal combinada. O processamen-
to destes componentes para alimentagdo animal pode ser realizado seguin-
do mistura com dispositivos de processamente que sdo conhecidos per se,
como uma maguina de peletizagdo dupla, um peletizador a vapor, um ex-
pansor ou uma extrusora.

Similarmente, um aditivo alimenticio de acordo com esta modali-
dade da presente invengédo pode ser combinado com outros componentes
alimenticios por meio dos quais produtos alimenticios processados séo pro-
duzidos. Tais outros componentes alimenticios compreendem um ou mais
suplementos de enzima, vitaminas, minerais e elementos de trago. O suple-
mento alimenticio combinado desse modo obtido pode ser misturado em
uma quantidade apropriada com outros componentes alimenticios como ce-
reais e proteinas vegetais para render um alimento processado. O proces-
samento destes compostos em um alimente processado pode ser realizado
usando dispositivos de processamento que sdo conhecidos per se.

Em uma modalidade preferida as composi¢bes de fitase de a-
cordo com a invengao adicionalmente compreendem uma quantidade eficaz
de uma ou mais enzimas para alimento ou alimentagao, preferivelmente se-
lecionados de alfa-galactosidases, beta-galactosidases, laccases, outras
fitases, fosfatases, endoglucanases, especialmente endo-beta-1,4-gluca-
nases, endo-beta-1,3(4)-glucanases, endo-1,2-beta-glucanases e endo-1,3-

25— alfa-glucanases, celulases, xilosidases; galactanases, especialmente—arabi-
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nogalactanendo-1,9-beta-galactosidases e arabinogalactanendo-1,3-beta-
galactosidases, enzimas degradantes de pectina, especialmente pectinases,
pectina esterases, pectinliases, poligalacturonases, arabananases, rhamno-
galacturonases, rhamno-galacturonanacetilesterases, rhamnogalacturonan-
alfa-rhamnosidases, pectato liases e alfa-galacturonidases, mananases, es-
pecialmente beta-manosidases, manan acetilesterases, xilan acetilesterases,

proteases, xilanases, arabinoxilanases e enzimas lipoliticas como lipases,
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fosfolipases e cutinases.

O aditivo de alimentagéo animal de acordo com a invengéo é
administrado ao animal antes ou simultaneamente com a alimentago. Pre-
ferivelmente, o aditivo de alimentagio animal de acordo com a invencéo é

administrado simultaneamente ao animal com a alimentagéo.

@

Uma quantidade eficaz de fitase no alimento e alimentagéo
aproximadamente 10 - 20.000 PPU/kg, de preferéncia aproximadamente 10 -
15.000 PPU/kg, mais preferido aproximadamente 10 - 10.000 PPU/kg, em
especial aproximadamente 50 - 5.000 PPU/kg, em particular 50 - 2.000
PPU/kg de alimentag&o ou alimento.

A invengao também se refere ao uso de fitase para processar e
fabricar alimento e alimentagdo. Cereais e farinhas para alimento podem ser
enzimaticamente tratados com fitase para reduzir o teor de fitina ou dos ma-
teriais brutos. Teores de fitina reduzidos melhoram a qualidade do alimento
aumentando a dispenibilidade dos minerais essenciais como ferro, célcio e
zinco. Além do aumento da qualidade do alimento, o uso de fitase durante o
processamento pode melhorar a eficiéncia total de produgdo do alimento.
Por exemplo, a adi¢do de fitase aos flocos de feijao de soja branco durante a
produc¢éo de um isolado de proteina de soja pode significativamente aumen-
tar o rendimento e a qualidade da proteina extraivel. Assim, a fitase € ape-
nas ativa durante a producéo e processamento, e ndo se encontra mais ativa
no produto final. Este aspecto é em particular de importancia na produgéo de
massa ¢ em assadura e na producéo de outro alimento pronto-para-usar

com base em cereal. Similarmente, componenies alimenticios para animais
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comofarinha de-feijgo—de—sojatorrada—ou-farinhade-dteode—canota podem
ser pré-tratados com fitase antes do processo de produgide de fato. A remo-
cdo dos fatores antinutritvos nos componentes alimenticios para animais
antes da produgéo leva a uma qualidade fisiologicamente mais alta ¢ a in-
gredientes de alimentacéo animal mais valiosos. Nestes métodos de proces-
samento, a fitase ¢ ativa durante a produgéo e usualmente ndo é mais ativa
no trato digestivo do animal sob ingestdo da alimentagao tratada.

Aléem do uso de fitase como um meio auxiliar no processamento
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de alimentag&o, a presente invengdo também se refere ao uso da fitase de
acordo com a invengdo como um auxiliador de digestdo ("Verdauungshilfe").
Fitase na forma de conservantes pode ser ingerida juntamente com ingestio
de alimento para distribuir a enzima ativa no trato gastrointestinal.

A fitase de acordo com a invencéo pode ser vantajosamente
empregada também tanto em animais monogéstricos quanto peligastricos,
especialmente em bezerros. Alimento para peixe e molusco ("Schalentiere")
pode também ser suplementado com fitase para melhorar a exploragdo do
alimento e para reduzir o teor de fésforos excretados na procriacdo animal
intensiva. A alimentagéo de acordo com a invengéo pode também ser admi-
nistrada em animais como avicula, por exemplo frangos, perus, gansos, pa-
tos como também porcos, cavalos, gado, ovelhas, cabras, cachorros e gatos
como também peixe e molusco. Porém, administrar a alimentagdo de acordo
com a inveng&o para porcos ou avicula é particularmente preferido.

FormulagBes de fitase de acordo com a invencdo podem tam-
bém ser combinadas com outros ingredientes, por meio dos quais composi-
¢Oes de alimentagcdo novas e particularmente vantajosas séo criadas. Como
explicado acima, a disponibilidade de fosfato de planta é baixa em farinha de
feijio de soja e cereais devido & ligagao ao 4cido fitico. Desse modo, fosfato
inorganico € adicionado & alimentago para assegurar uma provisao fosforo-
sa adequada dos animais. Porém, estas alimentagdes contém muito fosfato
total e desse modo levam a uma poluicéo de ambiente com fosfato. Especifi-
camente, a alimentagdc animal de acordo com a invengdo compreende a

combinagédo de uma fitase de acordo com a invengdo com ingredientes de

30

alimentagéoﬂeanimaisqaara#emeeer#ma#aihmntag&wccntendoTe’OTe*s*e’s-
sencialmente reduzidos de fosforoso inorganico adicionado. Em uma moda-
lidade preferida a alimentagéo de acordo com a invengdo compreende in-
gredientes de alimentagéo tipicos, micronutrientes, elementos de traco, vi-
taminas, etc. como também uma quantidade eficaz de fitase e fésforoso i-
norganico, em que a quantidade da fitase do fésforo é entre 50 e 20.000 uni-
dades de fitase/kg de alimentacio e menos que 0,45 % de fdsforo inorgénico,
preferivelmente entre teores de 100 - 10.000 unidades de fitase/kg de ali-
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mentac@o e menos que 0,225 % de fésforo inorgdnico, em particular teores
de 150 - 10.000 unidades de fitase/kg de alimentagao e menos que 0,15 %
de fosforoso inorgénico, em particular teores de 200 - 20.000 unidades de
fitase/kg de alimentagéo e nenhum fésforo inorganico adicional. '

A invencéo também se refere a methorar o ganho de pesc e a
razdo de converséo de alimentagéo (FCR) em nutricdo animal como também
© uso da fitase de acordo com a invengdo em um destes métodos. Uma fita-
se de acordo com a invengdo permite ganho de peso melhorado e uma ra-
zdo de convers&o de alimentagdo melhorada, em particular em associagio
com a alimentagdo tendo pouco fosfato inorganico. De acordo com os méto-
dos da invengdo, o teor de fosfato inorganico na alimentagéo pode ser redu-
zido para teores abaixo de 0,45 %, preferivelmente abaixo de 0,225 %. Pre-
ferivelmente, nenhum fosfato inorganico é adicionado. Por uma disponibili-
dade de fosfato aumentada devido & adicio da enzima de acordo com a in-
vencédo, a mineralizacdo de 0sso dos animais pode ser significativamente
melhorada, que é em particular de importancia em animais de crescimento
rapido.

De acordo com outra modalidade a invencdo também refere-se
a0 uso da enzima de acordo com a invengdo em assadura, por meio do gual
o desenvolvimento, elasticidade e/ou estabilidade da massa e/ou o volume,
a estrutura fridvel e/ou a resisténcia do bem assando ("Backgut") ao enve-
lhecimento ("Altbackenwerden") é/sio melhorada(s). Embora a preparagdo
da enzima de acordo com a invengdo possa ser usada para a produgdo de
massa ou produtos assados de qualquer tipo de farinha, por exemplo com

425_base#ameenteie,—cwae\a,—aveia&ou—mﬂho,—a—prepaTa'géo—de—en“zi'm‘a_oe acofr-
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do com a inveng&o provou ser particularmente dtil na produgdo de massa ou
produtos de padaria de trigo ou de uma propor¢éo substancialmente de trigo.
Os produtos de padaria que podem ser produzidos com uma preparacédo de
enzima de acordo com a invengdo compreendem péo, paezinhos franceses,
baguetes e similares. Para assadura, a preparacéo de enzima de acordo
com a invencdo pode ser usada com uma outra atividade de enzima, como,

por exemplo, xilanase, lipase, amilase, oxidase ou laccase além da fitase ou
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pode ser usada em combinagdo com outras enzimas como lipase, amilase,
oxidase (por exemplo glicoseoxidase, peroxidase).

Os exemplos a seguir ilustram a inveng&o em mais detalhes.
EXEMPLO 1: DETERMINACAO DA ATIVIDADE DE FITASE

A atividade da fitase foi medida em uma mistura de ensaio de
acido fitico de 0,5 % (aproximadamente 5 mM), citrato de sddio 200 mM, pH
5,0. Apds 15 minutos de incubacéo a 372 C a reacdo foi parada adicionando
um mesmo velume de 15 % de acido tricloroacético. Os ions de fosfato libe-
rados foram quantitativamente determinados a 820 nm misturando 100 pl da
mistura de ensaio com 900 pl de HxO e 1 ml de H250,40,6 M, 2 % de &4cido
ascoérbico e 0,5 % de molibdato de amdnio apds incubagdo a 502 C e uma
duracdo de 20 min. Solugbes de fosfato de potassio padrido foram usadas
como uma referéncia.
EXEMPLO 2: CONSTRUGCAQ DOS PLASMIDEOS pKDa2 E pKDa4

A sequéncia de codificagdo de fitase de E. coli (Dassa et al.
1990, J. Bacteriol. 172:5497-8500, no. de acesso: M58704) foi gerada e sin-
tetizada usando o uso de cédon de T. reesei (hitp://www.kazusa.or.jp/codon).
Todos os fragmentos sintetizados foram seqlienciados e os fragmentos com
e sem mutagdes foram associados, por meio dos quais agora variantes de
fitase foram produzidas. Em uma das variantes por fim obtidas, ¢ aminoacido
Val® (GTG) do gene de fitase foi alterado para Tyr®® (TAC). Esta variante
foi chamada Da2. O polinucleotideo original ndo-mutado ("Stammpolynu-
cleotid") foi chamado Da4. Os clones de gene de fitase de E. coli maduros
foram amplificados por PCr, A seqiiéncia de DNA tendo o cddon de CAG

25— Ginmjnaposicdo-tcompreende-uma-estrutoradeteituraabertade—1230pb
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e codifica uma enzima tendo 410 aminoécidos (SEQ ID NO: 1/2).

O peptideo sinal {18 aminodcidos) de fitase de A. niger (SEQ ID
NO: 3/4) foi usado para segregar a fitase de E. colide Trichoderma reesei, O
gene sintético tendo a seqliéncia sinal de fitase de A. niger modificada e a
seqléncia de fitase de E. coli madura que contem a mutagdo V200Y foi clo-
nado no plasmideo pUC18. O vetor desse modo desenvolvido foi chamado

DaZ2pUC3 e foi depositado de acordo com as condigdes acima como DSM
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16396. O plasmideo depositado contém o DNA com o usc de cédoen fungico
com modificac@es leves de acordo com os sitios de clivagem requeridos pa-

ra as enzimas de restricdo como pode ser deduzido da tabela 1 a seguir;

7 TABELAT:
T. reesei gene de fitase sintética
" uso fungi- cédon frequiéncia numeio de freqliéncia
co por mil tripletos no por mil no
gene de fitase | gene de fitase
de E, colisin- | de E colisin-
tética tética
Ala GCC 43,3 20 48,8
Ala GCT 19,1 10 24,4
Ala GCG 16,0 4 9,8
Ala GCA 10,3 3 7.3
Arg CGC 14,3 12 29,3
Arg CGT 7,0 6 14,6
Arg CGA 6,4 0 0,0
Arg AGG 55 1 2,4
Arg CGG 5,1 3 7.3
Arg AGA 2,5 0 0,0
Asn AAC 43,3 13 3,7
Asn AAT 10,3 3 7.3
Asp GAC 37,5 14 34,1
Asp GAT 15,7 5 12,2
Cys TGC 12,8 5 12,2
Cys TGT 4,0 3 7,3
GIn CAG 37,1 24 58,5
Gin CAA 8,6 5 12,2
Glu GAG 311 17 41,5
Glu GAA 8,9 4 9.8
Gly GGC 54,4 16 39,0
Gly GGT 16,9 6 14,6
Gly GGA 13,0 6 14,6
Gly GGG 8,2 1 2.4
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T. reesef gene de fitase sintética
uso fungi- cédon freqliéncia ndmero de freqiéncia
co por mil tripletos no por mil no
gene de fitase | gene de fitase
de E, colisin- | de E colisin-
tética tética
His CAC 18,3 7 17,1
His CAT 4,0 1 2,4
lie ATC 29,9 11 26,8
lle ATT 15,1 0 0,0
Leu CTG 26,1 27 65,9
leu CTC 251 21 51,2
Leu CTT 9,9 12,2
Leu TTG 6,7 0,0
Leu CTA 1,8 0,0
Leu TTA 0,3 0,0
Lys AAG 38,5 13 31,7
Lys AAA 3.4 1 2,4
Met ATG 18,8 5 12,2
Phe TTC 21,3 7 17,1
Phe TTT 13,5 4 9,8
Pro CCC 23,3 14 341
Pro CCT 15,0 9 22,0
Pro CCG 13,4 6 14,6
Pro CCA 7.1 0 0,0
Ser TCC 21,6 8 19,5
Ser AGC 21,3 8 22,0
Ser TCG 19,3 5 12,2
Ser TCT 14,0 4 9,8
Ser TCA 6,4 0 0,0
Ser AGT 41 0 0,0
Thr ACC 29,0 18 43,9
Thr ACG 20,6 10 24,4
Thr ACT 14,0 5 12,2
Thr ACA 6,3 0 0,0
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T. reesei gene de fitase sintética
uso fangi- cédon frequéncia namero de freqliéncia
co por mil tripletos no por mil no
gene de fitase | gene de fitase
- - de E, colisin- | de E coli sin-
tética tética
Trp TGG 17,6 8 19,5
Tyr TAC 271 4 9,8
Tyr TAT 9,0 1 2.4
Val GTC 36,3 14 34,1
Val GTG 14,8 5 12,2
Val GTT 11,7 4 9,8
Val GTA 2,2 0 0,0

No plasmideo pKDa2 (Tyr*® mutante), o gene sintético esta flan-
queado a montante por um sitio de restricdo de Sacll de 16 pares de base
do cédon de comego e por um sitio de restrigdo BamHI imediatamente & ju-
sante do coden de parada. Os 16 pares de base a montante do ¢cédon de
comego pertencem ao promotor de cbhl de T. reesei (Shoemaker et al., 1983,
Bio/Technology 1, 691-696). O gene sintético foi clivado com Sacll e BamHI
e foi inserido nos sitios de clivagem Sacll e BamHI seguindo o promotor de
celobioidrolase | de T. reesei no plasmideo pALK487 (WO 94/28117). Este
constructo de plasmideo foi chamado pKDal. Um fragmento de EcoRl/Spel
de 4,78 kb de comprimento cego nas extremidades do plasmideo pALK424
(WO 93/24621) contendo o marcador amdS e as seqiéncias de cbhl de
flangueamento de 3' foi clonado para o sitio de clivagem Stul de pKDa1, por

meio do qual a vetor de expressao de fitase pKDa2 foi obtido. O dito vetor foi
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mapeado por endonucleases de restrigido e a seqiiéncia completa do frag-
mento sintetizado foi confirmada através de seqlienciagéo.

A construgdo do vetor de expressdo kPDa4 (tipo selvagem) foi
analogamente realizada.

Os cassetes de expressdo isolados dos plasmideos pKDa2 e
pKDa4, respectivamente, contém o material genético a seguir.

Promotor cbhl (celobioidrolase I): C fragmento de EcoRl/Sacll de
2,2 kb contendo o promotor de ¢cbhl € derivado de Trichoderma reesei QM6a.
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A regido de promotor também trabalha como DNA homdlogo (junto com o
fragmento de 3' de cbhl; ver abaixo) para controlar a integragéo do DNA
transformante no iocus de cbhl.

Sequiéncia sinal: O peptideo sinal de fitase de A. niger (SEQ D
NO: 3/4) foi usado para segregar a fitase de E. coli de Trichoderma reesei.

Gene de fitase de E. coli O gene de fitase de E. coli sintética
(SEQ ID NO: 1) incluindo a seqiéncia sinal de fitase de A. niger modificada
para expressdo em T. reesei foi fundida entre o promotor de cbhl e o termi-
nador de cbhl.

Terminador de cbhl: O fragmento de BamHI|/Stul de 0,75 kb de
comprimento contendo o terminador de cbhl foi adicionado subseqlente a
fitase de E. coli para assegurar a terminagéo da transcrigdo.

Gene de amaS: O gene, incluindo seu promotor e seu termina-
dor, foi isolado de Aspergillus nidulans VH1-TRSX6 e codifica acetamidase
(Hynes et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3: 14301439; Kelly e Hynes, 1985, EMBO
J., 4: 475-47). Acetamidase permite que a cepa cres¢a usando acetamida
como a fonte de nitrogénio simples, e esta caracteristica foi usada para selecio-
nar o transformante. O fragmento de 3,1 kb (Spel/BamHI com as extremidades
cegas) contém 1,007 bps da regido de promotor, 1,897 bps da regido de codifi-
cagdo (incluindo introns) e 183 bps da regido de terminador do gene de amdsS.

Fragmento de cbhl de 3': O fragmento (1,7 kb, BamHV/ EcoRl,
iniciando 1,4 kb apds o cédon de parada do gene) foi isolado de T. reesei
ALKO2466. A cepa ALKO2466 é derivada da cepa ALKO233 (Harkki et al.,
1991, Enzyme Microb. Technol. 13: 227-233}. O fragmento de 3' é usado

v para integragio alvejada do cassete de-ex-
pressdo de fitase no locus de cbhl através de recombinagdo homdloga.

O constructo foi escolhida quanto & descoberta direcionada e subs-
tituicio do gene de cbhl de cdpia simples que estd presente em T. reesei
RH3780d, para estudar o efeito da mutagéo por uma copia simples do gene.
EXEMPLO 3: TRANSFORMACAO DE Trichoderma reesei COM pKDa2 E
pKDa4 PARA OBTER TRANSFORMANTE DE COPIA SIMPLES

RH 3780d de T. reesei foi transformado separadamente com 0s
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cassetes de expressao linearizados isolados dos plasmideos pKDA2 e pK-
Da4. As técnicas para transformar € manter o T. reesei foras aquelas de a-
cordo com Penttila et al (1987, Gene 61:; 155-164). Os transformantes foram
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selecionados e purificados dias vezes através de isolamento de esporo

simples. Aqueles transformantes tendo a eficiéncia de secrecdo mais alta
foram selecionados de todos os transformantes. Estes transformantes com
DNA do plasmideo pKDa2 foram designados RH 31068 ¢ RH 31069, trans-
formantes com DNA de pKDa4 foram designados RH 31071-31075, e usa-
dos para outra caracterizagéo.
EXEMPLO 4: SECRECAQ DE FITASE EM FRASCOS AGITADOS
Transformantes que carregam os cassetes de expresséo de pK-
Da2 e pKDa4, respectivamente, foram cultivadas em frascos agitados em
meio de indugao de celulase tendo a composicao a seguir: concentrado de
proteina de leite Nutrica 2 %, lactose 1 %, DSG 1,5 %, KHoPO4 5 %,
(NH4)2S04 0,5 %, pé de infusdo de milho 0,5 %, dgua de torneira de equili-
brio, ajuste do valor de pH antes da esterilizagdo para 5,3. Os filtrados da
cultura obtidos apds o crescimento de 6 dias foram usados para andlise de
SDS-PAGE e para determinagdo da atividade de fitase. Os resultados mos-
traram que as atividades de fitase mais altas foram observadas no meio de
cultura com transformante contendo o cassete de expressédo de pKDa2. As
atividades expostas na tabela 2 abaixo sdo atividades méaximas que foram
obtidas na fermentagdo dos methores transformantes no periodo de 6 dias.
Tabela 2: PRODUCAO DE FITASE DE E. coli POR TRANSFORMANTE
CONTENDO O CASSETE DE EXPRESSAC DE pKDa2 OU pKDa4.

cepa SDS=—Teventodeinte= namerode fitase—T—cassetede—
PAGE | gracéo de andli- | cOpia do cas- | PPU expressdo
se de Southern sete de ex- g'1
Blot pressao
RH31068 | CBHI locus de cbhl uma copia 417 pKDa2
RH31069 | CBHI lecus de cbhl uma cépia 411 pKDa2
RH31071 | CBHI’ locus de cbhl uma copia 188 pKDa4
RH31072 | CBHI locus de cbhl uma cépia 182 pKDa4
RH31073 | CBHI locus de cbhl uma cépia 171 pKDa4
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cepa SDS- | evento de inte- ndmero de fitase | cassete de
PAGE | gragdo de andli- | cépia docas- | PPU | expressdo
se de Southern | sete de ex- g’
Blot presséo
RH31074 | CBHI locus de ebhl | . uma.cépia 167 pKDa4 . .| .
RH31075 | CBHI locus de cbhl uma copia 158 pKDa4
RH3780d | CBHI* 0,7

Os resultados acima mostram que as cepas transformadas com o
cassete de expressédo pKDa2 contendo o mutante Tyr*® exibem a secregdo de
fitase, que é aproximadamente duas vezes t&o alta quanto aquela das cepas
transformadas com a seqliéncia fitase de E. coli do tipo selvagem pKDa4.
EXEMPLO 5; SOUTHERN BLOTTING

A andlise de Southern Blot foi executada em DNAs gendmicos
que foram isolados da cepa hospedeira RH3780d e transformantes de am-
bos os constructos para avaliar o resultado de integracéo do cassete de ex-
pressdo no genoma. Seguindo clivagem do DNA gendmico com EcoRl e
triagem com um fragmento de EcoRl de 9,0 kb, uma banda de hibridag&o em
9,0 kb estava presente em todos os transformantes. O tamanho daquela
banda correspondeu ao fragmento do cassete de expresséo de 9,0 kb suge-
rindo uma integragioc intacta do cassete compieto noc genoma.

A clivagem do DNA com Xbal mostrou duas bandas de hibrida-
¢8o em 1,7 e 9,0 kb na cepa hospedeira, enquanto gue trés bandas de hibri-
dagdo em 1,7, 4,0 e 7,0 kb estavam presentes em todos os transformantes.
Como esperado do evento de permuta dupla, uma integracdo de uma copia
do_cassete de expressio no locus de chhl leva a trés bandas de 1,7, 40 e
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7,0 kb e na auséncia da banda do tipo selvagem de 9,0 kb. As bandas de 4,0
como também as de 7,0 substituem a banda de 9,0 do locus de ¢bAl do hos-
pedeiro e a banda de 1,7 kb ficou inalterada.

As intensidades dos sinais de hibridacéo n&o diferem entre os
transformantes e aqueles constructos.

Os resultados da analise Souther Blotting, SDS-PAGE e deter-
minacéo das atividades de fitase estdo mostrados acima na tabela 2. A ana-
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lise de Southern Blot mostrou que todos os transformantes selecionados
continham ¢ gene de fitase de E. coli € o gene mutado, respectivamente,

como cépia simples no-locus alvo de cbhl.

'EXEMPLO 6: CARACTERIZAGAO BIOQUIMICA DAS VARIANTES DE Fl="

TASE

Sobrenadantes de cepas recombinantes foram separados em Nu-
Page BisTris a 10 % de gel de SDS-PAGE e tingidos com Coomassie (Figura 1).
Devido & glicosilagéo pela cepa hospedeira a fitase ocorreu como trés bandas en-
tre 44,2 e 53,2 kDa. Todas as amostras foram aplicadas com atividades de fitase
iguais. Os géis foram secados e varridos em um escéaner de leito chato Agfa com o
software Phoretix ID Advanced. As &reas das trés bandas foram integradas e os
dados estio resumidos na tabela 3 a seguir. Para todas as quatro cepas testadas,
a soma da area de todas as trés bandas de fitase ¢ igual dentro do escopo da pre-
cis&o de medicdo. Isto mostra que a mutagdo em Da2 ndo resulta em alteractes
na atividade especifica da enzima e, desse modo, demonstra que a mutagéo é
responsavel pela secrecéio aumentada da proteina de fitase.
TABELA 3: INTEGRACAO DA AREA DAS BANDAS DE FITASE NO GEL
DE SDS-PAGE USANDO O PROGRAMA PHORETIX ID ADVANCED

banda PM RH 31074 | RH 31071 RH 31069 | RH 31068
{pKDa 4) (pKDa 4) (pKDa 2) | (pKDa 2}
rota 2 rota 3 rota 4 rota 5
1 aprox. 50, 56676016 | 52581584 | 42442918 | 41508017
52,3 kDa
2 aprox. 46,7, | 35235004 | 34577257 | 47107624 | 43668804
48,8 kDa
3 aprox-44,2 | 18121276 | 16714340 | 15716570 | 13439075
45,6 kDa
110032296 | 103873181 | 105267112 | 98616796
soma
Proteina 2,04 1,49 0,85 0,78
total/ tra-
je-toria
[ug]
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Exemplo 7: MELHORIA DA DISPONIBILIDADE DE FOSFATO POR FI-
TASE DE ACORDO COM A INVENCAO (MUTANTE DE Tyr*®) EM POR-
Ccos

Um experimento de- digestdo-foi-realizado- com percos- em -dois-
periodos de coletanea subseqlentes de 5 dias sugerindo um periodo de
condicionamento de 9 dias em cada caso. Uma ragdo com teor reduzido de
fostato digestivel com base em malte de milho e malte de feijdo de soja ex-
traido foi usada como um controle negativo e foi suplementada com a fitase
de acordo com a invengdo (o mutante de fitase Tyr*® de E. col) em quanti-
dades de alimentagdo de 125, 250, 500 e 750 PPU/kg. A fitase foi adiciona-
da & alimentagéo inteira por meio de uma pré-mistura. No total, 40 porcos
machos castrados em 5 grupos de tratamento foram usados. Todos os gru-
pos de tratamento consistiram em 8 porcos (4 porcos em dois periodos de
coletdnea subseqglente). Os tratamentos foram como segue:
controle negativo' (NC)
NC + fitase (125 PPU/kg™")
NC + fitase (250 PPU/kg™")
NC + fitase (500 PPU/kg™")
NC + fitase (750 PPU/kg™)
lalimentacdo: 71,5 % de farinha de milho, 28,8 % de maite de feijdio de soja
extraido
4,4 g kg™ P total; 1,9 g kg™ de néo-fitato P; 5,5 g kg™ de Ca; fitase nativa: 90
PPU/kg™".

Os par&metros medidos compreendem fosfato & digestibilidade

25 de célcio como-também retencdo de fosfato e de calcio

30

Retencgéo e excreg¢io de fosfato:

Os resultados mostram gue a digestibilidade de fosfato foi signi-
ficativamente aumentada em 42,5 % no controle negativo para 59,3,
65,3, 65,0 e 66,3 %, respectivamente, (p < 0,05) em todas as quantidades
adicionadas de fitase (125; 250; 500 e 750 PPU/kg™" de alimentag&o). Isto
levou a uma diminuigéo significativa da excrecdo de fosfato fecal de 203 mg
kg 0,75 d”, medida no grupo de controle negativo, para 142, 120, 121 e
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116 mg kg~ 0,75 d! nos grupos de tratamento com alimentacao enriquecida
de fitase (p < 0,05). A retencio de fosfato melhorou significativamente de
152 mg kg™ 0,75 d”!, medida no controle negativo, para 221, 232, 231 e 236
——mg kg 0,75 d" nos grupos de tratamento com alimentacéo enriquecida de
5 fitase (p < 0,05). As diferengas entre os tratamentos de fitase foram significa-
tivas entre a dosagem malis baixa (125 PPU kg de alimentagdo) e todas as
outras administracdes (p < 0,05).
RETENCAO E EXCRECAO DE CALCIO
A adigdo de fitase de acordo com a invengdo aumentou significa-
10 tivamente a utilizacdo de calcio {p < 0,05) em 12,1, 14,3, 15,2 ¢ 146 %
quando comparado ao grupo de controle. A excregéo de calcio por meio da
urina foi relativamente alta (114 mg kg™ 0,75 d™") no controle negativo, que
foi presumivelmente para designar o baixo teor de P na alimentacdo. A ex-
cre¢édo de calcio por meio da urina foi reduzida para 108, 118, 95 e 88 mg
15  kg” 0,75 d” nos grupos de tratamento de fitase, que foi significativa para a
quantidade mais alta administrada (750 PPU kg™, p < 0,05) quando compa-
rado com o controle negativo. A retengdo de calcio medida no controle nega-
tivo foi significativamente aumentada (p < 0,05) de 181 mg kg™ 0,75 d”' para
240, 245, 266 ¢ 270 mg kg™ 0,75 d"' para todos os tratamentos de fitase. As
20 diferengas entre as quantidades adicionadas de fitase foram significativas (p
< 0,05) entre as dosagens mais altas (500 e 750 PPU kg™ de alimentacéo)
quando comparadas s dosagens inferiores (125 e 250 PPU kg™).
Os resultados mostram que a.fitase de acordo com a invengéo
tiveram um efeito bom na degradagéo de fitato no trato digestivo de porcos.
—— 25 Baixas quantidades-da fitase de-acordo com-a-invengdo jd podempromover ——————
a digestibilidade e reten¢fo de célcio e de fosfato em uma extenszo similar
como gquantidades adicionadas mais altas.
Exemplo 8: MELHORIA DA DISPONIBILIDADE DE FOSFATO PELA Fl-
TASE DE ACORDO COM A INVENCAO (MUTANTE DE Tyr?®%) EM
30 FRANGOS
Um experimento de digestdo foi realizado com galinhas ("Mas-
thihner") em dois periodos de coletanea. Um periodo de coletanea de 4 dias
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foi realizado seguindo um periodo de condicionamento em gaiolas de tam-
bém 4 dias. Os periodos de coletdnea foram realizados ao término da fase

inicial & ao término da fase de crescimento. Uma ragéo com teor reduzido de

fosfato digestivel, com base em malte de milho e malte de soja extraido, foi
usada como um controle negativo e foi suplementada com a fitase de acordo
com a invencdo em quantidades de 125 e 250 PPU kg' de alimentagéo. A-
dicionalmente, um outro tratamento foi realizado com o teor de fosfato reco-
mendado sem adicéo de fitase. No total 24 frangos foram atribuidos a 4 gru-
pos de tratamento. Os grupos de tratamento consistiram em 6 frangos por
periodo de coletanea. O tratamento € como segue:
Controle negativa' {(NC)
NC + fitase (125 PPU kg''}
NC + fitase (250 PPUkg™) -
Controle positivo®
Alimentacéo: 53,6-56,6 % de farinha de milho; 37,9-34,5 % de malte de fei-
jao de soja extraido; 4,4-4,7 ¢ kg' de P total; 2,0 ¢ kg' de P de ndo-fitato;
6,4-5,9 g kg de Ca
2Alimentagéo: 50,4-54,3 % de farinha de milho; 35,9-35,0 % malte de feijao
de soja extraido; 7,3-6,4 ¢ kg"' de P total; 4,6-3,5 ¢ kg' de P de néo-fitato;
9,8-7,8 g kg de Ca

Os pardmetros medidos compreendem excrecdo de fosfato e
retencdo de fosfato. Os resultados mostram que ambas as quantidades adi-
cionadas de fitase P (125 e 250 PPU kg' de alimentagdo) aumentaram a

retengéo de fosfato e diminuiram a excrecdo de fosfato. As medicbes ac
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término da fase inicial mostraram um aumento significativo da retenggode———————

fosfato de 58,7 % no controle negativo para 64,2 e 63,9 % para 0 tratamento
de fitase {p < 0,05). Isto levou a uma reducéo da excrecdo de fosfato em
frangos tendo recebido a fitase que foi reduzida em 11,4 e 12,7 % (tendéncia)
quando comparada ao controle negativo. Medicdes ao término da fase de
crescimento também mostrou um aumento da retencdo de fosfato de 54,7 %
no controle negativo para 58,2 e 58,9 % para tratamentos de fitase ('tendén-

cia). Isto levou a uma diminuigao da excrecdo de fosfatc em frangos tendo
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recebido a fitase que foi significativamente reduzida (p < 0,05) em 11 % e
12,7 % quando comparado ao controle negativo.
EXEMPLO 9: EXPERIMENTO DE ASSADURA: PAQ DE VIENA
misturando 1,000 g de farinha de trigo (Pfalzer Mihlenwerke, Mannheim,
Tipo 550), 30 g de levedura comprimida (Fala GmbH, Alemanha), 20 g de sal,
50 mg de acido ascorbico, 580 g de agua. Apos misturar todos os ingredien-
tes em velocidade lenta durante 2 minutos e misturar durante 6 minutos em
velocidade alta (Misturador Diosna SP12), a massa teve uma temperatura de
272 C e foi deixada durante 10 minutos em temperatura ambiente (22° C)
abaixo de uma cobertura de pano. Seguindo o primeiro periodo de repouso
da massa, a massa foi dividida em pedagos de 320 g cada (= 1 g de toleran-
cia) e configurada em uma forma redonda. Depois disso, um segundo perio-
do de repouso da massa de 20 minutos seguiu. Seguindo o segundo periodo
de repouso de massa, a massa foi formada em um dispositivo mecénico e foi
colocada em placas de fermentagao cobertas com pano. A massa de p&o foi
depois fermentada a 322 C sob 85 % de umidade relativa (maturag@o final) e
foi assada apés um tempo de maturagdo de 70 minutos. A massa/o péo foi
assada(o) com uma injegdo de vapor de 5 segundos durante 35 minutos a
2352 C e o forno tendo niveis de insergédo muiltiplos ("in einem mehrschieni-
gen Ofen") (Winkler & Wachtel, Alemanha).

Os efeitos diferentes da fitase de acordo com a invengéo (0 mu-
tante Tyr*® de fitase de E. coli) nos experimentos de assar foram compara-

dos com uma massa de controle sem adicéo de fitase em paralelo. O volume

25— dospaes-de-controle-foi-tirada-para-100-%-

30

O volume dos paes de péo foi determinado pelo método de des-
locamento de semente de colza ("Rapssamenverdrangungsverfahren®). A
reologia da massa e as propriedades do pdo foram sensoriamente avaliadas
por padeiro especializado/de teste de aplicagdo gualificada e 0 volume meé-
dio dos trés péaes por teste foi medido.

Os resultados do experimento de assadura estédo resumidos na

tabela 9 a seguir:
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TABELA 4
experimento
unidades por kg de farinha

I 0 110 220 430 870 1730 3960 6930 13860 27715 55430-
massa apos

empastar

("Anteigen")

resisténcia 4 45 45 5 5 5 5 5 6 6 6
massa apds

prova final

("End-

gare")

volume 9 9 9 9 9 4 9 4 4 4 9

estabilidade 4 4 4 5 5 5 5 5 55 55 5,5

Critérios de avaliagcao:

critérios de 1 2 3 4 5 6 7
avaliagdo
massa apos
empastar
resisténcia muito | mais | Ligeira- | conforme Ligeira- mais muito
mais | macia | mente referén- mente firme mais
macia mais cia mais firme firme
macia
massa apos
prova final
volume muito Me- | Ligeira- | conforme Ligeira- maijor bem
menor | nor mente | referéncia mente maior
menor maior
estabilidade | muito | Inst4- | Ligeira- | conforme Ligeira- mais muito
insté- vel mente | referéncia mente esta- mais
vel instavel mais esta- vel estavel
vel
Explanac¢do dos critérios de avaliagio:
Resisténcias: dureza da massa, avaliada por um padeiro experi-
ente.

Volume: avaliagdo visual do volume do pedacgo de massa ("Tei-
gling") apés prova final.

Estabilidade: teste da capacidade de retencéo de gas por pres-
surizagdo do pedag¢o de massa apés prova final e avaliagio do volume dimi-
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nuido, que ocorreu.
Os resultados acima mostram que a fitase de acordo com a in-

vengao teve um efeito de estabilizagdo na massa.
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¢&0 na massa.

Os experimentos de acordo com os Exemplos 7 a 9 mostram que ¢
mutante de fitase Tyr*® de E. coli de acordo com a invengéo néo é diferente da
fitase do tipo selvagem em seu efeito. Porém, o mutante de fitase Tyr"™ de E.
coli de acordo com a invengdo é caracterizado pela vantagem de uma atividade
mais alta no scbhrenadante de cultura em total e uma eficiéncia de secrecéo
mais alta, respectivamente, quando comparado ao tipo selvagem.

Exemplo 10: CONSTRUCAQ DO PLASMIDEQ pKDa41

O plasmideo pKDa41 compreende o gene de fitase de E. coli
(WT) sob controle do promotor de cbhl de T. reesei e 0 terminador de cbhl. A
construcdo é comparavel & construcao do plasmideo pKDa4 com a exce¢éo
que os 16 pares de base que estavam localizados a montante para ¢ cédon
de comeco de fitase CCGCGGACTGCGCATC ATG foram alterados para
CCGCGGACTAGGC ATC e um sitio de restricdo de Pacl imediatamente a
jusante do codon de parada.

Para construir o plasmideo pKDa41, o gene de fitase de E. coli
(WT) foi amplificado do plasmideo pKDa4 por meio de PCR. O produto de
PCR foi clivado com Avrll e Pacl e foi inserido nos sitios de clivagem de Spel
e Pacl seguindo o promotor de cbhl de T reesei no plasmideo pAB489. O
plasmideo resultante tem a designacéo pKD_a41 e foi mapeado por endonu-

[hed
[4)]
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cleases—derestricdoe—a—seq

glienciacédo. O cassete de expressao (fragmento de Notl) isolado do plasmi-
deo pKDad1 contém materiais genéticos idénticos como aqueles do plasmi-
deo pKDa4. O plasmidec pKDa41 foi usado como material de partida para
reduzir as variantes de fitase diversas e como uma referéncia nc exame da
expressdo de fitase em RH3780d de T. reesei.

O plasmideo pAB489 é o resultado do plasmideo pALK487 (WO

94/28117) por insercao de outros sitios de restricdo (Spel e Pacl) no sitio de

A fitase de acordo com a invengdo teve um efeito de estabiliza- ~

irmadaatravésdese———
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Sacll entre o promoter de ¢bhl e o terminador de cbhl contidos em pALK487
como também o fragmento de EcoRl/Spel de 4,78 kb de comprimento do
plasmideo pALK424 (WO 93/24621) apresentado no Exemplo 2 e contendo

o0 marcador de amdS e as sequiéncias de cbhl de flanqueamento de 3. O
5 posicionamento dos elementos € 0 mesmo que em pKDa4 e permite a clo-
hagem direta das variantes de gene para os sitios de clivagem de Spel e
Pacl do sitio de multiclonagem seguindo o promotor de ¢bhl de T. reesei.
EXEMPLO 11: CONSTRUCAQ DOS PLASMIDEOS DE VARIANTE FITASE
Os plasmideos de variante de fitase a seguir foram construidos:
10 pPhy-V200L, pPhy-V200P, pPhy-L207F
Para produzir as variantes de fitase, as mutagbes do gene de
fitase foram realizadas pelo método de PCR analogamente ao principio que
¢ relatado em Nucleic Acids Research 1989, 17 (2), 723-733 e Nucleic Acids
Research 1990, 18 (8), 1656. A construgdo como também a clonagem dos
15 plasmideos de varianie de fitase € idéntica a producao do plasmideo pK-
Da41 relatado no Exemplo 10. As seqliéncias das variantes de fitase foram
confirmadas através de seqlienciagao.
EXEMPLO 12: TRANSFORMACAO DE RH3780d DE T. reesei COM pK-
Da41 E VARIANTES, RESPECTIVAMENTE
20 A transformacdo de RH3780d de T. reesei com os cassetes de
expresséo isolados do plasmideo pKDa41 do Exemplo 10 e os plasmideos
de variante de fitase do Exemplo 11 foi analogamente realizada & transfor-
mag¢do com os cassetes de expressdo isolados dos plasmideos pKDa2 e

pKDa4 (Exemplo 3). Os cassetes de expresséo foram isolados como frag-

—25—mentos-de-Notl-dos-plasmideos pKDa2, pKDa4, pKDad41e plasmideos de——

variante de fitase.
Exemplo 13: PRODUGAQ DE FITASE DE E. coli POR CASSETES DE EX-
PRESSAO DE pKDa41 E DE VARIANTE DE FITASE EM FRASCOS AGI-
TADOS

30 Os transformantes foram crescidos como descritos no Exemplo
4 e a fitase nos filtrados de cultura foi usada para outros exames.
TABELA 5: PRODUGAO DE FITASE DE E. coli POR TRANSFORMANTES
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CONTENDO OS CASSETES DE EXPRESSAQ DE pKDa41 OU DE VARI-
ANTE DE FITASE.

Cepa SDS-PAGE numero de c6- fitase cassete de
pias de cassete | PPUg” | expressdo
de expressao

RH31551 CBHY uma copia 82 pKDa41
RH31549 CBHI uma copia 76 pKDa41
RH31565 CBHI uma copia 225 pPhy-V200L
RH31567 CBHI' uma cépia 230 pPhy-v200L
RH31570 CBHI uma copia 291 pPhy-V200P
RH31571 CBHI uma copia 295 pPhy-V200P
RH31559 CBHI uma cépia 114 pPhy-L207F
RH31563 CBHI uma cépia 112 pPhy-L207F
RH3780d CBHI* 0,7
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Thxr Pro Asp Als Trp Pro Thr Trp Pro Val Lys Leu Gly Trp Leu Thr
35 40 45
CCt ©gC ¢ge g9t gag ctc atc geoc tac cte gga ¢ac tac caz cqc cag
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REIVINDICACOES

1. Molécula de DNA recombinante que, sob expressdo em uma
célula hospedeira procariotica ou eucaridtica, codifica um polipeptideo tendo
atividade de fitase, caracterizada pelo fato de que a molécula de DNA re-
combinante compreende uma sequéncia de DNA selecionada de:

a) sequéncias de DNA que foram obtidas por variagdes da
sequéncia de fitase de E. coli do tipo selvagem madura, em que as sequén-
cias de DNA apresentam pelo menos uma mutacéo selecionada a partir do
grupo Val 200 — Leu, Val 200 — lle, Val 200 — Pro, Val 200 — Tyr, Leu 207
— Tyr, Leu 207 — Phe,

b) sequéncias de DNA gque estao relacionadas as sequén-
cias de acordo com a) devido a degeneracéo do cédigo genético,

em que a molécula de DNA recombinante €, sob expressdo em
uma célula hospedeira adequada, associada a uma atividade aumentada da
proteina desse modo codificada no sobrenadante de cultura.

2. Molécula de DNA recombinante de acordo com a reivindica-
¢ao 1, caracterizada pelo fato de que tem a sequéncia de SEQ ID NO: 1.

3. Molécula de DNA recombinante de acordo com a reivindica-
¢ado 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que compreende ainda uma sequén-
cia sinal com a sequéncia de SEQ ID NO: 3 derivada do gene da fitase de
Aspergillus niger.

4. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que tem atividade de
fitase e € codificado por uma molécula de DNA recombinante como definida
em qualquer uma das reivindicagfes 1 a 3 ou € obtido por expressdo de uma
célula hospedeira transformada com o0 mesmao.

5. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 4, caracterizado
pelo fato de que tem a sequéncia de SEQ ID NO: 2.

6. Construcdo de DNA tendo a capacidade para controlar a ex-
pressao de um gene de fitase mutado em um hospedeiro sob introducdo em
uma célula hospedeira adequada, caracterizada pelo fato de que opcional-
mente contém um promotor, opcionalmente sequéncias sinais e marcadoras,

uma sequéncia de DNA como definida na reivindicagdo 1 ou 2, um termina-
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dor e opcionalmente sequéncias de flanqueamento de 5' e 3'.

7. Construcao de DNA de acordo com a reivindicacao 6, caracte-
rizada pelo fato de que o promotor € o promotor de celobioidrolase I, celobi-
oidrolase II, amilase, glucoamilase, xilanase ou de enolase.

8. Construcdo de DNA de acordo com a reivindicacéo 6, caracte-
rizada pelo fato de que a sequéncia sinal é uma sequéncia sinal de fitase
opcionalmente modificada de Aspergillus niger., preferencialmente a se-
guéncia de SEQ ID NO: 3.

9. Vetor tendo a capacidade para transformar uma célula hospe-
deira, caracterizado pelo fato de que contém uma construcdo como definida
na reivindicacao 6.

10. Vetor de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado pelo
fato de que é o plasmideo Da2pUC3, depositado sob o nimero de acesso
DSM 16396.

11. Célula hospedeira transformada, caracterizada pelo fato de
que € selecionada de fungo, levedura e bactérias, contendo uma molécula
de DNA recombinante como definida em qualquer uma das reivindicagdes 1
a 3 e sendo fornecida com a capacidade de expressar um polipeptideo tendo
atividade de fitase.

12. Célula hospedeira transformada de acordo com a reivindica-
¢éo 11, caracterizada pelo fato de que pertence ao género Aspergillus, Rhi-
zopus, Trichoderma, Neurospora, Mucor ou Penicillium.

13. Método para produzir fitase, caracterizado pelo fato de que
uma célula hospedeira transformada como definida na reivindicagdo 11 ou
12 é cultivada sob condi¢fes condutivas para a formacao de fitase, e a fitase
desse modo produzida é isolada.

14. Composicgéao, caracterizada pelo fato de que compreende um
polipeptideo como definido na reivindicacdo 4 ou 5, opcionalmente junto com
outros agentes auxiliares e/ou ativos.

15. Composicdo de acordo com a reivindicacao 14, caracteriza-
da pelo fato de que € uma composicao alimenticia ou de racao.

16. Composicdo de acordo com a reivindicacao 14, caracteriza-



da pelo fato de que a composicao € um auxilio de panificacéo.

17. Uso de um polipeptideo como definido na reivindicacdo 4 ou
5, caracterizado pelo fato de que € para a manufatura de uma preparacao
para melhorar a utilizacdo de fosfato de nutricdo em animais e humanos.

18. Uso de um polipeptideo como definido na reivindicacdo 4 ou
5, caracterizado pelo fato de que é para melhorar as propriedades reolégicas
das massas para a producao de produtos de padaria..
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gctggaaagt
aggccacgca
ccggtaaaac
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aaaagggctyg
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acgcaggcat
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gtggtgattg tcagtegtca
actgatgcag gatgtcacec
tgggttggct gacaccgegg
taccaacgce agegtetggt
ccegeagtet ggteaggteg
gtaaaacagyg cgaagoctte
acecgtacata cccaggceaga
tctaaaaact ggegtttgee
tecetecageag gacaggaggg
acggegttte gegaactgga
gtgecttaaa cgtgagaaac
taccatcgga actcaaggtg
gtaagecteg catcaatget
gogaatgeey gageeggggt
acaccttget zagtttgeat
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agcgttgacyg ccoeatcocac
ccacttecagt getgtttate
ggcggegeac tggagetcaa
gecgecaggt ggtgaactgy
acageccagtyg gattcaggtt
cgtgataaaa cgcecgetgtc
gaccctggea ggatgtgaag
caggtititac gcaaatcgtg
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