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Las fitasas son hidrolasas
monoméricas que catalizan la li-
beracion de los fosfatos del acido
fitico (hexafosfato de inositol) o
fitatos, la principal fuente de fos-
foro almacenado en semillas usa-
das como ingredientes de alimen-
tos de animales.'Los animales monogastricos y
agastricos, como cerdos, pollos y peces, no pue-
den utilizar el fosforo de los vegetales, debido a
que su tracto gastrointestinal es deficiente en
enzimas con actividad de fitasa.! Por lo tanto, es-
tas enzimas tienen un gran valor como aditivo de
alimentos de animales.

La mayoria de las fitasas disponibles comer-
cialmente son de la clase fosfatasas 4cidas de his-
tidina, y son de origen fingico (género Aspergillus).
Estas fitasas poseen actividad catalitica en un in-
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tervalo de pH de 2.5 a 6. Por otro lado, fitasas
bacterianas del género Bacillus, con estructura de
hélice, poseen pH optimo cercano a 7,>’lo que
las hace de especial interés como aditivo de ali-
mentos para animales con tracto gastrointestinal
neutro-basico. Debido a que los alimentos de ani-
males frecuentemente se peletizan, una fitasa
adecuada como aditivo de alimentos de animales
deberia resistir las temperaturas del proceso de
peletizado.

El disefio de proteinas dirigido por datos o
informacion es una estrategia de ingenieria de
proteinas que permite mejorar la termoestabilidad
de proteinas. Esta estrategia usa secuencias ami-
noacidicas y estructuras de proteinas disponibles
en las bases de datos para predecir aminodcidos
potencialmente estabilizantes, que serdn objeti-
vos para realizar mutaciones. Especificamente, se
pueden predecir aminodcidos estabilizantes a
partir de secuencias aminoacidicas consenso de
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proteinas homologas, y de este modo se reduce el
numero de mutantes candidatos a ser probados
experimentalmente. Una mejora adicional al di-
sefo de proteinas dirigido por datos o informa-
cion es el concepto consenso guiado por estruc-
tura, el cual combina la ingenieria de secuencias
consenso y la informacién estructural de las pro-
teinas. Esta estrategia de disefio de proteinas re-
duce atin mas el numero de proteinas candidatas
a ser analizadas para evaluar su termoestabilidad.*
La levadura metilotrofica Pichia pastoris se ha
desarrollado como un hospedero para la produc-
cion y secrecion de proteinas heterélogas.” Las
estrategias de ingenieria de proteinas que usan P.
pastoris como hospedero pueden mejorar la
termoestabiliad de la proteina y, simultineamen-
te, realizar su sobreproduccion. Por este motivo,
disefiamos nuevas fitasas con estructura de héli-
ce con alta probabilidad de ser termoestables y
con actividad a pH neutro, usando el concepto
consenso guiado por estructura y un grupo de
secuencias aminoacidicas de fitasas del género
Bacillus. Modificamos genéticamente a cepas de
P. pastoris para introducir las secuencias codifi-
cantes de las fitasas con los codones preferenciales
de P. pastoris y sobreproducir las fitasas disefia-
das. Ademas, se caracterizaron bioquimicamente
las fitasas producidas, y se correlacioné su termoes-
tabilidad con la estructura de las proteinas.

Materiales y métodos
Diseflo de secuencias aminoacidicas

Las secuencias aminoacidicas de fitasas (FTE y
FTEID) se disefaron como fitasas con estructura
de hélice mediante el concepto consenso guiado
por estructura, al combinar dos métodos: a) el
concepto consenso para la ingenieria de la
termoestabilidad de proteinas®’ a partir de 15
secuencias aminoacidicas de fitasas del género
Bacillus, b) un andlisis de modelaje por homolo-
gia para determinar aminoacidos estabilizantes,
usando la estructura tridimensional de la fitasa
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de B. amyloliquefaciens (codigo PDB 2POO). La
determinacién de la secuencia consenso se reali-
26 con el programa Bioedit v7.0.8.0.% Ademas, se
considerd a una fenilalanina como un primer
residuo artificial de la proteina madura, para au-
mentar la eficiencia de corte de la secuencia
prepro del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae
por la proteasa Kex2.>!!

Construccién de cepas recombinantes
de P, pastoris

La secuencia codificante de la fitasa FTE (gen fte)
se diseil® con los codones preferenciales de P.
pastoris.'? Se removieron secuencias ricas en
adeninas y timinas, introduciendo mutaciones
silenciosas para evitar la terminacion temprana
de la transcripcion. Ademas, se introdujeron si-
tios Xhol y Avrll en los extremos 5" y 3~ del gen
fte, respectivamente, para su apropiada ligacion
en el vector pPICY. Se incluyo parte de la secuen-
cia nucleotidica de la secuencia prepro del factor
alfa de S. cerevisiae en el extremo 5 . La secuencia
nucleotidica disefiada fue sintetizada, clonada en
el vector pUC57, y secuenciada por la compaiia
GenScript Corp. (Piscataway, NJ).

El gen fte se mutd en los correspondientes
nuclestidos para generar la mutacion N336D, y
asi sintetizar el gen ftell. De la misma forma, el
gen ftell se muto en F29K, V81A, y K292Q) para
dar el gen fba que codifica para la fitasa de B.
amyloliquefaciens. Ambos ensayos de mutagénesis
se realizaron con el kit QuikChange Multi Site-
Directed Mutagenesis (Stratagene, La Jolla, CA).
Las secuencias nucleotidicas de los genes fte, ftell
y fba fueron confirmadas por secuenciacion nu-
cleotidica en la Unidad de Biologia Molecular del
Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM).

Los vectores de expresion pPIC9fte, pPICOftell
y pPIC9fba se obtuvieron por digestion de los
respectivos plasmidos pUC57 con las enzimas de
restriccion Xhol y Avrll, y posterior ligacion en el
vector pPICY. La correcta construccion de estos
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vectores se confirmé por andlisis de restriccion
con Xhol y Avrll, y por PCR.?

La transformacién de células quimicamente
competentes de P. pastoris KM71 se realizd con
los plasmidos pPIC9fte, pPIC9ftell y pPIC9fba
linearizados previamente con Sall. Se selecciona-
ron transformantes en placas sin histidina (RDB-
agar).

Produccion de las fitasas recombinantes

Para seleccionar una cepa sobreproductora de
cada fitasa, se realizaron cultivos de las cepas re-
combinantes, primero en medio BMG; posterior-
mente en medio BMM-CaCl,. El medio de culti-
vo libre de células se recupero por centrifugacion,
y se determiné la actividad de fitasa (U/mL). La
produccién extracelular de fitasa por célula se
calculé como el cociente entre la actividad de
fitasa del medio de cultivo libre de células y la
concentracion celular, teniendo en cuenta que
una DO corresponde aproximadamente a 107
células/mL." Las cepas que generaron la mayor
produccion de fitasas por célula se consideraron
sobreproductoras.

El efecto del uso de los codones preferenciales
de P. pastoris en los niveles de expresion de los
genes ftell y fba se determino al comparar los ni-
veles de expresion de cada cepa sobreproductora
con los niveles de expresion de las cepas de P.
pastoris GS115 Mut* (GS115PhyC) y KM71 Mut®
(KM71PhyC) sobreproductoras de la fitasa C re-
combinante de B. subtilis (PhyC-R), previamente
construidas en nuestro laboratorio.'>!

Cada cepa sobreproductora se uso para pro-
ducir cada fitasa recombinante creciendo las cé-
lulas en 600 mL de medio BMG por 12 h, y pos-
teriormente, en 120 mL de medio BMM-CaCl,.
Todos los pasos posteriores de purificacion de las
fitasas se llevaron a cabo a 4°C. Cada medio de
cultivo libre de células se concentro 20 veces por
ultrafiltracion (Centricon Plus 70 de 10 kDa,
Millipore, MA). Con cada concentrado enzima-
tico se realizd una purificacion adicional de la
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fitasa con el sistema de cromatografia Biologic
LP (Bio-Rad, Hercules, CA), y una columna de
intercambio anidénico HiTrap Q FF (GE
Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden).
La relacion entre la actividad de fitasa y la con-
centracion de proteinas de la fraccién cromato-
grafica con la maxima actividad de fitasa se con-
siderd6 como la actividad especifica de la fitasa
purificada. Todas las determinaciones de con-
centracion de proteinas se realizaron mediante el
método de Bradford, usando albimina sérica bo-
vina como estandar.

Actividad de fitasas

La actividad de fitasa se determiné en todos los
medios de cultivo libres de células, en los con-
centrados proteicos por ultrafiltracion y en las
fracciones cromatograficas. Los medios de culti-
vo libres de células se desalaron previamente con
una columna PD-10 (GE Healthcare Bio-Sciences
AB, Uppsala, Sweden). Se emple¢ fitato de sodio
como sustrato, y se midio espectrofotométrica-
mente el fosfato liberado.!® Se consideré una
unidad de fitasa como la cantidad de enzima re-
querida para liberar 1 pmol de fosfato en un mi-
nuto en las condiciones del ensayo.

Caracterizacion bioquimica de las fitasas

Mediante el cambio en la movilidad electroforé-
tica de las proteinas tratadas con Endo H_en un
gel de SDS-poliacrilamida tefiido con azul de
Comassie, se evaluo la posible N-glucosilacion.
Se determiné la secuencia del extremo N-termi-
nal de las fitasas previamente desglicosiladas, se-
paradas mediante electroforesis y transferidas a
membranas de PVDF (Millipore, Bedford, MA).
Estos andlisis se realizaron en la Oficina de Bio-
tecnologia de la Universidad del Estado de lowa,
empleando el secuenciador 494 de Perkin Elmer-
Applied Biosystems. Se determino el efecto del
pH en la actividad enzimdtica de cada fitasa a
37°C con soluciones amortiguadoras de glicina-
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HCI (pH 2.5), acetato de sodio (pH 5.5), y Tris-
HCI (pH 7.5y9.0). También se determino el efec-
to de la temperatura en la actividad enzimatica
de cada fitasa al medir la actividad de la fitasa a
varias temperaturas (25-80°C). La termoestabili-
dad de cada fitasa se evalu¢ al medir la actividad
de la fitasa residual, después de incubar a 25-80°C
por 10 min en soluciones amortiguadoras de Tris-
HCI (pH 7.5) o acetato de sodio (pH 5.5), en pre-
sencia de 1 6 5 mM CaCl,. Ademas se evaluo la
termoestabilidad de PhyCR, con fines comparati-
VOsS.

Todos los resultados se compararon entre gru-
pos estadisticos con un analisis de varianza (ANO-
VA) y una comparacion multiple de Tukey, con
un nivel de significancia de p<0.05.

Analisis computacional de modelos tridimen-
sionales

Entre todas las fitasas estudiadas, PhyC y FBA
son la pareja mas diferente en su secuencia
aminoacidica, diferenciandose en 28 residuos de
aminoacidos. El impacto de estos residuos en la
estabilidad de la estructura de las cuatro fitasas
se evaluo con los programas Swiss-PdbViewer 4.0"
e iMolTalk’ con modelos moleculares que fue-
ron construidos mediante modelaje por homolo-
gia, usando SWISS-MODEL 8.05" y la estructu-
ra tridimensional de la fitasa de B. amyloliquefaciens
(PDB 2POQO) como templado.

Los sitios potenciales de N-glicosilacion se pre-
dijeron con el servidor NetNGlyc 1.0 (http://
www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). Los pun-
tos isoeléctricos, pKs de residuos ionizables y la
carga total a pH 7.5 y 5.5 de las fitasas recombi-
nantes se estimaron con el servidor H++. %

El sistema de numeracion de los residuos de
aminoacidos usado corresponde a la numeracion
de la fitasa de B. amyloliquefaciens, siendo el resi-
duo numero 1 la metionina del péptido senal.
Debido a que todas las fitasas se produjeron como
proteinas maduras, el primer residuo tiene el
numero 29.
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Fig. 1. Geles de SDS-poliacrilamida de las fitasas FTE (A),
FTEII (B) y FBA (C) concentradas por ultrafiltracion y trata-
das con y sin Endo H,. Carriles M: marcador de peso molecu-
lar. (A) Carriles: 1, Endo Hj; 2, FTE tratada con Endo H; 3,
FTE sin tratamiento con Endo H,. (B) Carriles: 1, FTEII tra-
tada con Endo H;; 2, Endo H; 3, FTEII sin tratamiento con
Endo H,. (C) Carriles: 1, FBA tratada con Endo H; 2, FBA

sin tratamiento con Endo H; 3, Endo H.,.

Resultados
Disefio de secuencias aminoacidicas

La secuencia aminoacidica consenso calculada fue
diferente a todas las 15 secuencias de fitasas; sin
embargo, mostré un porcentaje de identidad
mayor del 90% con diez de éstas. Esta secuencia
aminoacidica consenso mostro 98% de identidad
con la fitasa termoestable de B. amyloliquefaciens,
diferenciandose sélo en siete aminoacidos. Un
analisis comparativo de la estructura 2POO con
el modelo por homologia de la secuencia consen-
so mostrd que de estos siete aminoacidos, tres
podrian incrementar la estabilidad de la protei-
na (F29, V81, K292). Por otro lado, debido a que
existe una discrepancia en la bibliografia acerca
de la naturaleza del residuo 336 en las cinco es-
tructuras tridimensionales descritas para la fitasa
de B. amyloliquefaciens (ICVM, 1QLG, y 1H6L
tienen N336, mientras que 1POO y 2POO tie-
nen D336), y debido a que esta posicion juega
un papel importante en la interaccién con un
Ca’" que estabiliza la estructura tridimensional
de la proteina,” se estudio la influencia de N336
0 D336 en la termoestabilidad de ésta. Estas nue-
vas secuencias aminoacidicas disefiadas fueron lla-
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madas FTE (N336) y FTEII (D336). Las secuen-
cias de DNA se disefaron y sintetizaron de tal
forma que se produjeran las fitasas FTE, FTEIL, y
FBA como polipéptidos maduros de 355 aminoa-
cidos.

Construccién de cepas recombinantes de P, pas-
toris

El analisis por PCR del DNA gendmico aislado a
partir de las cepas KM71FTE, KM71FTEIl, y
KM71FBA mostré una banda de 1537 pb que
corresponde al casete de expresion (1065 pb) y a
un fragmento del promotor de AOX1 (349 pb) y
del terminador de la trascripcion (123 pb). Estos
resultados indican la ausencia del gen AOX1, y la
correcta integracion del casete de expresion en el
genoma de P. pastoris, confirmando el fenotipo Mut.

Produccion de las fitasas recombinantes

Los medios de cultivo libre de células de los culti-
vos para la seleccidon de las cepas sobreproducto-
ras mostraron una actividad volumétrica de fitasa
entre 0.1224.97 U/mL (0.39 a 10.74 nU/célula)
para las cepas KM71FTE y KM71FTEIL, y 0.28 a
3.39 U/mL (0.80 a 8.57 nU/célula) para las ce-
pas KM71FBA, mientras que las cepas sobrepro-
ductoras KM71PhyC y GS115PhyC mostraron
una actividad volumétrica de fitasa de 0.27 y 0.82
U/mL (0.70 y 5.30 nU/célula), respectivamente.
Por lo tanto, la cepa sobreproductora KM 71FTEII
generd una produccion de fitasa extracelular por
célula 15.3 y 6.9 veces mds alta que la generada
por las cepas sobreproductoras KM71PhyC vy
GS115PhyC, respectivamente. De manera simi-
lar, la cepa sobreproductora KM71FBA genero
una produccion de fitasa extracelular por célula
12.2 y 5.5 veces més alta, en comparacion con las
cepas sobreproductoras KM71PhyC vy
GS115PhyC, respectivamente. La fitasa C de B.
subtilis tiene un porcentaje de identidad de 93.2
vy 92.6% con FTEIl y FBA, respectivamente, pero
el gen phy C en nuestras cepas recombinantes
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construidas tiene codones nativos, '® mientras que
los genes ftell y fba tienen codones preferenciales
de P. pastoris. Por lo tanto, la alta produccién de
fitasa extracelular por célula de las cepas sobre-
productoras KM71FTEIl y KM71FBA probable-
mente se debié al uso de codones preferenciales
de P. pastoris en los genes ftell y fba.

La cepa sobreproductora KM71FTEII genero
una produccion de fitasa extracelular por célula
de 1.25 veces mas alta que la correspondiente de
la cepa sobreproductora KM71FBA. Es probable
que este resultado se deba a la presencia de una
fenilalanina en FTEII como el primer residuo de
la secuencia madura, mientras FBA tiene una
lisina en esa posicion, mejorando asi el procesa-
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Fig. 2. Efecto del pH (A) y la temperatura (B) en la activiad
especifica a 37°C y pH 7.5, respectivamente, para las fitasas
FTE (o), FTEII (=) y FBA (°). Los puntos representan la media
de al menos tres ensayos independientes (coeficientes de va-
riacion <5%).
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miento del péptido prepro de secrecion por la
endopeptidasa Kex2.

Caracterizaciéon bioquimica de las fitasas

La figura 1 muestra el cambio en la movilidad
electroforética en geles de SDS-poliacrilamida para
las fitasas recombinantes después de tratamiento
con la enzima Endo H,. Las tres fitasas (FTE,
FTEIL y FBA) sin tratamiento con Endo H, mos-
traron un barrido en el gel de SDS-poliacrilami-
da en un intervalo entre 45 a 66 kDa (figura 1A,
carril 3; 1B, carril 3; y 1C, carril 2). Después de la
N-desglicosilacion con EndoH,, las tres fitasas
mostraron un peso molecular aparente de 39 kDa
(figura 1A, carril 2; 1B, carril 1; y 1C, carril 1).
Estos resultados indican que las tres fitasas fue-
ron altamente N-glicosiladas. Estas fitasas tienen
cuatro sitios potenciales de N-glicosilaciéon
(12INRSE, 28INSSY, 138NGTL, y 243NGTV),
siendo los ultimos dos los de mayor probabilidad
de ser N-glicosilados, ya que se encuentran en la
superficie de la proteina.

La secuencia aminoterminal de la banda de
39 kDa resulto ser FLSDPYHFTV para FTE y
FTEIL, y KLSDPYHFTYV para FBA. Estas secuen-
cias, idénticas a las secuencias teodricas, demues-
tran la identidad de las fitasas y el correcto proce-
samiento de la secuencia prepro de secrecion.

La actividad especifica de las fitasasa purifica-
das fue 25.7, 13.3, y 18.0 U/mg para las fitasas
FTE, FTEIL, y FBA, respectivamente.

Las tres fitasas tuvieron un pH 6ptimo de acti-
vidad de 7.5 (figura 2A). A pH 7.5, la FTE mostré
una actividad especifica mas alta que la de la FTEII
o FBA, mientras que a pH 9.0, FTEII tuvo la
mayor actividad especifica. Aunque las tres fitasas
recombinantes tuvieron un perfil de actividad con
respecto al pH similar, el efecto de la temperatu-
ra en la actividad especifica fue diferente (figura
2B). La temperatura 6ptima fue de 45°C para la
FTE y 55°C para FBA, mientras que FTEIIl mos-
tro un intervalo amplio de maxima actividad (55
a 70°C). FBA mostro la actividad especifica mas
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alta a 55°C; sin embargo, FTEII tuvo la mayor
actividad especifica a 70°C.

Las actividades residuales de todas las fitasas
aumentaron cuando el ensayo se realizd en pre-
sencia de 5 mM CaCl2 (figura 3), éste es un com-
portamiento tipico de las fitasas del género
Bacillus.>> FTEIl y FBA mostraron la termoesta-
bilidad mas altaa pH 7.5 y 5 mM CaCl,, seguida
de PhyCR y FTE (figura 3B), sin diferencias es-
tadisticamente significativas entre cada par de
fitasas. Sin embargo, las cuatro fitasas recombi-
nantes mostraron una alta termoestabilidad a pH
5.5 (figura 3C, D), excepto PhyC-R que disminu-
yo rapidamente su actividad residual en presen-

cia de 1 mM CaCl, (figura 3C).

Analisis computacional de los modelos
moleculares

De entre los factores estructurales analizados con
los 28 residuos en los que se diferencia PhyC de
FBA, las diferencias en los enlaces de hidrogeno
y los puentes salinos, y la presencia de una prolina
en un bucle de superficie podrian explicar las
diferencias en la termoestabilidad observadas a
pH 7.5y 5 mM CaCl, entre FTEII, FBA, y PhyC-
R, mientras que la presencia de N336 en FTE
explicaria su reducida termoestabilidad a pH 7.5.

Discusion

Recientemente, nuestro grupo de trabajo produ-
jo la fitasa C de B. subtillis VTTE-68013 (PhyC-
R), al emplear el sistema de expresion de P. pasto-
7is.">1* Con el objetivo de mejorar la termoestabi-
lidad de esta fitasa, decidimos disefiar nuevas
fitasas termoestables con actividad catalitica a pH
neutro (FTE y FTEII) a partir de fitasas del géne-
ro Bacillus. Aprovechando la experiencia de nues-
tro grupo de trabajo en la produccion de protei-
nas recombinantes al emplear el sistema de ex-
presion de P. pastoris,” !¢ decidimos ademas pro-
ducir las nuevas fitasas recombinantes en dicho
sistema de expresion con un gen sintético
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optimizado para el uso de codones preferenciales
de P. pastoris. Adicionalmente, hemos producido
la fitasa de B. amyloliquefaciens en el mismo siste-
ma de expresion, con el fin de comparar sus pro-
piedades fisico-quimicas con las de las fitasas FTE
y FTEIL

La estrategia de secuencia consenso guiada por
estructura condujo a producir una fitasa (FTEII)
con actividad en un amplio rango de pH, inclu-
yendo pH 7.5, la cual resulto ser mas termoestable
que la PhyC-R. El uso de codones preferenciales
de P. pastoris y la presencia de una fenilalanina
como primer aminodcido de FTEII permitio ob-
tener altos niveles de produccion y secrecion al

medio de cultivo de las fitasas FTE, FTEIl y FBA.

Ademas, las tres fitasas recombinantes tuvieron
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la correcta secuencia aminoacidica del extremo
N-terminal.

La secuencia consenso tuvo una alta similitud
(98% de identidad) con la fitasa de B. amylolique-
faciens, que ha sido reportada como una fitasa
termoestable®?"*? mostrando claramente el poder
del concepto de secuencias consenso para dise-
far fitasas con estructura de hélice termoestables
a partir de fitasas del género Bacillus. A pesar de
que las cuatro fitasas recombinantes producidas
tienen una alta similitud en su secuencias ami-
noacidicas (>92.6% de identidad), las actividades
especificas a pH 7.5 y 37°C estuvieron compren-
didas 11.5-25.7 U/mg. Las diferencias de las acti-
vidades especificas entre las fitasas recombinan-
tes podrian deberse probablemente a los diferen-
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Fig.3. Actividad residual de FTE (o), FTEIL ( =), FBA (¢ )y PhyC-R ( o), después de tratamiento térmico por 10 min a pH 7.5
(Ay B) o 5.5(Cy D) en presencia de 1.0 (Ay C) 0 5.0 (By D) mM CaClz. Los puntos representan la media de al menos tres
determinaciones independientes (coeficientes de variacion <5%).
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tes porcentajes de glicosilacion entre las fitasas
recombinantes que cambiarian sus pesos molecu-
lares.

En el presente trabajo, ademds de producir una
fitasa termoestable con actividad a pH 7.5y 5.5
que servird para futuras aplicaciones biotecnolo-
gicas, se contribuye al entendimiento de los me-
canismos involucrados en la termoestabilidad de
enzimas de interés comercial. Los analisis estruc-
turales (figura 4) sugieren que la mayor termoes-
tabilidad de FTEIIl y FBA, con respecto a PhyC-
R, podria deberse a un mayor niumero de puen-
tes de hidrogeno en FTEIIl y FBA, especialmente
el puente de H formado entre la T37 y la K361
que une el noveno residuo del extremo amino-
terminal con una hélice alfa de la proteina (figura

4B). Adicionalmente, la presencia de P257 que
se encuentra en un bucle de superficie (figura
4C) que no perturba la estructura tridimensio-
nal pudiera incrementar la estabilidad de FTEII
y FBA, tal como se ha propuesto en la bibliogra-
fia para otras proteinas.”>** Ademas, recientemen-
te se ha descrito una fitasa de B. subtilis US417
altamente termoestable? cuya secuencia
aminoacidica solo se diferencia con la PhyC de
B. subtilis VTTE-68013 en la posicion 257 (P ver-
sus R, respectivamente) que confirma el efecto
estabilizante de P257 en las fitasas del género
Bacillus. Por otro lado, el analisis estructural mos-
tré6 que la menor termoestabilidad de la fitasa
FTE a pH 7.5, comparada con las demas fitasas,
se debio a la sustitucion D336N en su secuencia

Fig.4. Modelo molecular de FTEII (A) construido por modelaje por homologia con SWISS-MODEL 8.05 y la estructura 2POO
como templado. Enlace de hidrogeno entre T37 and K361 (B) en la estructura de FTE, FTEIIL, y FBA, que une el noveno residuo
desde el extremo amino-terminal con la hélice alfa de la proteina. P257 en un bucle de superficie (C) en FTE, FTEII, y FBA.
Puente salino entre D336 y un catioon Ca®* o K351 (D) en FTEII, FBA, y PhyC. También se muestran otros puentes salinos con

el cation Ca”".
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aminoacidica, eliminandose tres puentes salinos
de D336: dos con uno de los cationes Ca** invo-
lucrados en la estabilidad de la enzima® y un
puente salino con la K351 (figura 4D).

Se observod un diferente comportamiento en
la termoestabilidad a pH 5.5 que a 7.5 para las
cuatro fitasas (figura 3) siendo todas las fitasas
mas termoestables a pH 5.5 que a pH 7.5. Esta
diferencia probablemente se debe a una carga total
diferente a pH 5.5 que a 7.5, ya que el punto
isoeléctrico de la PhyC nativa es 6.5% y el valor
estimado para la FTE, FTEIIl y FBA fue 6.66, 6.59
y 6.65.

Teniendo en cuenta las curvas de actividad
con respecto al pH, las fitasas con estructura de
hélice disenadas son mds apropiadas que las
fitasas de Aspergillus y E. coli para emplearses como
aditivo de alimentos de animales con tractos di-
gestivos neutros-basicos, tal como especies de acua-
cultura agastricas (camarones y varios peces), ya
que estas enzimas tienen un pH 6ptimo de activi-
dad cerca de la neutralidad y el pH de los siste-
mas digestivos de las especies de acuacultura
agastricas estd cercano a siete. Ademas, estas fitasas
son muy estables a las altas temperaturas de los
procesos de peletizado de los alimentos de ani-
males. Las fitasas con estructura de hélice disefia-
das pueden también ser usados en el procesado
de alimentos industriales en condiciones suaves
(pH neutro y baja temperatura) para la hidrolisis
de fitatos.

Resumen

Se disefaron fitasas con estructura de hélice con
una estrategia de secuencia consenso guiada por
estructura. Se modificaron genéticamente cepas
de Pichia pastoris para sobreproducir dichas enzi-
mas. Las fitasas recombinantes mostraron activi-
dad en un intervalo de pH de 2.5 a 9.0, y una
alta actividad residual después de 10 min de tra-
tamiento a 80°C y pH 5.5 o 7.5. Estas fitasas con
estructura de hélice son mds apropiadas que las
fitasas de Aspergillus y E. coli para emplearse como
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aditivo de alimentos de animales con tractos di-
gestivos neutros-basicos, tal como especies de acua-
cultura agéstricas (camarones y varios peces).

Palabras clave: Fitasas con estructura de hélice,
Termoestabilidad, Pichia pastoris.

Abstract

We designed new beta-propeller phytases, using
a structure-guided consensus approach, and
engineered Pichia pastoris strains to overproduce
the enzymes. The recombinant phytases showed
activity over a pH range of 2.5 to 9.0, and a high
residual activity after 10 min of heat treatment at
80°C and pH 5.5 or 7.5. The designed beta-
propeller phytases are more suitable than the
Aspergillus and E. coli phytases as feed additives
for animals with neutral-basic digestive tracts, such
as agastric aquaculture species (shrimp and several

fishes).

Keywords: Beta-propeller Phytases, Thermostabil-
ity, Pichia pastoris.
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