CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA

Caracterizacion bioinformatica y funcional de la enzima fitasa derivada de Klebsiella

pneumoniae

Wendy Nathalia Triana Ayala

Trabajo de Grado para Optar el Titulo de Bidloga

Director
Genis Andrés Castillo Villamizar

Dr. rer. nat.

Codirector
Jorge Herndndez Torres

Doctorat és Sciences

Codirectora
Julieth Camila Maldonado Pava

Biologa

Universidad Industrial de Santander
Facultad de Ciencias
Escuela de Biologia

Bucaramanga

2025



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 2

Agradecimientos

En primer lugar, agradezco a mis padres, José Triana y Rosalba Ayala, por confiar en mi
desde el principio, por brindarme su amor incondicional y apoyarme en cada paso de mi vida. Sus
ensefanzas y consejos han permitido convertirme en la persona que soy. A mi hermana Laura, por
sus palabras de animo en los momentos que mas lo necesité, por iluminar mi camino con su
compaiia y por recordarme cada dia las razones para seguir adelante. A Zoe, que, aunque sin
saberlo, con su sola presencia me alegraba el dia. A mi abuela Evangelina y a toda mi familia,
quienes con pequefios gestos pusieron ese granito de arena que hizo este logro posible.

Mi mas sincera gratitud al profesor Jorge Herndndez Torres y a la profesora Leidy Rocio
Pico Martinez por ensefiarme el inmenso mundo de la biologia molecular y por abrirme las puertas
del laboratorio CINBIN. Gracias por su disposicion constante en resolverme dudas y acompafiarme
a afrontar cada dificultad.

A los doctores Genis Andrés Castillo Villamizar y Edinson Andrés Puentes Cala por su
valiosa guia, conocimiento y orientacion en la ejecucion de este proyecto de grado. También a
Julieth Maldonado Pava, cuya investigacion sentd las bases para este trabajo, por su tiempo, su
paciencia y generosidad al compartir su conocimiento conmigo. A la Corporacién para la
Investigacion de la Corrosion, por darme la oportunidad de realizar mi trabajo de grado, en donde
conoci personas muy especiales que contribuyeron de diferentes maneras a este logro.

A mis amigos y compaieros de laboratorio, en especial Harold, Alejandro y Diego, por
escucharme, aconsejarme, ofrecerme soluciones y compartir su conocimiento.

Al laboratorio CINTROP, por su disposicion a ayudarme y facilitarme el uso de equipos

esenciales para el desarrollo de mi investigacion.



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 3

Al grupo de investigacion en Bioquimica y Microbiologia GIBIM por el uso del FPLC,
equipo adquirido con recursos del Sistema General de Regalias, c6digo BPIN 2021000100331.

A todos ustedes que me ayudaron y creyeron en mi, jMuchisimas gracias!



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 4

Tabla de Contenido
INEFOAUCCION ...ttt ettt sttt aesaenne 12
L. OB JEIIVOS ..ttt etiie ettt e ettt e et ett e e ettt e st e e s bt e e abee e saeeessseeesaaeasssaeanssaeassseaansseeassseensseeennseeensseeenns 15
I.1 ODBJEtiVO GENETAL.....c..viiiiiiiiiiie ettt e e e e et e e s e e e s beeessseeessseeessseeennseeennseeens 15
1.2 ObjetiVOs ESPECITICOS. . .uiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e et e et e e et e e saveeessbeeenseeeenseeenseeens 15
2. CUCIPO AL TTADAJO ...vieuiieiiieiieeiie ettt ettt e siaeeteesaaeebeeesbeenbaessseenseessseenseensseans 16
2.1 MATCO TEOTICO ..eutieitieiie et et ettt et ettt e et et e e et et te e et e e bt e eabe e seesaseebeeenbeenseesaseenneeenseeneeas 16
2.2 METOAOLOGIA ..ottt et ettt et e et be e et et e et e e saeeenbeeeeas 20
2.2.1 Analisis b1OTNTOTMALICO. ......ietiiiiiiiieeie ettt et 20
2.2.1.1 Analisis de la secuencia y seleccion de la fitasa control............ccoceeviiiiiniiiiiniiieen, 20
2.2.1.2 Modelamiento de la estructura 3D de la proteina y validacion del modelo...................... 20

2.2.2 Disefio y construccion del vector de expresion recombinante con el gen Fitasa de

Klebsiella y F1taSa A€ E. COli.......cuoououiiiiiiieiiieeiiie ettt et e e s eenseeenaae e 21
2.2.3 Transformacion de E. coli BL21 (DE3).....cccviiiiiiiiieieeeeeeeeeeee et 22
2.2.4 Expresion heterologa del gen de fitasa de Klebsiella en E. coli BL21(DE3)..................... 22
2.2.5 Expresion homologa del gen de fitasa de E. coli en BL21(DE3) ......coooiiiiiiiniiiniiiiiee. 23
2.2.6 LISIS COIULAT ...ttt et ettt 24
2.2.7 Medicion de la actividad fitasa .........ccceeiiiiiiiiiiiiie e 24
2.2.8 Purificacion de la proteina reCOmMbINANTE ..........c.eeeevieeiiieeiieeeiiee e eveeesvee e 25
2.2.9 Caracterizacion bioquimica de las fitasas Fit K. pneumoniae y Fit_E. coli ....................... 25

2.2.9.1 pH y temperatura optima de la enzima purificada...........ccceeeviieeiieeniiienie e 25



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 5

2.2.9.2 Ensayo de iones metalicos, agentes reductores y quelantes ...........ccccceeeeerveercieeeeieeenneenne 26
2.2.9.3 CINEICA CNZIMALICA....c.uveeeieieeeireeeiteeeeieeesiteeesteeesseeassseessseeasseeeasseessssaessseeessseeessseessssesans 26
2.3 RESUITAAOS. ..ttt sttt ettt et sttt et s a e nbe et st 26
2.3.1 Analisis bIOINTOTTMALICO........eiuieiieiiiiieieeieritee ettt sttt sbe et e 26
2.3.1.1 Analisis de la secuencia y seleccion de la fitasa control.............cccceeviieiieniiinienieeieeee. 26
2.3.1.2 Modelamiento de la estructura 3D de la proteina y validacién del modelo...................... 29

2.3.2 Disefio y construccion del vector de expresion recombinante con el gen fitasa de K.

pneumoniae y fitasa de E. COLi .......cccueviiiiiiiiiieiieiie ettt ettt et e e saaesaae e 32
2.3.3 Transformacion de E. coli BL21 (DE3).....ccciiiiiiiiiiiecieeieeeeeee ettt 34
2.3.4 Expresion de la fitasa en E. coli BL2I(DE3)....c..oiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee et 35
2.3.5 Purificacion de la proteina recombinante y caracterizacion de las enzimas...........cceueee.e.. 38
2.3.5.1 Ensayo de iones metalicos, agentes reductores y quelantes ...........cocceeeveeeveeeiieenieeieennee. 41
2.3.5.2 CINEtICA ENZIMATICA ...ceuviririiieieeiieeit ettt sttt ettt ettt sttt et bt e ae et st sbe et ebee b etesaee e 42
2.4 DISCUSION. ..c.teuietieiieeiteett ettt ettt et ettt et be ettt e bt e bt et e sb e e sbe et e ebe e bt et e sae e bt eaaeebte bt entesaeenee 43
3. CONCIUSIONES ...ttt ettt sttt et b et st sa et et be et s saeeneeanes 49
Referencias BiblIOGIAfICAS .....ccueviiiiiiiiieiiie e et aee e e enbee e 50

AADEIIAICES ...ttt ettt ettt et eat e et eea e e bt e eat e et e e e ate e bt e nteeabeeenteenbeennteebeennreans 61



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 6

Lista de Tablas

Pag.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la fitasa de Klebsiella pneumoniae (Fit KP) y de

Escherichia coli (Fit. EC) oottt e aae e eaneeennee e 27
Tabla 2. Caracteristicas de los motivos conservados encontrados en InterPro........ccccoueeeeeeeeen.n. 29
Tabla 3. Validacion de las estructuras obtenidas en los diferentes servidores. ........eeevvueeeeeeeeneen. 30

Tabla 4. Actividad enzimatica de los extractos crudos de Fit KP (Klebsiella pneumoniae) y Fit EC
(ESCREFICHIA COLT). ..ottt e e et e e st e e e abe e e e abe e e sbe e e sseeesasesesseesnseeans 38
Tabla 5. Tabla de purificacion de las fitasas Fit K. pneumoniae y Fit E. coli usando columnas de

AETNIAAA. oo e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e —aaaaaaeeeraaa————aaaaaerraan 39



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 7

Lista de Figuras

Pag.

Figura 1. Formula estructural de 4cido fItiCO.......ccuiiiiiiiiiii e 16
Figura 2. Composicion de aminodcidos en la fitasa de Klebsiella pneumoniae (Fit KP) y de
Escherichia coli (Fit_ EC) determinadas con el servidos ProtParam...........c..ccccceevviiiiiininnnne. 28
Figura 3. Modelos 3D de Fit KP y de Fit EC......ccoooiiiiiiii e 30

Figura 4. Mapa de los plasmidos recombinantes pET-20b(+) Fit K. pneumoniae y pET-20b(+) Fit

B COLI ittt et ettt ettt et e bt bt et e e 34
Figura 6. Expresion de la fitasa K. pneumoniae y su localizacion en las fracciones celulares..... 35
Figura 7. Expresion de la fitasa E. coli y su localizacion en las fracciones celulares .................. 37
Figura 8. Efecto del pH en la actividad relativa de Fit K. pneumoniae y Fit E. coli .................. 40

Figura 9. Efecto de la temperatura en la actividad relativa de Fit K. pneumoniae y Fit_E. coli . 40
Figura 10. Efecto de iones metalicos, agentes reductores y quelantes en la actividad relativa de
Fit K. pneumoniae y Fit_E. COLi...........cccoceviiiiiiiiiiiiiiiiiieieeesteeeee et 43
Figura 11. Cinética enzimdtica de Fit K. pneumoniae y Fit E. coli usando el modelo de

LINEWEAVET-BULK ..ottt e e e e e e e et ee e e e e e e e e e e e e aaeseeeeeeaeaeaaaaeeeaaeneaes 42



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 8

Lista de Apéndices

Apéndice A. Gen de la fitasa de K. preumoniae ..............cccooccueeeueeecveeecieeeiieeecieeereeesvee e 61
Apéndice B. Gen de la fitasa de EScherichia COLli.............coiuvouiieeuiieiiieeieeeieeeie e 62
Apéndice C. Validacion de los modelos resultantes de Fit KP y Fit EC, mediante las herramientas
PIOSA WED ...ttt et ettt e be e et b e st e bt e et e eees 63

Apéndice D. Validacion de los modelos resultantes de Fit KP y Fit EC, mediante la herramienta

VBIIEY 3D ettt ettt bt e ettt e bt e bt e et e e bt e et e e nateenbeenneas 64
Apéndice E. Diagrama de Ramachandran del modelo 3D de Fit KP ........cccccooiiiiiiiiiiniinen. 65
Apéndice F. Diagrama de Ramachandran del modelo 3D de Fit EC ........cccociniiiiniiniinenene. 67
Apéndice G. Clones positivos con actividad fitasa..........cccceeevueeiiiriiieiiiiiieie e 67
Apéndice H. Purificacion y concentracion de la fitasa usando un Amicon..........ccceecveeveeeeeennee. 68

Apéndice I. Cromatograma de purificacion por afinidad de la fitasa de Klebsiella pneumoniae en
€l SIStEMA AKTA PULE c....cvveeieiececeeeceete ettt neesnen, 70
Apéndice J. Cromatograma de purificacion por afinidad de la fitasa de Escherichia coli en el

SISEMA AKTA PUTE ..ottt st nsesens s s, 71



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 9

Resumen

Titulo: Caracterizacion bioinformatica y funcional de la enzima fitasa derivada de Klebsiella
pneumoniae®

Autor: Wendy Nathalia Triana Ayala™

Palabras Clave: Fitasa, animales monogastricos, nutricién animal, expresion recombinante.

Descripcion:

El fitato es el principal compuesto de reserva de fosforo (P) en las plantas y presenta baja
biodisponibilidad por la formacion de complejos que dificultan su aprovechamiento. Las fitasas,
enzimas que catalizan la hidrolisis del fitato, se usan ampliamente en la industria animal porque
optimizan la absorcion de fosforo y minimizan la contaminacion derivada de los desechos. Los
animales monogastricos carecen de estas enzimas, por lo que, el fitato no se degrada y es excretado
intacto a través de las heces. La suplementacion alimenticia con fitasas surge como una alternativa
biotecnoldgica eficaz para liberar el fosforo en el tracto digestivo y reducir el impacto ambiental
asociado. El presente trabajo caracterizo una fitasa de Klebsiella pneumoniae (Fit KP) frente a
una fitasa control de Escherichia coli (Fit_EC) con el fin de compararlas y determinar su potencial
en la industria. Analisis in silico evidenciaron que ambas proteinas tenian pesos moleculares de
46-48 kDa y el motivo conservado RHGXRXP HD, confirmando su pertenencia a las fosfatasas
acidas de histidina (HAP), ademdas de modelos estructurales de alta confianza. Seguidamente, se
construyeron plasmidos pET-20b(+) con los genes de interés (Fit KP y Fit EC), afiadiendo el
péptido sefial y la etiqueta de histidina. Las proteinas se expresaron en E. coli BL21 (DE3), se
purificaron usando columnas de afinidad HisTrap FF y se caracterizaron. Ambas fitasas mostraron
actividades especificas de 77 U/mg (Fit KP) y 71.2 U/mg (Fit EC), pH optimo de 4.0 y
temperaturas optimas de 50 °C (Fit KP) y 60 °C (Fit_EC). El Zn** fue inhibidor, mientras que el
EDTA increment6 de forma marcada la actividad. La integracion de andlisis in silico-in vitro
demostr6 viabilidad para obtener fitasas recombinantes funcionales, en donde Fit KP se destaca

como una candidata s6lida para su uso en la nutricion animal.

* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Genis Andrés Castillo Villamizar, Dr. rer. nat.
Codirector: Jorge Hernandez Torres, Doctorat €s Sciences. Codirectora: Julieth Camila Maldonado Pava, Bidloga.
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Abstract

Title: Bioinformatic and functional characterization of the phytase enzyme derived from
Klebsiella pneumoniae’

Author: Wendy Nathalia Triana Ayala™

Key Words: Phytase, monogastric animals, animal nutrition, recombinant expression.

Description: Phytate is the major storage form of phosphorus (P) in plants and has low
bioavailability because it forms complexes that hinder its utilization. Phytases, enzymes that
catalyze the hydrolysis of phytate, are widely used in the animal feed industry because they
improve phosphorus absorption and reduce phosphorus pollution from animal waste. Monogastric
animals lack these enzymes; consequently, phytate is not degraded and is excreted essentially
intact in feces. Dietary supplementation with phytases therefore represents an effective
biotechnological strategy to release phosphorus in the digestive tract and mitigate the associated
environmental impact. This study characterized a phytase from Klebsiella pneumoniae (Fit KP)
in comparison to a reference phytase from Escherichia coli (Fit_ EC) to evaluate their performance
and assess their industrial potential. In silico analyses indicated molecular weights of 46—48 kDa
and the conserved RHGXRXP-HD motif, confirming membership in the histidine acid
phosphatase (HAP) family, and yielded high-confidence structural models. We subsequently
constructed pET-20b(+) plasmids carrying the genes of interest (Fit KP and Fit EC), adding a
signal peptide and a histidine tag. The proteins were expressed in E. coli BL21(DE3), purified
using HisTrap FF affinity columns, and characterized. Both phytases showed specific activities of
77 U/mg (Fit_ KP) and 71.2 U/mg (Fit_EC), an optimal pH of 4.0, and optimal temperatures of 50
°C (Fit_ KP) and 60 °C (Fit_EC). Zn?" acted as an inhibitor, whereas EDTA markedly increased
activity. The integration of in silico and in vitro analyses demonstrated the feasibility of obtaining
functional recombinant phytases, with Fit KP emerging as a solid candidate for application in

animal nutrition.

* Degree thesis
** Faculty of Sciences, School of Biology, Biology program. Director: Genis Andrés Castillo Villamizar, Dr. rer. nat.;
Codirector: Jorge Hernandez Torres, Doctorat ¢s Sciences; Codirector: Julieth Camila Maldonado Pava, Biologist.
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Resumen grafico metodolégico
Titulo: Caracterizacion bioinformatica y funcional de la enzima fitasa derivada de Klebsiella
pneumoniae®

Autor: Wendy Nathalia Triana Ayala™

Palabras Clave: Fitasa, animales monogastricos, nutricién animal, expresion recombinante.
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* Trabajo de grado.
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Genis Andrés Castillo Villamizar, Dr. rer. nat.
Codirector: Jorge Hernandez Torres, Doctorat es Sciences. Codirectora: Julieth Camila Maldonado Pava, Bidloga.
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Introduccion

El fitato, también conocido como sal de acido fitico, es la principal forma de
almacenamiento de fosforo en las plantas, especialmente en semillas (Cosgrove, 1966). El fosforo,
a su vez, es un elemento que juega un papel esencial para la vida ya que participa en funciones
clave como sintesis de acidos nucleicos, metabolismo energético (ATP) y membranas celulares
(Ruttenberg, 2014). No obstante, los animales monogastricos, como aves y cerdos, son incapaces
de degradar el fitato por la ausencia de las enzimas en su tracto digestivo (Kumar, V. et al., 2014).
Como resultado, el fosforo no puede ser absorbido y el fitato es excretado, lo que aumenta la
cantidad de fosforo orgénico no asimilable en el ambiente debido a que a través de las heces se
dirige facilmente hacia los cuerpos de agua, promoviendo el crecimiento descontrolado de algas y
otros organismos fotosintéticos, lo que contribuye a la contaminacion y la eutrofizacion (Bomans
et al., 2005). Para compensar esta deficiencia nutricional, se suplementa fosforo inorgénico a las
dietas, como fosfatos minerales extraidos de minas no renovables; esta practica no solo aumenta
los costos de produccion agropecuaria, sino que ademds representa una amenaza a la
sostenibilidad, ya que las reservas mundiales de fosforo son limitadas (Stewart et al., 2005). Las
fitasas son enzimas capaces de degradar el fitato y liberar fosfato (Yao et al., 2012). Las fitasas
pueden encontrarse en plantas, animales, hongos y bacterias, siendo estas ultimas especialmente
interesantes por su diversidad funcional y su facil manipulacion genética. Durante las Gltimas
décadas estas enzimas han traido interés en la industria, porque han surgido como una alternativa
biotecnoldgica prometedora en el aprovechamiento de los recursos y proteccion del medio
ambiente (Konietzny & Greiner, 2004). Existen diferentes tipos de fitasa, las cuales se pueden

diferenciar de acuerdo con su sitio activo, entre las que resaltan son las HAP (Histidine acid
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phosphatase) (Lei, Xin et al., 2007), debido a su estabilidad y eficiencia en condiciones acidas,
siendo esto compatible con el entorno digestivo propio de los animales monogastricos (Oh et al.,
2003). En el ambito de la nutricion, las fitasas bacterianas se han empleado como suplementos
para mejorar la calidad nutricional de los alimentos vegetales, aumentando la absorcion del fosforo
en los animales monogastricos (Hussin et al., 2007).

La inclusion de fitasas como aditivos en la alimentacion animal se debe a dos factores
principales: a las limitaciones futuras en el suministro de fosfato y la preocupacion social por el
ambiente. Las fitasas permiten mejorar la absorcion del fosforo organico vegetal, reduciendo el
coste en la cria de los animales y el impacto ambiental. A pesar de que son evidentes las ventajas
del uso de este tipo de enzimas, hasta donde se conoce, Colombia no cuenta con biocatalizadores
tipo fitasas propios. Por lo que se mantiene la dependencia del pais hacia las importaciones de esta
enzima.

El mercado de las fitasas esta valorado en 350 millones de ddlares y cerca del 75% de las
dietas de los animales monogastricos contienen esta enzima (Shivange et al., 2012). El estudio de
estas enzimas promueve el desarrollo a futuro de una industria nacional de biocatalizadores, lo que
permitird reducir la dependencia de fuentes externas y aprovechar el potencial de las enzimas
provenientes de la diversidad del pais. Asi mismo, existe la necesidad de identificar fitasas con
propiedades mejoradas. Esto incluye: mayor actividad enzimdtica, mayor estabilidad en
condiciones de pH y temperatura extremas, asi como una mayor especificidad hacia el fitato. El
impacto potencial de este trabajo de grado en la industria de la alimentacidon animal es prometedor,
debido a las propiedades previamente identificadas de la enzima. Con la caracterizacion de la fitasa

se espera sentar una base de conocimiento y una experimentacion reproducible que, a futuro,
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permita aprovechar la diversidad biologica del pais y reducir la dependencia externa de
biocatalizadores orientados a la nutricién animal.

Dentro de esta perspectiva comercial, la bisqueda de nuevas fitasas con propiedades
funcionales especificas es una prioridad. Especificamente, se buscan isoformas que puedan
hidrolizar eficientemente el sustrato en el pH acido del jugo gastrico y que, a su vez, posean
termoestabilidad durante la produccion de concentrado animal. Las fitasas de Klebsiella sp., de la
familia histidina fosfatasa, han demostrado una buena estabilidad térmica y una alta tolerancia al
pH (Pramanik et al., 2018).

En este trabajo se caracteriz6, mediante enfoques in silico e in vitro, la fitasa tipo HAP
identificada en Klebsiella pneumoniae aislada de suelos de Santander. Pese a la reconocida
diversidad microbiana de Colombia, se constatd un vacio de conocimiento: escaseaban
caracterizaciones bioquimicas y estructurales comparables (bajo protocolo unico) de fitasas
provenientes de cepas colombianas, y no existian comparaciones directas con controles de
referencia en condiciones equivalentes que incluyeran desempefio en pH 2—5 y temperaturas de
proceso relevantes. Con base en esa brecha y en la evidencia preliminar de Maldonado (2024), se
plante6 la hipotesis de que la fitasa de K. pneumoniae, expresada recombinante en Escherichia
coli, retenia actividad en pH acido, exhibia estabilidad térmica suficiente y mostraba pardmetros
cinéticos (Km, Vmax, kcat) no inferiores a los de un control definido cuando se evaluaba con el
mismo sustrato y condiciones experimentales. Para poner a prueba esta hipdtesis, se cuantifico la
actividad especifica, 6ptimos de pH y temperatura, estabilidad térmica y cinética enzimatica, y se
contrastaron los resultados con el control especificado en la Metodologia, aportando una linea base

rigurosa que contribuy¢6 a cerrar la brecha sobre fitasas de origen local.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Caracterizar in silico e in vitro las propiedades estructurales, fisicoquimicas y funcionales

de la enzima fitasa derivada del genoma de Klebsiella pneumoniae

1.2 Objetivos Especificos

Analizar in silico las propiedades estructurales de la fitasa derivada del genoma de

Klebsiella pneumoniae.

Determinar las principales propiedades bioquimicas de la fitasa recombinante de Klebsiella

pneumoniae.

Comparar las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las fitasas de Klebsiella

pneumoniae 'y control.



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 16

2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco tedrico

El fosforo [P] es un macronutriente esencial que desempefia un papel axial en el
metabolismo energético, la biosintesis de &acidos nucleicos, las funciones fisioldgicas, las
membranas celulares y la regulacion enzimética (Valsami-Jones, 2005). El fosfato (PO+*") es la
principal forma de almacenamiento de P inorganico y es la fuente usual para la produccion de
fertilizantes fosforados (Dodds & Whiles, 2010; Kumar, V. et al., 2015).

Por otro lado, el acido fitico (mio-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisfosfato) también conocido
como fitato (Figura 1), es el principal compuesto de reserva de P en las plantas, fuente de P
organico en el suelo y puede representar entre el 60 y 80 % del P total de los alimentos vegetales
(Lei, Xin Gen et al., 2013; Lopez et al., 2002). El fitato se encuentra en legumbres y cereales, y se
acumula en capas celulares como la aleurona y en forma de cristales globoides (Reddy et al., 1982;
Tyagi et al., 1998). No obstante, la absorcion intestinal de este compuesto se dificulta debido a la
formacion de complejos con cationes multivalentes presentes en la dieta (Kumar, V. et al., 2015).

Figura 1

Formula estructural del dcido fitico

OH
O=P—OH
Ho. " o R _on

‘s ~ - - \

o © ~O oH
HQ ’O\‘ 'I/O\. /,()
HO’R\ @) ~OH

o) ?  HO
HO—P=0
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Nota: Adaptado de Application of Inositol Hexaphosphate and Inositol in Dental Medicine: An
Overview, de Druzijanic et al., 2023, Biomolecules, 13(6), 913.

Cuando el fitato se presenta en estado i6nico, forma complejos muy estables con cationes
multivalentes (Dost & Tokul, 2006). Por la capacidad quelante del fitato con varios elementos
minerales (p.ej. Cu?*, Zn?*, Co**, Cd**, Mg*", Mn**, Fe**, Ni*, Ca?") se forman complejos fitato-
mineral y fitato-proteina (Sapna et al., 2013). Los animales monogastricos son incapaces de
hidrolizar el complejo fitato-mineral, por la carencia de enzimas fitasas en el tracto digestivo y,
por tanto, el fosfato no es asimilado. Como resultado, se presenta una doble problemadtica, por un
lado, una pérdida de nutrientes esenciales; y por el otro un impacto ambiental significativo, pues
los minerales son excretados, contaminando las aguas y causando eutrofizacion (Kumar, V. et al.,
2014). La proliferacion de algas, la hipoxia y la muerte de animales acudticos pueden resultar de
la eutrofizacion por P de cuerpos de agua dulce y sistemas costeros (Mallin & Cahoon, 2003). En
consecuencia, la industria alimentaria debe recurrir al fosfato inorganico extraido de las minas para
su uso como suplemento nutricional. Al ser un recurso no renovable, se ha advertido un posible
agotamiento en los proximos 50 afios a medida que aumente su demanda (Lei, Xin Gen et al.,
2013).

Las fitasas (mio-inositol hexakisfosfato fosfohidrolasa) son enzimas que catalizan la
hidrolisis del fitato, convirtiéndolo en fosfato inorganico y derivados del fosfato de mio-inositol
(Roopesh et al., 2006). Existen diversos tipos de fitasas, seglin los criterios de clasificacion. Por
su pH 6ptimo, se categorizan como fitasas alcalinas o acidas. También, segiin sus mecanismos
cataliticos, se destacan las fosfatasas acidas de histidina (HAP), la fosfatasa de hélice B (BPP), la

fosfatasa 4cida purpura (PAP) y la cisteina fosfatasa (CP) (Lei et al., 2007). Por ultimo, otro criterio
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de clasificacion depende de la posicion de la primera desfosforilacion del fitato, lo que da lugar a
las 3-fitasas (EC 3.1.3.8), 6-fitasas (EC 3.1.3.26) y 5-fitasas (EC 3.1.3.72) (Yao et al., 2012).

Complementar la alimentacién animal con fitasa representa una forma eficaz de suministrar
P a los animales (pollo, cerdo y pescado), mejorando asi el rendimiento animal (Kumar et al.,
2015). La demanda de enzimas fitasa aumenta de forma sostenible en diversas industrias, incluida
la biotecnologia agricola (Dahiya et al., 2009; Escobin-Mopera et al., 2012). Las fitasas son
enzimas que se encuentran en una variedad de fuentes, como plantas, bacterias, hongos, levaduras
y animales. Sin embargo, entre los microorganismos, la actividad fitasa se ha explorado con mayor
frecuencia en los hongos, especialmente en las especies de Aspergillus (Kim et al., 1998). La
primera fitasa disponible comercialmente fue identificada en 1991, en un aislado de Aspergillus
niger NRRL 3135 (ATCC 66876) (Haefner et al., 2005). Se ha encontrado que las fitasas de origen
bacteriano son mas utiles que las fingicas, debido a su mayor capacidad catalitica, una mejor
especificidad al sustrato y una mayor resistencia proteolitica (Konietzny & Greiner, 2004). Muchas
fitasas provenientes de diferentes fuentes como Aspergillus niger, Bacillus sp., Klebsiella y
Escherichia coli han sido clonadas, purificadas y estudiadas por su potencial biotecnologico. Entre
las que destaca la fitasa de E. coli, clasificada como una fosfatasa 4cida de histidina (HAP), por la
especificidad de sustrato, alta actividad especifica y estabilidad a pH &cido, unas propiedades
especialmente valiosas para la industria alimentaria (Golovan et al., 2000; Greiner, R. et al., 1993).
Siendo todas las caracteristicas mencionadas anteriormente, un motivo por el cual le dan una base
a algunas fitasas comerciales como (Finase EC, OptiPhos, Phyzyme XP) (Greiner & Konietzny,
2012).

Desde una perspectiva estructural, el estudio tridimensional de las fitasas es importante

para orientar su aplicacion en la industria y mejorar sus propiedades, mediante su clasificacion, el
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entendimiento de sus funciones y la modificacion de su secuencia (Xing et al., 2023). Las HAP se
caracterizan por tener un motivo de secuencia conservado de RHGXRXP HD en el sitio activo, y
se encuentra localizado entre la interfaz de a/B-dominio conservado y el a-dominio variable. Su
catalisis se separa por un proceso de dos pasos, el cual consiste en un ataque nucleofilico en un
atomo de fosforo por la histidina en el motivo del sitio activo, seguido de la hidrolisis del resultado
de un fosfo-histidina intermedio (Lim et al., 2000).

La fitasa ideal para la industria alimenticia se define como aquella que posee al menos estas
tres propiedades: hidrolizar el fitato a pH 4cido del tracto digestivo animal, presentar
termoestabilidad durante la produccion de concentrado y permitir costos de produccion
competitivos. Por ahora, ninguna fitasa comercial cumple satisfactoriamente estos requisitos. Por
lo tanto, existe un interés continuo en el estudio de nuevos microorganismos, incluidas las
bacterias, en busca de isoformas nuevas y més eficientes (Lei, X. G. & Stahl, 2001).

Los avances en la secuenciacion de nueva generacion y técnicas de metagendmica
funcional han permitido descubrir nuevas enzimas a partir de librerias de metagenomas (Nacke &
Daniel, 2013). Paralelamente, la implementacion de las herramientas bioinformaticas ha facilitado
el analisis y la interpretacion de la complejidad biologica (Kumar, A. & Chordia, 2017). Las
predicciones de interaccion enzima-sustrato (docking), la dinamica molecular y el disefio y testeo
in silico de mutantes aceleran el hallazgo de isoformas de enzimas con propiedades especificas
(Gholizade et al., 2018).

Investigaciones previas revelan la existencia de nuevas fitasas con diversas caracteristicas
(Villamizar et al., 2019). En un estudio reciente entre la Corporacion para la Investigacion de la
Corrosion (CIC) y el Centro de Innovacién en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular

(CINBIN), se identificé una fitasa de Klebsiella pneumoniae con potencial en la industria en
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relacion con las enzimas comerciales (Maldonado, 2024). Las fitasas de Klebsiella sp. han
demostrado ser candidatas optimas para la industria alimentaria, por su termoestabilidad y su alta
tolerancia al pH (Pramanik et al., 2018). A juzgar por las pruebas preliminares, la fitasa
previamente identificada ostenta un potencial suficiente para avanzar en su caracterizacion y, de

pronto, explorar su uso como biocatalizador comercial de tipo fitasa en Colombia.

2.2 Metodologia
2.2.1 Anadlisis bioinformdtico

2.2.1.1 Analisis de la secuencia y seleccion de la fitasa control

La secuencia de la fitasa de Klebsiella pneumoniae fue compartida por la Corporacion para
la Investigacion de la Corrosion (CIC) (RefSeq: WP 225372272). La prediccion de las
caracteristicas fisicoquimicas de la proteina se realizé utilizando herramientas como ProtParam
(ExPASy, acceso: 2025-03-03) (Gasteiger et al., 2005). Se analizaron propiedades tales como el
perfil de hidrofobicidad, el indice de estabilidad y otros pardmetros para la caracterizacion
estructural. Adicionalmente, se evaluo la presencia de un péptido sefial mediante el algoritmo del
servidor SignalP 6.0 (modelo Gram-negative/Sec/SPI; acceso: 2025-02-24) (Teufel et al., 2022).

La fitasa de E. coli (PDB 1DKL; UniProt: P07102) fue seleccionada como la enzima
control para este estudio, ampliamente caracterizada y de uso comercial (Lim et al., 2000). Una
vez seleccionadas las secuencias de ambas fitasas, se delimitaron los potenciales dominios con la
base de datos de InterPro v101.0 (acceso: 2025-03-03) (Blum et al., 2025).

2.2.1.2 Modelamiento de la estructura 3D de la proteina y validacion del modelo.

La prediccion de la estructura 3D se realizd utilizando el método de modelado por

homologia mediante la herramienta AlphaFold 3 (Abramson et al., 2024). Posteriormente, se
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valid6 la calidad estructural de los modelos obtenidos utilizando las herramientas MolProbity
(Chen et al., 2010), ProSA web (Wiederstein & Sippl, 2007) y Verify 3D (Eisenberg et al., 1997).

Las estructuras se visualizaron y analizaron con el software PyMOL v3.1 (Schrodinger, 2025).

2.2.2 Diserio y construccion del vector de expresion recombinante con el gen Fitasa de
Klebsiella y Fitasa de E. coli

Para la construccion de los plasmidos recombinantes pET-20b(+) Fit KP y pET-
20b(+) Fit EC, se utilizaron las secuencias correspondientes de una fitasa de Klebsiella
pneumoniae (RefSeq: WP_225372272) y de Escherichia coli (PDB 1DKL; UniProt: P07102),
respectivamente. Ambos genes fueron optimizados para la expresion en la cepa de E. coli BL21
(DE3), se elimind el péptido sefial nativo de las enzimas y se conservo el péptido sefial pelB del
vector de expresion. Se retird el codon de terminacion en los insertos para permitir la adicion de
una etiqueta de histidina en el extremo C-terminal. El marco de lectura abierto (ORF) de la fitasa
de K. pneumoniae tuvo una longitud de 1272 pb, insertado en el vector pET-20b(+), dando lugar
a un plasmido recombinante de 4899 pb; el ORF de la fitasa de E. coli present6 1323 pb, insertado
en el mismo vector pET-20b(+), para un total de 4947 pb. Los insertos fueron clonados entre los
sitios de restriccion Ndel y BamHI, dando lugar a plasmidos recombinantes pET-20b(+) Fit KP
y pET-20b(+)_Fit EC. La sintesis de los constructos fue contratada por la empresa Macrogen Inc.,
que suministr6 un reporte de la secuencia de los vectores recombinantes. También, se confirm¢ la
eficiencia de la sintesis mediante un anélisis de restriccion: para el plasmido correspondiente a
pET-20b(+) Fit EC se usé la enzima BshNI; para el plasmido correspondiente a pET-

20b(+) Fit KP se utilizaron las enzimas EcoRIl'y BglII.
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2.2.3 Transformacion de E. coli BL21 (DE3)

Se transformaron células competentes de E. coli BL21 (DE3) (Novagen) mediante la
técnica de choque térmico en presencia de CaCls, siguiendo el protocolo de Sambrook et al. (1989).
Los plasmidos que se utilizaron en la transformacion fueron: pET-20b(+) Fit-KP (fitasa de
Klebsiella pneumoniae), pET-20b(+) Fit-EC (fitasa de Escherichia coli) y pET-20b(+) NR
(control negativo).

Posteriormente, las células transformadas se sembraron en medio s6lido LB (Luria-
Bertani) suplementado con 100 pg/mL ampicilina y cultivadas a 37°C overnight. Se seleccionaron
colonias individuales para ser evaluadas en medio Sperber modificado (SpM) (0.5 g/L NH4Cl, 0.1
g/L CaCls, 0.25 g/L MgSOs, 1 g/L glucosa y 2.5 g/L 4cido fitico), con fitato como Unica fuente
fosforo y glucosa como fuente de carbono, 1 mM de IPTG, y con BCIP 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl phosphate (BCIP) (25 pg/mL), como indicador cromogénico (Villamizar et al., 2019).
Dado que el BCIP detecta fosfatasas no especificas, se mantuvieron controles como el vector no
recombinante y el cultivo no inducido.

Una vez se observaban colonias azul oscuro, se interpretaba como indicativas de liberacion
de fosfato por hidrolisis de fitato y, por tanto, se seleccionaban como potenciales degradadoras de
fitato. Las colonias positivas se replicaban en medio LB s6lido para su aislamiento y posterior
criopreservacion segun el protocolo de Novagen (pET system manual TB055 8th edition 02/99

Novagen 1).

2.2.4 Expresion heterdloga del gen de fitasa de Klebsiella en E. coli BL21(DE3)
Las células de Escherichia coli BL21(DE3) transformadas con el vector pET-

20b(+) Fit KP fueron sembradas en placas de agar de LB suplementado con 100 pug/mL de
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ampicilina y cultivadas a 37 °C overnight. Posteriormente, se prepard un percultivo a partir de
colonias individuales, en 20 mL de medio liquido LB con ampicilina a 100 pg/mL a 250 rpm
overnight (o hasta que alcanzara un OD600 nm de 0.7). Seguidamente, a partir del precultivo se
transfirieron 2 mL a 200 mL de medio LB liquido suplementado con 100 pg/mL de ampicilina en
un matraz de 1 L (relacion 1:100). Cuando el cultivo alcanz6é un OD600 nm de 0.6, se indujo la
expresion con 0.5 mM IPTG. El cultivo se incub6 a 30 °C durante aproximadamente 16 horas,
siguiendo las recomendaciones del manual del sistema pET (pET system manual TB055 8th
edition 02/99 novagen 1), para proteinas dirigidas al espacio periplasmatico, con el fin de favorecer
el plegamiento 6ptimo de la proteina recombinante. En paralelo, se mantuvieron otros cultivos
bajo las mismas condiciones sin [IPTG, como control no inducido, y con el vector pET-20b(+) NR,

como control negativo tanto de transformacion como de expresion.

Todos los cultivos fueron centrifugados a 4000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante

fue descartado y los pellets celulares obtenidos se almacenaron a -80 °C para anélisis posteriores.

2.2.5 Expresion homdloga del gen de fitasa de E. coli en BL21(DE3)

El precultivo fue elaborado siguiendo el protocolo anterior y se transfirid en una relacion
1:100 a un medio de autoinduccion (6 g/L Na:HPOa, 3 g/L KH2PO4, 10 g/L Triptona, 5 g/L
Extracto de levadura, 5 g/L. NaCl, 0.5 % Glicerol, 0.05 % Glucosa, y 0.2 % lactosa) (Studier, 2005)
liquido suplementado con 100 pg/mL de ampicilina en un matraz de 1 L (relacion 1:100) incubado
a 37 °C durante 10 horas. Adicionalmente, se cultivaron células de E. coli BL21 (DE3)
transformadas con el vector pET-20b(+) NR, también bajo las mismas condiciones, como control

negativo tanto de transformacién como de expresion.



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 24

Todos los cultivos fueron centrifugados a 4000 x g durante 15 minutos. El sobrenadante

fue descartado y los pellets celulares obtenidos se almacenaron a -80 °C para analisis posteriores.

2.2.6 Lisis celular

El pellet celular obtenido tras centrifugar se resuspendi6é con un buffer de lisis (25 mM
Tris-HC1 pH 8, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 0.2% Tween-20) en una relacion 2:1 (v/p)
respecto a su peso humedo. Se sonicd en hielo (volumenes de 8 mL de pellet celular) a una
amplitud del 70 %, pulsos de 20 segundos ON/60 segundos OFF durante un total de 15 minutos
usando un procesador ultrasonico de aguja (Cole-Parmer 130-Watt Ultrasonic Processor).

El lisado o extracto curdo (EC) se centrifugd a 17.000 x g durante 20 minutos a 4°C.
Posteriormente, se repar? la fraccion soluble o sobrenadante (FS) y fraccion insoluble o pellet (FI),
el cual se resuspendi6é en el mismo buffer de la enzima (50 mM de acetato de sodio pH 4.0). La
concentracion de proteina de las fracciones se midi6 usando el kit Qubit™ Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para finalmente analizar las
fracciones mediante un gel de SDS-PAGE al 12%.

2.2.7 Medicion de la actividad fitasa

La actividad enzimatica de las fitasas se determin6 segun el protocolo modificado descrito
por (Greiner, Ralf, 2004) de fitato de sodio. El tiempo de reaccion fue de 30 minutos a 37 °C y se
detuvo y reveld usando una mezcla fresca de acetona/H.SOs 5 N/molibdato de amonio 10 mM
2:1:1 (v/v). La liberacion de fosfato inorgénico, que formaba el complejo fosfo-molibdato, fue
cuantificada midiendo la absorbancia a 355 nm (A355). Para la estimacion de la cantidad de fosfato

liberado, se realizé una curva de calibracion de KH2POs entre un rango de 0 a 50 mM. La actividad
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especifica se expresd en U/mg, donde una unidad (U) se define como la cantidad de enzima capaz

de liberar un umol de fosfato inorganico por minuto.

2.2.8 Purificacion de la proteina recombinante

La fraccion soluble fue filtrada con un filtro de celulosa de 0.22 um y posteriormente,
equilibrada con buffer de union (50 mM Tris-HCL, 0.5 M de NaCl, 20 mM de imidazol pH 7.4).
La purificacion se llevd a cabo mediante cromatografia de afinidad utilizando una columna
HisTrap FF 5 mL (Cytiva) con un flujo de 1.0 mL/min. La elucién de la proteina se realizé con
tres volimenes de buffer de elucion (50 mM Tris-HCL, 0.5 M de NaCl, 500 mM de imidazol, pH
7,4) en un flujo de 1.0 mL/min. Finalmente, se recuperaron las fracciones eluidas y se concentraron
usando un filtro de centrifuga Amicon Ultra-4 (30K MWCO, Millipore) a 4000 x g durante 10
minutos.
2.2.9 Caracterizacion bioquimica de las fitasas Fit_K. pneumoniae y Fit E. coli

2.2.9.1 pH y temperatura optima de la enzima purificada

Para evaluar el efecto del pH sobre la actividad enzimatica, se usaron distintos tampones
abarcando un amplio rango de pH. Se utilizaron los siguientes buffers a 50 mM: 4cido (glicina-
HCL, pH 2.2, 3.5) y (acetato de sodio, pH 3.5, 4, 5, 6), neutro (Tris, pH 6, 7, 8) y alcalino (glicina-
NaOH, pH 8, 9). Adicionalmente, la temperatura déptima de la actividad enzimatica fue evaluada
en un rango de 10°C a 90°C, usando un termociclador (MiniAmp Thermal Cycler, Thermo Fisher

Scientific) y bafo seco con calentamiento y agitacion (Thermo Fisher Scientific).
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2.2.9.2 Ensayo de iones metalicos, agentes reductores y quelantes

Para analizar la influencia de ciertos cationes (Ca*", Mg?", Mn?*', Zn*") y de agentes
quelantes como el EDTA sobre la actividad enzimética, cada compuesto se evaludé a una
concentracion final de 5 mM en el ensayo de actividad descrito previamente, con temperatura y
pH optimos.

2.2.9.3 Cinética enzimatica

Para obtener la cinética enzimatica con el fitato de sodio, se utilizaron concentraciones de
0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 y 4 mM en el ensayo de actividad. Los valores de km y Vmax se
calcularon siguiendo el modelo de cinética enzimatica de lineweaver-burk (Lineweaver & Burk,
1934).
2.3 Resultados.
2.3.1 Anadlisis bioinformdtico

2.3.1.1 Analisis de la secuencia y seleccion de la fitasa control

La secuencia de la fitasa de Klebsiella pneumoniae, referida en este trabajo como fit KP,
fue proporcionada por la Corporacion para la Investigacion de la Corrosion (CIC). Mediante el uso
de los servidores ProtParam (ExPASy, acceso: 2025-03-03) se analizaron las propiedades
fisicoquimicas de las enzimas, cuyos resultados se muestran en la Tabla 1. Fit KP present6 un
peso molecular calculado de 46.4 kDa y un pl de 8.98. Como referencia se selecciond una fitasa
control derivada de Escherichia coli, denominada Fit EC, que presentd un peso molecular
estimado de 47.8 kDa y un pl de 6.59.

Para ambas proteinas se calcularon el indice de inestabilidad y el indice aliféatico,
pardmetros para evaluar la estabilidad estructural de las proteinas en condiciones in vitro. El indice

de inestabilidad (IT) se caracteriza por analizar la presencia de dipéptidos criticos para la estabilidad
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en la secuencia. Valores <40 se asocian con proteinas estables, mientras que valores >40 indican
una inestabilidad potencial (Guruprasad et al., 1990). En este caso, Fit KP obtuvo un valor de
39.29, mientras que Fit EC obtuvo 37.05, lo que las clasifico como proteinas estables. Por otra
parte, el indice alifatico mide la proporcion de residuos alifaticos (Ala, Val, Ile y Leu) (Figura 2)
y se emplea como estimador de la termoestabilidad de proteinas globulares (Ikai, 1980). Los
valores obtenidos fueron 87.07 para Fit KP y 90.73 para Fit EC, sugiriendo que ambas enzimas
tienen un potencial para mantener su conformacion estructural a elevadas temperaturas. Asimismo,
se calculd el valor de GRAVY (Grand Average of Hydropathy), pardmetro que representa la media
del indice de hidropatia de cada aminoacido que conforma la proteina (Kyte & Doolitthe, 1982).
Valores negativos indican mayor afinidad por sistemas acuosos, mientras que valores positivos
sugieren afinidad por residuos hidrofobicos. Tanto Fit KP como Fit EC presentaron valores
negativos de —0.294 y —0.217, respectivamente, evidenciando una tendencia medios acuosos.
Concordando con la posibilidad de expresion en el periplasma bacteriano. Finalmente, se estimé
la vida media en vivo para las dos proteinas en E. coli, siendo en ambos casos superiores a 10
horas.

Tabla 1

Propiedades fisicoquimicas de la fitasa de Klebsiella pneumoniae (Fit KP) y de Escherichia coli

(Fit EC)
Valor estimado
Propiedades fisicoquimicas Valor estimado Fit_ KP
Fit EC
Peso molecular (kDa) 46.4 47.8

Punto isoeléctrico 8.98 6.59
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prediccion dio una probabilidad de 0.9738 para Fit KP y 0.9684 para Fit EC bajo el sistema
Sec/SPI, el cual sugiere que la proteina es secretada por la via Sec, con escision por peptidasa tipo
I. Ademas, el sitio de escision de fit KP fue predicho entre los residuos 28 y 29 (Wang, 2004),
con una confianza de 0.8153, indicando que los primeros 27 aminoacidos conforman
probablemente el péptido sefial (Nielsen et al., 1997; Sajidan et al., 2004)

La prediccion de motivos y dominios conservados mediante la herramienta InterPro revelo
que tanto Fit KP como Fit EC comparten los motivos conservados RHGXRX HD, caracteristicas
tipicas de las fitasas que pertenecen a la familia de la fosfatasa acida de histidina (InterPro:
[PR050645). Es decir, la presencia de estos dominios y motivos sustento la anotacion funcional,
sin implicar por si misma identidad estructural tridimensional (Tabla 2).

Tabla 2

Caracteristicas de los motivos conservados encontrados en InterPro

Posicion (inicio-

Fitasas Familia de proteinas Motivos conservados

fin)
Fit KP Fosfatasa acida de Histidina 27-352 RHGXRX HD
Fit EC Fosfatasa acida de Histidina 30-375 RHGXRX HD

2.3.1.2 Modelamiento de la estructura 3D de la proteina y validacion del modelo.

La estructura tridimensional de las fitasas Fit KP y Fit EC fue modelada usando
AlphaFold3 (Figura 3A, B). Los modelos de Fit KP y Fit EC seleccionados mostraron pLDDT
>90 casi en toda la estructura y un pTM de 0.95 en ambas proteinas. La validacion arrojo
MolProbity score de 1.17 (99th) y 1.05 (100th), Z-score ProSA de —9.22 y —9.73, y Verify3D de
90.75 % y 85.58 %, respectivamente (Tabla 3). Estos resultados respaldaron la calidad

estereoquimica, la coherencia entre el entorno tridimensional y la identidad de los residuos a lo
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largo de la cadena, y se encuentran dentro de los rangos tipicos en concentrados en proteinas

resultantes experimentalmente por cristalografia X (Wiederstein & Sippl, 2007).

Tabla 3

Validacion de las estructuras obtenidas en los diferentes servidores

Servidor Parametros Fit KP Fit EC
Rotéameros pobres (%) 0.62 0
Rotameros favorecidos (%) 97.85 99.14
Ramachandran Outliers (%) 0 0
MolProbity Ramachandran Favorecidos (%) 97.49 98.55
Ramachandran Z-score 0.11+0.39 0.01 +0.39
MolProbity Score (percentil) 1.17 (99™) 1.05 (100™)
ProSaWeb Z- score -9.22 -9.73
Verify3D % de residuos que tiene en promedio 90.75 85.58

3D-1DScore>=0.1

Finalmente, los modelos tridimensionales fueron visualizados en PyMOL, herramienta que

permitio tanto identificar los residuos del sitio activo de ambas fitasas como un alineamiento

estructural entre ellas y arrojo un RMSD de 1,558 A sobre 1.674 atomos. Este valor refleja una

alta similitud a nivel estructural, en donde la mayor parte de la cadena se alined correctamente

(Figura 3C).
Figura 3

Modelos 3D de Fit KPy Fit EC
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Nota: Modelos resultantes de Alphafold 3. A. Modelamiento de la fitasa de Klebsiella

pneumoniae, sefialando su sitio activo. B. Modelamiento de la fitasa de Escherichia coli sefialando
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su sitio activo. C. Superposicion de estructuras 3D de los modelos fit KP (Gris) y fit EC (Negro)
con el alineamiento de los motivos conservados de cada enzima.
2.3.2 Diseiio y construccion del vector de expresion recombinante con el gen Fitasa de K.
pneumoniae y Fitasa de E. coli

En el disefio de los dos constructos plasmidicos, se tuvo en cuenta tomando como
referencia una fitasa de Klebsiella pneumoniae (RefSeq: WP 225372272), basada en la secuencia
resultante del estudio realizado por Maldonado et al. (2024), y la de la fitasa de Escherichia coli
(PDB: 1DKL; UniProt: P07102). El gen Fit KP const6 de 1272 pb y codifica una proteina de 424
aa. El gen de Fit EC tuvo 1323 pb y codifica una proteina de 441 aa. Los sitios de clonacion fueron
Ndel y BamHI. Como resultado, se obtuvieron dos pldsmidos recombinantes: uno con pET-
20b(+)_Fit KP (Figura 4B) y otro con pET-20b(+) Fit EC (Figura 4A).

Figura 4
Mapa de los plasmidos recombinantes pET-20b(+) Fit KPy pET-20b(+) Fit EC
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Nota: Los genes de las fitasas estan representados en color verde, donde se evidencian elementos

como el péptido sefial, los sitios de restriccion, la etiqueta de histidina y el gen de la resistencia a



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 34

ampicilina. Otros elementos importantes del vector pET-20b(+): como el gen de resistencia a
ampicilina, el origen de replicacion.
2.3.3 Transformacion de E. coli BL21 (DE3)

Para confirmar la transformacion bacteriana se realizé un analisis de restriccion para cada
uno de los plasmidos recombinantes. Las células con pET-20b(+) Fit KP, se digirieron con
enzimas EcoRI 'y Bglll, dando 3 bandas con estos pesos moleculares, de 2372, 1343 y 1232 pb.
Por otro lado, el analisis con pET-20b(+) Fit EC se digiri6 con la enzima BshNI, la cual permitia
la visualizacion de 2 bandas de 3524 y 1375 pb. Los productos fueron visualizados en un gel de
1% de agarosa (Figura 5), en el que se comprobd que los tamaiios estimados del vector y el inserto
coinciden con los tamafios reales por la comparacion con digestiones in silico.

Figura §
Andlisis de restriccion de los plasmidos pET-20b(+) Fit KPy pET-20b(+) Fit EC
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Nota: Gel de agarosa al 1%. A. MW marcador de peso molecular; D pET-20b(+) Fit KP digerido
con EcoRI (3524 pb) y Bglll (1375 pb). B. MW marcador de peso molecular; D pET-

20b(+) Fit KP digerido con BshNI (2372, 1343 y 1232 pb).

2.3.4 Expresion de la fitasa en E. coli BL21(DE3)

La expresion del gen fitasa de Klebsiella pneumoniae en BL21(DE3) fue inducida con 0.5
mM IPTG cuando el cultivo alcanzé un OD600 nm de 0.6 durante 16 horas a 30 °C. Al finalizar
la expresion, se realizo la lisis celular mediante sonicacion y se separaron las fracciones soluble e
insoluble mediante centrifugacion. La induccion de Fit KP con IPTG mostr6 una banda intensa
de ~46 kDa en la fraccion inducida (FS IN) con respecto a la fraccion insoluble no inducida (FS
NO) y en el control de vector no recombinante (pET NR) (Figura 6A). Tras la purificacion se
produjo una banda mayoritaria en ~46 kDa (FIT PURI). Con el medio de autoinduccion, la proteina
se detectd consistente en FS AUTO y se recuperé como una banda después de la purificacion

(Figura 6B).

Posteriormente, la induccion de la enzima en las distintas fracciones celulares se confirmo
mediante un gel de SDS-PAGE (Figura 6). En las fracciones evaluadas, se identifico la

sobreexpresion de una proteina con un peso aproximado de 46 kDa (Figura 6).

Figura 6

Expresion de la fitasa K. pneumoniae y su localizacion en las fracciones celulares
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Nota: A. Expresion y purificacion de la fitasa recombinante fit KP usando IPTG, evidencia una
banda correspondiente a una proteina de aproximadamente 46 kDa, correspondiendo al tamafio
teorico esperado. MW, marcador de peso molecular; EC IN, extracto crudo inducido; EC NO,
extracto crudo no inducido; pET NR, vector de expresion pET-20b(+) no recombinante; FS IN,
fraccion soluble inducida; FT, Flow through resultante de purificacion; FIT PURI, fitasa purificada
usando columnas de afinidad HisTrap FF,; FS NO, fraccion soluble no inducida. B. Expresion y
purificacion de la fitasa recombinante fit KP usando medio de autoinduccion. MW, marcador de
peso molecular; FS AUTO, fraccion soluble medio autoinducido; FT, Flow through resultante de

purificacion; FIT PURI, fitasa purificada usando columnas de afinidad HisTrap FF.

Para Fit EC, la induccion con IPTG gener6 una banda esperada de ~47 kDa, pero de baja
intensidad en la fraccidn soluble y sin diferencias claras entre condiciones inducida y no inducida

(Figura 7A). En contraste, con la autoinduccion, se observé una banda nitida en la fraccion soluble



CARACTERIZACION DE LA ENZIMA FITASA 37

autoinducida (FS AUTO) y una banda mayoritaria en ~47 kDa tras la purificacion (FIT PURI)
(Figura 7B). A cada una de las fracciones resultantes se le midi6 la actividad fitasa usando el

protocolo de Greiner (2004) (Tabla 4).

Figura 7

Expresion de la fitasa E. coli y su localizacion en las fracciones celulares
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Nota: A. Expresion y purificacion de la fitasa recombinante fit EC usando IPTG, evidencia una
banda correspondiente a una proteina de aproximadamente 47 kDa, correspondiendo al tamafio
tedrico esperado. MW, marcador de peso molecular; EC IN, extracto crudo inducido; EC NO,
extracto crudo no inducido; pET NR, vector de expresion pET 20b no recombinante; FS IN,
fraccion soluble inducida; FIT PURI, fitasa purificada usando columnas de afinidad HisTrap FF;

FS NO, fraccion soluble no inducida. B. Expresion y purificacion de la fitasa recombinante fit EC
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usando medio de autoinduccion. MW, marcador de peso molecular; FS AUTO, fraccion soluble
medio autoinducido; FT, Flow through resultante de purificacion; FIT PURI, fitasa purificada

usando columnas de afinidad HisTrap FF.

Tabla 4

Actividad enzimadtica de los extractos crudos de Fit KP (Klebsiella pneumoniae) y Fit EC

(Escherichia coli)
Extracto crudo Proteina total Actividad total Actividad especifica
mg U U/mg
Fit K. pneumoniae 160 16.5 0.103 (0.007)
Fit FE. coli 136 17.1 0.126 (0.03)

Nota. Se presentan los valores de proteina total, actividad total y actividad especifica (U/mg) de
los extractos crudos. Los valores entre paréntesis corresponden al error estandar de la media de las

tres réplicas.

2.3.5 Purificacion de la proteina recombinante y caracterizacion de las enzimas

La fraccion soluble fue seleccionada para la purificacion mediante columnas de afinidad
HisTrap FF, mediante el uso de la etiqueta de histidina. Este paso de purificacion permitié un
enriquecimiento de la actividad fitasa: para Fit KP se observd un aumento de 211 veces, y para
Fit EC de 228 veces, en comparacion con las fracciones solubles respectivas de cada fitasa.
Ademas, se evidencio una mejora notable en las actividades especificas de las enzimas, aumento

de 0.365 U/mg a 77 U/mg para Fit KP y de 0.31 U/mg a 71.2 U/mg para Fit EC (Tabla 5). En
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términos generales, la fitasa de K. pneumoniae mostrd una mayor actividad que la fitasa de E. coli
luego de la purificacion.

Tabla 5

Tabla de purificacion de las fitasas Fit K. pneumoniae y Fit E. coli usando columnas de afinidad

Actividad
Paso de Proteina total Actividad esc ;2 ﬁza Purificacion Yield
purificacién (mg) total (U) (‘I’J mo) (n-fold) (%)
Fit K.
pneumoniae
F. soluble 312 11.4 0.365 (0.07) 1 100
His-trap FF 0.102 7.85 77(4) 211 3.3
Fit_E. coli
F. soluble 36 11.23 0.31(0.02) 1 100
His-trap FF 0.0768 547 71.2.(3) 228 2.1

Nota. Se presentan los valores de proteina total, actividad total, actividad especifica, factor de
purificacion (n-fold) y yield (%). Los valores entre paréntesis corresponden al error estandar de la

media de las tres réplicas.

Previo a los ensayos de caracterizacion, se establecieron para Fit KP y Fit EC curvas de
actividad (U) - cantidad de proteina (nug) para definir un tramo lineal de respuesta. La cantidad de
proteina seleccionada para los ensayos enzimaticos fue de 0.25 pg por reaccion. Bajo estas
condiciones, se evalu6 el efecto del pH sobre la actividad enzimatica de Fit KP y Fit EC (Figura
7) utilizando diferentes buffers en un rango de pH de 2.2 a 9.0. Fit_ KP present6é un pH 6ptimo de
4.0 y conservo aproximadamente el 60 % de su actividad a pH de 2.2, mientras que, por encima

de pH 6.0 se registré6 una disminucion notable en la actividad. Fit EC, por su parte, también
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present6 un pH 6ptimo de 4.0, con menor tolerancia a pH 2.2 en comparaciéon con Fit KP; a pH
6.0, conservo el 60 % de la actividad, mientras que a pH basico su actividad disminuyo.

Figura 8

Efecto del pH en la actividad relativa de Fit K. pneumoniae y Fit E. coli
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Nota. La medicion se realizé en un rango de pH 2.2-9 empleando diferentes buffers. Los valores
corresponden a la media de tres réplicas independientes. Buffer Glicina-HCI (e), Buffer Acetato
de sodio ( A), Buffer Tris-BASE (m), Buffer Glicina-NaOH (#).

Dado que ambas enzimas presentaron un pH 6ptimo de 4.0, se procedié a evaluar el efecto
de la temperatura en un rango de 10 °C a 100 °C. En general, los resultados de la actividad relativa
frente a la temperatura fueron muy similares entre las dos fitasas, con la diferencia de que Fit KP
alcanz6 su temperatura 6ptima de 50 °C, mientras que la de Fit EC es de 60 °C (Figura 9).

Figura 9

Efecto de la temperatura en la actividad relativa de Fit K. pneumoniae y Fit E. coli
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Nota. A) Fitasa de Klebsiella pneumoniae (A). B) Fitasa de Escherichia coli (m). La actividad
enzimatica se evalud entre 10-100 °C. Los valores corresponden a la media de tres réplicas

independientes.

2.3.5.1 Ensayo de iones metalicos, agentes reductores y quelantes

Se evalu¢ el efecto de diferentes iones metalicos (Ca**, Mg*, Mn**, Zn*") y del agente
quelante EDTA sobre la actividad enziméatica de Fit KP y Fit EC. La mayoria de los iones no
incrementaron la actividad relativa de las enzimas. Entre los iones, el Zn** provocd la mayor
inhibicion en ambas fitasas, reduciendo su actividad a valores cercanos a cero. Por el contrario, el
tratamiento con EDTA resultd en un incremento dréstico en la actividad relativa: para Fit KP
aproximadamente del 200% y para Fit EC un 400% (Figura 9).

Figura 10
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Efecto de iones metdlicos, agentes reductores y quelantes en la actividad relativa de Fit K.

pneumoniae y Fit E. coli

M Fitasa K. pneumoniae
O Fitasa E. coli
Mg2+

EDTA 2

Ca* W

Zn E

CONTROL SXNIINISNIINNIS

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Actividad Relativa (%)

Nota. La concentracion de los iones metéalicos y EDTA fue de 5 mM. La actividad se midi6 por
triplicado bajo las condiciones 6ptimas de pH y temperatura de cada enzima. N Fitasa de K.
pneumoniae; O Fitasa de E. coli.

2.3.5.2 Cinética enzimatica

Se determiné la cinética enzimatica usando como sustrato fitato de sodio a diferentes
concentraciones 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2 y 4 mM. Para Fit KP la Vmax fue de 242 U/mg y el
Km de 2.2 mM, mientras que para la Fit EC el Vmax fue 126 U/mg y el Km de 0.624 mM.
Calculadas usando el modelo de linealizacion de Lineweaver-Burk.

Figura 11

Cinética enzimatica de Fit K. pneumoniae y Fit_E. coli usando el modelo de Lineweaver-Burk
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Nota. Linealizacion de los datos de cinética enzimatica bajo el modelo de Lineweaver-Burk para
A) Fitasa de Klebsiella pneumoniae, B) Fitasa de Escherichia coli.
2.4 Discusion

En este estudio se logrd identificar las caracteristicas fisicoquimicas de dos fitasas
bacterianas recombinantes: una derivada de Klebsiella pneumoniae (Fit_ KP) y otra de Escherichia
coli (Fit_EC), que fue escogida como control. A través de los anélisis bioinformaticos se predijeron
propiedades fisicoquimicas, motivos conservados y sus estructuras tridimensionales, respaldando
que ambas enzimas pertenecen a la familia de las fosfatasas acidas de histidina (HAP).
Posteriormente, las proteinas se expresaron y purificaron para medir la actividad fitasa bajo
diferentes condiciones de pH y temperatura, asi como la influencia de iones metalicos y agentes
quelantes.

El analisis in silico predijo que las dos enzimas tenian pesos moleculares entre 46 kDa
(Fit KP) y 48 kDa (Fit EC), lo que coincidi6 con los valores reportados para fitasas de E. coli

(Greiner, R. et al., 1993) y de K. pneumoniae (Wang et al., 2004). En cuanto al punto isoeléctrico,
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Fit KP es de 8.98 mientras que Fit EC es de 6.59, valores muy proximos a los informados por
Golovan et al. (2000) y Pramanik et al. (2018) para fitasas de estas especies. La prediccion de un
péptido senal y su localizacion periplasmatica sugirieron que estas enzimas son exportadas hacia
el espacio periplasmico; sin embargo, esta localizacion no fue verificada experimentalmente
mediante fraccionamiento celular.

Las propiedades de estabilidad calculadas in silico sugirieron que ambas proteinas son
estructuralmente estables. El indice de inestabilidad predicho fue < 40 para las dos enzimas. Por
otro lado, el indice alifatico resultod ligeramente mayor en Fit EC (90.73) en comparacion con
Fit KP (87.07) (Tabla 1). Esta diferencia podria estar relacionada con la mayor proporcion de
residuos alifaticas, como alanina e isoleucina, presentes en Fit EC (Figura 2), ya que, se ha
propuesto que un indice alifatico elevado contribuye a la termoestabilidad de las proteinas (Ikai,
1980).

Ambas enzimas conservaron el motivo conservado RHGXRXP-HD, caracteristico de la
familia HAP (Oh et al., 2003). Este motivo constituye el sitio activo de la enzima y ha sido descrito
para la hidrolisis de fitato. Su mecanismo catalitico se divide en dos pasos: primero el residuo de
histidina actia como nucledfilo y ataca al atomo de fosforo del fitato, lo que forma un
intermediario fosfo-histidina; y segundo, este intermediario es hidrolizado, liberando el grupo
fosfato (Kumar, V. et al., 2012; Mullaney & Ullah, 2007; Vincent et al., 1992).

La prediccion estructural mediante AlphaFold 3 mostré pLDDT mayoritariamente > 90 y
pTM = 0.95 para Fit KP y Fit EC, lo que indicd la consistencia de la posicion de la mayoria de
los residuos y el pliegue global propuesto para el mondémero. La calidad de los modelos generados
fue evaluada mediante MolProbity. Observandose porcentajes > 97.5 % en regiones favorecidas

de Ramachandran en ambas enzimas, es decir, que ambas estructuras presentan una alta
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confiabilidad con los modelos generados. De otra forma concordante, ProSA web arrojé Z-scores
de -9.22 y -9.73 dentro del rango tipico de proteinas nativas de tamafo similar (Tabla 3). Verify
3D indicé compatibilidad secuencia-estructura a lo largo de la cadena, con 90.75 % y 85.58 % de
residuos con 3D-1D score > 0.1 para Fit KP y Fit EC. Aunque las dos fitasas pertenecen a la
misma familia, la superposicion de sus estructuras en PyMOL evidenci6 diferencias locales en las
regiones superficiales y en la conformacion del sitio activo.

La expresion heterologa de Fit KP en E. coli BL21 (DE3) usando IPTG como inductor fue
exitosa, evidenciando una banda de aproximadamente 46 kDa consistente con lo descrito por
Escobin-Mopera et al. (2012), en donde se observa una clara diferencia de la expresion entre la
muestra inducida y no inducida (Figura 6). En contraste, la expresion de Fit EC en la misma cepa
resultd deficiente. Segun lo descrito por (Golovan et al., 2000; Rao et al., 2008), inducir con IPTG
puede favorecer la formacion de cuerpos de inclusion, lo que conduce a un mal plegamiento y
agregacion de la proteina, resultando en una enzima no funcional. Es por tal razéon que
posiblemente al usar este tipo de induccion para Fit EC no se observaran diferencias entre las
células inducidas y no inducidas (Figura 7A).

Considerando esa limitacion, se prefirid usar una alternativa basada en el medio de
autoinduccion, el cual se caracteriza por usar lactosa como inductor natural de la expresion
(Golovan et al., 2000), siendo ademds una opcién menos costosa. Los resultados obtenidos con
esta estrategia mostraron en la fraccion soluble una banda robusta aproximada de 47 kDa que
podria corresponder a Fit EC. La presencia de esta banda sugiere una mejora en la induccion de
la proteina y su 6ptimo plegamiento, reflejada en el gel de SDS-PAGE (Figura 7B).

Tras la purificacion, mediante cromatografia de afinidad con columnas de HisTrap FF, se

obtuvieron enzimas de alta pureza, con un aumento de la actividad especifica. En particular,
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Fit KP alcanz6 una actividad especifica de 77 U/mg y Fit EC de 71 U/mg después de la
purificacion, lo que representa aumentos en el n-fold de 211 veces para y 228 veces,
respectivamente, en comparacion con sus fracciones solubles (Tabla 5). Este resultado refleja la
eficiencia de implementar las etiquetas de histidina, siendo ampliamente reconocidas por su alta
capacidad para obtener proteinas puras. La actividad especifica obtenida para Fit KP (77 U/mg)
es notablemente alta, con respecto a lo reportado para la fitasa nativa de K. pneumoniae por
Maldonado et al. (2024), aproximadamente 2.4 U/mg. Esta diferencia sugiere que la expresion
heterdloga en BL21 (DE3) contribuye al aumento de la actividad fitasa, tras el proceso de
purificacion, favoreciendo la recuperacion de una enzima pura y correctamente plegada.

Al comparar la actividad especifica de Fit KP (77 U/mg) y Fit EC (71 U/mg) con las
reportadas por otras fitasas bacterianas y fungicas como: Klebsiella oxytoca 45.3 U/mg
(Jareonkitmongkol et al., 1997), Bacillus sp. de 16 U/mg (Rao et al., 2008), Bacillus
amyloliquefaciens 27 U/mg (Boukhris et al., 2015) y fitasas fungicas como Aspergillus niger de
22.59 U/mg (Vats & Banerjee, 2005) resultaron en valores superiores. Cabe destacar que estas
comparaciones deben interpretarse con precaucion, ya que las condiciones experimentales varian
entre estudios (sustrato empleado, el pH y la temperatura, la definicion de una unidad enzimatica
o el nivel de purificacion de la proteina). Algunos autores sefialan que valores elevados de
actividades especificas pueden reflejar la variabilidad en las metodologias empleadas, ya sea por
sobreestimacion de la concentracion de proteina o el uso de protocolos de purificacion mas
extensos que combinan técnicas de cromatografia de intercambio idnico, cromatografia de
interaccion hidrofébica o de alta resolucion (Escobin-Mopera et al., 2012; Golovan et al., 2000;

Greiner, R. et al., 1993; Rodriguez et al., 1999; Wang et al., 2004). En este estudio, las mediciones
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se realizaron bajo condiciones estandarizadas, lo que asegura que Fit KP y Fit EC contrastan de
forma equitativa, al menos en términos de actividad especifica.

El anélisis del pH reveld que tanto Fit KP como Fit EC presentan un pH 6ptimo de 4.0
(Figura 8). Fit KP mantuvo el 60 % y Fit EC el 40 % de su actividad a pH 2.2. En contraste, por
lo descrito por Escobin-Mopera (2012), Golovan (2000) y Greiner (1993), que reportaron que a
pH 2.2 la actividad se encontraba por debajo del 20 %. Sin embargo, en condiciones de pH neutro,
Fit KP perdio cerca del 80% de su actividad. El hecho de que ambas enzimas tengan un pH 6ptimo
de 4.0, les otorga una ventaja funcional para su implementaciéon como suplemento en la nutriciéon
de animales monogastricos, debido a que el estomago es el principal sitio funcional de la fitasa
suplementaria (Lei, X. G. & Stahl, 2001).

En cuanto al efecto de la temperatura, Fit KP alcanzé una actividad méxima a 50 °C,
mientras que Fit EC lo hizo a 60 °C (Houshyar et al., 2024) (Figura 9). Estos valores se ubican
dentro del rango conocido de las HAP (Oh et al., 2003). Las fitasas de Bacillus son las que se
caracterizan por soportar altas temperaturas (Borgi et al., 2014; Boukhris et al., 2015). La
diferencia de 10 °C entre Fit KP y Fit EC probablemente refleja algunas diferencias estructurales
que afectan la termoestabilidad. De hecho, estudios sefialan que usando técnicas como mutaciones
sitio dirigidas para la formacion de puentes disulfuro mejora la termoestabilidad de la fitasa (Lim
et al., 2000; Xing et al., 2023).

El efecto de los iones metalicos y de los agentes quelantes sobre la actividad enzimatica
mostrd respuestas contrastantes entre Fit KP y Fit EC (Figura 10). En ambos casos, la adicion de
Zn*" provoco una inhibicidn casi total de la actividad, lo cual coincide con lo que se ha descrito en
otras fitasas bacterianas y fungicas, donde este ion interfiere directamente con el sitio activo o con

la unién enzima-sustrato (Rao et al., 2008). Un hallazgo llamativo fue la fuerte estimulacion de la
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actividad cuando las proteinas se trataron con EDTA, ya que para Fit KP se increment6 hasta un
200 % y la de Fit EC cerca de un 400 % con respecto a la muestra control sin la presencia de
iones. Este comportamiento aparente de actividad con EDTA debe interpretarse con cautela, ya
que puede ser explicado porque el EDTA, al secuestrar los metales, mejora la disponibilidad del
fitato, eliminando inhibidores y evitando la formacion de complejos metal-fitato que reducen la
disponibilidad del sustrato libre (Wang et al., 2004; Wyss et al., 1999). No obstante, cabe
considerar que el EDTA podria estar interfiriendo con el método colorimétrico de deteccion de
fosforo libre. Nuestros ensayos incluyeron blancos con EDTA para restar posibles interferencias
en las mediciones, pero seria recomendable dializar la enzima para repetir el experimento y utilizar
un método alternativo de cuantificacion de fosforo inorganico. Por otro lado, la adicion de Ca** no
se observo diferencias respecto al control, sugiriendo que el mecanismo catalitico de Fit KP y
Fit EC no requiere a Ca**, en comparacion con fitasas como la de Bacillus, donde la actividad y
estabilidad estructural dependen estrechamente de este ion (Rao et al., 2008).

Este estudio presenta ciertas limitaciones principales que definen lineas claras para un
trabajo futuro. En primer lugar, la cuantificacion de fosfato mediante el ensayo colorimétrico
basado en la formacion del complejo fosfo-molibdato puede verse afectada por las interferencias
por agentes quelantes como EDTA u otros iones; aunque se incluyeron en el ensayo blancos con
EDTA, es importante repetir la medicion con un método alternativo no sensible a quelantes y
dializar. También, los perfiles de pH y temperatura describen solo dptimos instantaneos, es decir,
no se evalua la estabilidad temporal. Es necesario implementar incubaciones o curvas de
inactivacion para determinar la resistencia a la exposicion prolongada a condiciones extremas.

Finalmente, la localizacion peripldsmica se infirid in silico pero no se demostrd experimentalmente
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con las fracciones resultantes. Se propone usar un método de lisis como choque osmotico, ideal

para extraer el contenido periplasmatico y verificar mediante un gel SDS-PAGE.

3. Conclusiones

Este estudio integré de manera coherente el analisis in silico y la caracterizacion in vitro
para evaluar dos fitasas bacterianas recombinantes: Fit KP (Klebsiella pneumoniae) y Fit EC (E.
coli). Los andlisis computacionales confirmaron que ambas pertenecen a la familia de fosfatasas
acidas de histidina (HAP), con la sefial de exportacion y modelos estructurales consistentes.
También se logré expresar las proteinas en el sistema de vector pET-20b(+)/BL21(DE3),
implementando dos métodos de induccion. La purificacion mediante columnas de afinidad
HisTrap FF permitio recuperar enzimas con alta pureza y un aumento en la actividad especifica
con respecto a la fitasa control (Fit EC).

La caracterizacion bioquimica evidencid6 un pH optimo acido (4.0) y una temperatura
optima de 50 °C, parametros importantes que vuelven a la fitasa de K. pneumoniae adecuada en la
nutricién animal. Los ensayos con iones revelaron inhibicion por Zn*" y un incremento aparente
de la actividad con EDTA. Este ultimo hallazgo requiere de una verificacion metodologica futura.

En conjunto, ambas enzimas se perfilan como candidatas viables para aplicaciones
biotecnoldgicas. Sin embargo, se recomienda: (i) confirmar la localizacion periplasmica y
optimizar la expresion de la proteina; (i1) evaluar la estabilidad a largos periodos de tiempo bajo
pH y temperaturas extremas; (iii1) repetir la cuantificacion de fosfato con un método alternativo sin
interferencia con agentes quelantes; y (iv) explorar ingenieria de proteinas orientada a reforzar la

termoestabilidad y afinidad.
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Apéndices

Apéndice A. Gen de la fitasa de K. pneumoniae
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TACTGCCCCTCGAGT CACCAGTTGTTTCCCGCACGCCTTCCGGTCGTAATGGCGGTCGAGCCGGACGACGTCCGG
Gen K. pneumonias
DI V)T S S SO N - A TN N /TR A A 2 O S YO, /M N (O SO SO SIS S I SR S S .
&5 70 75 80 85 50 o5
GGATGCCCGACGGCGGAGTCGATATACGTGCGCGCCAGCCCGCTGCAGCGGACGCGAGCGACCGCCCAGGCGCTGGTGGATGGCGCCTTCCCCGE
1 : 1 1 : 1 1 + 1 . 1 + 1 . 1 1 366
T T T T t T T ¥ T t T T T t T T
CCTACGGGCTGCCGCCTCAGCTATATGCACGCGCGGTCG6GCGACGTCGCCTGCGCTCGCTGGCGG6TCCGCGACCACCTACCGCGGAAGGGGCC
Gen K. pneumonias
6 c p T A E s N A B QR R A QA D e A R R EG ——
160 105 110 115 120 125
CTGCGGCGTCGCTATCCATTATGTCAGCGGGGATGCCGATCCCCTGTTTCAGACCGACAAGTTCGCCGCCACGCAAACCGACCCCGCCCGCCAGE
1 " 1 1 3 1 1 M 1 1 : 1 M 1 M P
T ¥ T T + T T ¥ T T ¥ T ¥ T T
GACGCCGCAGCGATAGGTAATACAGTCGCCCCTACGGCTAGGGGACAAAGTCTGGCTGTTCAAGCGGCGGTGCGTTTGGCTGGGGCGGGCGGTCG

Gen K. pneumoniae

(il G A " S s T S il " Sl S, ) Sl R A T S . S S T S A~ S ) A ) —
130 FES 10 1as 150 155
TGGCGGCGG6TGAAAGAGAAGGCCGG6G6ATCTGEGCG6CAGCGTCGGCAGGCGCTGEG6CGCCG6ACCATCCAGCTATTGAAACAGGCGGTTTGTCAGGCC
Il 3 1 'l " 1 Il 3 1 n 1 3 'l 3 'l e 'l 570
T ol 1 1 2. 1 Ll L} T & T ] L] L} T = T
ACCGCCGCCACTTTCTCTTCCGGCCCCTAGACCGCGTCGCAGCCGTCCGCGACCGCGGCTGGTAGGTCGATAACTTTGTCCGCCAAACAGTCCGG
Gen K. pneumoniae
I ATEAT VK e KA D AT R R A AT EE G s NG A VIR I G =)
160 165 170 175 180 85 150
GATCTTCGATACCCCGTGGCAGGTCGAGCAGAGCAAAAGTGG6GAAGACCACCATTAGCGGACTGAGCGTGATGGCCAATAT
3 L 'l 3 L L 'l 1 3 'l 3 "
+ 1 T + t 1 t + t + + 665
CTAGAAGCTATGGGGCACCGTCCAGCTCGTCTCGTTTTCACCCTTCTG AATCGCCTGACTCGCACTACCGGTTATA
Gen K. pneumoniae
DI K URT NG R 1 D W QIR QI S IS G KT T, ST NG LT ST VT M A TN T ——
195 200 205 210 215 220
GGTGGAGACGCTGCG TGGAGTGAAAACCTGCCTCTCAGCCAGCTGGCGTGGGGCAAGATCACCCAGGCCAGGCAGATCAC
L 3 1 1 3 1 1 3 1 " ' 3 L " l
T T T T T T T bl T T T T T T T 750,
CCACCTCTGCGACGC ACCTCACTTTTGGACGGAGAGTCGGTCGACCGCACCCCGTTCTAGTGGGTCCGGTCCGTCTAGTG
Gen pneumoniae
W E 5 L R L G w S E N Ll » L S Q X A w G K I o Q A R Q I T A £ —
225 230 235 240 245 250
GAAAACTACGATCTGAGTAACGATGTGTTGTATACCGCGCAAAAACGCGGGTCGGTGCTG TCGATGGC
" 1 3 1 M 1 1 1 M o=
) T 8. L] L T L 1 1) T b 1 T &
CTTTTGATGCTAGACTCATTGCTACACAACATATGGCGCGTTTTTGCGCCCAGCCACGAC AGCTACCG
Gen K. pneumoniae
E N o D L s N D v B Y T A Q K R G S v E: = N A M L D G —
260 265 270 275 280 285
GAATCC TACGCTGGCTGCTGCTGGTGGCCCATGACACCAATATCGCCATGGTGCGCACGCTGATGAACTTTAGCTG
1 X . i 2 1 M : 1 X 1 : 1 _—
L & o L) \od T o) L] », T = 1] ¥ L] o) T
CTTAGG CATGCGACCGACGACGACCACCGGGTACTGTGGTTATAGCGGTACCACGCGTGCGACTACTTGAAATCGAC
Gen pneumoniae
v K P E A N P N v R w L 5 L v A H D T N I A ™M v R T L M N F S w —
350 255 300 305 310 315
GCAGCTGCCGGGCTACAGCCGGGGAAATATCCCGCCGGGCAGTAGCCTGG TGCTGGAGCGCTGGCGCAACGCGAAGAGCGGAGAACGCTATCTGE
1 : 1 1 M 1 : 1 1 : 1 + 1 N e
+ T + t + T + t + T + T + t + t + T +
CGTCGACGGCCCGATGTCGGCCCCTTTATAGGGCGGCCCGTCATCGGACCACGACCTCGCGACCGCGTTGCGCTTCTCGCCTCTTGCGATAGACG
Gen pneumoniae
O PG S S R N e P s S S T S S e R W RN A S RS S S G e Ry, I3 =
320 325 3% 335 340 345
G6GTCTATTTCCAGGCCCAGGGCCTCGACGACCTGCGTCGTCTGCAGACGCCGGACGCGC CCGATGCTGCGTCAGGAGTGGCATCAGCCG
3 1 i i 1 3 1 i 3 L 1 1 3 'l
t + t + t + 1 + t + t + + T + ) + t 1140
CCCAGATAAAGGTCCGGGTCCCGGAGCTGCTGGACGCAGCAGACGTCTGCGGCCTGCGEG GGCTACGACGCAGTCCTCACCGTAGTCGGC
Gen K. pneumoniae
R v v L2 TN, O - T S - - YO ST, S S, S S - SR A S - T VS - SO ; N I SO SO - SO S S | IO - Y ——
350 355 360 365 370 375 380
GGCTGCCGTCAGACCGACGTCGGTACGCTGTGTCCCTTCCAGGCGGCCATCACCGCGCTGGGTCAGCGTATCGACCGATCATCCGCCCCGGCGGT
1 3 L 'l ' 'l 3 'l 1 ' 'l 3 'l "
1235

T T T T T T T T T T T T T T * T t T t
CCGACGGCAGTCTGGCTGCAGCCATGCGACACAGGGAAGGTCCGCCGGTAGTGGCGCGACCCAGTCGCATAGCTGGCTAGTAGGCGGGGCCGCCA
Gen

neumoniae

G < R Q 1 o v 6 T G P F_Q A A 1 T A = S Q R 1 o R s s A P A v =
385 3%0 395 00 305 310
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BamHI
AGCCATGGTCCTGCCGCACCACCACCACCACCACtaaGGATCC 3’
SR eTPET Rateshvas aessssanss soovasend It
TCGG6TACCAGGACGGCGTGGTGGTGGETGETG6TGattCCTAGS 5"
Gen K. pneumonie [ oobdermdna ] [[Eema]
A M v L P H H H H H H a G s —

Apéndice B. Gen de la fitasa de Escherichia coli

caTatgaaatacctgctgccgaccgectgectgetggtctgctgectcctcgetgeccagecggcgatggCcCCAGAGTGAGCCGGAGCTGAAGCTGGA
1 1 3 1 3 1 3 1 ' i 3 1 3 1 3 1 1 ! 3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
GTAtactttatggacgacggectggcgacgacgaccagacgacgaggagegacggotcggecgetaccggGTCTCACTCGGCCTCGACTTCGACCT

Fitasa de E. coll

s E [ E L K L E

35 30

AAGTGTGGTGATTGTCAGTCGTCATGG6TGTGCGTGCTCCAACCAAGGCCACGCAACTGATGCAGGATGTCACCCCAGACGCATGGCCAACCTGG
1

c
i 1 M 1 " ' M 1 " 1 M 1 " L M 1 :

T

G

T ) T 1 T v T . T x T L T » T s T L
TTCACACCACTAACAGTCAGCAGTACCACACGCACGAGGTTGGTTCCGGTGCGTTGACTACGTCCTACAGTGGGGTCTGCGTACCGETTGGACC

Fitasa de E. coll

LHA S 1 S5 R H G Vv REATRIE KA g) e A P DA W W

35 10 as 50 55 60

CGGTAAAACTGGGTTGGCTGACACCGCGCGGTGGTGAGCTAATCGCCTATCTCGGACATTACCAACGCCAGCGTCTGGTAGCCGACGGATTGCTG
M 1 3 1 3 1 M 1 " i " 1 M 1 : 1 3 L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
GCCATTTTGACCCAACCGACTGTGGCGCGCCACCACTCGATTAGCGGATAGAGCCTGTAATGGTTGCG6TCGCAGACCATCGGCTGCCTAACGAC

Fitasa de E. coli
P Vv K L G w L T P R G G €& L 1 A Y L G H Y Q R Q R L 2 A o G L L
65 70 75 80 85 50 95

GCGAAAAAGGGCTGCCCGCAGTCTGGTCAGGTCGCGATTATTGCTGATGTCGACGAGCGTACCCGTAAAACAGGCGAAGCCTTCGCCGCCGGGCT
L 3 1 i L 1 1 3 L 3 1 3 1 3 L 3 1 5 1

T b 1 v 1 v T v T b4 T v T v T v T bl
CGCTTTTTCCCBACGG6CGTCAGACCAGTCCAGCGCTAATAACGACTACAGCTGCTCGCATGGGCATTTTGTCCGCTTCGGAAGCGGCGGCCCGA

A K K G C P Q s I O 1 1 A D Vv D E ST 3 T G E A F A A G L

100 105 110 115 120 125

GGCACCTGACTGTGCAATAACCGTACATACCCAGGCAGATACGTCCAGTCCCGATCCGTTATTTAATCCTCTAAAAACTGGCGTTTGCCAACTGE
M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M L

+ T + T + T + T t T + T t T + T + T 1
CCG6TGGACTGACACGTTATTGG6CATGTATGGGTCCGTCTATGCAGGTCAGGGCTAGGCAATAAATTAGGAGATTTTTGACCECAAACGGTTGACE

ATAACGCGAACGTGACTGACGCGATCCTCAGCAGGGCAGGAGGGTCAATTGCTGACTTTACCGGGCATCGGCAAACGGCGTTTCGCGAACTGGAA
i i 1 1 i 1 L 1 1

3 1 M M M 3 + " M :

T . T bt T b T b T b L od T . Ll ¥ T b T
TATTGCGCTTGCACTGACTGCGCTAGGAGTCGTCCCGTCCTCCCAGTTAACGACTGAAATGGCCCGTAGCCGTTTGCCGCAAAGCGCTTGACCTT

o L S T i S T 1 P R A G G S 1 A D F T G T VIR« R [ L E

160 165 170 175 180 185 190

C6GGTGCTTAATTTTCCGCAATCAAACTTGTGCCTTAAACGTGAGAAACAGGACGAAAGCTGTTCATTAACGCAGGCATTACCATCGGAACTCAA
1 1 i 1 1 1 1 1 i 1l i 1 1 1 i 1 3 L 1

t T + T + T + T T T + T t T + T + T
GCCCACGAATTAAAAGGCGTTAGTTTGAACACGGAATTTGCACTCTTTGTCCTGCTTTCGACAAGTAATTGCGTCCGTAATGGTAGCCTTGAGTT

Fitasa de E. coll

R Vv L N FE P Q S N G BTG RIEE K Q D E s c s EET Q A L P s £ LK

195 200 205 210 215 220

GGTGAGCGCCGACAATGTCTCATTAACCGGTGCGGTAAGCCTCGCATCAATGCTGACGGAGATATTTCTCCTGCAACAAGCACAGGGAATGCCGE

CCACTCGCGGCTGTTACAGAGTAATTGGCCACGCCATTCGGAGCGTAGTTACGACTGCCTCTATAAAGAGGACGTTGTTCGTGTCCCTTACGGCC

Fitasa de E. coll

v S A D N v S L T G A v S L A S M L 54 € 1 F L L Q Q A Q G M P

225 230 235 240 245 250

AGCCGGGGTGGGGAAGGATCACCGATTCACACCAGTGGAACACCTTGCTAAGTTTGCATAACGCGCAATTTTATTTGCTACAACGCACGCCAGAG
. 1 i L i 1 ' 1 . 'l 3 L 1 1 3 1 3 L i

+ T + T + T + T + T + T t T + T + T 1
TCGGCCCCACCCCTTCCTAGTGGCTAAGTGTGGTCACCTTGTGGAACGAT TCAAACGTATTGCGCGTTAAAATAAACGATGTTGCGTGCGGTCTC

Fitasa

E P G W G R {6y D S H Q W N T L L s L H N A Q ERY: L EGN N S P E

255 260 265 270 275 280 285

GTTGCCCGCAGCCGCGCCACCCCGTTATTAGATTTGATCAAGACAGCGTTGACGCCCCATCCACCGCAAAAACAGGCGTATGGTGTGACATTACE
1 " 1 M 1 M 1 M 1 i i " 1 i 1L M 1 "

T b T v T v T v T b T Lk T b T v T bl
CAACGGGCGTCGGCGCG6TGG6GCAATAATCTAAACTAGTTCTGTCGCAACTGCGGG6TAGGTGGCGTTTTTGTCCGCATACCACACTGTAATGG

de E. col

v A R s R A aF P L L D L 1 K T A L ¥ P H R P Q K Q A Y G v % L P

290 295 300 305 310 315

CACTTCAGTGCTGTTTATCGCCGGACACGATACTAATCTGGCAAATCTCGGCGGCG6CACTGGAGCTCAACTGGACGCTTCCCGGTCAGCCGGATA
3 1 3 1 3 1 3 1 3 1 3 L 3 1 3 L 3 L "

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
GTGAAGTCACGACAAATAGCGGCCTGTGCTATGATTAGACCGTTTAGAGCCGCCGCGTGACCTCGAGTTGACCTGCG6AAGGGCCAGTCGGCCTAT

ACACGCCGCCAGGTGGTGAACTGGTGTTTGAACGCTGGCG6TCGGCTAAGCGATAACAGCCAGTGGATTCAGGTTTCGCTG6TCTTCCAGACTTTA
1 1

T b T v T ¥ T v T T T v T v T bl
TGTGCGGCGGTCCACCACTTGACCACAAACTTGCGACCGCAGCCGATTCGCTATTGTCGGTCACCTAAGTCCAAAGCGACCAGAAGGTCTGAAAT

Fitasa de E. coll

N 3 P I G G E L ¢ F E R w R R L S o N S Q w 1 Q v S L v F Q 2 L

350 355 360 365 370 375 380

CAGCAGATGCGTGATAAAACGCCGCTGTCATTAAATACGCCGCCCGGAGAGGTGAAACTGACCCTGGCAGGATGTGAAGAGCGAAATGCGCAGGG
M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 N 1 M 1 M 1 M L

t T t T + T + T t T + T t T 4 T t T 1
GTCGTCTACGCACTATTTTGCGGCGACAGTAATTTATGCG66CGGG6CCTCTCCACTTTGACTGGGACCGTCCTACACTTCTCGCTTTACGCGTCCC

Fitasa de E. coll

Q Q M R D K T P L S L N T P & G E v K L LB L A G < E E R N A Q G

385 390 395 200 405 310

95

190

1140

1235

62
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CATGTGTTCGTTGGCAGGTTTTACGCAAATCGTGAATGAAGCACGCATACCGGCGTGCAGTTTGCACCACCACCACCACCACTAAGGATCC 3’
L 3 1 . L 3 L i L i L 3 L L 1 3 1 i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T see 1326
GTACACAAGCAACCGTCCAAAATGCGTTTAGCACTTACTTCGTGCGTATGGCCGCACGTCAAACGTGGTGGTGGTGGTGGTGATTCCTAGG 38
Fitasa deE. coll 10 o ina_ ] [CEama ]
" (4 s L A G F ¥ Q 1 v N E A R 1 P A 4 s L H H H H H H a G s —_
a1s 420 £ 30 £ 310

Apéndice C. Validacion de los modelos resultantes de Fit KP y Fit EC, mediante las herramientas
ProSA web

A. B.

Z-Score:  -9.22 Z-Score: -9.73
10 10
Xeray Xeray
. NVR . NVR
5 5
0 0
H g
] -5 ¥ -5
~N ~N
. »
-10 -10
.. ! e ]
] ]
-15 -15
=20 =20
] 200 400 €00 800 1000 0 200 400 600 E00 1000
Number of residues Number of residues

Nota. Validacion con ProSA-web. El punto negro marca el modelo predicho A. Fit KP, Z-score =

—9.22 y B. Fit EC, Z-score =—9.73.
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Apéndice D. Validacion de los modelos resultantes de Fit KP y Fit EC, mediante la herramienta

Verity 3D

A.

] Averaged Score [ Raw Score

1.0

~ ~ . P \ >

NERE P PN R A ‘i\o A SR oF ‘L:fg/ RS AP S R O AP L RC g g )

o U LT Q7 S S A S S N R A L, 2, VR, DR, L K L S B0 W
B.
——1 Averaged Score [ Raw Score
1.5
oo .
°® P = o - . - . = o & ° ° e = % = e o e o
10 . . . .

B . A . e | : ae| - N ‘ad .
wal e . . ‘. c s <. . . . . -
° ° . . s o d " . . -
1.0 :
N A N > AN A A A A
S T T S E T I EFS T TS T T LT T T LI PLIFFSE &
NN NN NURT R N T R T D 0 0 e D >
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Nota. Se Validacion local por Verify3D. A) Fit KP y B) Fit EC. 90.75 % para Fit KP y 85.58 %

para Fit EC,

Apéndice E. Diagrama de Ramachandran del modelo 3D de Fit KP
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PROCHECK

Ramachandran Plot
Saves

1 s

Psi (degrees)

b

0 45 90 135
Phi (degrees)

Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 323 93.9%
Residues in additional allowed regions [a.b,l.p] 20 5.8%

Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1~p] 1 0.3%

Residues in disallowed regions 0 0.0%

Number of non-glycine and non-proline residues 344 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2

Number of glycine residues (shown as triangles) 29

Number of proline residues 25

Total number of residues 400

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.
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Apéndice F. Diagrama de Ramachandran del modelo 3D de Fit EC

PROCHECK

Ramachandran Plot
Saves

Total number of residues

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms

and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected

to have over 90% in the most favoured regions.

S
~b
b
~1
1
- e
7}
5 — m A ’—l
-
5 Y
o A
N
. v
17}
=¥ A
-90 +— . —
b = g ‘
-135- A | P
b | | o
~b
. , | ||
T I- T T | T
-180  -135 -90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)
Plot statistics
Residues in most favoured regions [A.B,L] 332 93.3%
Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 24 6.7%
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~1.~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 356 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 29
Number of proline residues 29
416

Apéndice G. Clones positivos con actividad fitasa

67
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Nota. Se realiz6 un andlisis cualitativo de la actividad fitasa de fit K. pneumoniae y fit_E. coli en

un medio SpM con BCIP como indicativo.

Apéndice H. Purificacion y concentracion de la fitasa usando un Amicon
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KDa EC EC FS FS pET FIT FIT FIT

MW IN NO IN IN NR PURI PURI PURI
250 —
180—
130—
95_
72 —
58 —
43 —

Nota. La enzima purificada se concentr6é usando un filtro de centrifuga Amicon Ultra-4 (30K

MWCO, Millipore) y se visualiz6 en un gel 12 % SDS-PAGE.
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Apéndice I. Cromatograma de purificacion por afinidad de la fitasa de Klebsiella pneumoniae en

el sistema AKTA pure

Fitasa KP 001
maU — UV 1_280
650 = Cond

m—=ConcB
2500

2000

1500

1000

, - L mnbemmn
L anroraoy

Elution

] 1 1 g 1 1,31 1 4 1 1y

220 10 0 10 20 30 mi

Nota. Purificacion en columna HisTrap FF 5 mL (Cytiva). Buffer de union : 50 mM Tris-HCl, 0.5
M NacCl, 20 mM imidazol, pH 7.4. Elucion con gradiente de imidazol hasta llegar a 500 mM. La
absorbancia A280 (linea azul); la conductividad (linea naranja); la concentracion del buffer de

elucion o B (linea verde). Las fracciones de elucion se recolectaron y se evaluaron por SDS-PAGE.
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Apéndice J. Cromatograma de purificacion por afinidad de la fitasa de Escherichia coli en el

sistema AKTA pure

Fitasa E.coli 04-06 001

. s Y/ 1_280
= Cond
3000+ ——=(oncB
e )\ 2254
2500-
2000-
1500- \
1000-
500
"
1 2347
& ~Fepaitibration i
20 10 0 10 20 30 0 M

Nota. Purificacion en columna HisTrap FF 5 mL (Cytiva). Buffer de union: 50 mM Tris-HCI, 0.5
M NacCl, 20 mM imidazol, pH 7.4. Elucion con gradiente de imidazol hasta llegar a 500 mM. La
absorbancia A280 (linea azul); la conductividad (linea naranja); la concentracion del buffer de

elucion o B (linea verde). Las fracciones de elucion se recolectaron y se evaluaron por SDS-PAGE.



