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DESCRIPCION
Procedimientos y composiciones para reducir el impacto ambiental de residuos animales

La presente invencién proporciona procedimientos para reducir el impacto ambiental de los residuos animales. En
particular, la invencién proporciona procedimientos que comprenden administrar a un animal una enzima que es
eficaz para reducir la cantidad de un compuesto perjudicial presente o liberado de los residuos animales, y
composiciones adecuadas para su uso en dichos procedimientos. También se proporciona un procedimiento para
aumentar la digestion de fosforo en un animal.

Los residuos animales pueden contener o liberar uno o mas compuestos que tienen un efecto perjudicial, tal como
un efecto perjudicial en el animal, en otros animales, en los seres humanos o en el medio ambiente. Uno de dichos
compuestos en el amoniaco (NH3). Otro de dichos compuestos en el fésforo (P).

El amoniaco atmosférico puede tener efectos adversos en el medio ambiente, asi como en el rendimiento de la
produccién animal, la salud y el bienestar. La generacién y emision de amoniaco en, por ejemplo, la cria de aves de
corral, se debe principalmente a la descomposicidon microbiolégica de los residuos de aves de corral. Los niveles de
amoniaco tan bajos como 50 ppm pueden ser perjudiciales para las aves de corral, y esos niveles bajos pueden
pasar desapercibidos. La exposicién al amoniaco a 50 ppm puede contribuir a que el 5-10 % de las aves sean
enanas, y puede asociarse con una pérdida de 227 gramos de carne por ave y/o una pérdida de 8 puntos de
conversion de pienso.

Por lo tanto, existe la necesidad de procedimientos para reducir la cantidad de un compuesto perjudicial presente o
liberado de los residuos animales, tal como la reduccién del contenido de amoniaco y/o fésforo de los residuos
animales.

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan procedimientos para reducir el impacto ambiental de los
residuos animales, que comprenden administrar a un animal una cantidad eficaz de una enzima que reduce la
cantidad de un compuesto perjudicial presente o liberado de los residuos animales. De acuerdo con algunas
realizaciones, se proporcionan procedimientos para reducir la cantidad de amoniaco en los residuos animales, que
comprenden administrar a un animal una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de amoniaco
presente o liberado de los residuos animales. De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan
procedimientos para reducir la cantidad de fésforo en los residuos animales, que comprenden administrar a un
animal una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de fésforo presente o liberado de los residuos
animales. También se proporciona un procedimiento para aumentar la digestion de fésforo en un animal, que
comprende administrar una cantidad eficaz de fosfatasa alcalina al animal.

De acuerdo con cualquiera de estos procedimientos, la enzima se puede administrar por via oral.
De acuerdo con cualquiera de estos procedimientos, la enzima se puede ser fosfatasa alcalina.
De acuerdo con cualquiera de estos procedimientos, el animal puede ser un animal avicola o porcino.

De acuerdo con cualquiera de estos procedimientos, la enzima se puede administrar durante una o mas de la fase
de iniciacion, la fase de crecimiento y/o la fase de finalizacion.

De acuerdo con cualquiera de estos procedimientos, la enzima puede formularse en piensos para animales, tal como
un pienso de iniciacién, un pienso de crecimiento o un pienso de finalizacién.

De acuerdo con cualquiera de estos procedimientos, la enzima puede formularse en un aditivo de pienso para
animales.

De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan composiciones adecuadas para la administracion oral a un
animal, que comprenden una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de un compuesto perjudicial
presente o liberado de los residuos animales. De acuerdo con algunas realizaciones, se proporcionan composiciones
adecuadas para la administracion oral a un animal, que comprenden una cantidad eficaz de una enzima que reduce
la cantidad de amoniaco presente o liberado de los residuos animales. De acuerdo con algunas realizaciones, se
proporcionan composiciones adecuadas para la administraciéon oral a un animal, que comprenden una cantidad
eficaz de una enzima que reduce la cantidad de fésforo presente o liberado de los residuos animales.

De acuerdo con cualquiera de estas composiciones, la composicion puede comprender un portador aceptable por
via oral para la enzima.

De acuerdo con cualquiera de estas composiciones, la enzima se puede ser fosfatasa alcalina.
Cualquiera de estas composiciones puede ser adecuada para la administracion a aves de corral o cerdos.

Cualquiera de estas composiciones puede ser un pienso para animales, tal como una dieta de iniciacién, una dieta
de crecimiento o una dieta de finalizacion, o puede ser un aditivo de piensos para animales.
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Como se usa en el siguiente analisis, los términos "un" o "uno" deben entenderse que abarcan uno o mas, a menos
que se especifique lo contrario.

Como se usa en el presente documento, el término "animal" se refiere a cualquier animal, incluidos los seres
humanos y otros animales, incluidos los animales de compania tales como perros y gatos, ganado, tales como vacas
y otros rumiantes, bufalos, caballos, ganado porcino (p. €j., cerdos o chanchos), ovejas, aves o aves de corral (p. €j.,
pollos, patos, pavos y gansos) y animales de acuicultura (p. €j., peces, camarones y anguilas). Un animal joven es
un animal que pertenece a la categoria de iniciacion (o preiniciacion) o crecimiento. Preferentemente, el animal joven
pertenece a la categoria de iniciacion (o preiniciacion). Para los cerdos, un animal de menos de 25 kilogramos
también se considera un animal joven.

En el presente documento se describen procedimientos que comprenden administrar a un animal una enzima que es
eficaz para reducir la cantidad de un compuesto perjudicial presente o liberado de los residuos animales, tal como el
amoniaco (NHs3) o el fésforo (P), y composiciones adecuadas para su uso en dichos procedimientos. Los
procedimientos ofrecen un nimero de ventajas en el contexto de la produccién animal, incluida la produccion avicola
y porcina. Por ejemplo, los procedimientos pueden ofrecer ventajas tales como la reduccion de la entrada de fosfato
en un sistema de producciéon animal, la disminucién de amoniaco en el estiércol animal, la reduccién de los
requisitos de aire de ventilacion para diluir la concentracion de amoniaco en interiores en el alojamiento de los
animales (y los ahorros de energia asociados), y la menor necesidad de tratar mas gases de escape.

Aunque sin desear quedar ligado a teoria alguna, los resultados que se presentan a continuacion indican que los
procedimientos descritos en el presente documento pueden ayudar a los animales (como los pollos de engorde
jovenes) a utilizar y digerir el fosforo que esta presente en sus dietas, lo que a su vez puede conducir a una mejor
tasa de crecimiento y menos pérdida de nutrientes por excrecion. Ademas, o como alternativa, los procedimientos
descritos en el presente documento pueden disminuir la emisién de NH3; debido a que los tratamientos con enzimas
pueden aumentar el metabolismo y el crecimiento de poblaciones bacterianas favorables en el intestino, de modo
que una mayor cantidad del exceso de nitrégeno en la dieta permanece en el estiércol como proteina bacteriana en
lugar de acido urico, que tipicamente se degrada y se emite como NHs. Ademas, tanto el pH mas bajo y el menor
contenido de nitrégeno en el estiércol de los animales tratados pueden disuadir y evitar la formacién de NH3; gaseoso
en el estiércol y reducir la emision del NHs. La relacion entre el pH y la degradacion de acido urico (la principal fuente
de nitrogeno en el estiércol de aves de corral) se ha presentado de tal manera que un aumento brusco del pH puede
estar asociado con una disminucion en el contenido de acido Urico del estiércol de aves de corral. Elliot y Collins,
1982, Transactions of ASAE 25: 413-24, indicaron que un pH alto en el estiércol almacenado daria como resultado la
mayoria de la pérdida de nitrgeno como NHs. Ademas, la reduccion del contenido de fésforo de los residuos
animales puede afectar otras propiedades del estiércol, tal como la flora bacteriana.

En realizaciones especificas, la enzima es fosfatasa alcalina (FA) (EC 3.1.3.1). Las fosfatasas alcalinas se producen
en organismos procariéticos y eucariéticos, incluidos los mamiferos (incluyendo los seres humanos). Por ejemplo, la
fosfatasa alcalina esta presente de forma natural en la leche materna y en los intestinos, y desempefia un papel
clave en la digestion y la regulacién de la digestion. La fosfatasa alcalina se ha estudiado para su uso en contextos
terapéuticos (p. €j., el tratamiento del cancer, la diabetes y la pérdida de peso). La comparacion de las estructuras
primarias de diversas fosfatasas alcalinas mostré un alto grado de homologia (25-30 % de homologia entre E. coli y
mamiferos). Millan, 1988 Anticancer Res. 8, 995-1004; Harris, 1989 Clin. Chim. Acta 186, 133-150. La familia de la
fosfatasa alcalina incluye las FA especificas de tejido (FA placentariA (FAPL), FA de células germinales (FACG) y
FA intestinal (FAI »y las FA no especificas de tejido (FAnT) que se encuentran principalmente en el higado, rifidén y
huesos. La patente de los EE.UU. n.° 6.884.602 indica la expresién de fosfatasa alcalina en levaduras. Cientos de
fosfatasas alcalinas microbianas han sido descritas. Véase, por ejemplo, BRENDA: The Comprehensive Enzyme
Information System, http://www.brenda-enzvmes.orglphp/result flat.php4?ecno=3.1.3.1. Ademas, los organismos
pueden disefiarse por ingenieria para producir enzimas con propiedades deseadas, tales como el aumento de la
actividad. Véase, por ejemplo, Du y col. J. Mol. Biol. 316: 941-53 (2002); Dealwis y col., Biochem. 34: 13967-73
(1995); Koutsioulis y col., Protein Eng'g Design & Selection 21: 319-27 (2008).

La invencion también proporciona una fosfatasa alcalina de la SEQ ID NO: 1, o una fosfatasa alcalina que tiene al

menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1. La siguiente es la SEQ ID NO: 1:
VNKLLKGLAIGGIVLAVVSAGTLAVAKENASRAESSNGQSKNLIVLIGDGMGPAQVSAARYFQQHKNNINSLNLDPYYVG
QATTYADRGEDGGHIVSGIVTSSASAGTAFATGNKTYNAAISVSNEDVSRPFASVLEAAELSGKSTGLVTTARITHATPA
VYASHVRSRDNENAIAFQYLDSGIDVLLGGGESFFVTKEEKGKRNDKNLLPEFEAKGYKVVKTGQSLKSLSAKDAKVLGL
FGGSHIAYVPDRSDETPSLAEMTSKALEILSTNENGFAIMIEGGRIDHAGHANDFPTMVQEALDFDEAFKVAIDFAKKDG
NTSVVVTADHETGGLSLSRDNIYELNVDLWNKQKNSSESLVSALNEAKTIADVKKIVSDNTWITDLTNEEAQYILDGDGS
SYKREGGYNAVISKRLLYVGWSGHGHSAVDVGVWAYGPIADKVKGQIDNTRIATASAEVLGVDLKKATADLQSKYLYPKFK
INRNKEVLFPAKPLAEALGGKYQAANGTATISGMSGTITVDLNAKKAKLSGNSSSITIDVDNDVLYLPLTAFSQITGQTL
KWDALSERIMLK
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La invencion también proporciona fosfatasas alcalinas que tienen al menos 96, 97, 98 o 99 % de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1. La invencién también proporciona composiciones que contienen al menos una de
las fosfatasas alcalinas anteriores, asi como procedimientos de uso de dicha fosfatasa alcalina para reducir la
cantidad de uno o mas compuestos perjudiciales presentes o liberados de los residuos animales, aumentar la tasa
de conversion de pienso para animales, aumentar la eficiencia de pienso para animales, y/o aumentar la tasa de
crecimiento animal.

La identidad de secuencia se refiere a una secuencia que tiene un porcentaje especifico de restos de aminoacidos
que son iguales (es decir, comparten al menos 70 % de identidad, por ejemplo), cuando se comparan y alinean para
obtener una correspondencia maxima en una ventana de comparacion, o region designada medida usando
algoritmos de comparacion de secuencias o mediante alineacion manual e inspeccion visual.

En realizaciones especificas, los procedimientos comprenden administrar a un animal una cantidad de una enzima,
tal como fosfatasa alcalina, eficaz para reducir la cantidad de amoniaco (NH3;) o fosforo presente o liberado de los
residuos del animal. La cantidad puede variar dependiendo del animal, la dieta del animal y otros factores, y los
expertos en la técnica pueden determinarla facilmente usando procedimientos conocidos en la técnica e ilustrados
en los ejemplos. Por ejemplo, la cantidad de amoniaco (NH3) y/o fosforo presente o liberado de los residuos
animales cuando los animales dados se desarrollan en condiciones dadas puede medirse y compararse con el
presente o liberado de los residuos animales de animales desarrollados en condiciones comparables, pero también
administrarse una cantidad de la enzima, tal como la fosfatasa alcalina. (En este sentido, puede ser ventajoso
comparar animales tratados y de control de la misma edad, ya que las propiedades del estiércol pueden cambiar con
la edad, como se analiza en los ejemplos a continuacién). Una disminucion en el amoniaco de estiércol (NH3) y/o el
contenido o liberacién de fésforo asociada con la administracion de la enzima indica que se administré una cantidad
efectiva de enzima.

La enzima tipicamente se administra por via oral. Sin embargo, la invencién también abarca realizaciones en las que
la enzima se administra por otras vias a los intestinos o tracto digestivo, de acuerdo con practicas conocidas, tales
como a través de supositorios.

La enzima puede proporcionarse en cualquier forma adecuada para la administraciéon oral, tal como liquido, sélido,
polvo, gel, etc. La enzima puede administrarse sola o puede formularse en cualquier composicion adecuada para la
administracion oral. En algunas realizaciones, la composicion que es adecuada para la administracion oral se
reconoce generalmente como segura para la administracion oral a un animal. Por ejemplo, una composiciéon que es
adecuada para la administracion oral puede contener solo ingredientes, y cantidades de dichos ingredientes, que
generalmente se reconocen como seguros para la administracion oral a un animal, y no contiene ningun ingrediente
o cantidad de dichos ingredientes, que generalmente no se reconocen como seguros para la administracion oral a un
animal. Ademas, o como alternativa, una composicién que es adecuada para la administracion oral solo contiene
ingredientes y cantidades de dichos ingredientes, que estan permitidos, o que no estan prohibidos, para la
administracion oral a un animal, y no contiene ningun ingrediente, o cantidades de dichos ingredientes, que no estan
permitidos, o que estan prohibidos, para la administracién oral a un animal.

En algunas realizaciones, la composicion comprende un portador aceptable por via oral para la enzima. Como se
usa en el presente documento, "portador aceptable por via oral" incluye cualquier portador fisioldgicamente
aceptable adecuado para la administraciéon oral. Los portadores aceptables por via oral incluyen, sin limitacion,
composiciones de pienso para animales, composiciones acuosas y composiciones liquidas y solidas adecuadas para
su uso en productos de pienso para animales y/o para la administracion oral a un animal, incluyendo aditivos de
piensos para animales liquidos y sdlidos. Los portadores adecuados son conocidos en la técnica, e incluyen los
descritos en la patente de los EE.UU. n.° 6.780.628.

En algunas realizaciones, la composicion es un pienso para animales. Como se usa en el presente documento, la
expresion "pienso para animales" tiene su significado convencional en el campo de la cria de animales. Por ejemplo,
el pienso para animales incluye materiales comestibles que el ganado consume por su valor nutricional. El pienso
para animales incluye raciones de pienso, por ejemplo, composiciones que cumplen con los requisitos nutricionales
de un animal, y también incluyen composiciones que no cumplen con los requisitos nutricionales de un animal. En
algunas realizaciones, el pienso para animales es un pienso de iniciacion, formulado para su uso durante el periodo
de iniciacién. En otras realizaciones, el pienso para animales es un pienso de crecimiento, formulado para su uso
durante el periodo de crecimiento. En otras realizaciones, el pienso para animales es un pienso de finalizacién usado
en el periodo de finalizacion.

En ejemplos especificos de una realizacién de pienso para animales, la cantidad de enzima (tal como la fosfatasa
alcalina) es de al menos aproximadamente 10.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU.,
Al menos aproximadamente 15.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 20.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 25.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 30.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 35.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 40.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
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aproximadamente 45.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 50.000 unidades internacionales (Ul) por tonelada de pienso de EE. UU., al menos
aproximadamente 60.000 Ul por tonelada de pienso, al menos aproximadamente 70.000 Ul por tonelada de pienso,
al menos aproximadamente 80.000 Ul por tonelada de pienso, al menos aproximadamente 90.000 Ul por tonelada
de pienso, al menos aproximadamente 100.000 Ul por tonelada de pienso, al menos aproximadamente 200.000 Ul
por tonelada de pienso, al menos aproximadamente 500.000 Ul por tonelada de pienso, o al menos
aproximadamente 3.000.000 Ul por tonelada de pienso o superior.

En algunas realizaciones, la cantidad de enzima esta en el intervalo de aproximadamente 25 a aproximadamente 75
MU/tonelada (MU = 124.000 Ul). En algunas realizaciones, la cantidad de enzima es de al menos aproximadamente
2 MU/tonelada (240.000 Ul /tonelada o 264 Ul/kg).

En otros ejemplos especificos de realizaciones de piensos para animales, la cantidad de enzima (tal como la
fosfatasa alcalina) es de al menos aproximadamente 10 Ul/kg de piensoal menos aproximadamente 15 Ul/kg de
pienso, al menos aproximadamente 20 Ul/kg de pienso, tal como al menos 20 Ul/kg de pienso, al menos de 25 Ul/kg
de pienso, al menos 30 Ul/kg de pienso, al menos 35 Ul/kg de pienso, al menos de 40 Ul/kg de pienso, al menos de
45 Ul/kg de pienso, al menos 50 Ul/kg de pienso, al menos 550 Ul/kg o mas.

Por lo tanto, en algunas realizaciones, la invencion proporciona un pienso para animales que comprende una
cantidad de una enzima, tal como fosfatasa alcalina, que es eficaz para reducir la cantidad de un compuesto
perjudicial, tal como amoniaco (NHs) y/o fosforo, presente o liberado de los residuos animales, y/o para aumentar la
digestion de fésforo.

La composicion del piensopuede prepararse por procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, la enzima se
puede afiadir a los otros ingredientes del piensoen cualquier etapa durante el procedimiento de fabricacion, segun lo
consideren apropiados los expertos en la técnica. En una realizacion, la enzima se proporciona como una solucién,
tal como un concentrado de enzima liquido que se afiade a otros ingredientes del pienso durante el procedimiento de
fabricacion. Como alternativa, una solucién que contiene enzima se pulveriza sobre una forma sustancialmente final
del pienso animal. En otra realizacion, la enzima se proporciona como una composicion solida (como un polvo), tal
como una composicion solida que se afiade a otros ingredientes del piensodurante el procedimiento de fabricacion.
Los procedimientos ejemplares para la fabricacion de piensosque contienen enzimas se describen en el documento
WO 97/41739.

En algunas realizaciones, la composicion es distinta de un pienso para animales. Por ejemplo, la composicién puede
ser una composicion liquida distinta de un piensopara animales o una composicion solida distinta de un pienso para
animales. Dichas composiciones pueden ser adecuadas para la administraciéon directa a un animal o pueden usarse
como aditivos para piensos (p . €j., afiadidos a los piensos antes de la alimentacion) o un suplemento alimenticio
(incluidos los suplementos que se diluyen con otros componentes de los piensos antes de la alimentacion y los
suplementos que se ofrecen a un animal en una eleccion libre, por separado). Ejemplos de una composicion liquida
distinta de un pienso para animales incluyen concentrados de enzimas liquidas, que incluyen concentrados de
enzimas liquidas que tipicamente se diluyen o combinan con otros ingredientes antes de la administracién oral a un
animal.

En realizaciones en las que la composicién es una composicién liquida distinta de un pienso para animales, tal como
una solucién enzimatica, la composicién o solucién liquida puede comprender una enzima (tal como la fosfatasa
alcalina) en una cantidad que sea de al menos aproximadamente 40.000 unidades internacionales (Ul) por litro de
solucion, tal como de al menos 40.000 Ul/I, al menos 50.000 Ul/I, al menos 60.000 Ul/I, al menos 70.000 Ul/I, al
menos 80.000 Ul/I, al menos 90.000 Ul/I, al menos 100.000 Ul/I, al menos aproximadamente 500.000 Ul/I, al menos
aproximadamente 600.000 Ul/I, al menos aproximadamente 700.000 Ul/I, al menos aproximadamente 800.000 Ul/I,
al menos aproximadamente 900.000 Ul/l, al menos aproximadamente 1.000.000 Ul/I, al menos aproximadamente
2.000.000 UI/1, al menos aproximadamente 5.000.000 Ul/I, o al menos aproximadamente 200.000.000 Ul/I.

En algunas realizaciones, una cantidad de composicion liquida distinta de un pienso para animales, tal como
aproximadamente 500 ml o 1000 ml de solucién, se aplica o se combina con una cantidad de pienso, tal como a una
tonelada de pienso, para llegar a las formulaciones de piensos con los niveles de enzimas descritos anteriormente.
En otras realizaciones, una cantidad de composicién liquida distinta de un piensopara animales se aplica o se
combina con una cantidad de pienso para preparar un pienso para animales con una cantidad de enzima eficaz para
reducir la cantidad de un compuesto perjudicial, tal como amoniaco (NHs) y/o fésforo, presente o liberado de los
residuos animales, y/o para aumentar la digestion de fosforo.

En realizaciones en las que la composicién es una composiciéon sélida distinta de un pienso para animales, la
composicion puede comprender una enzima (tal como la fosfatasa alcalina) en una cantidad que sea de al menos
aproximadamente 40.000 Ul/kg, tal como de al menos 40.000 Ul/kg, al menos 50.000 Ul/kg, al menos 60.000 Ul/kg,
al menos 70.000 Ul/kg, al menos 80.000 Ul/kg, al menos 90.000 Ul/kg, al menos 100.000 Ul/kg, al menos 120.000
Ul/kg, al menos 140.000 Ul/kg, al menos 160.000 Ul/kg, al menos 180.000 Ul/kg, al menos 200.000 Ul/kg, o al
menos 60.000.000 Ul/kg o mas.
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En algunas realizaciones, una cantidad de una composicion sélida distinta de un pienso para animales se aplica o se
combina con una cantidad de piensopara llegar a formulaciones de piensos con niveles de enzimas descritos
anteriormente. En otras realizaciones, una cantidad de composiciéon soélida distinta de un pienso para animales se
combina con una cantidad de pienso para preparar un pienso para animales con una cantidad de enzima eficaz para
reducir la cantidad de un compuesto perjudicial, tal como amoniaco (NHs) y/o fésforo, presente o liberado de los
residuos animales, y/o para aumentar la digestion de fosforo.

En otras realizaciones, la enzima se proporciona en forma de capsula o comprimido para la ingestion oral.

Como es convencional en la técnica, el término "UI" o "unidad internacional” se refiere a una cantidad de enzima que
catalizara la transformacion de 1 micromol del sustrato por minuto en condiciones que sean 6ptimas para la enzima.
Como se usa en el presente documento, "MU" (millones de unidades de Chemgen) = 120.000 UI. Los equivalentes
en peso (1 Ul = 8,33 U ChemGen) para muchas enzimas son conocidos en la técnica y se pueden determinar
usando ensayos convencionales. Como se conoce en la técnica, la seleccion de tampones y/o sustratos puede
afectar las unidades medidas. Los ensayos convencionales para la actividad de la fosfatasa alcalina son conocidos
en la técnica. Véase, por gjemplo, Davidson, Enzyme Microb. Techno1. 1: 9-14 (1979); Gonzalez-Gil y col., Marine
Ecol. Prog. Ser 164: 21-35 (1998); Sekiguchi y col., Enzyme Microb. Technol. 49: 171-76 (2011); Simpson y col.,
Promega Notes 74: 7-9.

En una realizacion de la invencién, una composicion seca de la invencion esta presente en una cantidad de mas de
100 g por tonelada métrica de alimentacién completa. En una realizacion de la invencién, una composicion seca de
la invencion esta presente en una cantidad de mas de 500 g por tonelada métrica de alimentacion completa.

En una realizacion de la invencién, una composicion seca de la invencion esta presente en una cantidad de entre 10
gy 30 g por tonelada métrica de premezcla concentrada. En una realizacion de la invencién, una composicion seca
de la invencion esta presente en una cantidad de aproximadamente 20 g por tonelada métrica de premezcla
concentrada.

En una realizacién de la invencion, una composicion liquida de la invencion esta presente en una cantidad inferior a
100 ml por tonelada métrica de alimentacion completa (liquida). En una realizacion de la invencién, una composicion
liquida de la invencién esta presente en una cantidad de 50-100 ml por tonelada métrica de alimentacién completa
(liquida).

Para su uso en cualquier realizacion de los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento, la
enzima, tal como fosfatasa alcalina, puede obtenerse de una fuente comercial. Como alternativa, la enzima (incluida
la fosfatasa alcalina) se puede obtener a partir de microorganismos que producen enzimas, tales como bacterias,
hongos y levaduras.

Ademas, la enzima se puede obtener usando procedimientos de tecnologia recombinante conocidos en la técnica,
mediante, por ejemplo, la obtencidn por ingenieria genética de una célula huésped para producir una enzima, por
ejemplo, causando la transcripcion y las traducciones de un gen que codifica la enzima. Usando secuencias de
aminoacidos conocidas o secuencias de nucleétidos conocidas que codifican esas secuencias, los expertos en la
técnica pueden disefiar genes adecuados para la expresion recombinante de la enzima. Ademas, o como alternativa,
se puede usar una secuencia de nucleétidos que codifica una enzima conocida, tal como la fosfatasa alcalina, para
sondear una biblioteca de ADN para identificar otras secuencias de nucleétidos que codifican enzimas adecuadas
para su uso en los procedimientos descritos en el presente documento. Como se conoce en la técnica, dicha
biblioteca de ADN puede proceder de un organismo o poblacion de organismos definidos, o puede obtenerse de
fuentes naturales y por lo tanto representa el ADN de microorganismos que son dificiles de cultivar.

En cualquier realizacion de los procedimientos y composiciones descritos en el presente documento, la enzima, tal
como fosfatasa alcalina, puede expresarse por una planta que se usa en piensos para animales. Por ejemplo, el
maiz podria modificarse por ingenieria genética para expresar fosfatasa alcalina y el producto de maiz resultante
modificado por ingenieria genética podria usarse en la alimentacion. La produccion también puede efectuarse con
otros sistemas modificados por ingenieria genética o modificados clasicamente, tales como bacterias, por ejemplo,
E. coli, Bacillus sp., Lactobacillus; levadura, por ejemplo, Pichia, Yarrow, Saccharomyces, Schizosaccharomyces (p.
ej., Schizosaccharomyces pombe, Hansenula. Kluyveromyces, Candida) y otros hongos, tales como Aspergillu,
Rhizopus, Tricoderma, Humicola, Penicillium, Penicillium y Humicola. En realizaciones especificas, la enzima, tal
como fosfatasa alcalina, se obtiene de Bacillus lentus.

En realizaciones en las que una composicion comprende una combinaciéon de enzimas, las enzimas pueden
producirse individualmente, por organismos separados, o dos 0 mas de las enzimas pueden producirse por un solo
organismo. Por ejemplo, un solo organismo puede ser disefiado por ingenieria de manera recombinante para
producir dos 0 mas enzimas por procedimientos conocidos en la técnica.

Como se indicé anteriormente, la invencién incluye procedimientos para reducir el impacto ambiental de los residuos
animales, que comprenden administrar a un animal una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de un
compuesto perjudicial presente o liberado de los residuos animales. La invencion también incluye procedimientos
para reducir la cantidad de amoniaco en los residuos animales, que comprenden administrar a un animal una
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cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de amoniaco presente o liberado de los residuos animales. La
invencion también incluye procedimientos para reducir la cantidad de fésforo presente o liberado de los residuos
animales, que comprenden administrar a un animal una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de
fésforo presente en los residuos animales. La enzima se puede administrar sola o en cualquier composicion descrita
anteriormente, incluida una composicién oral, tal como pienso para animales, una composicion liquida distinta de un
pienso para animales, o una composicion soélida distinta de un piensopara animales. El animal puede ser cualquier
animal, incluido un ser humano o un animal productor de carne, y puede ser un animal sano o un animal que padece
una infeccion u otra enfermedad o afeccion.

En cualquiera de estos procedimientos, la enzima puede administrarse por via oral y puede ser fosfatasa alcalina.

En cualquiera de estos procedimientos, el animal puede ser un animal avicola, tales como pollos, patos, pavos o
gansos, o un animal porcino, tal como cerdos o chanchos. En cualquiera de estos procedimientos, la enzima se
puede administrar durante una o mas de la fase de iniciacion, la fase de crecimiento y/o la fase de finalizacion, o en
cualquiera o todas las etapas.

En cualquiera de estos procedimientos, la enzima puede formularse en piensos para animales, incluidos en un
pienso de iniciacién, un pienso de crecimiento o un pienso de finalizacién. Como alternativa, en cualquiera de estos
procedimientos, la enzima puede formularse en un aditivo de pienso para animales.

Como se indicd anteriormente, la invencion también incluye composiciones adecuadas para la administracion oral a
un animal, que comprenden una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de un compuesto perjudicial
presente o liberado de los residuos animales. La invencidon también incluye composiciones adecuadas para la
administraciéon oral a un animal, que comprenden una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad de
amoniaco presente o liberado de los residuos animales. La invencion también incluye composiciones adecuadas
para la administracion oral a un animal, que comprenden una cantidad eficaz de una enzima que reduce la cantidad
de fésforo presente o liberado de los residuos animales. En cualquiera de estas composiciones, la composicion
puede comprender un portador aceptable por via oral para la enzima. Como se indicé anteriormente, la cantidad
eficaz de enzima puede variar de un animal a otro, y de una enzima a otra, pero puede determinarse facilmente por
los expertos en la técnica, como se describié anteriormente y se ilustra en el ejemplo 3.

En cualquiera de estas composiciones, la enzima se puede ser fosfatasa alcalina.

En cualquiera de estas composiciones, la composicién puede ser adecuada para la administracién a aves de corral,
tales como pollos, patos, pavos o gansos, o a ganado porcino, tal como cerdos o chanchos.

En cualquiera de estas composiciones, la composicidon puede ser un piensopara animales, tal como una dieta de
piensos de iniciacion o una dieta de piensosde crecimiento. Como alternativa, en cualquiera de estas composiciones,
la composiciéon puede ser un aditivo de pienso para animales.

En cualquier realizacion de la invencioén, se pueden emplear uno o mas principios activos adicionales. Un ejemplo de
un principio activo adicional es otra enzima, que puede tener las mismas o diferentes propiedades de las enzimas de
la invencion.

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente la invencién, pero la invenciéon no se limita a las realizaciones
ejemplificadas especificamente.

EJEMPLO 1

Las emisiones de amoniaco (NH3) de las muestras de estiércol de pollos de engorde de dos tratamientos con
aditivos (mananasa HT- "HT" y fosfatasa alcalina "FA") se evaluaron durante un periodo de crecimiento de 6
semanas. La mananasa HT se afiadié a 60 MU/tonelada (240.000 Ul/tonelada) y la FA se afiadioé a un promedio de
141 MU/tonelada. Se midi6 e indicd el consumo de pienso y agua, la produccion de estiércol y la conversion de
piensos de los pollos de engorde de tres tratamientos (incluido el control). Se analizé el contenido de nitrogeno, el
contenido de humedad y el pH de las muestras de estiércol fresco. El experimento se realizé en vasos de emision
con temperatura del aire y tasa de ventilacion controladas.

Se demostrd que los aditivos de alimentacion para aves de engorde tienen el siguiente impacto en las emisiones
gaseosas Yy el rendimiento de la produccion:

(a) No hubo diferencia significativa en el consumo de pienso, la conversion de pienso, el contenido de humedad
del estiércol y el pH observado para los pollos de engorde alimentados con HT o FA en comparacion con las
aves alimentadas con la dieta de control, aunque el estiércol de la dieta FA mostré un pH mas bajo que el
estiércol del grupo de control.

(b) No hubo diferencia en la tasa de emision (ER) de NH3 y en la emisién acumulada entre HT y los grupos de
control.

(c) Los pollos de engorde alimentados con la dieta FA tendieron a tener menos emisiones de NH3 que los pollos
de engorde alimentados con las dietas de control y HT.
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(d) La ER NH3 cambié radicalmente y aumenté exponencialmente de 28 y 42 dias.

(e) La eficacia de ER NH3 en la dieta FA tendia a ser dependiente de la edad durante los tres periodos de
prueba.

(t) Las tasas globales de ER NH3 para los periodos de almacenamiento de 5 dias fueron del -7,4 % de las aves
de 35 dias y del 42,2 % de las aves de 28 dias en el grupo FA.

Materiales y procedimientos

Ciento diecisiete pollos Ross 708 hembras de 1 dia de edad se distribuyeron por igual en tres criaderos de pollos
(2,2 mx2,2m, A xL). Las aves en cada criadero de pollos con un solo corral se vacunaron con la vacuna viva
Coccidia a la edad de 4 dias y tuvieron acceso a agua y a una de las tres dietas experimentales (dieta de iniciacion
con HT, MT o control). Los criaderos de pollos tenian la misma configuracion de temperatura y programa de
iluminacion. Después de la edad de 20 dias, 96 aves se transfirieron a jaulas de crecimiento en un galpén avicola
ventilado (2,7 m x 2,7 m, Ax L) y se alojaron en grupos de ocho por jaula (0,76 m X 1,5 m, A. XL).

Tres dietas de crecimiento fueron alimentadas continuamente a las aves para el crecimiento. Las ocho aves en cada
jaula fueron todas de uno de tres tratamientos. Después de la edad de 35 dias, se dejaron seis aves en cada jaula
para cumplir con las normas de bienestar animal. Un total de doce jaulas fueron asignadas al azar a tres dietas para
minimizar el efecto de ubicacion. El estiércol fresco de las aves en cada jaula se recolecté con recipientes de
estiércol para evaluar y analizar las emisiones de NH3 durante cinco dias en los dias 23, 28, 35y 42.

Se usaron doce vasos de emision (VE) de 19 litros para llevar a cabo la evaluacion. Se recogieron doce muestras de
estiércol de cada lote y las muestras de estiércol de 1 kg se colocaron al azar en los doce VE con un area de
superficie de 324 cm? de cada muestra y se midieron para determinar las emisiones gaseosas durante un periodo de
5 dias con una temperatura del aire a 20 °C y un caudal de aire de 3 I/min. Tanto la entrada como la salida de aire
estaban ubicadas en la tapa hermética. Se usaron tubos de teflén (2,9 m o 0,635 cm de diametro) en el sistema de
vasos de emision. Los vasos fueron operados bajo presion positiva. Se usé una bomba de diafragma (modelo DDL-
80, Gast Inc., Benton Harbor, MI) para suministrar aire fresco a los vasos de emision. El caudal del aire de suministro
fresco se control6 y se midié con un controlador de flujo de masa de aire (0 a 100 LPM, con partes himedas de
acero inoxidable, Aalborg, Orangeburg, NY). El suministro de aire se conectd a un colector de distribucion en el que
el aire se dividio a través de doce medidores de flujo idénticos (0,2 a 5 LPM, valvula de acero inoxidable, Dwyer
Instruments, Inc., Michigan City, IN). Cada vaso estaba equipado con un pequefio ventilador de agitacion (12VDC)
ubicado a 5 cm debajo de la tapa de 1,5 para una mezcla uniforme del espacio de cabeza. El gas agotado de los
vasos se conectd a una tuberia de PVC comun de 3,75 cm que se dirigia a la salida de ventilacion del edificio. Las
muestras del gas de escape de cada uno de los doce vasos y el aire de suministro se tomaron y analizaron
secuencialmente a intervalos de 5 minutos, con los primeros 3 minutos para la estabilizacion y los Ultimos 2 minutos
para la medicién. Esto produjo un ciclo de medicién de 65 minutos para cada vaso. El muestreo secuencial se logro
mediante el funcionamiento controlado de doce valvulas solenoides (tipo 6014, 24 V, cuerpo de valvula de acero
inoxidable. Burkert, Irvine, CA). La concentracion de NH3; se midié con un analizador de gases multiples fotoacustico
(INNOVA 1412, INNOVA, Dinamarca) que se desafié semanalmente y se calibréo segun sea necesario con cero, y
gases de calibracion de NH3 La temperatura del aire se midié con termopares de tipo T (resolucion de 0,25 °C). Se
tomaron muestras de las salidas analdgicas del termopar, del analizador de gases multiples y del medidor de flujo
masico en intervalos de 1 segundo y se registraron a intervalos de 1 minuto en una unidad de control y medicion
(USC-2416, Measurement Computing Corp., Norton, MA).

Se usaron siete semanas para completar las mediciones de emisién. Se enviaron muestras de estiércol congelado
(0,11 kg/muestra) a un laboratorio de analisis de suelos y agua en la Universidad de Delaware para el analisis de
nutrientes y propiedades del estiércol, que incluye nitrégeno total de Kjeldahl (TKN), nitrégeno amoniacal, humedad
y pH. El analisis estadistico se realizd usando JMP 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC). El efecto dietético se
considero significativo a un valor de P <0,05.

Rendimientos de produccion y propiedades del estiércol

Los rendimientos de produccion y las propiedades de estiércol fresco de los pollos de engorde de las tres dietas se
muestran en las tablas 1y 2.

Tabla 1. Propiedades del estiércol (media y error estandar) de los pollos de engorde con tres dietas de
mananasa HT, B: fosfatasa alcalina (FA) y Ctrl: Control (n=4).
NH4*-N, %

Edad de las TKN, %

o Tri# CH*, % MS) NOs-N (MS) MS) pH
Media 75,5 0,30 0,07 5,41 5,16

23d A EE 1,1 0,06 0,01 0,35 0,07
B Media 75,6 0,30 0,07 5,20 5,25
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(continuacion)

Edad de las

NHs*-N, %

TKN, %

vos Tri# CH*, % MS) NOs-N (MS) MS) pH
EE 0,7 0,04 0,02 0,28 0,05
Media 74,1 0,33 0,07 5,38 5,46
et EE 0,4 0,02 0,03 0,16 0,26
Media 73,2 0,33 0,08 6,31 5,35
A EE 2,2 0,03 0,03 0,30 0,11
Media 73,6 0,35 0,04 5,52 5,31
28 d B
EE 2,8 0,03 0,02 0,44 0,10
Media 72,9 0,42 0,12 5,77 5,40
et EE 3,0 0,09 0,10 0,21 0,12
Media 73,9 0,73 0,12 6,99 5,69
A EE 1,0 0,10 0,05 0,29 0,07
Media 76,3 0,82 0,09 7,29 5,57
35d B
EE 0,9 0,08 0,03 0,23 0,17
Media 76,7 0,91 0,07 7,06 5,90
et EE 0,9 0,09 0,01 0,36 0,10
Media 79,1 1,18 0,09 8,68 6,37
A EE 0,7 0,16 0,04 0,26 0,13
Media 79,5 1,61 0,03 8,41 6,38
424 B
EE 0,5 0,41 0,01 0,30 0,14
Media 78,5 1,44 0,07 7,66 6,55
e EE 1,8 0,50 0,03 0,80 0,17

#A: Mananasa HT; B: Fosfatasa alcalina (FA); Ctrl:Control.
*CH: contenido de humedad del estiércol; MS: base de materia seca; TKN: nitrégeno kjedahl total; pH: pH

de estiécol fresco.

Tabla 2. Rendimientos de produccion (media y error estandar) de pollos de engorde alimentados con tres
dietas de A: Mananasa HT, B: fosfatasa alcalina (FA) y Ctrl: Control (n=4).

Edad de las aves Tri# ES:\?;%'_( 9 plensoa?/ZL_11m. kg FCR* Cu:r\r;;, kg
A Media 66,0 1,07 1,44 0,74
EE 2,0 0,00 0,03 0,02
Media 65,9 1,12 1,45 0,77
23d B
EE 3,6 0,00 0,03 0,02
Media 64,9 1,10 1,38 0,80
Ctrl
EE 4,5 0,00 0,03 0,02
A Media 147,0 1,87 1,53 1,23
EE 55 0,01 0,05 0,04
28d Media 145,6 1,93 1,59 1,22
B
EE 11,0 0,02 0,01 0,02
Ctrl Media 135,3 1,88 1,56 1,21
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Edad de las aves Tri# Estlergol_1, g alimento ag?m. , FCR* Cuerpo_1, kg
ave'd kg ave ave
EE 8,3 0,02 0,03 0,04
A Media 154,2 2,80 1,68 1,67
EE 12,8 0,02 0,03 0,02
Media 178,4 2,88 1,68 1,72
35d B
EE 10,9 0,02 0,02 0,03
Media 179,8 2,80 1,65 1,70
Ctrl
EE 14,5 0,03 0,01 0,03
A Media 208,8 3,71 1,63 2,27
EE 7,0 0,02 0,01 0,01
Media 234,2 3,79 1,67 2,27
42d B
EE 20,7 0,02 0,01 0,01
- Media 216,4 3,72 1,64 2,28
trl
EE 12,9 0,03 0,03 0,06

#A: Mananasa HT; B: Fosfatasa alcalina (FA); Ctrl:Control.

*CH: contenido de humedad del estiércol; Estiércol: tasa de produccién de estiércol fresco; pienso acum.:
consumo acumulado de piensoo;

FCR: relacion de conversion de pienso; Cuerpo: peso corporal del ave.

No hubo diferencias significativas entre las tres dietas para los rendimientos de produccién y las propiedades del

estiércol (P a 0,05). Los contenidos de nitrodgeno (nitrégeno amoniacal: NH4*-N y nitrégeno Kjeldahl total: TKN) de

las tres dietas se encontraron en niveles similares (P>0,28). Hubo una tendencia a que las dietas HT y FA tuvieran

un pH de estiércol ligeramente mas bajo durante el crecimiento. El estiércol fresco de las aves mas jévenes era mas
5 acido que el de las aves mas viejas.

Emisién y reduccién de amoniaco

La ER diaria de NH3 y las emisiones acumuladas durante un periodo de almacenamiento de 5 dias para las tres
dietas se resumen y muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Media (error estandar) de la tasa diaria de amoniaco (mg ave™ d') y las emisiones acumuladas (mg
10 ave™) del estiércol de pollos de engorde durante un periodo de almacenamiento de 5 dias (n=4) con 10
cambios de aire por hora (CAH) a 20 °C.

ER diaria, mg ave'd"’ Emision acumulada, mg ave™’!
Edad Trt Tiempo de almacenamiento, dia
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Media 0,07 0,53 3,16 6,72 8,50 0,07 0,61 3,77 10,5 19,0
A EE 0,01 0,21 0,91 1,06 0,76 0,01 0,24 1,14 2,17 2,85
Media 0,06 0,26 1,29 3,20 5,25 0,06 0,32* 1,61* 4,81 10,1
234 8 EE 0,00 0,07 0,41 1,07 1,40 0,00 0,07 0,48 1,57 3,00
Media 0,13 0,53 3,13 5,42 7,11 0,13 0,67 3,80 9,22 16,3
et EE 0,02 0,13 0,83 0,95 0,88 0,00 0,07 0,47 1,55 2,98
A Media 0,26 1,23 5,10 10,9 17,4 0,26 1,49 6,60 17,5 34,9

28d EE 0,02 0,24 1,28 2,32 2,92 0,02 0,31 1,65 4,04 7,04
B Media 0,27 1,01 2,60 497 10.2* 0,27 1,29 3,88 8,86 19,0

10
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ER diaria, mg ave'd"’

Emision acumulada, mg ave™’!

Edad Trt Tiempo de almacenamiento, dia
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1
EE 0,04 022 127 258 3,10 0,03 029 161 4,29 7,42
Media 0,27 1,53 4,10 8,37 18,6 0,27 1,79 590 143 32,9
e EE 0,03 0,58 225 298 2,44 0,03 0,66 2,64 522 6,73
Media 3,27 21,4 36,0 482 62,7 3,27 24,7 60,7 1089 171,6
A EE 1,30 5,91 7,85 9,68 13,7 1,21 747 152 251 38,9
Media 2,70 182 36,2 52,0 68,7 2,70 20,9 571 1091 177,9
3 d 5 EE 0,79 359 764 145 228 0,75 466 12,7 2872 51,2
Media 9,82 339 376 393 448 9,82 43,7 814 120,7 165,6
e EE 3,31 4,08 1,92 1,91 2,18 3,35 729 8,91 9,9 10,7
Media 13,8 46,9 66,9 77,1 81,4 13,8 60,7 127,6 204,7 286,1
A EE 3,62 6,80 6,61 6,61 10,8 2,04 366 10,7 254 40,3
Media 15,1 43,8 479 573 62,3 15,1 58,9 106,8 164,1 2264
42d 5 EE 4,50 782 6,66 8,81 11,4 4,57 9,91 22,1 411 62,3
Media 23,0 482 60,9 633 63,7 23,0 71,2 1321 1954 2591
e EE 9,84 11,0 9,51 9,67 11,5 10,1 20,8 30,0 382 471

Las ER NHs; eran las mas bajas durante el periodo de almacenamiento de 5 dias para la dieta de FA en los 23 y 28
dias. No hubo diferencia en la ER NH3 y en la emisiéon acumulada entre HT y las dietas de control. Hubo algunas
diferencias significativas entre las dietas de control y FA (P<0,05). Por ejemplo, las ER NH3 en el 4° y 5° dia de las
aves de 28 dias fueron significativamente inferiores (P=0,02). La ER NHs; cambidé radicalmente y aumenté
exponencialmente en los 28 y 42 dias. Por ejemplo, la ER de las aves de 35 dias en el 2° dia del almacenamiento de
5 dias fue de 18,2 mg/ave/dia, que fue mucho mas alta que la ER (1,01 mg/ave/dia) de las aves de 28 dias. Este
cambio podria estar relacionado con la tendencia creciente del pH del estiércol de menos de 5,5 a 6,5. EI N

amoniacal se encuentra en forma de NH4*, que no es volatil con un pH bajo.

La eficacia de la reduccién de la emisiéon de NH3 por la dieta FA tendia a ser dependiente de la edad durante el
periodo de prueba. La eficacia de la reduccion de la emision de NH3; por la dieta FA disminuy6 con el aumento de la
edad de las aves (Tabla 4).

Tabla 4. Tasa de reduccion (porcentaje) de las emisiones acumuladas de amoniaco durante un periodo de
almacenamiento de 5 dias (n=4)

Tiempo de almacenamiento, dia

Tratamiento Edad de las

aves 1 2 3 4 5
23d 46,8 9,4 0,9 -13,8 -16,3
28d 1,7 16,8 -11,9 -22,7 -6,0

A 35d 66,7 43,5 25,4 9,8 -3,6
42d 39,8 14,7 3.4 -4,8 -10,4
23d 56,8 52,9 57,7 47,9 38,4
28d -2,1 28,2 34,1 37,9 42,2

5 35d 72,6 52,2 29,8 9,6 -7,4
42d 34,2 17,2 19,1 16,0 12,6
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En comparacion, la reduccion de ER NH3; varié de 57,7 % en las aves de 23 dias, a 19,1 % en las aves de 42 dias
para la dieta FA después del tiempo de almacenamiento. Las tasas globales de reduccion de emisiones de NH3 para
el periodo de 5 dias fueron del -7,4 % en las aves de 35 dias y del 42,2 % en las aves de 28 dias para los regimenes
FA.

El resultado de la eficacia dietética variable podria deberse a cambios en las propiedades del estiércol,
especialmente el contenido de humedad y el pH, ya que las actividades microbianas variaron considerablemente.
Bajo la condiciéon de produccion, los criaderos de pollos de engorde con aves jovenes tienden a tener una mayor
concentracion de NH3 a nivel de las aves debido a la ventilacion limitada, conservando la energia de calefaccion y
disminuyendo el uso del gas. La reduccion de las emisiones de NH3 de los criaderos de pollos de engorde con aves
jovenes ayudara a establecer bandadas saludables y reducira el riesgo de brotes de enfermedades relacionadas con
la alta concentracion de NHs.

EJEMPLO 2

En este estudio, se evaluaron las emisiones de amoniaco (NHs) de los pollos de engorde alimentados con un aditivo
alimentario enzimatico (fosfatasa alcalina-FA) durante un periodo de crecimiento de 30 dias. Los pollos de engorde
se criaron sobre virutas de madera hasta los 12 dias de edad y se trasladaron a las jaulas para el resto del
crecimiento. El estiércol fresco se recolecté los dias 14, 22 y 30 y se analizé la emision de NH3 en vasos de emision
con temperatura de aire y tasa de ventilacién controladas. Se midié e indico el consumo de pienso y agua, la
produccion de estiércol y la conversion de piensos de los pollos de engorde. Se analizé el contenido de nutrientes, la
humedad y el pH de las muestras de estiércol fresco. Se demostré que la alimentacion de aditivos enzimaticos a
aves de engorde tiene el siguiente impacto en las emisiones gaseosas y el rendimiento de la produccion:

(a) La dieta FA mejoro el crecimiento de pollos de engorde y la relacion de conversion de pienso a las edades de
22 y 30 dias.

(b) La dieta FA redujo el pH del estiércol a los 22 dias y redujo el fosforo en 6 y 7 % a los 14 y 22 dias

(c) La emision de NH3 se redujo significativamente en un 23,8 % durante un periodo de 4 dias a los 14 dias.

Las tasas globales de reduccién de emisiones de NH3 para el periodo de 4 dias fueron del 5,9 % en las aves de
30 dias y del 30,7 % en las aves de 22 dias.

Materiales y procedimientos

Se usaron cuatro galpones de temperatura controlada (2,2 m x 2,2 m, A x L) con virutas de madera nuevas para la
crianza. Cada criadero de pollos estaba equipado con un calentador de espacio de 1,5 kw y una lampara de calor de
150 W con un bebedor de cubeta (0,3 m de diametro) y un alimentador (0,3 m de diametro). Se recolectaron dos
grupos (con 3 dias de diferencia) de pollitos hembra Ross 708 hembra de 148 dias de un misma bandada
reproductora y se distribuyeron por igual en los dos criaderos de pollos (74 aves por galpon). Las aves en cada
criadero de pollos con un solo corral fueron vacunadas con la vacuna viva Coccidia y tuvieron acceso a agua y dos
dietas experimentales (FA y control) con la FA afiadida a 60 MU/tonelada tanto a las dietas de iniciacioncomo a las
de crecimiento. Los criaderos de pollos tenian idénticos programas de temperatura e iluminacion. Las aves fueron
alimentadas a discrecion con dos dietas: control y FA. Después de 12 dias, los grupos de 12 aves por jaula se
transfirieron a jaulas de crecimiento (0,76 m X 0,76 m A X L), en dos galpones idénticos (2,7 m x 2,7 m, A X L), 12
jaulas por galpén. Cada jaula tenia dos bebederos de boquilla, un bebedero de canal (0,063 m x 0,76 m, Ax L)y un
alimentador de canal (0,13 m x 0,76 m, A x L). El nimero de aves se redujo a 8 aves por jaula en la edad de 22 dias.
Se asignaron un total de 24 jaulas a los dos galpones mediante un disefio de bloques al azar para minimizar el
efecto del galpon. Las aves en el mismo galpén eran de la misma edad. El programa de iluminacion fue de 23:1 hora
(claro: oscuro) para el periodo de crianza y de 24 horas para el resto del crecimiento. La temperatura de cada galpon
se midio y registré mediante un registrador de temperatura (HOBO U23, Onset Comp., Pocasset, MA) con intervalos
de 5 minutos. Las aves se pesaron los dias 0, 12, 14, 22 y 30. El uso de pienso se registro diariamente y se calculd
la relacion de conversion de pienso (FCR). La dieta de iniciacion fue la siguiente:

INGREDIENTE CANTIDAD
Maiz de EE.UU. n.° 2 1000
Harina de soja Hi Pro 48 % CP 513
Carne ML 55/mezcla 52 110
DDGS 160
Dex panaderia 60
colza ML 50
SUB-TOTAL 1893
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(continuacion)

INGREDIENTE CANTIDAD
Maiz microlavado 18,05
Caliza 13,00
Fosfato dicélcico 18,5 % P 11,00
Biolis 50 % 7,90
DL-metionina 5,54
S-Carb-30 3,00
Sal 1,20
HyD 83,3 0,60
Cloruro de colina 60 % 1,52
Tmin + EDDI 1,25
Vitaminas 2 veces 0,60
Fitasa cuantica 2500 D 0,44
Mintrex-Cu 0,40

Grasa de aves de corral para

mascotas de calidad alimentaria 42,50
PESO TOTAL DEL LOTE 2000,00
La dieta de crecimiento fue la siguiente:
INGREDIENTE CANTIDAD
Maiz de EE.UU. n.° 2 1000
Harina de soja Hi Pro 48 % CP 513
Carne ML 55/mezcla 52 110
DDGS 160
Dex panaderia 60
colza ML 50
SUB-TOTAL 1893
Maiz microlavado 18,05
Caliza 13,00
Fosfato dicalcico 18,5 % P 11,00
Biolis 50 % 7,90
DL-metionina 5,54
S-Carb-30 3,00
Sal 1,20
HyD 83,3 0,60
Cloruro de colina 60 % 1,52
Tmin + EDDI 1,25
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(continuacion)

INGREDIENTE CANTIDAD
Vitaminas 2 veces 0,60
Fitasa cuantica 2500 D 0,44
Mintrex-Cu 0,40

Grasa de aves de corral para

mascotas de calidad alimentaria 42,50

PESO TOTAL DEL LOTE 2000,00

Se usaron recipientes de estiércol de acero inoxidable para recolectar el estiércol fresco de las jaulas en el bloque 1
en los dias 12, 20 y 28, y de las jaulas en el bloque 2 en los dias 13, 21 y 29, durante un periodo de 2 dias. Se tomd
1 kg de muestras de estiércol para la prueba de emision de NH3 en los dias 14, 22 y 30 para el bloque 1y los dias
15, 23 y 31 para el bloque 2, respectivamente. Se almacenaron muestras adicionales de 0,23 kg en un congelador a
-20 °C y se enviaron a un laboratorio certificado (Midwest Laboratories, Omaha, NE) para el analisis de nutrientes y
propiedades, que incluia nitrogeno total de Kjeldahl (TKN), nitrdgeno amoniacal (NHs-N), fésforo (indicado como
P,0s), potasio (K20), azufre (S), humedad y pH.

Se usaron doce vasos de emision (VE) de 19 litros para llevar a cabo la evaluacion de la emisién de NHs. Se
recogieron doce muestras de estiércol de cada bloque y las muestras de estiércol de 1 kg se colocaron al azar en los
doce VE con un area de superficie de 324 cm? de cada muestra y se midieron para determinar las emisiones
gaseosas durante un periodo de 4 dias con una temperatura del aire a 24 °C y un caudal de aire de 3 I/min. Tanto la
entrada como la salida de aire estaban ubicadas en la tapa hermética. Se usaron tubos de teflon (0,635 cm de
diametro) en el sistema de vasos de emision. Los vasos fueron operados bajo presiéon positiva. Se usé una bomba
de diafragma (modelo DDL-80, Gast Inc., Benton Harbor, MI) para suministrar aire fresco a los vasos de emision. El
caudal del aire de suministro fresco se controld y se midié con un controlador de flujo de masa de aire (0 a 100 LPM,
con partes humedas de acero inoxidable, Aalborg, Orangeburg, NY). El suministro de aire se conecté a un colector
de distribucion en el que el aire se dividié a través de doce medidores de flujo idénticos (0,2 a 5 LPM, valvula de
acero inoxidable, Dwyer Instruments, Inc., Michigan City, IN). Cada vaso estaba equipado con un pequefio ventilador
de agitaciéon (12VDC) ubicado a 5 cm debajo de la tapa para una mezcla uniforme del espacio de cabeza. El gas
agotado de los vasos se conecté a una tuberia de PVC comun de 3,75 cm que se dirigia a la salida de ventilacion
del edificio. Las muestras del gas de escape de cada uno de los doce vasos, el aire de suministro y el aire ambiente
se tomaron y analizaron secuencialmente a intervalos de 5 minutos, con los primeros 3 minutos para la estabilizacion
y los Ultimos 2 minutos para la medicién. Esto produjo un ciclo de medicion de 65 minutos para cada vaso. El
muestreo secuencial se logréo mediante el funcionamiento controlado de doce valvulas solenoides (tipo 6014, 24 V,
cuerpo de valvula de acero inoxidable, Burkert, Irvine, CA). La concentracién de NH3 se midié con un analizador de
gases multiples fotoacustico (INNOVA 1412, INNOVA, Dinamarca) que se desafido semanalmente y se calibré segun
sea necesario con cero, y gases de calibracion de NH3, La temperatura del aire se midié con termopares de tipo T
(resolucion de 0,25 °C). Se tomaron muestras de las salidas analdgicas del termopar, del analizador de gases
multiples y del medidor de flujo masico en intervalos de 1 segundo y se registraron a intervalos de 1 minuto en una
unidad de control y medicion (USB-2416, Measurement Computing Corp., Norton, MA).

Los datos de los dos bloques a edades similares se agruparon y analizaron para determinar el efecto de la dieta y la
edad. Por lo tanto, se usaron tres grupos de edad a los 14, 22 y 30 dias para representar de 14 a 15 dias, de 22 a 23
dias y de 30 a 31 dias, respectivamente. El analisis estadistico se realizd usando JMP 9.0 (SAS Institute, Inc., Cary,
NC). El efecto dietético se considerd significativo a un valor de P <0,05.

Rendimientos de produccion y propiedades del estiércol

Los rendimientos de produccioén de los pollos de engorde de las dos dietas se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Rendimientos de produccion y propiedades del estiércol (media y error estandar) de pollos de
engorde alimentados con dos dietas de Ctrl: Control y Trt: Fosfatasa alcalina (FA) (n=12).
Edad pienso

de las Trt# CH*, % al\\fgic% ES:\?;%'_( 9 acum* kg FCR* Cu:r\r;;, kg
aves ave’
14d Ctrl Media 72,0 16,82 60,2 0,58 1,35 0,43
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(continuacion)

Edad pienso

de las Trt# CH*, % al\\jlgic% Esgfégzlj’ 9 acum.’ti kg FCR* Cu:r\r/)g’:, kg
aves ave
EE 0,93 0,78 2,40 0,02 0,05 0,01
Media 73,0 17,49 65,7 0,60 1,35 0,44
m EE 0,95 0,55 3,15 0,01 0,01 0,00
Media 73,3 24,5 92,5 1,24 1,42 0,86
et EE 1,14 0,94 3,74 0,03 0,04 0,01
224 Media 72,6 24,2 88,9 1,27 1,45 0,88
m EE 0,95 0,67 2,79 0,02 0,02 0,01
Media 77,6 33,1 149,8 2,02 1,36 1,48
et EE 0,73 0,71 6,43 0,01 0,01 0,01
30d Media 77,5 34,1 153,5 2,01 1,31 1,54
m EE 0,86 0,73 6,10 0,01 0,02 0,02

#Ctrl: Control; Trt: Fosfatasa alcalina (FA).

*CH: contenido de humedad; MS: tasa de produccion de estiércol seco: tasa de produccion de
estiércol fresco; pienso acum.: consumo acumulado de pienso; FCR: relacion de conversion de
pienso; Cuerpo: peso corporal del ave.

No hubo diferencias significativas con la dieta FA en la velocidad de produccion de estiércol a ninguna edad. Las
aves con dieta FA tuvieron una mejor tasa de crecimiento a las edades de 22 y 30 dias (P = 0,037 y 0,006). A la
edad de 30 dias, el grupo FA tuvo mejor FCR (1,31 vs. 1,36) que el grupo de control (P = 0,03).

Las propiedades del estiércol de las dos dietas se presentan en la tabla 6

Tabla 6. Contenido de nutrientes (porcentaje de base de materia seca) y pH (media y error estandar) de
estiércol fresco de dos dietas del Ctrl: Control y Trt: Fosfatasa alcalina (FA) (n=12).

Edad de

las aves Trt# pH NH3-N*, %  TKN*, % P20s5*, % K20%, % S*, %
Media 5,77 0,25 5,29 2,36 2,91 0,62

e EE 0,05 0,01 0,32 0,06 0,06 0,02

14d Media 5,73 0,22 5,09 2,222 2,89 0,62
m EE 0,13 0,01 0,22 0,04 0,04 0,01

Media 6,37 0,37 5,46 2,27 2,84 0,61

e EE 0,13 0,03 0,24 0,05 0,05 0,01

22 Media 5,982 0,30 5,34 2,122 2,91 0,60
" EE 0,08 0,02 0,15 0,04 0,04 0,01

Media 6,25 0,75 5,50 2,20 2,81 0,60

e EE 0,15 0,07 0,23 0,05 0,08 0,01

20 Media 6,44 0,69 5,61 2,17 2,74 0,59
m EE 0,17 0,07 0,19 0,06 0,07 0,01

#Ctrl: Control; Trt: Fosfatasa alcalina (FA).
*NHs-N: nitrégeno amoniacal; TKN: nitrégeno kjedahl total; S: azufre.

Esto demuestra que la dieta FA redujo el pH del estiércol a los 22 d (P = 0,05) y redujo el fésforo (2,22 vs. 2,36 % y
2,12 vs. 2,27 %) alos 14 dias (P = 0,05) y a los 22 dias (P =0,02). Ademas, existe la tendencia de que la dieta FA
podria causar menos NH3-N y TKN en el estiércol.

Estos resultados indican que la dieta FA podria ayudar a los pollos de engorde jovenes a utilizar y digerir el nitrdgeno
y el fésforo, lo que conduce a una mejor tasa de crecimiento y menos pérdida de nutrientes por excrecion. Tanto el
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pH mas bajo como el contenido de nitrégeno en el estiércol podrian impedir y evitar la formacion de NH; gaseoso en
el estiércol y reducir la emision de NHs.

Emisiones de amoniaco

La tasa diaria de emision (ER) de NH3 y las emisiones acumuladas durante un periodo de 4 dias para las dos dietas
se resumen y muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Media (error estandar) de la tasa diaria de emisién de amoniaco (mg ave d*') y las emisiones
acumuladas (mg ave™) del estiércol de pollos de engorde durante un periodo de almacenamiento de 4 dias
(n=12) con 10 cambios de aire por hora (CAH) a 24 °C.

ER diaria, mg ave'd"’ Emision acumulada, mg ave™’!
Edad Trt Tiempo de almacenamiento, dia
1 2 3 4 1 2 3 4
Media 0,82 3,30 5,21 5,99 0,51 3,71 9,64 13,6
et EE 0,24 0,30 0,55 0,59 0,06 0,36 0,92 1,33
14d Media 0,67 2,59* 3,88* 4.48* 0,45 2,95* 7,43* 10,4**
m EE 0,18 0,17 0,36 0,47 0,05 0,32 0,59 0,86
Media 10,7 171 20,8 21,5 6,17 23,3 51,7 68,2
et EE 1,98 3,93 4,26 3,70 2,13 4,73 10,2 13,2
224 Media 6,88 11,8 15,0 15,7 3,84 15,4 35,4 47,3
m EE 1,96 2,26 2,19 1,97 1,23 3,68 6,99 8,59
Media 19,2 21,5 22,2 22,4 19,6 47,8 79,3 95,2
et EE 3,30 1,53 2,18 2,52 5,47 8,33 8,86 8,83
20 Media 17,6 19,5 21,7 22,3 18,9 44 .4 74,0 89,6
m EE 4,98 2,90 1,75 2,24 7,41 12,6 14,0 13,4

Las ER NHj3 y las emisiones acumuladas se redujeron significativamente durante el periodo de almacenamiento de 4
dias para la dieta de FA a los 14 dias (p <0,04). La emisién acumulada de NH3 del estiércol de pollos de engorde
disminuyo un 23,8 % después de un almacenamiento de 4 dias por la dieta FA. La tasa de emision diaria tuvo la
misma tendencia decreciente. No hubo diferencias en la ER NH3 y la emisiéon acumulada entre las dos dietas a los
22 y 30 dias debido a las grandes variaciones. Sin embargo, hay una tendencia a que la dieta FA todavia reduzca la
ER y la emisiéon acumulada a los 22 dias (P = 0,1).

La tasa de reduccioén de las emisiones acumuladas con la dieta FA varié de 31 a 38 % a los 22 d (Tabla 8).

Tabla 8. Tasa de reduccion (porcentaje) de las emisiones acumuladas de amoniaco durante un periodo de
almacenamiento de 4 dias (n=12)

Tiempo de almacenamiento, dia

Edad de las aves

1 2 3 4
14 d 13,3 20,6 23,0 23,8
22d 37,8 33,9 31,7 30,7
30d 3,95 7,24 6,73 5,89

La eficacia de la reduccion de la emision de NH3 por la dieta FA fue dependiente de la edad durante el periodo de
prueba. La edad de las aves afecta significativamente a la emisién de NHs; debido a un menor contenido de
nitrégeno y pH en el estiércol de las aves mas jovenes (P<0,01). Este cambio podria estar relacionado con la
tendencia creciente del pH del estiércol de 5,73 a 6,44. EI N amoniacal se encuentra en forma de NH4*, que no es
volatil con un pH bajo. La temperatura también desempefia un papel importante en la emision de NH3; ya que la
temperatura repercute directamente en la actividad microbiana y la volatilizacion de NHs. El resultado de la eficacia
dietética variable podria deberse a cambios en las propiedades del estiércol, especialmente el contenido y el pH, ya
que las actividades microbianas variaron considerablemente.
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En condiciones de produccion, los criaderos de pollos de engorde con aves jovenes tienden a tener una mayor
concentracion de NHs a nivel de las aves debido a la ventilacion limitada. La reduccion de las emisiones de NH3 de
los criaderos de pollos de engorde con aves jovenes ayudara a establecer bandadas saludables y reducira el riesgo
de brotes de enfermedades relacionadas con un alto NHa.

Ejemplo 3

Este estudio se realiza para demostrar que las dietas que contienen fosfatasa alcalina afiadida a 36 MU/tonelada en
el grupo tratado pueden reducir las emisiones de NH3; en condiciones comerciales en relacion con un control no
tratado con FA, verificando la eficacia del aditivo seleccionado del ejemplo 2.

Esta prueba de verificacion de campo se realizé6 usando un galpon que mide 48 m x 13,5 m, que se divide en 16
particiones, 6 m x 6 m cada una. Las 6 salas usadas en este estudio se manejaron por separado, pero comparten la
misma genética de las aves y la misma etapa de produccion, permitiendo una mejor comparacion de las seis
bandadas de aves con dos dietas diferentes. Tres salas tenian bandadas firmadas al azar con dieta de control,
mientras que las otras contenian aves con dieta FA. Los pollos de engorde durante un periodo de crecimiento de 38
d se criaron en el galpon con el control o tratamiento asignado al azar al galpén. Cada sala tenia una colocacion
inicial de 530 aves de carrera recta (sexo mixto, Cobb x Cobb) con virutas de madera nuevas. Las salas de
produccion tienen techos aislados, entradas de aire de caja a lo largo del callejon central, un calentador de
incubacion (8,8 kw/h), un ventilador centrifugo de 0,3 m y un ventilador de 0,6 m de diametro ubicado en la pared
lateral del galpén. Los controladores ambientales independientes coordinan el control de la temperatura del aire, el
funcionamiento del ventilador de ventilacion y del calentador, y los programas de iluminacién. La temperatura del aire
se monitorizé mediante un sensor de temperatura y un registrador (TMC6 y U12, Onset, Pocasset, MA).

Se recopilaron los datos de rendimiento de produccion para las salas de control y tratamiento, incluido el consumo
de piensoel peso corporal, la eficiencia del pienso y la mortalidad de las aves. El peso vivo de las aves de cada sala
se midid y registr6 mediante una escala de aves. Las aves fueron alimentadas y la mortalidad fue registrada
diariamente. Se us6 una estrategia de alimentacion de tres fases: de iniciacion desde el dia cero hasta los 13 d, de
crecimiento desde los 14 hasta los 31 d y de finalizacion desde los 32 hasta los 38 d. La alimentacién afiadida en
cada sala se pesoé y se registro. Al final del ensayo, las aves se pesaron de nuevo y se calculd la relacion de
conversion de piensoo (FCR).

Se us6 un muestreo de aire multipunto (Pak Ill, CAl, Orange, CA) y un sistema de adquisicion de datos
(SCADA3000, Sensaphone, Aston, PA) para monitorear las salas de control (Ctrl) y tratamiento (Trt) con un intervalo
de 5 segundos. El estado encendido/apagado de cada ventilador fue monitoreado por un relé AC-DC. La presion
estatica de la sala se midié con un sensor de presion diferencial (T-VER-PXU-L, Onset, Pocasset, MA). Se us6 un
analizador fotoacustico de multiples gases (Innova Model 1412, CAl, Orange, CA) para medir las concentraciones de
NHs, el CO; y la temperatura del punto de rocio del gas de escape. El analizador Innova 1412 ha demostrado ser
altamente preciso, estable y sensible. Las muestras de gas de escape de los ventiladores en cada galpon se
tomaron y analizaron para garantizar una buena representacion del aire del galpén que se esta expulsando a la
atmosfera. El puerto de muestreo se colocd entre los dos ventiladores, 1,8 m sobre el piso y 0,6 m separados de la
pared. El intervalo de muestreo de aire se establecio en 140 segundos por sala (5 muestras/sala x 28
segundos/muestra). Ademas de las concentraciones gaseosas, la tasa de ventilacion del edificio correspondiente se
medira mediante la calibracion in-situ de los ventiladores de escape con una unidad FANS y el monitoreo continuo
del estado operativo de los ventiladores y la presion estatica de la sala (Ecuacion 1).

VR=a+bxSP [1]

en la que VR = tasa de ventilacion del ventilador, m3/h;
a, b = coeficientes de curva del ventilador; y
PE = presion estatica, Pa.

Se tomaron tres muestras de basura de cada habitacion para el analisis quimico y de nutrientes, incluido nitrégeno
amoniacal (NH3-N), nitrdgeno kjedahl total (TKN), contenido de humedad y pH. La tasa de emision de NH3 se calculd
con la concentracion y la tasa de ventilacion [Ecuacion 2].

ER = VR/n x (Ce — Cj) x (17.031 g/mol)/(22.414 L/mol) [2]

en la que ER= tasa de emision, mg/ave-h;

VR= tasa de ventilacion, m3/h;

Ce = concentracion de NH3 de escape, ppmyv;

C. = concentracion de NH3 de entrada, ppmv; y n = nimero de aves por sala.

La tasa diaria de emisiones (ER) de NH3 y las emisiones acumuladas durante el periodo de crecimiento de 38 d para
las dos dietas se calcularon y usaron para el analisis de datos. Los datos de cada dieta se agruparon y analizaron
para determinar el efecto de la dieta y la edad. El analisis estadistico se realizé usando JMP 9.0 (SAS Institute, Inc.,
Cary, NC). La importancia del efecto de la dieta se indic6 como ** con valor P <0,05y * con valor P <0,1.
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Rendimientos de produccion y propiedades del estiércol

Los rendimientos de produccién de los pollos de engorde de las dos dietas se muestran en la tabla 9.

Tabla 9
PC,g/ave FCR Habitabilidad, % NHs-N, % TKN, % CH, % pH
Ctrl 2400 1,70 924 1,05 3,62 31,6 7.1
Trt 2421 1,72 914 1,13 3,29 33,2 7,3

* PC: peso corporal comercializado del ave; FCR: relacién de conversion de pienso; CH: contenido de humedad;
TKN: nitrégeno kjedahl total.

No hubo diferencias significativas entre las dos dietas sobre el aumento de peso corporal y la habitabilidad. Las aves
con dieta FA tuvieron una mejor tasa de crecimiento a las edades de 32 d (P = 0,08). Sin embargo, las aves de
control tuvieron una FCR mas baja que el grupo de tratamiento (P = 0,002). Hubo una clara tendencia a que la curva
de crecimiento del tratamiento disminuyera, lo que podria deberse al cambio de pienso después de los 31 d de edad.
Esto demuestra que no hay diferencia entre las dos dietas en el NH3-N, TKN, pH y contenido de humedad al final del
monitoreo de 38 d.

Emisiones de amoniaco

La tasa diaria de emisiones (ER) de NH3 y las emisiones acumuladas durante el periodo de crecimiento de 38 d para
las dos dietas se resumen y muestran en la tabla 10.

Tabla 10
ER mg/ave-d Emisién acumulada, g/ave
Media ee Media ee
Edad de las Ctrl Trt Ctrl Trt Ctrl Trt Ctrl Trt
aves
7 8,71 540 1,2 1,2 0,067 0,038 0,01 0,01
8 11,2 6,59 1,6 1,0 0,079 0,045 0,01 0,01
9 9,03 5,01 1,2 0,7 0,089 0,060 0,01 0,01
10 7,30 3,91 1,3 0,4 0,10 0,054 0,01 0,01
11 11,0 729 11 0,8 0,11 0,062 0,01 0,01
12 10,9 8,81 1,3 1,3 0,12** 0,072 0,01 0,01
13 12,7 910 17 0,5 0,13** 0,081 0,02 0,01
14 16,7 11,8 3,2 0,5 0,15** 0,094 0,02 0,01
15 17,1 11,3 23 0,8 0,17** 0,11 0,02 0,01
16 20,1 17,1 1,8 1,8 0,19** 0,12 0,02 0,01
17 15,5* 9,07 25 1,0 0,21** 0,13 0,02 0,01
18 22,5 14,9 3,8 0,9 0,23** 0,15 0,03 0,01
19 20,2 174 31 7,0 0,25** 0,17 0,03 0,02
20 45,0 394 58 0,2 0,30** 0,21 0,03 0,02
21 52,8 34,1 8,9 2,2 0,36** 0,25 0,04 0,02
22 152 148 9,3 2,7 0,52** 0,40 0,04 0,02
23 201 156 19,4 11,1 0,73** 0,57 0,06 0,03
24 272 215 39,7 16,9 1,01** 0,79 0,10 0,03
25 395 327 49,2 353 1,42** 1,14 0,14 0,05
26 227 179 214 213 1,66** 1,32 0,16 0,06
27 292 263 20,1 393 1,96** 1,59 0,18 0,10

18



10

15

20

25

30

35

ES 2710 663 T3

(continuacion)

ER mg/ave-d Emisién acumulada, g/ave
Media ee Media ee
Fdaddelds e Tt o TR om Tt cw T
28 391 405 6,2 354 2,36* 2,01 0,18 0,12
29 384 340 259 496 2,76% 2,36 0,20 0,17
30 500 514 31,1 629 3,27* 2,89 0,22 0,23
31 529 525 36,6 46,7 3,81 3,43 0,25 0,27
32 543 571 274 545 4,36 4,01 0,27 0,32
33 528 573 376 371 4,89 4,59 0,28 0,36
34 602 659 11,0 315 5,50 5,26 0,29 0,39
35 616 638 202 274 6,12 5,90 0,31 0,40
36 621 518 59,1 8,0 6,75 6,42 0,35 0,41
37 622 574 115 164 7,37 7,00 0,36 0,40
38 343 354 20,1 57,7 7,72 7,35 0,37 0,38

*P<0,1; **P< 0,05.

Las emisiones de NH3 de la dieta FA fueron significativamente mas bajas que la dieta de control hasta 28 d a un
nivel de P<0,05 y 31 d a un nivel de P<0,1. La tasa de reduccion de emisiones de NH3 disminuy6 del 40 % a los 12 d
de edad al 19 % alos 27 d de edad y al 10 % a los 31 d de edad. La tasa de emision diaria tuvo la misma tendencia
decreciente. La prueba de campo muestra los resultados similares de que la eficacia de la reduccion de la emision
de NHs por la dieta FA fue dependiente de la edad en el estudio de laboratorio anterior (Li, 2011). La edad de las
aves afecto significativamente a la emisién de NH3 debido a un menor contenido de nitrégeno y pH en el estiércol de
las aves mas jovenes. Bajo la condicion de produccion, la basura se reutilizara en los criaderos de pollos de engorde
con aves jovenes que tienden a tener una concentracion de NH3; mas alta a nivel de las aves debido a la ventilacion
limitada. La reduccién de las emisiones de NH3 de los criaderos de pollos de engorde con aves jovenes reducira la
concentracion de NH3 a nivel de las aves y reducira el riesgo de brotes de enfermedades relacionadas con la mala
calidad del aire con una elevada concentracion de NHa.

Basandose en los ejemplos 2 y 3, se demostré que los aditivos de alimentacion FA para aves de engorde tienen el
siguiente impacto en las emisiones de NHs y el rendimiento de la produccion:

1) No se observo una diferencia significativa en el peso corporal de las aves, la habitabilidad y las propiedades
de la basura de la dieta FA durante el crecimiento de 38 d. Las aves con dieta FA tuvieron mejor tasa de
crecimiento. Sin embargo, el grupo de control tenia una mejor relaciéon de conversion de alimentacion.

2) La dieta FA redujo el pH del estiércol (P=0,05) a los 22 d y redujo el fésforo en 6 y 7 % a los 14 y 22 d
(P=0,02). Hubo una tendencia a que la dieta FA pudiera reducir el NH3-N y TKN en el estiércol.

3) La emision de NHs del estiércol fresco se redujo significativamente en un 23,8 % durante un periodo de 4 d
con una dieta FA a los 14 d. La eficacia de la reduccién de la emision de NHj3 por la dieta FA fue dependiente de
la edad durante los tres periodos de prueba. Las tasas globales de reduccién de emisiones de NH3 para el
periodo de 4 d fueron del 5,9 % en las aves de 30 d y del 30,7 % en las aves de 22 d.

4) La eficacia de la reduccion de la emision de NH3 en la condicién de campo fue dependiente de la edad durante
el periodo de crecimiento de 38 d. La emision de NH3 se redujo significativamente en un 19 % a los 27 d de edad
yenun 10 % a los 31 d de edad. Las tasas globales de reduccion de emisiones de NH3 para el periodo de 38 d
fueron del 4,7 %.

5) Estos resultados indican que la dieta FA podria ayudar a los pollos de engorde jévenes a utilizar y digerir el
nitrégeno y el fésforo, lo que conduce a una mejor tasa de crecimiento y menos pérdida de nutrientes por
excrecion. Tanto el pH mas bajo como el contenido de nitrégeno en el estiércol podrian impedir y evitar la
formacion de NH3 gaseoso en el estiércol y reducir la emision de NHs.

EJEMPLO 4

Se realizé un ensayo con aumento escalonado de la dosis en pavos. El experimento se disefi6 como un disefio de
bloques al azar, con cuatro tratamientos dietéticos (control y tres niveles diferentes de fosfatasa alcalina) asignados
al azar entre 4 bloques de 12 jaulas de baterias (corrales) cada uno. Los pavos fueron alimentados con estas dietas
a discrecion hasta 4 semanas. En el dia 24 de edad de las aves, se recolectd el estiércol. El estiércol se analizd
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como se describe en los ejemplos 1y 2 anteriores.

Las dietas de prueba incluyeron fosfatasa alcalina en cuatro niveles diferentes: A: 0 (control); B: 22 MU/tonelada de
alimentacion; C: 49 MU/tonelada de alimentacion; y D: 74 MU/tonelada de alimentacion (1 MU = 120.000 Ul). La
dieta fue una tipica dieta de iniciacién complementada con nutrientes, tal como se muestra a continuacion.

Descripcion Dieta de iniciacion
Ingredientes Porcentaje
CARGILSBM 42,414
MAIZ 2010 34,741
DDGS 6,000
HARINA DE AVES DE CORRAL 5,000
GRASA DE AVES DE CORRAL 3,990
DICALP 18.5 2,959
Celita 2,000
CALIZA 1,200
ALIMET 0,403
MICRO SAL 0,322
LISINA 0,316
CLORURO DE COLINA 60 % 0,192
PREMEZCLA DE MINERALES TRAZA DE NCSU ? 0,200
PREMEZCLA DE VITAMINAS DE NCSU ? 0,150
PREMEZCLA DE SELENITO DE SODIO ' 0,050
L-TREONINA 0,063
Total % 100,00

' La premezcla NaSeO; proporciono 0,3 mg Se/kg de alimentacion completa

2 Cada kilogramo de premezcla de minerales (inclusion del ,1 %) suministro lo siguiente por kg de alimentacién
completa: 60 mg Zn como ZnS04H20; 60 mg Mn como MnS04H0; 40 mg Fe como FeS04H-0; 5 mg Cu como
CuS04; 1,25 mg | como Ca(l03)2; 1 mg Co como CoSO0s.

3 Cada kilogramo de premezcla de vitaminas (inclusion del ,1 %) suministro lo siguiente por kg de alimentacion
completa: vitamina A, 13.200 UI; colecalciferol, 4.000 Ul; alfa-tocoferol, 66 Ul; niacina, 110 mg; acido
pantoténico, 22 mg; riboflavina, 13,2 mg; piridoxina, 8 mg; menadiona, 4 mg; acido félico, 2,2 mg; tiamina, 4
mg; biotina, 0,253 mg; vitamina B12, 0,04 mg; etoxiquina, 100 mg.

Nutrientes Unidad

Peso KG 1,0000
MATERIA SECA, % PCT 90,6418
CORRAL.KCALIKG |KCAUKG | 2950
PROTEINA BRUTA, % PCT 28,50
HUMEDAD, % PCT 9,36
GRASA BRUTA, % PCT 6,88
FIBRA BRUTA, % % PCT 2,59
CALCIO, % PCT 1,45
FOSFORO TOTAL, % PCT 1,062
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Nutrientes Unidad

SODIO, % PCT 0,180
POTASIO, % PCT 1,290
CLORURGO, % PCT 0,324
Na+K-Cl, MEQ/KG MEQ/KG 317,23
ARGININA, % PCT 1,9236
ARG DIG. DE PAVO, % PCT 1,8287
LISINA, % PCT 1,8500
LIS. DIG. DE PAVO, % PCT 1,6924
METIONINA, % PCT 0,8165
MET. DIG. DE PAVO, % PCT 0,7390
MET+CIS, % PCT 1,2500
TSAA DIG. DE PAVO, % PCT 0,9767
TREONINA % PCT 1,1500
THR DIG. DE PAVO, % PCT 0,9487
TRIPTOFANO, % PCT 0,3244
TRP DE DIG. DE PAVO, % |PCT 0,2820
COLINA, MG/KG MG/KG 2720,0000

Los datos muestran una relacion dosis-respuesta a través de las dietas A, B y D. Los resultados obtenidos con la
dieta C no se ajustaron a la relacion dosis-respuesta, pero aun demostraron una reduccién de ER NHs en
comparacién con el control.

Propiedades del estiércol

No hubo una diferencia significativa entre las tres dietas FA para las propiedades del estiércol (P a 0,05). Sin
embargo, hubo una tendencia a que las dietas B, C y D con FA tuvieran un pH y TKN de estiércol mas bajos, lo que
podria cambiar el metabolismo y el crecimiento de las poblaciones bacterianas y causar menos formacion y
volatizacion de NHs. El estiércol fresco de la dieta D tuvo el pH mas bajo de 5,83 en comparacién con 6,37, 6,15y
6,38 de las dietas A, B y C, respectivamente. Los TKN de B, C y D fueron 2,45, 2,38 y 2,57 %, que fueron mas bajos
que el 3,61 % de la dieta A.

Emisién y reduccién de amoniaco

Las ER NHj3 de la dieta D fueron las mas bajas durante el periodo de almacenamiento de 7 d. No hubo diferencia en
la ER NH3 y la emision acumulada entre las cuatro dietas (P>0,05) debido a la gran variacion. La gran variacion de
las emisiones de NH; podrian deberse al contenido de humedad de las muestras de estiércol. El contenido de
humedad del estiércol de las 48 muestras varié de 54 a 83 %. Aunque el efecto de la dieta no es significativo, los
resultados aun ponen de manifiesto que la emisién de NH3; podria reducirse mientras se comparaban los valores
medios de emision. La reduccion global de ER NHs varié de 6,5 a 40 % para las dietas B (20,6 %), C (6,5 %) y D (40
%) en comparacion con la dieta A después del tiempo de almacenamiento de 7 d. El resultado de la eficacia dietética
variable podria deberse a cambios en las propiedades del estiércol, especialmente el contenido de humedad y el pH,
ya que las actividades microbianas variaron considerablemente. Bajo la condicién de produccion comercial, la gran
variacion de la emisién de NHs entre el estiércol con diferente nivel de humedad podria ser cancelada. Se sugirié
que las muestras de estiércol deberian ser mas uniformes y la recoleccién de las muestras de estiércol deberia
realizarse con mas cuidado.

En resumen, se demostré que los aditivos de alimentacion para pavos tienen el siguiente impacto en las emisiones
de amoniaco y en las propiedades del estiércol:
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1) El estiércol en las dietas B, C y D (con FA) mostré un pH y un contenido de nitrégeno total mas bajos que la
dieta A (control).

2) No hubo diferencia significativa en la ER NH3 y la emision acumulada entre las cuatro dietas debido a la gran
variacion causada por el gran intervalo de contenido de humedad de estiércol. Los pavos con dietas B, Cy D
(FA) tendieron a tener menos emisiones de NHs que la dieta A (control).

3) Las tasas globales de reduccion de emisiones de NHs para el periodo de 7 d fueron del -6,5 % en la dieta C y
del 40 % para la dieta D.

Ejemplo 5

La transicion de un cerdo lactante al pienso seco al destete es un momento muy estresante en la vida del cerdo.
Ademas de adaptarse a un nuevo régimen dietético, el cerdo debe adaptarse a una nueva estructura de
alimentacion grupal y al potencial desafio de la enfermedad para su sistema inmunoldgico.

Otro desafio para el productor de carne de cerdo son las regulaciones ambientales que se centran actualmente en el
balance de nutrientes de toda la granja, especialmente en los nutrientes que pueden tener un impacto en la calidad
del agua. El fésforo, en particular, es un nutriente que se excreta en el estiércol en cantidades excesivas y se ha
convertido en el nutriente limitante que determina la cantidad de estiércol que se puede aplicar a las tierras de
cultivo. El maiz normal contiene P, pero solo aproximadamente el 15 % del P es digerible cuando se alimenta al
cerdo. Por lo tanto, se debe anadir P inorganico a la dieta para cumplir con los requisitos de P para el cerdo, y el P
no digerible en la dieta se excreta.

Es necesario evaluar el valor de la fosfatasa alcalina en las dietas de cerdos lactantes basandose en el crecimiento
de los cerdos, el consumo de piensos, la eficiencia de los piensos y la salud. Ademas, la disponibilidad de fésforo en
las dietas de cerdos lactantes y la cantidad de P excretada deben determinarse a medida que el intestino del cerdo
se desarrolla después del destete y las dietas continian cambiando. El objeto de este estudio es determinar el valor
nutricional y ambiental de la fosfatasa alcalina en las dietas de cerdos lactantes sobre la base de la digestibilidad y
excrecion de nutrientes

Se realiza una prueba de metabolismo para evaluar la digestibilidad y excrecion de nutrientes de cerdos lactantes
alimentados con dietas complementadas con fosfatasa alcalina. Doce carretillas se usan con seis carretillas por
tratamiento dietético. Los cerdos se alimentan con una dieta a base de maiz-soja-suero convencional de pellets de
fase 1 durante los 7 dias posteriores al destete. Luego, los cerdos se bloquean por peso y ascendencia a uno de dos
tratamientos dietéticos.

Los cerdos se alojan en parejas en los corrales de metabolismo durante los primeros 6 dias del periodo de
metabolismo, ajustandose a las dietas experimentales de la fase 2 que se alimentan dos veces al dia cerca de a
discrecion antes de ser divididos en cajones de metabolismo individuales y alimentados con un consumo restringido
durante 4 dias antes del inicio de una recoleccion de orina y heces total de 3 dias. Durante la recoleccion los cerdos
se alojan en cajones individuales de metabolismo de acero inoxidable (0,71 m x 0,86 m) equipados con bebederos
de boquilla. Las pantallas y los recipientes de recoleccion se colocan debajo de los cajones para permitir la
recoleccion total y separada de orina y heces. Los cubos de recoleccion de orina se acidifican con 100 ml de HCI al
10 % para evitar la volatilizacién del amoniaco.

Los 4 dias anteriores y durante el periodo de recoleccion de 3 dias, los cerdos se alimentan dos veces al dia a las
07:30 y a las 17:00 a una tasa del 9 % de PC75. Cada mariana de la recoleccion, se recolectan, miden y congelan el
forraje total, la orina y las heces a -20 °C para su posterior analisis. Las muestras diarias de cada cerdo se agrupan
para su posterior analisis. Las heces se descongelan y se mezclan con agua desionizada para fabricar una
suspension de 50:50 en peso que se mezcla y luego se toma una muestra secundaria con 1 muestra mantenida
como una suspension fecal para los ensayos de nitrdgeno y una muestra que se liofiliza y se usa para todos los
demas ensayos de nutrientes

Las dietas se muelen a través de una pantalla de 1 mm en un molino Wiley (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ)
antes del analisis. La materia seca se determina después de un periodo de secado de 16 h a 100 °C. El total de N
(Nelson y Sommers, 1972) y AmmN (Bremner y Keeney, 1965) se determinan mediante procedimientos de micro-
Kjeldahl. El P total se determina colormétricamente (Murphy y Riley, 1962) usando un espectrofotometro Beckman
Du-6 (Beckman Coulter, Irvine, CA). La dieta, las energias de heces y orina estan determinadas por el calorimetro de
la bomba. La energia de la orina se determina secando 4 ml de orina en sulka floc en la capsula de energia y luego
quemando el sulka floc y la orina en el calorimetro de la bomba y luego determinando la energia urinaria por
diferencia del sulka floc tratado con agua desionizada.

El cerdo era la unidad experimental. El procedimiento GLM de SAS se usa para determinar las diferencias
estadisticas entre los tratamientos. Los significados estadisticos se indican con una P <0,05, mientras que las
tendencias estadisticas se indican con una P <0,10. Se usaron dos dietas experimentales durante el estudio de
metabolismo: 1) Control y 2) Control + 60 MU FA. Estas dietas permitieron una comparacion entre las dietas
convencionales y las suplementadas con FA, y se detallan a continuacion.

Fase 2 Dietas del metabolismo
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Ingrediente, % Control  Control+60 MU FA
Maiz 40,485 40,485
SBM, 48 % CP 22,330 22,330
Grasa porcina 1,000 1,000
Caliza 0,420 0,420
Fosfato monocalcico 0,300 0,300
Premezcla de vitaminas 0,250 0,250
Premezcla de minerales 0,150 0,150
traza

Premezcla de selenio 0,050 0,050
Sal 0,300 0,300
Proteina plasma 2,500 2,500
Harina de sangre SD 2,000 2,000
Harina de pescado 4,000 4,000
Harina de aves de corral-

NRC 4,000 4,000
Suero seco 20,000 20,000
Lisina-HCI 0,100 0,100
DL-metionina 0,170 0,170
L-treonina 0,070 0,070
Carbadox -2.5 1,000 1,000
o6xido cromico 0,375 0,375
Premezcla TRT de maiz 0,500 0,500
Total 100,000 100,000
Nutrientes calculados

ME, kcal/kg 3295,10 3295,10
CP, % 25,48 25,48
Lisina total, % 1,680 1,680
Lisina digerible, % 1,427 1,427
Lisina SID, % 1,500 1,500
Metionina dig, % 0,504 0,504
Met+Cys dig, % 0,835 0,835
Treonina dig, % 0,894 0,894
Triptofano dig, % 0,247 0,247
Isoleucina dig, % 0,821 0,821
Valina dig, % 1,038 1,038
Ca, % 0,850 0,850
P, % 0,743 0,743
P disponible, % 0,500 0,500
Composicién analizada

CP, % 23,5 23,7
P, % 0,57 0,61
Energia total, kcal/kg 3975 3987
Materia seca, % 88,54 88,47

Los resultados se proporcionan en la tabla 11, titulada Efecto de la enzima fosfatasa alcalina (FA) durante el periodo
de cria temprano en la digestibilidad y excrecién de materia seca (MS), energia, nitrégeno (N) y fésforo (P).

Tabla 11

FA, MU/ton 0 60 ET Probabilidad, P<
PC inicial, kg 16,38 16,37 0,343 0,97
PC dia 6, kg 19,57 19,63 0,484 0,92
PC final, kg 24,05 24,53 0,522 0,53
ADG d 0-6, kg/d 0,531 0,544 0,054 0,86
ADG d 6-13 kg/d 0,640 0,700 0,025 0,12
ADG d 0-13 kg/d 0,590 0,628 0,029 0,38
Recoleccién total d 10-13

MS ofrecida, g/d 413,8 4135 7,50 0,98
Consumo de MS, g/d 372,4 398,9 12,91 0,18
MS en heces, g/d 54,8 58,0 4,16 0,60
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FA, MU/ton 0 60 ET Probabilidad, P<
Orina, ml/d 551,4 631,9 83,46 0,51
MS dig., % 85,4 85,5 0,87 0,94
Consumo de energla, 1480,3 1590,9 51,30 0,16
kcal/d

Energia de heces, kcal/d 259,6 275,3 20,00 0,59
Energia de orina, kcal/d 139,6 157,5 21,49 0,57
Energia digerida, % 82,57 82,68 1,033 0,94
Energia conservada, % 72,73 72,77 1,426 0,99
N total

Consumo, g/d 14,0 15,2 0,49 0,13
Heces, g/d 2,95 3,05 0,205 0,74
Orina, g/d 1,51 1,97 0,272 0,26
N digerido, % 79,10 79,91 1,007 0,58
N conservado, % de

consumo NHaN 68,33 66,84 2,140 0,63
Heces, g/d P 0,48 0,44 0,036 0,37
Consumo, g/d 2,13 2,45 0,075 0,01
Heces, g/d 1,05 1,05 0,051 0,98
Orina, g/d 0,024 0,010 0,0122 0,42
P digerido, % 50,53 57,14 1,805 0,03
Conservado, % de 4923 5675 1,900 0,02

consumo

La dieta no afectd la tasa de crecimiento de los cerdos durante la primera semana de alimentacion Sin embargo,
durante la segunda semana (d 6-13), los cerdos alimentados con fosfatasa alcalina tendieron (P <0,12) a crecer un
poco mas rapido (9,4 %) que los cerdos no complementados (Tabla 11).

La fosfatasa alcalina no afect6 la digestibilidad o la excrecion de MS, la energia o el nitrogeno (P> 0,26). Sin
embargo, debido al consumo ligeramente mayor de pienso y al fosforo dietético analizado, los cerdos alimentados
con la dieta FA tuvieron un mayor consumo de fosforo (P <0,01), pero una excrecion fecal y urinaria similar de
fésforo. Esto hizo que los cerdos alimentados con FA tuvieran una mayor digestibilidad del fésforo (P <0,03) y
retencion (P <0,02) que los cerdos alimentados con la dieta de control.

Si bien no esta limitado a teoria alguna, puede haber una oportunidad para que la enzima FA mejore la fisiologia
intestinal del cerdo destetado y esto puede llevar a una utilizacién mas eficiente del fésforo.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Eli Lilly and Company

<120> PROCEDIMIENTOS Y COMPOSICIONES PARA REDUCIR EL IMPACTO AMBIENTAL DE RESIDUOS
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<150> 61/599729
<151> 16/02/2012

<160> 1
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion adecuada para la administraciéon oral a un animal que comprende una cantidad eficaz de una
fosfatasa alcalina que reduce la cantidad de uno o mas compuestos perjudiciales presentes en, o liberados de, los
residuos animales, y uno o mas portadores aceptables por via oral, en la que dicha fosfatasa alcalina es fosfatasa

5 alcalina de SEQ ID NO: 1, o una fosfatasa alcalina que tiene al menos un 95 % de identidad de secuencia con la
SEQ ID NO: 1:

VNKLLKGLAIGGIVIAVVSAGTLAVAKENASRAESSNGQSKNLIVLIGDGMGPAQVSAARYFQQHKNNINSLNLDPYYVG
QATTYADRGEDGGHIVSGIVTSSASAGTAFATGNKTYNAAISVSNEDVSRPFASVLEAAELSGKSTGLVTTARITHATPA
VYASHVRSRDNENAIAFQYLDSGIDVLLGGGESFFVTKEEKGKRNDKNLLPEFEAKGYKVVKTGQSLKSLSAKDAKVLGL
FGGSHIAYVPDRSDETPSLAEMTSKALEILSTNENGFAIMIEGGRIDHAGHANDFPTMVQEALDFDEAFKVAIDFAKKDG
NTSVVWWTADHETGGLSLSRDNIYELNVDLWNKQKNSSESLVSALNEAKTIADVKKIVSDNTWITDLTNEEAQYILDGDGS
SYKREGGYNAVISKRLLVGWSGHGHSAVDVGVWAYGPIADKVKGQIDNTRIATASAEVLGVDLKKATADLQSKYLYPKFK
INRNKEVLFPAKPLAEALGGKYQAANGTATISGMSGTITVDLNAKKAKLSGNSSSITIDVDNDVLYLPLTAFSQITGQTL

KWDALSERIMLK.
2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho compuesto perjudicial es amoniaco o fésforo.

3. La composicion de la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en la que dicho animal es un animal joven
10 seleccionado de entre pollo, pavo, cerdo y vaca.

4. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la administracién a dicho animal durante una
o mas de la fase de iniciacion, la fase de crecimiento y la fase de finalizacion.

5. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicha enzima se formula en un pienso
para animales o en un aditivo de pienso para animales.

15 6. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha composicion comprende uno o
mas principios activos adicionales.

7. Una composicion que comprende fosfatasa alcalina para su uso en el aumento de la digestion de fésforo en un
animal en la que dicha fosfatasa alcalina es fosfatasa alcalina de SEQ ID NO: 1, o una fosfatasa alcalina que tiene al
menos un 95 % de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1:

VNKLLKGLAIGGIVLAVVSAGTLAVAKENASRAESSNGQSKNLIVLIGDGMGPAQVSAARYFQQHKNNINSLNLDPYYVG
QATTYADRGEDGGHIVSGIVTSSASAGTAFATGNKTYNAAISVSNEDVSRPFASVLEAAELSGKSTGLVTTARITHATPA
VYASHVRSRDNENAIAFQYLDSGIDVLLGGGESFFVTKEEKGKRNDKNLLPEFEAKGYKVVKTGQSLKSLSAKDAKVLGL
FGGSHIAYVPDRSDETPSLAEMTSKALEILSTNENGFAIMIEGGRIDHAGHANDFPTMVQEALDFDEAFKVAIDFAKKDG
NTSVVVTADHETGGLSLSRDNIYELNVDLWNKQKNSSESLVSALNEAKTIADVKKIVSDNTWITDLTNEEAQYILDGDGS
SYKREGGYNAVISKRLLVGWSGHGHSAVDVGVWAYGPIADKVKGQIDNTRIATASAEVLGVDLKKATADLQSKYLYPKFK
INRNKEVLFPAKPLAEALGGKYQAANGTATISGMSGTITVDLNAKKAKLSGNSSSITIDVDNDVLYLPLTAFSQITGQTL

20 KWDALSERIMLK.
8. La composicion para su uso segun la reivindicacion 7, en la que dicha fosfatasa alcalina se administra por via oral.

9. La composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 y 8, en la que dicho animal es un
animal joven seleccionado de entre pollo, pavo, cerdo y vaca.
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10. La composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, para la administracion a dicho animal
durante una o mas de la fase de iniciacion, la fase de crecimiento y la fase de finalizacion.

11. La composicidon para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, formulada en un pienso para
animales o en un aditivo de pienso para animales.

12. La composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, en la que dicha composicion
comprende uno o0 mas principios activos adicionales.

13. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para su uso en la reducciéon de la cantidad de
uno o mas compuestos perjudiciales presentes en, o liberados de, los residuos animales, el aumento de la tasa de
conversion de pienso para animales, el aumento de la eficiencia de pienso para animales, y/o el aumento de la tasa
de crecimiento animal.
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