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DESCRIPCION
Xilanasas para solubilizar material que contiene arabinoxilano
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de xilanasas que tienen propiedades inusuales en aplicaciones, que incluyen
piensos, en la elaboracién de cerveza o malteado, en el tratamiento de materias primas que contienen arabinoxilano
como materiales a base de grano, p. €j., en la produccion de biocombustible u otros productos de fermentacion, que
incluyen productos bioquimicos (p. €j., isopreno de origen bioldgico), y/o en la industria de separacion de gluten-
almidon de trigo y métodos que usan estas xilanasas, asi como composiciones (como composiciones de aditivos
alimentarios) que comprenden dichas xilanasas. La presente invencion también se refiere a una nueva xilanasa con
propiedades inusuales que la hacen util en aplicaciones, que incluyen piensos, en la elaboracion de cerveza o
malteado, en el tratamiento de materias primas que contienen arabinoxilano como materiales a base de grano, p. €j.
en la produccion de biocombustible o productos bioquimicos (p. €j., isopreno de origen bioldgico) y/o en la industria
de separacion de gluten-almidon de trigo.

Antecedentes de la invencion

Durante muchos afios, las endo-p-1,4-xilanasas (EC 3.2.1.8) (referidas en esta memoria como xilanasas) se han usado
para la modificacion de carbohidratos complejos derivados del material de la pared celular vegetal. Es bien sabido en
la técnica que la funcionalidad de diferentes xilanasas (derivadas de diferentes microorganismos o plantas) difiere
enormemente. Xilanasa es el nombre que se da a una clase de enzimas que degradan el polisacarido lineal beta-1,4-
xilano en xilooligosacaridos o xilosa, rompiendo asi la hemicelulosa, uno de los componentes principales de las
paredes celulares vegetales.

En base a la informacion estructural y genética, las xilanasas se han clasificado en diferentes familias de Glucosido
Hidrolasas (GH) (Henrissat, (1991) Biochem. J. 280, 309-316).

Inicialmente todas las xilanasas conocidas y caracterizadas pertenecian a las familias GH10 o GH11. El trabajo
adicional identificé después otros numerosos tipos de xilanasas pertenecientes a las familias GH5, GH7, GH8 y GH43
(Collins et al (2005) FEMS Microbiol. Rev., 29(1), 3-23).

Hasta ahora la familia GH11 difiere de todas las demas GH ya que es la Unica familia que consiste Unicamente en
xilanasas especificas para xilano. La estructura de las xilanasas GH11 se puede describir como una estructura de
rodillo de gelatina B o una estructura plegada de sandwich de lamina g (Himmel et al 1997 Appl. Biochem. Biotechnol.
63-65, 315-325). Las enzimas GH11 tienen un dominio catalitico de aproximadamente 20 kDa.

Las xilanasas GH10 tienen un dominio catalitico con pesos moleculares en el intervalo de 32-39 kDa. La estructura
del dominio catalitico de las xilanasas GH10 consiste en un barril o/ 3 de ocho veces (Harris et al 1996 — Acta.
Crystallog. Sec. D 52, 393-401).

Las estructuras tridimensionales estan disponibles para un gran nimero de enzimas de la familia GH10, la primera
resuelta es la de la xilanasa A de Streptomyces lividans (Derewenda et al J. Biol. Chem. 1994 Ago. 19; 269(33) 20811-
4), la endo-glucanasa Cex de C. fimi (White et al Biochemistry 1994 Oct 25; 33(42) 12546-52) y Xyn 10A de Cellvibrio
japonicus (previamente xilanasa A de la subespecie Pseudomonas fluorescens) (Harris et al Structure 1994 Nov 15;
2(11) 1107-16). Como miembros del Clan GHA, tienen un plegamiento clasico de barril TIM (a/ B)s con los dos acidos
glutamicos clave del sitio activo situados en los extremos C-terminales de las cadenas beta 4 (acido/base) y 7
(nucleofilo) (Henrissat et al Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995 Jul 18; 92(15) 7090-4).

Se han realizado estudios exhaustivos que caracterizan la funcionalidad de las xilanasas sobre sustratos puros y bien
caracterizados (Kormelink et al., 1992 Characterisation and mode of action of xylanases and some accessory enzymes.
Ph. D. Thesis, Agricultural University Wageningen, Hollans (175 pp., resumenes en Inglés y aleman)). Estos estudios
muestran que diferentes xilanasas tienen diferentes requisitos especificos con respecto a la sustitucion del esqueleto
de xilosa del arabinoxilano (AX). Algunas xilanasas requieren tres residuos de xilosa no sustituidos para hidrolizar el
esqueleto de xilosa; otras requieren solamente uno o dos. Las razones para estas diferencias en especificidad se cree
que se deben a la estructura tridimensional dentro de los dominios cataliticos que a su vez depende de la estructura
primaria de la xilanasa, es decir, la secuencia de aminoacidos. Sin embargo, no se ha documentado hasta ahora la
traduccion de estas diferencias en las secuencias de aminoacidos en diferencias en la funcionalidad de las xilanasas
cuando la xilanasa actua en un entorno complejo, como un material vegetal, p. €j., en un pienso.

Los sustratos de xilanasa en material vegetal, p. €j., en trigo, se han dividido tradicionalmente en dos fracciones: El
AX no extraible con agua (WU-AX) y el AX extraible con agua (WE-AX). Ha habido numerosas explicaciones de por
qué hay dos fracciones diferentes de AX. La literatura mas antigua (D’Appolonia and MacArthur — (1976, Cereal Chem.
53, 711-718) y Montgomery and Smith (1955, J. Am. Chem. Soc. 77, 3325-332) describen diferencias bastante grandes
en el grado de sustitucion entre WE-AX y WU-AX. El alto grado de sustitucion se encontré en WE-AX. Esto se us6
para explicar porqué algunos de los AX eran extraibles. El alto grado de sustitucion hizo que el polimero fuera soluble
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en comparacion con un menor grado de sustitucion lo que causaria la unién por hidrogeno entre polimeros y, por
consiguiente, la precipitacion.

Se ha pensado que la diferencia entre la funcionalidad de las diferentes xilanasas se debe a diferencias en la
especificidad de la xilanasa y, por lo tanto, su preferencia por los sustratos WU-AX o los WE-AX.

Se han notificado enzimas xilanasa en casi 100 organismos diferentes, que incluyen plantas, hongos y bacterias. Las
enzimas xilanasa se clasifican en varias de las mas de 40 familias de enzimas glucosil hidrolasa. Las enzimas glucosil
hidrolasa, que incluyen xilanasas, manasas, amilasas, -glucanasas, celulasas y otras carbohidrasas, se clasifican
segun tales propiedades como la secuencia de aminoacidos, su estructura tridimensional y la geometria de su sitio
catalitico (Gilkes, et al., 1991, Microbiol. Reviews 55: 303-315).

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 1) de una xilanasa de la presente invencion (FveXyn4).
Esta es la pre-pro-proteina. La parte subrayada (en minuscula) de la secuencia refleja un péptido sefial N terminal que
se puede escindir antes de que la enzima madure. Los aminoacidos que se muestran en negrita y en cursiva también
se pueden escindir por modificacién post-traduccional antes de que la enzima esté completamente madura.

La Figura 2 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 2) de una xilanasa de la presente invencion (FveXyn4).
Esta es la pre-pro-proteina. Los aminoacidos que se muestran en negrita y en cursiva también se pueden escindir
mediante modificacién post-traduccional antes de que la enzima esté completamente madura.

La Figura 3 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 3) de una xilanasa de la presente invencion (FveXyn4).
Esta es la forma activa de la enzima. Esta se puede referir en esta memoria como la forma madura de la enzima.

La Figura 4 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 4) que codifica una xilanasa de la presente invencién
(FveXyn4). Los nucledtidos en mindsculas que estan en negrita muestran la secuencia del intron. La secuencia sefal
se muestra en negrita (mayusculas).

La Figura 5 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 5) que codifica una xilanasa de la presente invencién
(FveXyn4). La secuencia sefal se muestra en negrita (mayusculas).

La Figura 6 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 6) que codifica una xilanasa de la presente invencién
(FveXyn4).

La Figura 7 muestra un esquema de un auto-analizador para la determinacion de pentosano mediante un método de
floroglucinol automatizado: (a) Acido acético mezclado con HCI; (b) aire burbujeante; (c) floroglucinol en etanol; (d)
muestra; (e) acelerador de muestra; (f) salida de la célula de flujo; (g) bomba peristaltica; (h) bobina de vidrio; (i)
termostato (96°C); (j) espectrofotdbmetro de multiple longitud de onda (410, 510, 550 y 620 nm); (k) residuos; (l)
ordenador (Rouau & Surget, 1994 Carbohydrate Polymers 24, 123-32).

La Figura 8 muestra la liberacion de pentosano (azucar C-5) (solubilizacién de pentosanos) de salvado de trigo en
funcidon de la dosis de xilanasa. Las xilanasas usadas fueron la xilanasa de la presente invencion (FveXyn4) en
comparacién con una xilanasa de referencia llamada Econase® XT.

La Figura 9 muestra la solubilizacion de pentosanos de cDDGS en funcién de la dosis de xilanasa. Las xilanasas
usadas fueron la xilanasa de la presente invencién (FveXyn4) en comparacion con una xilanasa de referencia llamada
Econase® XT.

La Figura 10 muestra un mapa plasmidico de pZZH254.
La Figura 11 muestra el perfil de actividad de pH de FveXyn4.
La Figura 12 muestra el perfil de temperatura de FveXyn4.

La Figura 13 muestra la reduccion de la viscosidad en trigo de alta viscosidad por FveXyn4 en un modelo animal in
vitro (donde el pH se mantuvo a 6,0).

La Figura 14 muestra los perfiles de viscosidad RVA en el trigo entero molido a partir de pH 5,2 para la xilanasa de
acuerdo con la presente invencion, concretamente FveXyn4, y las enzimas de referencia Xylathin™.

La Figura 15 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 9) de una xilanasa descrita en esta memoria (FoxXyn2).
Esta es la pre-pro-proteina. La parte subrayada (en minuscula) de la secuencia puede reflejar un péptido sefial N
terminal que se puede escindir antes de que la enzima madure. Los aminoacidos que se muestran en negrita y en
cursiva también se pueden escindir mediante modificacion post-traduccional antes de que la enzima esté
completamente madura.
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La Figura 16 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 10) de una xilanasa descrita en esta memoria (FoxXyn2).
Esta es la pro-proteina. Los aminoacidos que se muestran en negrita y en cursiva también se pueden escindir por
modificaciéon post-traduccional antes de que la enzima esté completamente madura. Esta secuencia puede ser una
forma activa de la proteina y puede ser una forma activa de la proteina. Esta se puede denominar en esta memoria
como la forma madura de la enzima.

La Figura 17 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 11) de una xilanasa descrita en esta memoria (FoxXyn2).
Esta es otra forma activa de la enzima. En algunas realizaciones, esto se puede denominar en esta memoria como la
forma madura de la enzima.

La Figura 18 muestra los perfiles de viscosidad RVA en el trigo entero molido a partir de pH 5,2 para la xilanasa de
acuerdo con la presente invencion, concretamente FoxXyn2, y las enzimas de referencia Xylathin™.

La Figura 19 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 12) que codifica una xilanasa descrita en esta
memoria (FoxXyn2). Los nucledtidos en mindscula que estan en negrita muestran la secuencia del intron. La secuencia
sefial se muestra en negrita (mayusculas).

La Figura 20 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 13) que codifica una xilanasa descrita en esta
memoria (FoxXyn2). La secuencia sefial se muestra en negrita (mayusculas).

La Figura 21 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 14) que codifica una xilanasa descrita en esta
memoria (FoxXyn2).

La Figura 22 muestra un mapa plasmidico de pZZH135.
La Figura 23 muestra el perfil de pH de FoxXyn2.
La Figura 24 muestra el perfil de temperatura de FoxXyn2.

La Figura 25 muestra una secuencia polipeptidica (SEQ ID N°. 15) de una xilanasa descrita en esta memoria (de
Fusarium) — Proyecto de Secuenciacion Comparativa de Fusarium, Broad Institute of Harvard y MIT
(http://www.broadinstitute.org/)). En algunas realizaciones, esta se puede denominar en esta memoria como la forma
madura de la enzima.

La Figura 26 muestra un alineamiento de las proteinas maduras para FveXyn4 (SEQ ID N°. 3), FoxXyn2 (SEQ ID N°.
11) y la xilanasa mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 15.

La Figura 27 muestra el efecto de los tratamientos con xilanasa y proteasa solos y en combinacion sobre la
solubilizacion de pentosano y proteina a partir de DDGS de maiz insoluble. Las letras a-d son significativamente
diferentes de acuerdo con las comparaciones de ANOVA de una via y Holm-Sidak con nivel de significancia general
en P=0,05. Las barras de error indican S.D.

La Figura 28 muestra el efecto de los tratamientos con xilanasa y proteasa solos y en combinacion sobre la
solubilizacion de pentosano y proteina a partir de DDGS de trigo insoluble. Las letras a-d son significativamente
diferentes de acuerdo con las comparaciones de ANOVA de una via y Holm-Sidak con nivel de significancia general
en P=0,05. Las barras de error indican S.D.

La Figura 29 muestra la solubilizacion de pentosanos a partir de cDDGS en funciéon de la dosis de xilanasa. Las
xilanasas usadas fueron las xilanasas de la presente invencion (FveXyn4 y FoxXyn2).

La Figura 30 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 16) que codifica una xilanasa descrita en esta
memoria de Fusarium — obtenida del Proyecto de Secuenciacion Comparativa de Fusarium, Broad Institute of Harvard
y MIT (http://www.broadinstitute.org/)). Los nucledtidos en minuscula que estan en negrita muestran la secuencia del
intrén. La secuencia sefial se muestra en negrita (mayusculas). Los cambios en comparacion con la SEQ ID N°. 4
estan subrayados.

La Figura 31 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 17) que codifica una xilanasa descrita en esta
memoria de Fusarium — obtenida del Proyecto de Secuenciacion Comparativa de Fusarium, Broad Institute of Harvard
y MIT (http://www.broadinstitute.org/)). La secuencia sefial se muestra en negrita (mayusculas). Los cambios en
comparacion con la SEQ ID N°. 5 estan subrayados.

La Figura 32 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID N°. 18) que codifica una xilanasa descrita en esta
memoria de Fusarium — obtenida del Proyecto de Secuenciacion Comparativa de Fusarium, Broad Institute of Harvard
y MIT (http://www.broadinstitute.org/)). Los cambios en comparacion con la SEQ ID N°. 6 estan subrayados.

Resumen de la invencion

Un hallazgo fundamental de la presente invenciéon es una nueva xilanasa aislada de Fusarium verticilloides, cuya
enzima tiene propiedades sorprendentes e inesperadas. En particular, es inesperadamente buena para romper
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(solubilizar) los arabinoxilanos insolubles (AXinsol). Sorprendentemente, se ha descubierto que la enzima rompe
(solubiliza) eficazmente AXinsol de una amplia gama de sustratos, que incluyen maiz, trigo, DDGS, etc., en particular
maiz y sustratos a base de maiz, en particular tanto de trigo (que incluyen productos a base de trigo) como de maiz
(que incluyen productos a base de maiz). Esto contrasta con las anteriores enzimas conocidas, que frecuentemente
son inferiores en la solubilizaciéon de AXinsol en sustratos de maiz o a base de maiz o que no son eficaces en sustratos
tanto de trigo como de maiz.

Ademas, la enzima de la presente invencion es particularmente buena no solo para romper (solubilizar) AXinsol, sino
también para romper (o degradar) los polimeros solubilizados eficazmente. Al ser capaces de degradar eficazmente
(de forma rapida) los polimeros solubilizados (obtenidos al disolver AXinsol), se obtiene una reduccion (rapida) de la
viscosidad o los polimeros solubilizados (obtenidos de la disolucion de AXinsol) no pueden contribuir a aumentar la
viscosidad. Este Ultimo efecto es esencial en algunas de las aplicaciones reivindicadas.

Sin desear estar limitados por la teoria, la enzima de la presente invencion libera principalmente polimeros que no
contribuyen a la viscosidad porque los polimeros liberados son cortos.

Por primera vez, los presentes inventores han aislado y secuenciado esta nueva xilanasa.

Tipicamente, las xilanasas convencionales pueden romper el AXinsol, pero a menudo dan lugar a un aumento en la
viscosidad de la mezcla. Este aumento de la viscosidad es desfavorable en muchas aplicaciones.

Sin desear estar limitados por la teoria, aunque algunas xilanasas convencionales rompen el AXinsol, dan lugar a un
aumento de los productos solubles de degradacion de alto peso molecular, lo que da lugar a un aumento en la
viscosidad en la mezcla.

Ademas o alternativamente y de nuevo sin desear estar limitados por la teoria, las enzimas de xilanasa convencionales
pueden romper el AXinsol, pero debido a que no degradan los productos solubilizados de alto peso molecular lo
suficientemente rapido, la viscosidad de la mezcla no es ideal. En contraste, con los métodos y usos de la presente
invencion, las xilanasas rompen el AXinsol sin aumentar la viscosidad y/o mientras reducen la viscosidad rapidamente
en comparacion con las enzimas convencionales. Sin desear estar limitados por la teoria, se cree que los productos
de alto peso molecular no se forman por las enzimas de la presente invencion.

Se ha encontrado que las enzimas de la presente invencion, y como se describe en esta memoria, no solo rompen
(solubilizan) arabinoxilanos solubles (AXinsol) de una amplia gama de sustratos, que incluyen maiz, trigo, DDGS, etc.,
en particular sustratos de maiz y a base de maiz, en particular tanto productos de trigo (que incluyen los de a base de
trigo) como maiz (que incluyen productos a base de maiz), sino que también aseguran de manera eficaz que no se
aumenta y/o se reduce la viscosidad. Sin desear estar limitado por la teoria, se cree que los productos de alto peso
molecular no se forman por las enzimas de la presente invencion.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere a enzimas capaces de solubilizar pentosanos, en particular materiales
que contienen xilano, como arabinoxilanos, en particular arabinoxilanos insolubles. En particular la enzima es
particularmente buena para solubilizar pentosanos en particular materiales que contienen xilano, como arabinoxilanos,
en particular arabinoxilanos insolubles, en una amplia gama de sustratos, que incluyen sustratos a base de maiz.

La presente invencion se refiere ademas a enzimas capaces de degradar AXsol o los productos de ruptura de AXinsol
para asegurar que la viscosidad no se incremente y/o se reduzca en la mezcla de reaccion.

Muchas de las xilanasas comercializadas para usar en piensos para solubilizar pentosanos son enzimas GH11. Los
expertos en la técnica habian considerado que las xilanasas GH10 no eran tan potentes en la solubilizacién de
pentosanos, particularmente AXinsol, en comparacion con las xilanasas GH11. Sorprendentemente, se ha encontrado
que la nueva xilanasa descrita en esta memoria que es una xilanasa GH10, es particularmente buena para degradar
el AXinsol en un amplio espectro de sustratos, que incluyen sustratos a base de maiz. Sorprendentemente, los
presentes inventores han encontrado que las xilanasas GH10 de la presente invencién superan a las xilanasas GH11
en su capacidad para solubilizar pentosanos.

Es significativamente ventajoso el hecho de que las enzimas presentes degraden eficazmente el AXinsol del maiz y
sustratos a base de maiz, ya que el maiz tiene mucho mas AX en la forma insoluble en comparacion con otros cereales,
como el trigo y el centeno, por ejemplo. Por lo tanto, solo las xilanasas que pueden romper AXinsol pueden mostrar
un beneficio significativo para los animales alimentados con dieta a base de maiz, como la dieta de maiz-soja, por
ejemplo.

Era completamente inesperado que una xilanasa GH10 fuera tan buena para degradar el AXinsol, particularmente en
sustratos de maiz o a base de maiz.

Las enzimas de la presente invencién son capaces de degradar eficazmente (y rapidamente) los polimeros y
oligémeros que se producen de la degradacion del AXinsol o que estan presentes en material a base de grano. Esto
da lugar a una ventaja inesperada para las xilanasas GH10 mostradas en esta memoria en que son particularmente
buenas en varias aplicaciones para mantener baja la viscosidad o para reducir la viscosidad, p. €j., en piensos; en
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elaboracion de la cerveza y/o malteado; en la produccion de glucosa a base de grano, p. €j., para el posterior
procesamiento de biocombustibles y/o productos bioquimicos (p. €j., isopreno de origen bioldgico); o en la industria
de la separacion de gluten-almidén del trigo para la produccion de almidén, por ejemplo.

Especialmente se ha encontrado que el producto de degradacion en promedio es mas corto para las enzimas GH10
analizadas en esta memoria en comparacion con las enzimas GH11. Esto significa que los productos de degradacion
no contribuyen o causan un aumento de la viscosidad.

En base a estos hallazgos, las xilanasas de acuerdo con la presente invencion se pueden usar para degradar un
material que contiene xilano, particularmente arabinoxilanos, particularmente AXinsol. Ademas o alternativamente, las
xilanasas de acuerdo con la presente invencion se pueden usar para degradar polimeros solubles (p. €j. oligémeros)
que se producen de la degradacion de AXinsol o que estan presentes (de manera natural) en materiales a base de
grano. Sorprendentemente, se ha encontrado que las xilanasas de acuerdo con la presente invencion se pueden usar
tanto para degradar un material que contiene xilano, particularmente arabinoxilanos, en particular AXinsol, como para
degradar polimeros solubles (p. €j., oligdmeros) que se producen a partir de la degradacion de AXinsol.

Tales enzimas encuentran una aplicacion util en muchas industrias, que incluyen piensos, malteado y elaboracién de
cerveza, en el tratamiento de arabinoxilano que contiene materias primas como materiales a base de grano, en la
industria de separacién de gluten-almidon del trigo, en la produccion de jarabes derivados de almidén, en la produccion
de biocombustible y similares.

Solo se encontraron estos efectos técnicos sorprendentes e inesperados a través del aislamiento y la prueba de
FveXyn 4 (SEQ ID N°. 3). Posteriormente fue posible identificar otras enzimas de accién similar (p. ej., SEQ ID N°. 11
y/o SEQ ID N°. 15).

Declaraciones de la invencion

De acuerdo con un primer aspecto, la presente invencion proporciona un método para degradar material que contiene
arabinoxilano insoluble en un material que contiene xilano, que comprende mezclar dicho material que contiene xilano
con una xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 3, SEQ ID
N°. 2 0 SEQ ID N°. 1; o una variante u homologo de estas que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°.
30laSEQID N°. 2 ola SEQ ID N°. 1; o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 3, la SEQ ID N°.
2 ola SEQ ID N°. 1 con una sustitucion conservativa de al menos uno y de menos de 15 de los aminoacidos; o una
xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6, SEQ
ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 5 0 SEQ
ID N°. 4 en condiciones de alta astringencia, o una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 75% de identidad
con la SEQ ID N°, 6, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucledétidos que difiere de la SEQ ID N°. 6, la
SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID N°. 4 debido a la degeneracion del codigo genético.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona el uso de una xilanasa que comprende una secuencia
polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 1; o una variante u homélogo
de esta que tenga al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 3 ola SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N° 1; o una
secuencia polipeptidica que comprende SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 1 con una sustitucion conservativa
de al menos uno o menos de 15 aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos
mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 5 o SEQ ID N°. 4 o una secuencia de nucleétidos que
puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4 en condiciones de alta astringencia, o una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID
N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que difiere de la SEQ ID N°. 6, o la SEQ ID N°. 50 la SEQ ID N°. 4 debido a la
degeneracion del codigo genético para solubilizar arabinoxilano en un material que contiene xilano.

En un aspecto de la presente invencion, se proporciona un polipéptido que tiene actividad xilanasa que comprende
una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 1, o una variante u homélogo
de esta que tiene al menos un 99% de identidad con la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o un polipéptido que esta
codificado por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4, o una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 97,7% de identidad con la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID N°. 4.

Un aspecto adicional de la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada o recombinante
que comprende una secuencia de polinucledtidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) una secuencia de polinucleétidos que codifica una secuencia polipeptidica seleccionada del grupo que consiste
en SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1, o una variante u homadlogo de esta que tiene al menos un 99% de identidad con la
SEQIDN°.201aSEQIDN°. 1; 0

b)  una secuencia de polinucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4; o una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 97,7% de identidad (preferiblemente un 98% de identidad) con la SEQ ID N°. 5
ola SEQID N°. 4.
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La presente invencién se refiere ademas a una composicion de aditivo alimentario o una premezcla que comprende
(o consiste esencialmente en o que consiste en) una xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica mostrada
en esta memoria como SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 1; o una variante u homologo de esta que tiene al
menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 3 o la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o una secuencia polipeptidica
que comprende SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 1 con una sustitucién conservativa de al menos uno y menos
de 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta
memoria como SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que puede hibridar con la
SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID N°. 4 en condiciones de alta astringencia, o una secuencia de nucleétidos
que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4, o una secuencia de
nucleotidos que difiere de la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4 debido a la degeneracién del cédigo
genético, o un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8 y opcionalmente al menos un mineral
y/o al menos una vitamina.

La presente invencion se refiere ademas a un método para preparar un pienso que comprende mezclar un componente
alimentario con una xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID
N°. 3, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1; o una variante u homadlogo de esta que tiene al menos un 75% de identidad con
la SEQ ID N°. 3 o la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 3,
la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1 con una sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos;
0 una xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6,
SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°.
5 o la SEQ ID N°. 4 en condiciones de alta astringencia, o una secuencia de nucleétidos con al menos un 75% de
identidad con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que difiere de la
SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4 debido a la degeneracion del cddigo genético; un polipéptido de
acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8, o una composicién de aditivo alimentario de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 10 u 11.

La presente invenciéon se refiere ademas a un pienso que comprende una composicion de aditivo alimentario o
premezcla de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 u obtenido por el método de la reivindicacion 12.

La presente invencion se refiere ademas al uso de una composicién de aditivo alimentario o premezcla de acuerdo
con la reivindicacion 10 en un alimento o un pienso de acuerdo con la reivindicacion 13 para mejorar el rendimiento
del animal, que incluye aumentar de la eficacia de alimentacién y/o aumentar de peso y/o reducir la relacion de
conversion de la alimentacion y/o mejorar la digestibilidad de los nutrientes o energia en un alimento y/o mejorar la
retencion de nitrégeno y/o mejorar la respuesta inmune en el sujeto que se da como resultado del uso de la
composicion de aditivo alimentario de la presente invencién en la alimentacién en comparacion con la alimentacion
que no comprende dicha composicion de aditivo alimentario.

Para evitar dudas, la SEQ ID N°. 3 es la forma madura de la SEQ ID N°. 1 o de la SEQ ID N°. 2.
Asi mismo, la SEQ ID N°. 11 es la forma madura de la SEQ ID N°. 9 o de la SEQ ID N°. 10.
Descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la invencion

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta memoria tienen el mismo
significado que cominmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta descripcion. Singleton, et a.,
DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY, 20 ED., John Wiley and Sons, New York (1994),
y Hale & Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY, Harper Perennial, NY (1991) proporcionan
un recurso con un diccionario general de muchos de los términos usados en esta descripcion.

Esta descripcion no esta limitada por los métodos y materiales ejemplares descritos en esta memoria y cualquier
método y materiales similares o equivalentes a los descritos en esta memoria se pueden usar en la practica o en el
ensayo de realizaciones de esta descripcion. Los intervalos numéricos incluyen los niumeros que definen el intervalo.
A menos que se indique lo contrario, cualquier secuencia de acido nucleico se escribe de izquierda a derecha en la
orientacion 5" a 3’; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en la orientacién amino a carboxi,
respectivamente.

Los encabezados proporcionados en esta memoria no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de
esta descripcion que se pueden tener por referencia a la especificacion en su conjunto. Por consiguiente, los términos
definidos inmediatamente a continuacion se definen mas completamente por referencia a la especificacion en su
conjunto.

En esta memoria se refieren los aminoacidos usando el nombre del aminoacido, la abreviatura de tres letras o la
abreviatura de una sola letra.

El término “proteina”, como se usa en esta memoria, incluye proteinas, polipéptidos y péptidos.
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Como se usa en esta memoria, el término “secuencia de aminoacidos” es sindnimo del término “polipéptido” y/o el
término “proteina”. En algunos casos, el término “secuencia de aminoacidos” es sindénimo del término “péptido”. En
algunos casos, el término “secuencia de aminoacidos” es sindnimo del término “enzima”.

Los términos “proteina” y “polipéptido” se usan de manera intercambiable en esta memoria. En la presente descripcion
y reivindicaciones, se pueden usar los codigos convencionales de una letra y de tres letras para los residuos de
aminoacidos. El codigo de tres letras para los aminoacidos segun se define en conformidad con la Comision Conjunta
de la IUPACIUB en la Nomenclatura Bioquimica (JCBN). También se entiende que un polipéptido puede estar
codificado por mas de una secuencia de nucleotidos debido a la degeneracién del cédigo genético.

Pueden aparecer otras definiciones de términos a lo largo de la especificacion. Antes de que se describan con mas
detalle las realizaciones ejemplares, es de entender que esta descripcion no se limita a las realizaciones particulares
descritas, como tal, por supuesto, puede variar. También se debe entender que la terminologia usada en esta memoria
tiene el propdsito de describir solo realizaciones particulares, y no pretende ser limitante, ya que el alcance de la
presente descripcion estara limitado tinicamente por las reivindicaciones adjuntas.

Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que también se describe especificamente cada valor
intermedio hasta la décima parte de la unidad del limite inferior, a menos que el contexto indique claramente lo contrario,
entre los limites superior e inferior de ese intervalo. Se incluye dentro de esta descripciéon cada intervalo menor entre
cualquier valor declarado o valor intermedio de un intervalo establecido y cualquier otro valor establecido o intermedio
en ese intervalo establecido. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse o
excluirse de forma independiente en el intervalo, y también se incluyen dentro de esta descripcion cada intervalo en
el que se incluye uno o ambos limites en los intervalos mas pequefios, sujeto a cualquier limite especificamente
excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo establecido incluye uno o ambos limites, también se incluyen
en esta descripcion los intervalos que excluyen cualquiera o ambos de los limites incluidos.

Debe observarse que, tal como se usa en esta memoria y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,
“una” y “el/la/lo” incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por
ejemplo, la referencia a “una enzima” incluye una pluralidad de tales agentes candidatos y la referencia a “el alimento”
incluye una referencia a uno o mas alimentos y equivalentes de estos conocidos por los expertos en la técnica, y asi
sucesivamente.

Las publicaciones discutidas en esta memoria se proporcionan Unicamente para su descripcion antes de la fecha de
presentacion de la presente solicitud. Nada en esta memoria se debe interpretar como una admisién de que dichas
publicaciones constituyen un estado de la técnica anterior a las reivindicaciones adjuntas aqui.

El aumento de los precios de la materia prima usada tradicionalmente como fuente de energia en la alimentacion
animal, como materia prima en la produccion de biocombustibles, como ingrediente en la elaboracion de la cerveza y
el malteado, o como una materia prima en procesos de separacion de gluten-almidon del trigo, por ejemplo, han dado
como resultado la inclusion de materiales fibrosos de bajo costo en los sustratos de partida para estas industrias,
particularmente el uso de subproductos fibrosos de bajo coste en la alimentacién animal.

La adicion de fibra puede causar varios efectos desfavorables. Por ejemplo, en alimentacion animal la adicién de fibra
puede causar efectos anti-nutricionales. La presencia de polimeros sin degradar presentes en el intestino del animal
produce un contenido altamente viscoso y, como resultado, impide la difusién con una absorcién reducida de nutrientes.
Ademas, los polimeros poseen una alta capacidad de retencién de agua que dificulta una reabsorcion eficaz del agua,
y la retencion de agua aumenta el volumen del contenido intestinal lo que da lugar a una disminucion del tiempo de
transito intestinal (Englyst & Kingman (1993) en Human Nutrition and Dietetics, 92 edicion (Garrow J. S., James W. P.
T., eds. ) p. 53).

En los piensos, la hemicelulosa y la celulosa (que incluyen arabinoxilano insoluble) también forman barreras fisicas
encapsulando (o atrapando) nutrientes como almiddn y proteina y, por lo tanto, reteniendo el acceso a estos nutrientes
para el animal.

La hemicelulosa y la celulosa (que incluye arabinoxilanos insolubles (AXinsol)) por si mismos también son fuentes
potenciales de energia ya que consisten en sacaridos C5 y C6. Los monosacaridos C6 se pueden usar como fuente
de energia por el animal, mientras los oligosacaridos C5 se pueden transformar en acidos grasos de cadena corta por
la microflora presente en el intestino del animal (van den Broek et al., 2008 Molecular Nutrition & Food Research, 52,
146-63), cuyos acidos grasos de cadena corta pueden ser absorbidos y digeridos por el intestino del animal.

La liberacion de nutrientes y agua de los piensos como una consecuencia de la degradacion de la barrera fisica es
dependiente de la capacidad de la xilanasa de degradar componentes de fibra insoluble (p. €j., arabinoxilanos
insolubles (AXinsol)).

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una nueva xilanasa.

En una realizacién, la presente invencion proporciona una enzima xilanasa que comprende (o consiste en) una
secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1 o SEQ ID N°. 2 o una variante u homologo de
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esta que tiene al menos un 99% (p. €j., al menos un 99,1 0 99,5%) de identidad con la SEQ ID N°. 1 o la SEQ ID N°.
2.

La presente invencion también se refiere a una xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos
mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4 o SEQ ID N°. 5 o una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un
97,7% (p. €j., al menos un 98%, 98,5% o0 99%) de identidad con la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5.

En un aspecto, la enzima xilanasa de la presente invencion puede obtenerse de (u obtenerse a partir de) un hongo,
llamado Fusarium verticilloides.

En otro aspecto, la presente invencién proporciona una xilanasa que se puede obtener de (u obtener a partir de)
Fusarium verticilloides para usar en alimentos o en una composicion de aditivo alimentario.

En una realizacion, la enzima xilanasa de la presente invencion se puede denominar en esta memoria como FveXyn4
o Hifi168.

La presente invencion también proporciona ademas un acido nucleico que comprende (o consiste en) una secuencia
de nucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4 o SEQ ID N°. 5; o una secuencia de nucleétidos que
tiene al menos un 97,7% (p. €j., al menos un 98%, 98,5% 0 99%) de identidad con la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5.

Tanto las secuencias polipeptidicas como las secuencias de acido nucleico ensefiadas en esta memoria estan
preferiblemente aisladas.

La xilanasa de la presente invencion es preferiblemente una xilanasa GH10. En otras palabras, la xilanasa puede tener
un peso molecular en el intervalo de 32-39 kDa y/o el dominio catalitico de la xilanasa consiste en una estructura de
barril B/o. de ocho veces (como se indica en Harris et al., 1996 — Acta. Crystallog. Sec. D 52, 393-401).

Se describe en esta memoria una composicion que comprende una enzima xilanasa que comprende (o consiste en)
una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 o una
variante, homologo, fragmento o derivado de esta que tiene al menos un 98,5% (p. €j., al menos un 98,8 0 99 o0 99,1
0 99,5) de identidad con la SEQ ID N°. 1 o la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 3 o una xilanasa que esta codificada por
una secuencia de nucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 6, o una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 97,7% (p. €j., al menos un 98%, 98,5% o0 99%) de identidad con la
SEQID N°. 4,la SEQID N°. 5 0la SEQ ID N°. 6.

En un aspecto, la enzima xilanasa para usar en los métodos y usos de la presente invencién comprende (o consiste
en) una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 o una
variante u homologo de esta que tiene al menos un 75% (adecuadamente al menos un 85% o al menos un 90% o al
menos un 99%) de identidad con la SEQ ID N°. 1 o la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 3, o una secuencia polipeptidica
que comprende la SEQ ID N°. 1, la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 3 con una sustitucion conservativa de al menos uno
y menos de 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en
esta memoria como SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 6, o una secuencia de nucleétidos que tiene al menos
un 75% (adecuadamente al menos un 85% o al menos un 90% o al menos un 98%) de identidad con la SEQ ID N°. 4
ola SEQ ID N°. 50 la SEQ ID N°. 6 o una secuencia de nucleétidos que difiere de la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5
o la SEQ ID N°. 6 debido a la degeneracion del codigo genético.

En un aspecto, la enzima xilanasa para usar en los métodos y usos de la presente invencién comprende (o consiste
en) una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 o una
variante u homdlogo de esta que tiene al menos un 85% de identidad con la SEQ ID N°. 1 ola SEQ ID N°. 2 o la SEQ
ID N°. 3; o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 1, la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 3 con una
sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por
una secuencia de nucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 6, o una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 85% de identidad con la SEQ ID N°. 4 0la SEQ ID N°. 50la SEQ ID
N°. 6 o una secuencia de nucleotidos que difiere de la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 6 debido a la
degeneracion del codigo genético.

En un aspecto, la enzima xilanasa para usar en los métodos y usos de la presente invenciéon comprende (o consiste
en) una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 o una
variante u homologo de esta que tiene al menos un 90% de identidad con la SEQ ID N°. 1 ola SEQ ID N°. 2 o la SEQ
ID N°. 3; o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 1, la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 3 con una
sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por
una secuencia de nucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 6, o una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 90% de identidad con la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 50 la SEQ ID
N°. 6 o una secuencia de nucleotidos que difiere de la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID N°. 6 debido a la
degeneracion del codigo genético.

En un aspecto, la enzima xilanasa para usar en los métodos y usos de la presente invencién comprende (o consiste
en) una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 o una
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variante u homologo de esta que tiene al menos un 99% de identidad con la SEQ ID N°. 1 ola SEQ ID N°. 2 o la SEQ
ID N°. 3 o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 1, la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 3 con una
sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por
una secuencia de nucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 6, o una
secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 98% de identidad con la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 50 la SEQ ID
N°. 6 o una secuencia de nucleotidos que difiere de la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID N°. 6 debido a la
degeneracion del codigo genético.

En una realizacion, la enzima xilanasa de la presente invencion se puede denominar en esta memoria como FveXyn4
(este término se refiere a la proteina activa, p. €j., la proteina madura).

Descrito en esta memoria, la enzima xilanasa de la presente descripcién se puede denominar en esta memoria como
FoxXyn2 (este término se refiere a la proteina activa, p. €j., la proteina madura).

En una realizacion, la xilanasa preferiblemente es una xilanasa fungica.
En una realizacion, la xilanasa preferiblemente es una xilanasa GH10.
En una realizacion, la xilanasa preferiblemente es una xilanasa fungica GH10.

En una realizacion, la xilanasa preferiblemente es una endoxilanasa, p. €j., una endo-1,4-B-xilanasa. La clasificacion
para una endo-1,4-p-xilanasa es E.C. 3.2.1.8.

Preferiblemente la xilanasa de la presente invencién tiene un pH éptimo de aproximadamente 6.

Preferiblemente la xilanasa de la presente invencién retiene mas del 70% de la actividad maxima entre pH 4,6 y 7,
preferiblemente entre pH 5,1y 7.

Sin querer limitarse a la teoria, el pH también puede tener un efecto importante sobre la eficacia y eficiencia de la
enzima. Para aplicaciones alimentarias en particular, el perfil de pH de las xilanasas de la presente invencion favorece
la actividad en el intestino delgado, en condiciones neutras.

Preferiblemente la xilanasa de la presente invencién tiene una temperatura éptima de aproximadamente 60°C.
Preferiblemente la xilanasa de la presente invencion retiene mas del 70% de la actividad maxima entre 45°C y 64°C.

Las xilanasas de acuerdo con la presente invencion son capaces de degradar (o degradan) un material que contiene
xilano, particularmente arabinoxilanos, particularmente arabinoxilanos insolubles (AXinsol)).

Descrito en esta memoria, las xilanasas de acuerdo con la presente descripcion son capaces de degradar (o degradan)
polimeros solubles (p. €j., oligdmeros) que se producen de la degradacion de AXinsol o que estan presentes (de
manera natural) en material a base de grano.

Descrito en esta memoria, las xilanasas de acuerdo con la presente descripcion son capaces de degradar (o degradan)
tanto un material que contiene xilano, particularmente arabinoxilanos, particularmente AXinsol, como polimeros
solubles (p. €j., oligdmeros) que se producen de la degradacién de AXinsol.

En una realizacion, las xilanasas de la presente invencion no se ven afectadas por los inhibidores de las xilanasas de
trigo, p. €j., inhibidores proteicos, p. €j., inhibidores proteicos del tipo TAXI en el trigo. Las xilanasas fungicas de la
técnica anterior se pueden inhibir hasta en un 70-95% por los inhibidores proteicos del trigo. Preferiblemente las
xilanasas de la presente invencioén solo se inhiben en un 20-30% como maximo en las aplicaciones del trigo.

Los TAXI son inhibidores de xilanasas de Triticum aestivum, presentes en cereales.

El término “que consisten esencialmente en” como se usa en esta memoria significa que pueden estar presentes
componentes no especificados si las caracteristicas de la composicién reivindicada no se ven afectadas de forma
material.

El término “que consiste en” significa que las proporciones de los ingredientes especificos deben sumar el 100%.

El término “que comprende” usado en este memoria se puede modificar en algunas realizaciones para referirse a que
consiste esencialmente en o que consiste en (ambos tienen un significado mas limitado que “que comprende”).

En una realizacion, el material que contiene arabinoxilano insoluble no es paja de trigo.
Usos
La xilanasa de la presente invencion se puede usar adecuadamente en cualquiera de las siguientes aplicaciones:

a) Un aditivo en piensos animales; y/o

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734 145 T3

b)  Un suplemento alimentario para un animal; y/o

c) Ruptura de material a base de grano (p. €j., este puede ser de grano entero o parte del grano). Los productos de
la ruptura (p. €j., glucosa) se pueden usar como una materia prima para cualquier proceso de fermentaciéon, como en
la produccion de biocombustibles (p. €j., bioetanol) o en la produccion de otros productos como productos bioquimicos
(p. €j., isopreno de origen biolégico). Por lo tanto, en una realizacion, la presente invencion se refiere a la produccion
de biocombustible (p. ej., bioetanol) y a la utilizacion mejorada de material a base de grano en la industria de los
biocombustibles; y/o

d) Industria de separacion de gluten-almidon del cereal (p. €., trigo). El (los) producto(s) resultante(s) pueden ser
almidon (p. €j., almidon purificado) y/o gluten y/o fibras y/o solubles en agua (como pentosanos solubles). En una
realizacion, la presente invencion se refiere a la produccion de almidén y/o gluten; y/o

e) Mejorar el malteado y la elaboraciéon de cerveza, p. €j., rompiendo el material a base de grano (p. €j., cebada
malteada).

En una realizacion, la xilanasa de la presente invencion se usa en un pienso. Preferiblemente, un pienso que
comprende maiz o es un pienso a base de maiz.

En una realizacion, la xilanasa de la presente invenciéon se usa en el malteado o en la elaboracién de la cerveza.
En una realizacién adicional, la xilanasa de la presente invencion se usa en la separacion de gluten-almidon del trigo.

En otra realizacion adicional, la xilanasa de la presente invencion se usa en la ruptura de material a base de grano y
puede ser parte del proceso de produccion de biocombustible (p. ej., bioetanol).

Para evitar dudas, la SEQ ID N°. 3 es la forma madura de la SEQ ID N°. 1 o la SEQ ID N°. 2.

De manera similar, la SEQ ID N°. 11 es la forma madura de la SEQ ID N°. 9 o la SEQ ID N°. 10.

Ventajas

La nueva xilanasa indicada en esta memoria tiene muchas ventajas en comparacion con las xilanasas conocidas.

Las xilanasas como se indican en esta memoria y de la presente invencidon son inesperadamente buenas para
solubilizar pentosanos.

Las xilanasas como se indican en esta memoria y de la presente invencidon son inexperadamente buenas para
solubilizar AXinsol.

Sorprendentemente se ha encontrado que la xilanasa de la presente invencién es particularmente buena en la
degradacion de materiales que contienen xilano, como arabinoxilanos, p. €j., AXinsol, en un amplio espectro de
sustratos, maiz, trigo, DDGS, etc., en particular maiz y sustratos a base de maiz, en particular, tanto productos de
trigo (incluyendo a base de trigo) como maiz (incluyendo productos a base de maiz). En comparacioén con las xilanasas
de referencia que son todas xilanasas producidas y comercializadas todas de manera comercial, la nueva xilanasa
descrita en esta memoria era capaz de una degradacion y la liberacién de pentosano a partir de materiales a base de
plantas (en particular sustratos a base de maiz) mucho mas eficaz en comparacion con las xilanasas comercializadas.
Esto fue completamente inesperado. Esto contrasta con las enzimas anteriormente conocidas, que a menudo son
inferiores en la solubilizacion de AXinsol en maiz y sustratos a base de maiz o que no son tan eficaces en sustratos
tanto de trigo como de maiz.

Ademas, la enzima de la presente invencion es particularmente buena no solo para romper (solubilizar) AXinsol, sino
también para romper (o degradar) los polimeros solubilizados de manera eficaz. Al ser capaz de romper (degradar)
eficazmente (rapidamente) los polimeros solubilizados (obtenidos de disolver AXinsol), se obtiene una reduccion de
la viscosidad. Este ultimo efecto es esencial en algunas de las aplicaciones reivindicadas.

Tipicamente, las xilanasas convencionales pueden romper el AXinsol, pero daran lugar a un aumento en la produccién
de polimeros, productos que daran lugar a un aumento de viscosidad de la mezcla. Este aumento de la viscosidad es
desfavorable en muchas aplicaciones.

Se ha encontrado que las enzimas de la presente invencion y como se describe en esta memoria, no solo rompen
(solubilizan) los arabinoxilanos insolubles (AXinsol) de una amplia gama de sustratos, que incluyen maiz, trigo, DDGS,
etc., en particular maiz y sustratos a base de maiz, en particular tanto los productos de trigo (incluidos los a base de
trigo) como maiz (incluyendo productos a base de maiz), sino que también rompen eficazmente los polimeros asi
solubilizados para asegurar que la viscosidad no se incremente y/o para reducir la viscosidad.

Las xilanasas de la presente invencion y como se describe en esta memoria son capaces de degradar AXsol o los
productos de ruptura de AXinsol para asegurar que la viscosidad no se incremente y/o la viscosidad se reduzca en la
mezcla de reaccion.
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Muchas de las xilanasas comercializadas para usar en piensos para solubilizar pentosanos son enzimas GH11. Los
expertos en la materia habian considerado que las xilanasas GH10 no eran tan fuertes en la solubilizacion de
pentosanos, particularmente AXinsol, en comparacién con las xilanasas GH11. De manera sorprendente, se ha
encontrado que la nueva xilanasa descrita en esta memoria que es una xilanasa GH10 es particularmente buena para
solubilizar AXinsol en un amplio especiro de sustratos, que incluyen sustratos a base de maiz. De manera
sorprendente, los presentes inventores han encontrado que las xilanasas GH10 de la presente invencion (y mostrado
en esta memoria) superan a las xilanasas GH11 comerciales en su capacidad para solubilizar pentosanos.

El hecho de que las presentes enzimas solubilizan de manera eficaz AXinsol de maiz y sustratos a base de maiz, es
significativamente ventajoso, ya que el maiz tiene mucho mas AX en forma insoluble en comparacién con otros
cereales, como el trigo y el centeno, por ejemplo. Por lo tanto, solo las xilanasas que pueden romper el AXinsol pueden
mostrar un beneficio significativo para los animales alimentados con dieta de maiz-soja, por ejemplo.

Fue completamente inesperado que una xilanasa GH10 fuera tan buena en solubilizar AXinsol en cereales,
particularmente en maiz o sustratos a base de maiz.

Las enzimas de la presente invencion son capaces de degradar de manera eficaz (y rapida) los polimeros y/u
oligdbmeros que se producen a partir de la solubilizacion de AXinsol o que estan presentes en materiales a base de
grano. Esto da lugar a una ventaja inesperada para las xilanasas GH10 indicadas en esta memoria en que son
particularmente buenas en un nimero de aplicaciones para mantener la viscosidad baja o para reducir la viscosidad,
p. €j., en piensos; en la elaboracion de la cerveza y/o malteado; en la produccion de glucosa a base de grano, p. €j.,
para procesamiento adicional a biocombustibles y/o productos bioquimicos (p. €j., isopreno de origen bioldgico); en la
industria de separacioén de gluten-almidon del trigo para la produccion de almidon, por ejemplo.

Especialmente se ha encontrado que el producto de degradacion en promedio es mas corto para las enzimas GH10
analizadas en esta memoria en comparacion con las enzimas GH11. Esto mejora la disminucion del efecto de la
viscosidad.

Ademas, una ventaja adicional de las xilanasas GH10 de la presente invencion (a diferencia de muchas xilanasas
GH11) es que no se ven afectadas por los inhibidores de la xilanasa de trigo, p.€j., inhibidores proteicos tipo TAXI, que
se producen el trigo.

Una ventaja de la presente invencion es que mejora la separacion de gluten-almidén del trigo.

La enzima de la presente invencion es particularmente eficaz para aumentar el rendimiento de un sujeto o de mejorar
la digestibilidad de una materia prima en una alimentacién y/o para mejorar la eficacia de la alimentacién en un sujeto.

Material que contiene xilano

La xilanasa de la presente invencion (o composicién que comprende la xilanasa de la presente invencion) se puede
usar para degradar cualquier material que contiene xilano.

En esta memoria se describe que el material que contiene xilano es cualquier material vegetal que comprende
arabinoxilano.

El material que contiene xilano es cualquier material vegetal que comprende arabinoxilano insoluble (AXinsol).
En una realizacion, el material que contiene xilano es un pienso o un componente alimentario.

En una realizacion, el material que contiene xilano es un material a base de grano (que incluye granos completos o
granos parciales o granos malteados, p. €j., cebada malteada). Cuando el método se refiere a la produccion de
biocombustibles (p. ej., produccién de bioetanol) entonces, preferiblemente, el material que contiene xilano es un
material a base de grano.

En otra realizacién, el material que contiene xilano puede ser una malta o papilla de cebada, o cebada malteada o
combinaciones de estas.

En una realizacion adicional mas, el material que contiene xilano puede ser una harina de cereal (p. €j., harina de trigo,
avena, centeno o cebada). Cuando el método se refiere a un proceso de separacion de gluten-almidén,
preferiblemente el material que contiene xilano es una harina de cereal (p. €j., harina de trigo, avena, centeno o
cebada).

Ruptura o degradacion

La enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencion o como se describe en esta memoria
se puede usar para romper (degradar) AXinsol o AXsol o productos de degradacion de AXinsol.

El término “ruptura” o “degradacion” es sinénimo de hidrolisis.
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Solubilizacion/Degradacion

La presente invencion se refiere a un método para degradar un material que contiene arabinoxilano insoluble (AXinsol)
para producir pentosanos solubles (que pueden ser poliméricos, oligoméricos 0 monoméricos).

Este método se puede describir en esta memoria como solubilizaciéon de pentosano o solubilizacion de arabinoxilano
o solubilizaciéon de AXinsol o degradacion de AXinsol.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a un método para degradar (o romper) arabinoxilano insoluble
(AXinsol). Esto también se puede denominar solubilizacion de arabinoxilano insoluble y/o solubilizacion de pentosanos.

En una realizacion adicional de la presente invencion, el método se refiere a degradar (p. ej., romper) polimeros
derivados de la degradacion de arabinoxilanos insolubles.

Arabinoxilano (AX)

El término “arabinoxilanos” (AX) como se usa en esta memoria significa un polisacarido que consiste en un esqueleto
de xilano (unidades de xilosa unidas 1,4) con L-arabinofuranosa (L-arabinosa en su forma de anillo de 5 atomos)
unidos aleatoriamente mediante enlaces 1a—2 y/o 1a—>3 a las unidades de xilosa a través de la cadena. El
arabinoxilano es una hemicelulosa que se encuentra tanto en las paredes celulares primarias como secundarias de
las plantas. El arabinoxilano se puede encontrar en el salvado de granos como trigo, mazorca (maiz), centeno y cebada.

El arabinoxilano (AX) se encuentra en estrecha asociacion con la pared celular de la planta, donde actda como un
pegamento que une varios bloques de construccion de la pared y del tejido celular de la planta, lo que le confiere
resistencia y rigidez estructural.

El término “pentosano” como se usa en esta memoria es cualquiera de un grupo de carbohidratos que producen
pentosas en la hidrdlisis completa.

Dado que la xilosa y la arabinosa (los constituyentes de arabinoxilanos) son ambas pentosas, los arabinoxilanos se
clasifican generalmente como pentosanos.

El AX es la principal fraccion de Polisacarido Sin Aimidén (NSP) en varias de las materias primas de alimentacion mas
importantes, que incluyen trigo y maiz.

Su abundancia, ubicacién dentro del material vegetal y estructura molecular hacen que el AX tenga un impacto
negativo severo en la digestibilidad del alimento, reduciendo eficazmente el valor nutricional de las materias primas
en las que esta presente. Esto hace al AX un importante factor anti-nutricional, que reduce la eficiencia de la produccién
animal.

Ademas, el AX puede tener un impacto negativo severo cuando se intenta romper el material vegetal, por ejemplo, en
procesos como la elaboraciéon de cerveza, malteado, fabricacién de biocombustibles, reduciendo eficazmente la
cantidad de sustrato accesible en el material vegetal crudo.

Los AX también pueden contener cantidades sustanciales de agua (lo que se puede denominar como capacidad de
retencion de agua)- esto puede producir que los arabinoxilanos solubles den lugar a viscosidad (alta)- lo que es una
desventaja en muchas aplicaciones.

El término “hemicelulosa’- como se usa en esta memoria- quiere decir los componentes polisacaridos de las paredes
celulares de las plantas distintos de la celulosa. El término “hemicelulosa” como se usa en esta memoria puede
significar polisacaridos en las pareces celulares de la planta que se pueden extraer con soluciones alcalinas diluidas.
La hemicelulosa comprende casi un tercio de los carbohidratos del tejido vegetal lefioso. La estructura quimica de las
hemicelulosas consiste en largas cadenas de una variedad de pentosas, hexosas y sus correspondientes acidos
uronicos. Las hemicelulosas se pueden encontrar en frutas, tallos de plantas y cascaras de grano. El xilano es un
ejemplo de un pentosano que consiste en unidades de D-xilosa con enlaces 135—4.

Arabinoxilano insoluble en agua (AXinsol)

El arabinoxilano insoluble en agua (AXinsol) también conocido como arabinoxilano no extraible con agua (WU-AX)
constituye una proporcion significativa de la materia seca del material vegetal.

En el trigo, el AXinsol puede representar el 6,3% de la materia seca. En el salvado de trigo y DDGS de trigo, el AXinsol
puede representar aproximadamente el 20,8% o el 13,4% de la materia seca (p/p).

En el centeno, el AXinsol puede representar el 5,5% de la materia seca.

En el maiz, el AXinsol puede representar el 3,5-6% (p. €j., €l 5,1%) de la materia seca. En el DDGS de maiz, el AXinsol
puede representar el 10-20% (p. €j., el 12,6%) de la materia seca.
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El AXinsol origina el atrapamiento de nutrientes en la alimentacion. Grandes cantidades de nutrientes bien digeribles,
como el almidén y las proteinas, permanecen englobados en agrupaciones de material de la pared celular o unidos a
las cadenas laterales del AX. Estos nutrientes atrapados no estaran disponibles para la digestion y posterior absorcion
en el intestino delgado.

Arabinoxilano soluble en agua (AXsol)

El arabinoxilano soluble en agua (AXsol) también conocido como arabinoxilano extraible con agua (WE-AX) puede
causar problemas en la produccion de biocombustibles y/o malteado y/o elaboracién de cerveza y/o en la alimentacion,
ya que pueden producir un aumento de la viscosidad debido a la capacidad de unién de agua del AXsol.

En la alimentacion, el AXsol puede tener un efecto anti-nutricional, especialmente en monogastricos, ya que produce
un aumento considerable de la viscosidad del contenido intestinal, originado por la extraordinaria capacidad de union
de agua del AXsol. El aumento de la viscosidad puede afectar a la digestion del alimento y el uso de nutrientes ya que
puede prevenir la mezcla adecuada del alimento con enzimas digestivas y sales biliares y/o ralentiza la disponibilidad
y absorcién de nutrientes y/o estimula la fermentacion en el intestino posterior.

En el trigo, el AXsol puede representar el 1,8% de la materia seca. En el salvado de trigo y el DDGS de trigo, el AXsol
puede representar aproximadamente el 1,1% o el 4,9% de la materia seca (p/p).

En el centeno, el AXsol puede representar el 3,4% de la materia seca.
En la cebada, el AXsol puede representar el 0,4-0,8% de la materia seca.

En el maiz, el AXsol puede representar el 0,1-0,4% (p. €j., 0,1%) de la materia seca. En el DDGS de maiz, el AXsol
puede representar el 0,3-2,5% (p. €j., 0,4%) de la materia seca.

Sin embargo, ademas, a la cantidad de AXsol presente en el material vegetal, cuando una xilanasa solubiliza el AXinsol
en el material vegetal, este puede liberar pentosanos y/u oligémeros que contribuyen al contenido de AXsol del material
vegetal.

Una ventaja significativa de las xilanasas descritas en esta memoria es que tienen la capacidad de solubilizar AXinsol
sin aumentar la viscosidad. Actualmente se cree que no se forman los productos de alto peso molecular.

Una ruptura del AXsol puede disminuir la viscosidad.
Una ruptura del AXsol puede liberar nutrientes.
Viscosidad

La presente invencion se puede usar para asegurar que la viscosidad no se incremente y/o para reducir la viscosidad
en cualquier proceso en el que la capacidad de unidn al agua del AXsol provoque un aumento indeseable de la
viscosidad.

La presente invencién se refiere a asegurar que la viscosidad no aumente y/o a reducir la viscosidad rompiendo
(degradando) AXsol o rompiendo (degradando) los polimeros y/u oligémeros producidos por solubilizacion del AXinsol.

Sin querer limitarse a la teoria, al ser capaz de romper (degradar) eficazmente (rapidamente) los polimeros
solubilizados (p. €j., oligdmeros) obtenidos por la disoluciéon del AXinsol, se puede evitar un aumento no deseado de
la viscosidad y/o se puede obtener una reduccion de la viscosidad. El término “eficazmente” como se usa en esta
memoria significa que la enzima es capaz de degradar los polimeros (p. ej., oligbmeros) que se forman por
solubilizacion del AXinsol mas rapido que la velocidad con la que se degrada el AXinsol (o se solubiliza).

Reducir la viscosidad tiene ventajas en muchas aplicaciones segun se indica en esta memoria.

Se describio originalmente un ensayo in vitro que intenta imitar el entorno en el intestino delgado de un pollo por
Bedford & Classen (1993 Poultry Sci., 72, 137-143). El ensayo consiste en una incubacion en dos etapas del alimento
primero a pH bajo con pepsina seguido de incubacion con pancreatina a pH neutro. Se acepta generalmente que la
viscosidad del sobrenadante después de la incubacién final se correlaciona con la viscosidad creada in vivo en pollos
de engorde.

No incrementar la viscosidad y/o una reduccion en la viscosidad segun se indica en esta memoria para aplicaciones
de alimentacion quiere decir que la adiciéon de la xilanasa dara lugar a una viscosidad sin cambios o menor medida
por el método descrito en el Ejemplo 7. Por sin cambios se entiende que el valor medido, que es el promedio de tres
repeticiones, se encuentra dentro de dos desviaciones estandar del valor medido para una muestra de trigo sin la
adicioén de xilanasa.

Se puede medir la viscosidad usando los siguientes dispositivos: Viscoanalizador Rapido (RVA) (p. €j., en el
procesamiento de bioetanol) y viscosimetro Haake VT550 (Thermofisher) (p. €j., en el procesamiento de almidon de
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gluten-trigo). Ambos dispositivos pueden monitorizar los perfiles de viscosidad de procesos de combustible de etanol
y los procesos de separacion de almidén de trigo, de los que se muestran las condiciones experimentales en el Ejemplo
8y 9, respectivamente.

En la presente invencion, se puede calcular una reduccion en la viscosidad comparando una muestra que comprende
la xilanasa de la presente invencion (o indicada en esta memoria) en comparacion con otra muestra comparable sin
la xilanasa de la presente invencion (o indicada en esta memoria).

La comparacion de los perfiles de reduccion de la viscosidad de la xilanasa de la presente invencion con los de la(s)
xilanasa(s) de referencia del mercado demuestra el rendimiento de la enzima. El objetivo es mejorar el rendimiento de
la enzima en comparacion con el punto de referencia del mercado. La(s) enzima(s) de referencia para aplicaciones
individuales se proporcionan en los ejemplos a continuacion.

La enzima de referencia para aplicaciones de alimentacion es Econase®XT.

La enzima de referencia para el procesamiento de bioetanol es Xylathin™.

La enzima de referencia para la separacion de almidén de trigo-gluten es Shearzyme Plus™.

En una realizacién de la presente invencion, las xilanasas indicadas en esta memoria son reductoras de la viscosidad.

En general, el trigo (u otro cereal) se muele primero en seco para separar el salvado y el germen del endospermo, que
se muele para hacer harina. Esta harina de endospermo se fracciona ain mas mediante un proceso de separacion de
almiddn de trigo en varias cadenas de productos de valor comercial variable. El objetivo principal es producir un grado
refinado de almidén A, que consiste en granulos lenticulares grandes de 15-40 um. La segunda cadena de almidén B
consiste en granulos de almidén menos purificados que son esféricos y pequefios (1-10 um). (C.C. Maningat, P. A.
Seib, S.D. Bassi, K.S. Woo, G.D. Lasater, Capitulo 10 del libro “Starch” (2009) 441-451, Wheat starch: production,
properties, modification and uses). El almidén de trigo aislado constituye el material de partida para la produccion de
almidon modificado con aplicaciones tanto en aplicaciones alimentarias como no alimentarias. El gluten vital es el
tercer producto de valor afiadido en los procesos de separacion del trigo. La vitalidad del gluten de trigo esta
determinada por la capacidad de formar redes viscoelasticas necesarias para la panificacion. El gluten vital encapsula
el dioxido de carbono formado por la preparacion de la masa durante la coccion y, como consecuencia, aumenta el
volumen del pan. (Anne van der Borght, Hans Goesaert, Wim S. Veraverbeke, Jan A. Delcour, Journal of Cereal
Science 41 (2005) 221-237, Fractionation of wheat and wheat flour into starch and gluten: overview of the main
processes and the factors involved), por lo tanto, se usa para enriquecer harinas para la elaboracion del pan, para
lograr productos de pan mejorados. Otros mercados para el gluten incluyen como un aditivo en productos vegetarianos,
carne, pescado o aves, que incluyen los de la industria de alimentos para mascotas; en cereales de desayuno; o en
salsa de soja. Debido a su termoplasticidad y buenas propiedades de formacion de pelicula, el gluten también se usa
en mercados no alimentarios como adhesivos. (L. Day, M.A. Augustin, I.L. Batey, C.W. Wrigley, Trends in Food
Science & Technology 17 (2006) 82-90, Wheat-gluten uses and industry needs.).

Las xilanasas indicadas en esta memoria se pueden usar para reducir la viscosidad (o no aumentar la viscosidad) en
procesos para separar harina de cereal (p. €j., harina de trigo, avena, centeno o cebada) en almidon y fracciones de
gluten y para mejorar la separacion degradando oligosacaridos que impiden la aglomeracion del gluten.

La viscosidad del mosto y la viscosidad de la papilla de cebada y de la malta de cebada en la elaboracion de cerveza
y malteado pueden producir desventajas durante la elaboracion de cerveza y/o el malteado. La presente invencion se
refiere a reducir la viscosidad (o no aumentar la viscosidad) del mosto, papilla de cebada, malta de cebada o una
combinacién de estos.

Alimentacién o pienso

La enzima o composicién de aditivo alimentario de la presente invencion se puede usar como — 0 en la preparacion
de- un alimento.

El término “alimento” se usa de manera sinénima en esta memoria con “pienso”.

Preferiblemente, el material que contiene arabinoxilano de la presente invencion es un pienso, o un constituyente de
un pienso, 0 un componente alimentario.

El alimento puede estar en forma de una soluciéon o como un soélido o como un semi-sélido — dependiendo del uso y/o
del modo de aplicacién y/o del modo de administracion.

Cuando se usa como -0 en la preparacién de- un alimento- como un alimento funcional- la enzima o composicion de
la presente invencion se puede usar junto con uno o mas de: un vehiculo nutricionalmente aceptable, un diluyente
nutricionalmente aceptable, un excipiente nutricionalmente aceptable, un adyuvante nutricionalmente aceptable, un
ingrediente activo nutricionalmente aceptable.
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En una realizacion preferida, la enzima o composicion de aditivo alimentario de la presente invencién se mezcla con
un componente alimentario para formar un pienso.

El término “componente alimentario” como se usa en esta memoria significa todo o parte del pienso. Parte del pienso
puede significar un constituyente del pienso o0 mas de un constituyente del pienso, p. €j., 2 0 3 0 4. En una realizacion,
el término “componente alimentario” abarca una premezcla o constituyentes de premezcla.

Preferiblemente el alimento puede ser un forraje, o una premezcla de este, un compuesto alimentario, o una premezcla
de este. En una realizacion, la composicién de aditivo alimentario de acuerdo con la presente invencién se puede
mezclar con un componente alimentario, un componente de alimento compuesto o a una premezcla de un alimento
compuesto o a un forraje, un componente de forraje, o una premezcla de un forraje.

El término “forraje”, como se usa en esta memoria, significa cualquier alimento que se proporciona a un animal (en
lugar de que el animal tenga que buscarlo por si mismo). El forraje abarca plantas que han sido cortadas.

El término forraje incluye ensilaje, alimentos prensados y en pellets, aceites y raciones mixtas, y también granos
brotados y legumbres.

El forraje se puede obtener de una o mas plantas seleccionadas de: maiz (mazorca), alfalfa (alfalfa), cebada, loto de
los prados, brassica, Chau moellier, col rizada, colza (canola), colinabo (sueco), nabo, trébol, trébol hibrido, trébol rojo,
trébol subterraneo, trébol blanco, festuca, espiguilla, mijo, avenas, sorgo, sojas, arboles (brotes de arbol podado para
heno de arbol), trigo y legumbres.

El término “alimento compuesto” significa un alimento comercial en forma de una comida, un pellet, nueces, pastel o
una torta. Los alimentos compuestos se pueden mezclar a partir de varias materias primas y aditivos. Estas mezclas
se formulan de acuerdo con los requerimientos especificos del animal objetivo.

Los alimentos compuestos pueden ser alimentos completos que proporcionan todos los nutrientes diarios requeridos,
concentrados que proporcionan una parte de la raciéon (proteina, energia) o suplementos que solo proporcionan
micronutrientes adicionales, como minerales y vitaminas.

Los ingredientes principales usados en alimentos compuestos son los granos alimentarios, que incluyen maiz, trigo,
harina de canola, harina de colza, altramuz, semilas de soja, sorgo, avenas y cebada.

De forma adecuada, una premezcla como se menciona en esta memoria, puede ser una composicion compuesta de
microingredientes como vitaminas, minerales, conservantes quimicos, antibioticos, productos de fermentacion y otros
ingredientes esenciales. Las premezclas suelen ser composiciones adecuadas para mezclar en raciones comerciales.

Cualquier pienso de la presente invencion puede comprender uno o mas materiales seleccionados del grupo que
comprende a) cereales, como granos pequefios (p. €j., trigo, cebada, centeno, avena, triticale y combinaciones de
estos) y/o granos grandes como maiz o sorgo; b) subproductos de cereales, como harina de gluten de maiz, torta
himeda (particularmente torta himeda a base de maiz), Grano Seco de Destilerias (DDG) (particularmente Grano
Seco de Destilerias a base de maiz (cDDG)), Solubles de Grano Seco de Destilerias (DDGS) (particularmente Solubles
de Grano Seco de Destilerias a base de maiz (cDDGS)), salvado de trigo, intermediarios de trigo, trigo pequefio,
salvado de arroz, cascaras de avena, semilla de palma y pulpa de citricos; c) proteina obtenida de fuentes como soja,
girasol, cacahuete, altramuz, guisantes, habas, algodén, canola, harina de pescado, proteina plasmatica seca, harina
de carne y hueso, proteina de patata, suero de leche, copra, sésamo; d) aceites y grasas obtenidas de fuentes
vegetales y animales; e) minerales y vitaminas.

En una realizacion, el pienso comprende o consiste en maiz, DDGS (como cDDGS), trigo, salvado de trigo o una
combinacién de estos.

En una realizacion, el componente alimentario puede ser maiz, DDGS (p. €j., cDDGS), trigo, salvado de trigo o una
combinacién de estos.

En una realizacion, el pienso comprende o consiste en maiz, DDGS (como cDDGS) o una combinacioén de estos.
En una realizacién, el componente alimentario puede ser maiz, DDGS (como cDDGS) o una combinacion de estos.

Un pienso de la presente invencion puede contener al menos un 30%, al menos un 40%, al menos un 50% o al menos
un 60% en peso de harina de maiz y soja 0 maiz y soja con toda la grasa, o harina de trigo o harina de girasol.

Un pienso de la presente invencion puede contener de aproximadamente 5 a aproximadamente 40%, de DDGS de
maiz. Para aves — el pienso en promedio puede contener de aproximadamente 7 a 15% de DDGS de maiz. Para
porcino (cerdos) — el pienso puede contener en promedio de 5 a 40% de DDGS de maiz.

Un pienso de la presente invencion puede contener maiz como Unico grano, en cuyo caso el pienso puede comprender
de aproximadamente 35% a aproximadamente 80% de maiz.
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En piensos que comprenden granos mezclados, p. €j., que comprenden maiz y trigo por ejemplo, el pienso puede
comprender al menos un 10% de maiz.

Ademas o como alternativa, un pienso de la presente invencion puede comprender al menos un material alimentario
con alto contenido en fibra y/o al menos un subproducto de al menos un material alimentario de alto contenido en fibra
para proporcionar un pienso de alto contenido en fibra. Ejemplos de materiales alimentarios con alto contenido en fibra
incluyen: trigo, cebada, centeno, avena, subproductos de cereales, como harina de gluten de maiz, alimento de gluten
de maiz, torta humeda, Grano Seco de Destilerias (DDG), Solubles de Grano Seco de Destilerias (DDGS), salvado
de trigo, intermediarios de trigo, trigo pequefio, salvado de arroz, cascaras de arroz, cascaras de avena, semilla de
palma y pulpa de citricos. Algunas fuentes de proteinas también pueden considerarse de alto contenido en fibra:
proteina obtenida de fuentes como girasol, altramuz, habas y algodén.

En una realizacion, el pienso de la presente invencion comprende al menos un material de alto contenido en fibra y/o
al menos un subproducto de al menos un material alimentario de alto contenido en fibra seleccionado del grupo que
consiste en Solubles de Grano Seco de Destilerias (DDGS) — particularmente cDDGS, torta humeda, Grano Seco de
Destilerias (DDG) — particularmente cDDG, salvado de trigo y trigo, por ejemplo.

En una realizacion, el pienso de la presente invencion comprende al menos un material de alto contenido en fibra y/o
al menos un subproducto de al menos un material alimentario de alto contenido en fibra seleccionado del grupo que
consiste en Solubles de Grano Seco de Destilerias (DDGS) — particularmente cDDGS, salvado de trigo y trigo, por
ejemplo.

En la presente invencion, el alimento puede ser uno o mas de los siguientes: un alimento compuesto y una premezcla,
que incluye pellets, nueces o torta (ganado); un cultivo o residuo de cultivo: maiz, soja, sorgo, avena, copra de cebada,
paja, cascarilla, deshechos de remolacha azucarera; harina de pescado; harina de carne y hueso; melazas; torta de
aceite y torta prensada; oligosacaridos; plantas forrajeras conservadas; ensilaje; algas marinas; semillas y granos, ya
sean enteros o preparados por trituracion, molienda, etc.; granos brotados y legumbres; extracto de levadura.

El término “alimento” en la presente invencion abarca en algunas realizaciones alimento para mascotas. Un alimento
para mascotas es un material vegetal o animal destinado para el consumo de mascotas, como alimentos para perros
o gatos. El alimento para mascotas, como la comida para perros y gatos, puede estar en forma seca, como croquetas
para perros, o en forma humeda enlatada. El alimento para gatos puede contener al aminoacido taurina.

El término “alimento” en la presente invencion abarca en algunas realizaciones alimento para peces. Un alimento para
peces normalmente contiene macro nutrientes, elementos traza y vitaminas necesarias para mantener a los peces
cautivos con buena salud. El alimento para peces puede estar en forma de escamas, pellets o tabletas. Las formas en
pellets, algunas de las cuales se hunden rapidamente, se usan a menudo para peces de mayor tamafio o especies
que se alimentan en el fondo. Algunos alimentos para peces también contienen aditivos, como beta caroteno u
hormonas sexuales para realzar artificialmente el color de los peces ornamentales.

El término “alimento” en la presente invencion abarca en algunas realizaciones alimento para pajaros. Un alimento
para pajaros incluye alimentos que se usan tanto en comederos de aves como para alimentar a las aves de compania.
Por lo general, el alimento para aves comprende una variedad de semillas, pero también puede abarcar el sebo (carne
de res o grasa de cordero).

Como se usa en esta memoria, el término “contactado” se refiere a la aplicacion indirecta o directa de la enzima (o
composicion que comprende la enzima) de la presente invencion al producto (p. €j., el alimento). Los ejemplos de los
métodos de aplicacion que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, tratar el producto en una material que
comprende la composicién de aditivo alimentario, la aplicacion directa mezclando la composicién de aditivo alimentario
con el producto, rociar la composicion de aditivo alimentario sobre la superficie del producto o sumergir el producto
dentro de una preparacién de la composicion de aditivo alimentario.

En una realizacion, la composicién de aditivo alimentario de la presente invencidon se mezcla preferiblemente con el
producto (p. €j., pienso). Alternativamente, la composicién de aditivo alimentario se puede incluir en la emulsion o
ingredientes crudos de un pienso.

Para algunas aplicaciones, es importante que la composicion se haga disponible en o sobre la superficie de un
producto a ser afectado/tratado. Esto permite que la composicion imparta una o mas de las siguientes caracteristicas
favorables: beneficios en el rendimiento.

La enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencion se puede aplicar para entremezclar,
recubrir y/o impregnar un producto (p. €j., pienso o ingredientes crudos de un pienso) con una cantidad controlada de
dicha enzima.

Preferiblemente, la enzima (o composicién que comprende la enzima) de la presente invencion sera térmicamente
estable al tratamiento con calor hasta aproximadamente 70°C; hasta aproximadamente 85°C o hasta
aproximadamente 95°C. El tratamiento térmico se puede realizar hasta aproximadamente 1 minuto; hasta
aproximadamente 5 minutos, hasta aproximadamente 10 minutos; hasta aproximadamente 30 minutos; hasta
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aproximadamente 60 minutos. El término térmicamente estable significa que al menos aproximadamente el 75% de la
enzima que estaba presente/activa en el aditivo antes de calentar a la temperatura especifica todavia esta
presente/activa después de que se enfria a temperatura ambiente. Preferiblemente, al menos un 80% de la enzima
que esta presente y activa en el aditivo antes de calentar a la temperatura especifica todavia esta presente/activa
después de que se enfria a temperatura ambiente.

En una realizacion particularmente preferida, la enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente
invencion se homogeiniza para producir un polvo.

En una realizacion alternativa preferida, la enzima (o composicién que comprende la enzima) de la presente invencion
se formula en granulos como se describe en el documento W02007/044968 (denominados como granulos TPT) o el
documento WO1997/016076 o el documento W01992/012645.

En ofra realizacion preferida, cuando la composicion de aditivo alimentario se formula en granulos, los granulos
comprenden una sal de barrera hidratada recubierta sobre el nicleo de proteina. La ventaja de dicho recubrimiento
salino es la tolerancia térmica mejorada, la estabilidad de almacenamiento mejorada y la proteccién frente a otros
aditivos alimentarios que de otra manera tienen un efecto adverso en la enzima.

Preferiblemente, la sal usada para el recubrimiento salino tiene una actividad de agua mayor que 0,25 o humedad
constante mayor que el 60% a 20°C.

Preferiblemente, el recubrimiento salino comprende un Na;SOa.

El método de preparacion de una enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencion también
puede comprender la etapa adicional de hacer pellets el polvo. El polvo se puede mezclar con otros componentes
conocidos en la técnica. El polvo, o mezcla que comprende el polvo, se puede pasar a la fuerza a través de un troquel
y se cortan las hebras resultantes en granulos adecuados de longitud variable.

Opcionalmente, la etapa de hacer pellets puede incluir un tratamiento con vapor, o etapa de acondicionamiento, antes
de la formacion de los pellets. La mezcla que comprende el polvo se puede colocar en un acondicionador, p. €j., un
mezclador con inyeccién de vapor. La mezcla se calienta en el acondicionador hasta una temperatura especifica, como
de 60 a 100°C, las temperaturas tipicas serian 70°C, 80°C, 85°C, 90°C o 95°C. El tiempo de residencia puede ser
variable desde segundos a minutos e incluso horas. Como 5 segundos, 10 segundos, 15 segundos, 30 segundos, 1
minuto, 2 minutos, 5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 30 minutos y 1 hora.

Se entendera que la enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencion es adecuada para la
adicion a cualquier material alimentario apropiado.

El experto en la técnica entendera que diferentes animales requieren diferentes piensos e incluso el mismo animal
puede requerir diferentes piensos dependiendo del propdsito para el que se cria el animal.

Opcionalmente, el pienso puede también contener minerales adicionales como, por ejemplo, calcio y/o vitaminas
adicionales.

Preferiblemente, el pienso es una mezcla de harina de maiz y soja.
En una realizacion, preferiblemente el alimento no es un alimento para mascotas.

En otro aspecto, se proporciona un método para producir un pienso. El pienso se produce tipicamente en fabricas de
piensos en las que las materias primas se muelen primero a un tamafio de particula adecuado y luego se mezclan con
los aditivos apropiados. El pienso se puede entonces producir como una papilla o pellets; el tltimo tipicamente implica
un método mediante el que la temperatura se eleva a un nivel objetivo y luego el alimento se pasa a través de un
troquel para producir pellets de un tamario particular. Los pellets se dejan enfriar. Posteriormente se pueden afadir
aditivos liquidos como grasa y enzima. La produccion de pienso también puede implicar una etapa adicional que
incluye la extrusiéon o expansion antes de hacer pellets — en particular mediante técnicas adecuadas que pueden incluir
al menos el uso de vapor.

El pienso puede ser un pienso para un animal monogastrico, como aves de corral (por ejemplo, pollos de engorde,
ponedoras, pollos de engorde reproductores, pavo, pato, gansos, aves acuaticas) y ganado porcino (todas las
categorias de edad), un rumiante como ganado (p. €j., vacas o toros (incluyendo terneros)), caballos, ovejas, una
mascota (por ejemplo, perros, gatos) o peces (por ejemplo, peces agastricos, peces gastricos, peces de agua dulce
como salmén, bacalao, trucha y carpa, p. €j., carpa koi, peces marinos como lubina y crustaceos como gambas,
mejillones y vieiras). Preferiblemente, el pienso es para aves de corral.

Piensos a base de maiz

En una realizacion preferida, el pienso puede ser un pienso a base de maiz. El término “pienso a base de maiz” como
se usa en esta memoria significa un pienso que comprende o consiste en maiz (mazorca) o un subproducto de maiz.
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Preferiblemente, el pienso a base de maiz comprende maiz o un subproducto de maiz como el constituyente principal.
Por ejemplo, el pienso a base de maiz puede comprender al menos un 35% de maiz o un subproducto de maiz, como
al menos un 40% de maiz o un subproducto de maiz, como al menos un 50% de maiz o un subproducto de maiz,
como al menos un 60% de maiz o un subproducto de maiz, como al menos un 70% de maiz o un subproducto de
maiz, como al menos un 80% de maiz o un subproducto de maiz, como al menos un 90% de maiz o un subproducto
de maiz, por ejemplo un 100% de maiz o un subproducto de maiz.

En algunas realizaciones, el pienso a base de maiz puede comprender maiz o un subproducto de maiz como un
constituyente menor; en cuyo caso el pienso se puede suplementar con maiz o un subproducto de maiz. A modo de
ejemplo, solo el pienso puede comprender, por ejemplo, trigo suplementado con maiz o un subproducto de maiz.

Cuando el maiz o el subproducto de maiz es un constituyente menor del pienso, el maiz o el subproducto de maiz es
al menos un 5%, preferiblemente al menos un 10%, preferiblemente al menos un 20%, preferiblemente al menos un
30% del pienso.

Para evitar dudas, el término “maiz” como se usa en esta memoria es sindonimo de mazorca, p.€ j., Zea mays.

En una realizacion, el subproducto de maiz puede ser Solubles de Granos Secos de Destileria de maiz (cDDGS) o
torta humeda de maiz o Granos Secos de Destileria de maiz (DDG) o harina de gluten de maiz o alimento de gluten
de maiz o combinaciones de estos.

En una realizacion, preferiblemente el material que contiene arabinoxilano de la presente invencién comprende un
subproducto de maiz, como Solubles de Granos Secos de Destileria de maiz (cDDGS) o torta humeda de maiz o
Granos Secos de Destileria de maiz (DDG) o harina de gluten de maiz o alimento de gluten de maiz o combinaciones
de estos.

Piensos a base de trigo

En una realizacion preferida, el pienso puede ser un pienso a base de trigo. El término “pienso a base de trigo” como
se usa en esta memoria significa un pienso que comprende o consiste en trigo o subproducto de trigo.

Preferiblemente, el pienso a base de trigo comprende trigo o un subproducto de trigo como el constituyente principal.
Por ejemplo, el pienso a base de trigo puede comprender al menos un 40% de trigo o un subproducto de trigo, como
al menos un 60% de trigo o un subproducto de trigo, como al menos un 80% o un subproducto de trigo, como al menos
un 90% de trigo o un subproducto de trigo, por ejemplo un 100% de trigo o un subproducto de trigo.

En algunas realizaciones, el pienso a base de trigo puede comprender trigo o un subproducto de trigo como un
constituyente menor; en cuyo caso el pienso se puede suplementar con trigo o un subproducto de trigo. A modo de
ejemplo, solo el pienso puede comprender, por ejemplo, trigo suplementado con trigo o un subproducto de trigo.

Cuando el trigo o el subproducto de trigo es un constituyente menor del pienso, el trigo o el subproducto de trigo es al
menos un 5%, preferiblemente al menos un 10%, preferiblemente al menos un 20%, preferiblemente al menos un 30%
del pienso.

En una realizacion, el subproducto de tigo puede ser salvado de trigo, intermediarios de trigo, fibras de trigo, por
ejemplo.

El salvado es la capa dura externa del grano y consiste en aleurona y pericarpio. Junto con el germen, es una parte
integral de los granos enteros y, a menudo, se produce como un subproducto de la molienda en la produccion de
granos refinados. Cuando se retira el salvado de los granos, los granos pierden una parte de su valor nutricional. El
salvado esta presente en y se puede moler a partir de cualquier grano de cereal, incluyendo arroz, maiz (mazorca),
trigo, avena, cebada y mijo. El salvado es particularmente rico en fibra dietética y acidos grasos esenciales y contiene
cantidades significativas de almidén, proteina, vitaminas y minerales dietéticos.

Los intermediarios de trigo son particulas gruesas y finas del salvado de trigo y particulas finas de trigo pequefio,
germen de trigo, harina de trigo y desperdicios de la “cola del molino”.

Los intermediarios de trigo son un subproducto intermedio econémico de la alimento humano y alimentacién animal.
En una realizacion, preferiblemente el material que contiene arabinoxilano de la presente invencidon comprende
salvado de trigo y/o intermediarios de trigo.

Torta himeda, Granos Secos de Destileria (DDG) y Solubles de Granos Secos de Destileria (DDGS)

La torta himeda, los Granos Secos de Destileria (DDG) y los Solubles de Granos Secos de Destileria (DDGS) son
productos obtenidos después de la eliminacion del alcohol etilico por destilaciéon a partir de la fermentacién por
levadura de un grano o una mezcla de grano por métodos empleados en la industria de la destilacién de grano.

El residuo que proviene de la destilacion (p. €j., que comprende agua, restos del grano, células de levadura, etc.) se
separa en una parte “sélida” y una parte liquida.
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La parte sdlida se llama “torta hiumeda” y se puede usar como alimento animal como tal.
La parte liquida se evapora (parcialmente) en un jarabe (solubles).
Cuando la torta himeda se seca se trata de Granos Secos de Destileria (DDG).

Cuando la torta humeda se seca junto con el jarabe (solubles) se trata de Granos Secos de Destileria con Solubles
(DDGS).

La torta humeda se puede usar en operaciones lecheras y en corrales de ganado para carne.

Los DDGS secos se pueden usar en alimentos para ganado en cautividad, p. €j., alimentos lacteos, bovinos y porcinos
alimentos para aves de corral.

ElI DDGS de maiz es un muy buena fuente de proteinas para las vacas lecheras.
Harina de gluten de maiz
En un aspecto, el subproducto de maiz puede ser harina de gluten de maiz (CGM).

CGM es un subproducto en polvo de la industria de la molienda de maiz. CGM tiene utilidad en, por ejemplo,
alimentacion animal. Se puede usar como una fuente econémica de proteinas para alimentacién como alimentos para
mascotas, alimentos para ganaderia y alimentos para aves de corral. Es una fuente especialmente buena del
aminoacido cisteina, pero se debe equilibrar con otras proteinas para la lisina.

Composicion de aditivo alimentario

La composicion de aditivo alimentario de la presente invencion y/o el pienso que comprende el mismo se puede usar
en cualquier forma adecuada.

La composicion de aditivo alimentario de la presente invencién se puede usar en forma de preparaciones sdlidas o
liquidas o alternativas de estas. Ejemplos de preparaciones sdlidas incluyen polvos, pastas, bolos, capsulas, pellets,
tabletas, serrines y granulos que se pueden humedecer, secarse por pulverizacion o liofilizarse. Ejemplos de
preparaciones liquidas incluyen, pero no se limitan a, soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas, organicas o
acuoso-organicas.

En algunas aplicaciones, las composiciones de aditivo alimentario de la presente invencion se pueden mezclar con
alimentos o administrar en el agua potable.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a un método para preparar una composicion de aditivo alimentario,
que comprende mezclar una xilanasa como se describe en este documento con un vehiculo, diluyente o excipiente
aceptable alimentario y (opcionalmente) envasar.

Premezcla

El pienso y/o composicion de aditivo alimentario se puede combinar con al menos un mineral y/o al menos una vitamina.
Las composiciones asi derivadas se pueden denominar en esta memoria como una premezcla.

Malteado y elaboracion de cerveza

La enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencién se puede usar en el malteado y la
elaboracion de cerveza.

Los granos de cebada contienen de 1,7 a 4,1% (p/p) de beta —glucano extraible en agua y de 3,6 a 6,4% (p/p) de beta-
glucano total (Anderson, M.A., Cook, J.A., & Stone, B.A., Journal of the Institute of Brewing, 1978, 84, 233-239; Henry,
J., Journal of the Science of Food and Agriculture, 1985, 36, 1243).

Los granos de trigo contienen de 0,1 a 0,8% (p/p) de beta —glucano extraible en agua y de 0,6 a 1,4% (p/p) de beta-
glucano total (Anderson, M.A. et al (1978) supra).

La hidrolisis eficaz de arabinoxilanos (AXsol) y de beta-glucano es importante porque tales componentes pueden estar
involucrados en problemas de produccion como la viscosidad del mosto (Ducroo, P. & Frelon, P.G., Proceedings of
the European Brewery Convention Congress, Zurich, 1989, 445; Viétor, R.J. & Voragen, A.G.J., Journal of the Institute
of Brewing, 1993, 99, 243) y de filtrabilidad y formacion de turbidez (Coote, N. & Kirsop, B.H. 1976., Journal of the
Institute of Brewing, 1976, 82, 34; Izawa, M., Kano, Y. & Kanimura, M. 1991. Proceedings Aviemore Conference on
Malting, brewing and Distilling, 1990, 427).

La presente invencion proporciona un método para hidrolizar arabinoxilanos (p. €j., AXinsol y AXsol) durante el

malteado y la elaboracién de cerveza en donde los granos de trigo, granos de cebada o una combinacién de estos, o
porciones de los granos de trigo y/o de cebada, se mezclan con la enzima de la presente invencion.
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Se describe en esta memoria una composicion alimentaria que es una bebida, que incluye, pero no se limita a, una
bebida fermentada como una cerveza y vino, que comprende una xilanasa que comprende (o consiste en) una
secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2, SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 9,
SEQ ID N°. 10, SEQ ID N°. 11 0 SEQ ID N°. 15, o una variante, homdlogo, fragmento o derivado de esta que tiene al
menos un 75% de identidad (como al menos un 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% de identidad) con la SEQ ID N°. 1
ola SEQ ID N°. 2, SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 9, SEQ ID N°. 10, SEQ ID N° 11 o SEQ ID N°. 15; o una secuencia
polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2, SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 9, SEQ ID N°. 10, SEQ ID N°.
11 o SEQ ID N°. 15 con una sustitucion conservativa de al menos uno de los aminoacidos; o una xilanasa que esta
codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5, SEQ ID
N°. 6, SEQ ID N°. 12, SEQ ID N°. 13, SEQ ID N°. 14, SEQ ID N°. 16, SEQ ID N°. 17 o SEQ ID N°. 18, o una secuencia
de nucleétidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5, SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 12, SEQ ID N°. 13,
SEQ ID N°. 14, SEQ ID N°. 16, SEQ ID N°. 17 o SEQ ID N°. 18 en condiciones de alta astringencia, o una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 75% de identidad (como al menos un 80%, 85%, 90%, 95% o 98% de identidad)
conla SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5, SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 12, SEQ ID N°. 13, SEQ ID N°. 14, SEQ ID N°. 16, SEQ
ID N°. 17 0 SEQ ID N°. 18; o una secuencia de nucleétidos que difiere de la SEQ ID N°. 4 o la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ
IDN°.60laSEQIDN°.120laSEQIDN°. 130laSEQIDN°. 140laSEQIDN° 160la SEQID N° 17 0la SEQID
N°. 18 debido a la degeneracioén del codigo genético.

Se describe en esta memoria una composicion alimentaria que es una bebida, que incluye, pero no se limita a, una
bebida fermentada como cerveza y vino, que comprende una enzima xilanasa que comprende (o que consiste en) una
secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 3 o una variante,
homologo, fragmento o derivado de esta que tiene al menos un 98,5% de identidad (p. €j., al menos un 98,8% 0 99 o
99,1 099,5%) con la SEQ ID N°. 1 0la SEQ ID N°. 2 ola SEQ ID N°. 3, o una xilanasa que esta codificada por una
secuencia de nucledtidos mostrada en esta memoria como la SEQ ID N°. 4, SEQ ID N° 5 o SEQ ID N°. 6, o una
secuencia de nucledtidos que tiene al menos un 97,7% de identidad (p. €j., al menos un 98%, 98,5% 0 99%) con la
SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 50 SEQ ID N°. 6.

En el contexto de la presente descripcion, el término “bebida fermentada” se entiende que comprende cualquier bebida
producida por un método que comprende un proceso de fermentaciéon, como una fermentaciéon microbiana, como una
fermentacioén bacteriana y/o de levadura.

En un aspecto de la descripcion, la bebida fermentada es cerveza. El término “cerveza” se entiende que comprende
cualquier mosto fermentado producido por fermentacion/elaboracion de cerveza de un material vegetal que contiene
almidon. A menudo, la cerveza se produce a partir de malta o complemento, o cualquier combinacion de malta y
complemento como el material vegetal que contiene almidén. Como se usa en esta memoria, el término “malta” se
entiende como cualquier grano de cereal malteado, como cebada malteada o trigo.

Como se usa en esta memoria, el término “complemento” se refiere a cualquier material vegetal que contiene almidon
y/o azlcar que no es malta, como malta de cebada o de trigo. Como ejemplos de complementos, se puede hacer
mencion de materiales que se pueden usar como una fuente de almidéon como sémola de maiz comun, sémola de
maiz refinada, levadura molida de cerveza, arroz, sorgo, almidéon de maiz refinado, cebada, almidon de cebada,
cebada descascarillada, trigo, almidén de trigo, cereal torrefacto, copos de cereal, centeno, avena, maiz (mazorca),
patata, tapioca, yuca y jarabes, como jarabe de maiz, jarabe de cafia de maiz, jarabe de azucar invertido, jarabes de
cebada y/o trigo y similares.

Como se usa en esta memoria, el término “papilla” se refiere a una solucién espesa acuosa de cualquier material
vegetal que contiene almidén y/o azicar como molienda, p. ej., que comprende malta de cebada triturada, cebada
triturada y/u otro complemento o una combinacion de estos, mezclada con agua para luego separarse en mosto y
granos gastados.

Como se usa en esta memoria, el término “mosto” se refiere al licor vaciado no fermentado después de extraer la
molienda durante la maceracion.

Se describe en esta memoria un método para preparar una bebida fermentada como cerveza que comprende mezclar
la xilanasa de la presente invencién con malta o complemento.

Ejemplos de cervezas comprenden: cerveza malteada completa, cerveza elaborada bajo el “Reinheitsgebot”, cerveza
inglesa, IPA, cerveza lager, cerveza bitter, Happoshu (segunda cerveza), tercera cerveza, cerveza seca, cerveza con
muy poco alcohol, cerveza ligera, cerveza baja en alcohol, cerveza baja en calorias, cerveza porter, cerveza bock,
cerveza stout, licor de malta, cerveza no alcohdlica, licor de malta no alcohdlico y similares, pero también bebidas
alternativas de cereal y malta como bebidas de malta con sabor a fruta, p. €j., con sabor citrico, como de sabor a limoén,
naranja, lima o a bayas, bebidas de malta con sabor a licor, p. €j., bebidas de malta con sabor a vodka, ron o tequila,
o bebidas de malta con sabor a café, como licor de malta con sabor a cafeina y similares.

Ruptura de material a base de grano, p. €j., para produccion de biocombustible

La enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencion o como se describe en esta memoria
se puede usar para romper (degradar) AXinsol y AXsol durante el procesamiento del grano a partir de p. ej., material
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a base de grano. El material a base de grano puede ser granos enteros (p. €j., granos enteros de trigo, cebada, centeno,
triticale o maiz o mezclas de estos) o porciones de granos enteros o mezclas de estos.

En una realizacion, la enzima (o composicién que comprende la enzima) de la presente invencion o como se describe
en esta memoria se puede usar para romper (degradar) AXinsol y AXsol en materiales a base de grano o granos
enteros.

Para evitar dudas, los granos enteros se pueden romper mecanicamente.

El material a base de grano se puede romper o degradar a glucosa. La glucosa se puede usar posteriormente como
una materia prima para cualquier proceso de fermentacion, p. ej., para la produccién de biocombustible (p. €j.,
bioetanol) y/o la produccién de productos bioquimicos (p. €j., isopreno de origen bioldgico).

El material a base de grano puede ser materia prima para un proceso de produccion de biocombustible (p. €j.,
bioetanol).

Hoy en dia la mayoria del etanol se produce a partir del grano de maiz (mazorca), que se muele, se trata con enzima
amilasa para hidrolizar el almidén a azicares, se fermenta y se destila. Si bien se ha realizado un progreso sustancial
en la reduccion de costos de la produccion de etanol, aln quedan desafios sustanciales, ain se necesitan técnicas
mejoradas para reducir el coste de las materias primas para biocombustibles para la produccion de etanol. Por ejemplo,
en la produccion de etanol a base de grano la degradacion de arabinoxilanos puede aumentar la accesibilidad del
almidon.

La presente invencion proporciona una xilanasa para usar en la ruptura de hemicelulosas, p. €j., arabinoxilano —
particularmente AXinsol y AXsol.

A modo solamente de ejemplo, en la industria europea del alcohol combustible, son materias primas comunes los
granos pequefios como trigo, cebada y centeno, el maiz se usa principalmente en EE.UU. El trigo, cebada y centeno
contienen, junto con el almidén, altos niveles de polimeros de polisacarido de no almidén (NSP), como celulosa, beta-
glucano y hemicelulosa.

La proporcién en la que estan representados los diferentes NSPs difiere para cada materia prima. La tabla a
continuacién muestra las diferentes cantidades de NSPs en trigo, cebada y centeno en comparacion con algunas otras
materias primas.

Tabla 1: Polisacaridos de no almiddn presentes en diferentes materias primas (g kg™' de materia seca)

Maiz Trigo Centeno | Cebada Avena
Cpn Si,n Cpn Si,n
cascara cascara cascara cascara
Beta-glucanao 1 8 16 42 42 28 41
Celulosa 22 17-20 15-16 43 10 82 14
NCP soluble y no 75 89-99 116-136 | 144 114 150 113
soluble’
NSP total 97 107-119 132-152 | 186 124 232 116
' Polisacaridos no celuldsicos: pentosanos, (arabino)xilanos y otras hemicelulosas

Los NSPs pueden dar alta viscosidad a las papillas de grano debido a sus altas capacidades de unioén de agua. La
alta viscosidad tiene un impacto negativo en la produccién de etanol ya que limitara la concentracion de sélido que se
puede usar en el macerado y reducira la eficiencia energética del proceso. Ademas, las hemicelulosas residuales
presentes a lo largo del proceso pueden contribuir a la obstruccién en los intercambiadores de calor y en el equipo de
destilaciéon. El mayor impacto de la alta viscosidad se observa cuando la papilla se enfria a la temperatura de
fermentacion (32°C). Esto explica que se necesite reducir la viscosidad en cualquier parte del proceso antes de la
etapa de enfriamiento.

En una realizacion de la presente invencion el método para degradar material a base de grano comprende mezclar la
xilanasa como se describe en esta memoria tan pronto como sea posible en el proceso de produccion de
biocombustible (p. €j., bioetanol), p. €j., preferiblemente durante la mezcla del material a base de grano al comienzo
del proceso. Una ventaja de anadir las xilanasas como se describe en esta memoria en una etapa temprana en el
proceso es que las enzimas rompen la viscosidad inicial.
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En una realizacion de la presente invencion, el método para degradar el material a base de grano comprende mezclar
la xilanasa como se describe en esta memoria antes o durante la sacarificacion, fermentacion o una combinacion de
estas.

En una realizacién de la presente invencion, el método para degradar el material a base de grano comprende mezclar
la xilanasa como se describe en esta memoria durante la licuefaccion (p. ej., una etapa de alta temperatura que sigue
a la mezcla).

Por lo tanto, en una realizacion, la presente invencion se refiere a reducir la viscosidad cuando se degradan los
materiales a base de grano, p. €j., en el proceso de produccion de biocombustible (p. €j., bioetanol).

Los beneficios de usar las xilanasas descritas en esta memoria de reducir la viscosidad cuando se degradan los
materiales a base de grano, p. €j., en los procesos de produccion de biocombustible (p. €j., bioetanol) son multiples:

e Se puede usar una papilla de sustancia seca superior en el proceso

e Se pueden obtener un contenido de solidos superior del jarabe final

e Mejor transferencia de calor, menor requerimiento de energia

e Obstruccion del evaporador reducida dando lugar a la reduccion de los costos de limpieza
¢ Rendimientos de etanol final aumentados

e Calidad de DDGS (subproducto) mejorada

e Mejor separacion entre la parte sdlida y la liquida durante la separacion por destilacion (después de la destilacion).
La menor viscosidad aumenta la eficacia de separacion.

Una ventaja significativa adicional de la presente invencion es que el uso de la xilanasa descrita en esta memoria en
la produccion de biocombustible también puede dar como resultado la mejora de (sub)productos de ese proceso como
la torta hiumeda, Granos Secos de Destileria (DDG) o Granos Secos de Destileria con Solubles (DDGS). Por lo tanto,
una ventaja de la presente invencion es, ya que la torta himeda, DDG y DDGS son (sub)productos de la produccion
de biocombustible (p. €j., bioetanol), el uso de la presente invencion puede dar como resultado una calidad mejorada
de estos (sub)productos. Por ejemplo, los arabinoxilanos en los (sub)productos se pueden disolver faciimente durante
el proceso de producciéon de biocombustible.

Separacion de gluten-almidon del cereal (p. €j. trigo)

La enzima (o composicion que comprende la enzima) de la presente invencion o como se describe en esta memoria
se puede usar para romper (degradar) AXinsol y AXsol durante la separacion de almidén y de gluten de trigo.

Después de la separacion inicial del salvado de trigo y el germen del endospermio, se aplica el fraccionamiento de la
harina de endospermio de trigo en fracciones de almidon y de gluten industrialimente a gran escala para obtener
almidon de calidad A y subproductos de almidén B y gluten vital.

El producto de la degradacién de la harina de cereal (p. €j., harina de trigo) en la presente invencion es almidon
(almidon A de alta calidad).

Ademas, también se producen subproductos de almidén B y gluten vital. Cada producto individual después se procesa
adicionalmente para suplementar o modificar las caracteristicas del producto alimentario seguin las necesidades del
mercado.

Hay varios procesos de separacion de trigo usados por la industria descritos en la bibliografia. Estos procesos
industriales difieren principalmente en las formas de las mezclas harina-agua presentadas al equipo de
fraccionamiento (centrifuga, hidrociclon o criba) o en las condiciones de reaccion inicial como temperatura y aplicacion
de fuerza de cizallamiento (Abdulvahit Sayaslan, Lebensm.-Wiss. U.-Technol. 37 (2004) 499-515, Wetmilling of wheat
flour: industrial processes ans small-scale test methods).

En el método para separar una harina de cereal (p. €j., harina de trigo) en fracciones de almidon y gluten, el método
comprende mezclar una harina de cereal (p. €j., harina de trigo), agua y una xilanasa. La harina de cereal, agua y
xilanasa se pueden mezclar simultaneamente o de modo secuencial. En algunas realizaciones, la harina de cereal (p.
€j., harina de trigo) y agua se pueden mezclar antes de mezclar con la xilanasa.

En general, la harina de cereal (p. €j., harina de trigo) o bien se mezcla en una masa o amasada, que varia entre 35 a
63% de solidos Secos, a temperaturas de ~20-45°C. La mezcla se procesa después adicionalmente ya sea por:

1) dejar la mezcla reposar durante algun tiempo (~30 minutos) y secuencialmente lavar el almidon de la mezcla usando
una criba, centrifuga o hidrociclén para separar la leche de almidoén del gluten, o
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2) aplicar fuerza de cizallamiento a la mezcla, diluyendo opcionalmente la mezcla aun mas y separando después la
harina de trigo mediante un hidrociclén o una centrifuga decantadora de 2 o 3 fases.

El término “soélidos secos” como se usa en esta memoria significa los soélidos totales (disueltos y no disueltos) de una
solucion espesa (en %) en peso seco.

En una realizacion de la presente invencion, el método o el uso segun se reivindica puede incluir las etapas de mezclar
la harina de trigo para formar una masa o amasar entre 35-63% de sdlidos secos, a una temperatura de
aproximadamente 20 a aproximadamente 45°C y separar el almidon del gluten.

El método de la presente invencién puede comprender ademas:

a) dejar reposar la mezcla durante aproximadamente 30 minutos y lavar secuencialmente el almidén de la mezcla
usando ya sea una criba, una centrifuga o un hidrociclon para separar la leche de almidon del gluten; o

b) aplicar una fuerza de cizallamiento a la mezcla y ademas diluir opcionalmente la mezcla, separar el almidon del
gluten usando un hidrociclén o una centrifuga decantadora de 2 o 3 fases.

La presente invencion proporciona para mejorar la separacion del almidon y el gluten afiadiendo xilanasas como se
describe en esta memoria de forma adecuada durante la etapa inicial de mezcla de la harina y el agua en los diferentes
procesos descritos anteriormente usados para la separacion del almidén de trigo. La separaciéon se mejora afiadiendo
xilanasas durante la etapa inicial de mezcla debido a la reduccion de la viscosidad y a la hidrdlisis de AXsol y/o AXinsol
que interfiere con las particulas de gluten. Degradando estos poli- y oligosacaridos, se aumenta la aglomeracion del
gluten, mejorando el rendimiento del gluten. (S.A. Frederix, C.M. Courtin, J.A. Delcour, J. Cereal Sci. 40 (2004) 41-49,
Substrate selectivity and inhibitor sensitivity affect xylanase functionality in wheat flour gluten-starch separation).

Una ventaja de la presente invencion es que da como resultado unos rendimientos mas altos de almidén A y/o mejor
calidad del gluten (p. €j., mejor calidad de gluten vital).

Una ventaja de la presente invencion es que mejora la separacion de gluten-almidén de trigo.

Una de las formas para evaluar la calidad del gluten es monitorizando la aglomeracién de gluten. Cuando se aplica
una cierta cantidad de friccion a través de amasar la masa o de mezclar la masa, las particulas de gluten tienden a
agregarse en particulas mas grandes que forman un entramado polimérico, llamado “gluten vital”. El “gluten vital “ se
puede afiadir a los productos alimentarios para mejorar las propiedades de productos horneados como fuerza de la
masa, duracién y volumen del pan (L. Day, M.A. Augustin, |.L. Batey and C.W. Wrigley; Wheat-gluten uses and industry
needs; Trends in Food Science & Technology 17 (2006) 82-90).

En la industria de la panaderia, la calidad y cantidad de gluten en una harina de trigo se determina mediante el ensayo
estandar ICC N°. 155 (AACC 38-12) usando una Glutomatic. En este dispositivo, se forma una masa a partir de harina
de trigo (10,0 g) mezclada con una pequefia cantidad de solucion de NaCl al 2% (4,2 — 4,8 ml). Después de 20
segundos de etapa de mezcla, la masa se amasa de forma continua mientras se lava durante 5 minutos con una
solucion de NaCl al 2% a temperatura ambiente (~22°C) bombeada a través de la copa de mezcla a un flujo de ~70
ml/minuto. Durante la etapa de lavado, se recoge el agua de lavado que contiene almidon y las particulas de gluten
forman un baldn de gluten dentro del soporte del tamiz Glutomatic.

La calidad del gluten se mide evaluando la aglomeracion del gluten. Esto se hace centrifugando el balén de gluten en
una centrifuga especial que contiene un tamiz pequefo. Las particulas de gluten que pasan este tamiz se pesan
(gluten pequefio) y se pesa la cantidad total de gluten. Se calcula el indice de gluten mediante (gluten himedo total —
gluten humedo pequefio)/gluten himedo total. Cuanto mas se mejore la aglomeracion del gluten menor sera la fraccion
de gluten pequefio y mayor sera el valor del indice. Un alto indice de gluten, con un maximo tedrico del 100%, indica
una alta calidad del balén de gluten.

Otro valor para cuantificar la cantidad de gluten es el rendimiento de gluten seco (%). Este valor se calcula dividiendo
los gramos de gluten seco total por la cantidad total de harina seca que se uso6 en el experimento. Cuanto mas gluten
seco se recupere, mejor sera la separacion. Este ensayo industrial esta actualmente en adaptacion para simular un
proceso de separacién de la masa usado en la industria.

Dosificaciones

Preferiblemente, la xilanasa esta presente en el material que contiene xilano (p. e€j., pienso) en el intervalo de
aproximadamente 500 XU/kg a aproximadamente 16.000 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento), mas
preferiblemente aproximadamente 750 XU/kg de alimento a aproximadamente 8000 XU/kg de material que contiene
xilano (p. €j., alimento), preferiblemente aproximadamente 1500 XU/kg de alimento a aproximadamente 3000 XU/kg
de material que contiene xilano (p. €j., alimento), preferiblemente aproximadamente 2000 XU/kg de alimento a
aproximadamente 2500 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento) e incluso mas preferiblemente
aproximadamente 1000 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento) a aproximadamente 4000 XU/kg de
material que contiene xilano (p. €j., alimento).
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En una realizacién, la xilanasa estd presente en el material que contiene xilano (p. ej., pienso) a mas de
aproximadamente 500 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente mas de
aproximadamente 600 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente mas de
aproximadamente 700 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente mas de
aproximadamente 800 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente mas de
aproximadamente 900 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente mas de
aproximadamente 1000 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente mas de
aproximadamente 2000 XU/kg, adecuadamente mas de aproximadamente 2500 XU/kg, adecuadamente mas de
aproximadamente 3000 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento).

En una realizacion, la xilanasa esta presente en el material que contiene xilano (p. €j., pienso) a una concentracion de
entre aproximadamente 2000 XU/kg a aproximadamente 2500 XU/kg.

En una realizacion, la xilanasa estd presente en el material que contiene xilano (p. ej., pienso) a menos de
aproximadamente 16.000 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento), adecuadamente menos de
aproximadamente 8000 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento), adecuadamente menos de
aproximadamente 7000 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente menos de
aproximadamente 6000 XU/kg de material que contiene xilano (p. ej., alimento), adecuadamente menos de
aproximadamente 5000 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento), adecuadamente menos de
aproximadamente 4000 XU/kg de material que contiene xilano (p. €j., alimento).

Preferiblemente, la xilanasa puede estar presente en una composicién de aditivo alimentario en un intervalo de
aproximadamente 100 XU/g a aproximadamente 320.000 XU/g de composicion, mas preferiblemente
aproximadamente 300 XU/g de composicion a aproximadamente 160.000 XU/g de composicion e incluso mas
preferiblemente aproximadamente 500 XU/g de composicion a aproximadamente 50.000 XU/g de composicion e
incluso mas preferiblemente aproximadamente 500 XU/g de composicion a aproximadamente 40.000 XU/g de
composicion.

En una realizacion, la xilanasa esta presente en la composicién de aditivo alimentario a mas de aproximadamente 100
XU/g de composicion, adecuadamente mas de aproximadamente 200 XU/g de composicidon, adecuadamente mas de
aproximadamente 300 XU/g de composicion, adecuadamente mas de aproximadamente 400 XU/g de composicion,
adecuadamente mas de aproximadamente 500 XU/g de composicion.

En una realizacion, la xilanasa esta presente en la composicion de aditivo alimentario a menos de aproximadamente
320.000 XU/g de composiciéon, adecuadamente a menos de aproximadamente 160.000 XU/g de composicion,
adecuadamente a menos de aproximadamente 50.000 XU/g de composicidon, adecuadamente a menos de
aproximadamente 40.000 XU/g de composicion, adecuadamente a menos de aproximadamente 30.000 XU/g de
composicion.

La actividad xilanasa se puede expresar en unidades de xilanasa (XU) medidas a pH 5,0 con AZCL-arabinoxilano
(arabinoxilano de trigo entrecruzado con azurina, tabletas de Xylazyme, Megazyme) como sustrato. La hidrolisis por
la endo-(1-4)-B-D-xilanasa (xilanasa) produce fragmentos de colorante solubles en agua y la velocidad de liberacion
de estos (aumento de la absorbancia a 590 nm) se puede relacionar directamente con la actividad enzimatica. Las
unidades de xilanasa (XU) se determinan en relaciéon con un estandar de enzima (Danisco Xylanase, disponible en
Danisco Animal Nutrition) en unas condiciones de reaccién estandar, que son 40°C, 5 min de tiempo de reaccién en
tampdn Mcllvaine, pH 5,0.

La actividad xilanasa de la enzima estandar se determina como cantidad de grupos de extremos de azucar reductor
de un sustrato de avena-espelta-xilano por min a pH 5,3 y 50°C. Los grupos de extremo de azucar reductor reaccionan
con acido 3,5-dinitrosalicilico y se puede medir la formacion del producto de reaccién como un incremento en la
absorbancia a 540 nm. La actividad enzimatica se cuantifica en relacion con una curva estandar de xilosa (equivalentes
de azucar reductor). Una unidad de xilanasa (XU) es la cantidad de enzima estandar que libera 0,5 umol de
equivalentes de azulcar reductor por min a pH 5,3 y 50°C.

En una realizacion, la enzima se clasifica adecuadamente usando la clasificacion E.C. anterior y la clasificacion E.C.
designa una enzima que tiene esa actividad cuando se prueba en el ensayo descrito en esta memoria para determinar
1 XU.

Preferiblemente, la actividad xilanasa esta presente en la etapa de mezcla de un proceso de separacion de almidon
en la masa o amasado en el intervalo de aproximadamente 0,01 kg/MT DS de masa o amasado a aproximadamente
0,60 kg/MT DS, mas preferiblemente aproximadamente 0,05 kg/MT DS a aproximadamente 0,45 kg/MT DS de masa
0 amasado e incluso mas preferiblemente aproximadamente 0,10 kg/MT DS a aproximadamente 0,25 kg/MT DS de
masa o amasado.

En algunas realizaciones (particularmente en la realizaciéon de separacion de almidon de trigo), la xilanasa se puede
dosificar en el intervalo de aproximadamente 0,019 g de proteina/MT DS de harina de trigo (que es equivalente a 0,019
mg/kg DS) a aproximadamente 119 g de proteina /MT DS de harina de trigo (que es equivalente a 119 mg/kg DS —
donde DS significa contenido de sélidos secos y MT significa tonelada métrica.
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En algunas realizaciones (particularmente en la realizaciéon de separacion de almidon de trigo), la xilanasa se puede
dosificar a aproximadamente 1,19 g de proteina /MT DS de harina de trigo (que es equivalente a aproximadamente
1,19 mg/kg DS) — donde DS significa contenido de solidos secos y MT significa tonelada métrica.

En algunas realizaciones (particularmente en la realizaciéon de separacion de almidon de trigo), la xilanasa se puede
dosificar en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 120.000 unidades/kg de harina de trigo,
adecuadamente entre aproximadamente 500-2400 unidades/kg de harina de trigo, adecuadamente entre
aproximadamente 900-1200 unidades/kg de harina de trigo (en donde 1 unidad se define como la cantidad de enzima
requerida para generar 1 micromol de equivalentes de azucar reductor de xoilosa por minuto en condiciones del ensayo
de madera de abedul del Ejemplo 3).

En algunas realizaciones (particularmente en el material a base de grano en degradacion), la xilanasa se puede
dosificar en el intervalo de aproximadamente 0,29 g/proteina/MT DS de trigo (que es equivalente a 0,29 mg/kg DS) a
aproximadamente 0290 g/proteina /MT DS de trigo (que es equivalente a 290 mg/kg DS):

En algunas realizaciones (particularmente en el material a base de grano en degradacion), la xilanasa se puede
dosificar a 2,9 g/proteina/MT DS de trigo (que es equivalente a 2,9 mg/kg DS).

En algunas realizaciones (particularmente en el material a base de grano en degradacion), la xilanasa se puede
dosificar en el intervalo de aproximadamente 22 a aproximadamente 285.000 unidades/kg, adecuadamente
aproximadamente 1100 a aproximadamente 5700 unidades/kg, adecuadamente aproximadamente 2200 a
aproximadamente 2850 unidades/kg (en donde 1 unidad se define como la cantidad de enzima requerida para generar
1 micromol de equivalentes de azucar reductor de xoilosa por minuto en condiciones del ensayo de madera de abedul
del Ejemplo 3).

La enzima y/o composicion que comprende la enzima de acuerdo con la presente invencion se puede disefar para
una sola dosis o se puede disefiar para usar (p. €j., alimentacién) diariamente.

La cantidad 6ptima de la enzima y/o composicion que comprende la enzima para usarse en la presente invencion
dependera del producto a tratar y/o el método de poner en contacto el producto con la composicion y/o el uso previsto
para el mismo.

La cantidad de enzima usada en las composiciones debe ser una cantidad suficiente para ser eficaz.

La cantidad de enzima usada en las composiciones debe ser una cantidad suficiente para ser eficaz y mantenerse
suficientemente eficaz en, por ejemplo, mejorar la realizacion de unos productos alimentarios para animales
alimentados que contienen dicha composicion. Este periodo de tiempo para la efectividad se debe entender hasta al
menos el tiempo de utilizacion del producto (p. €j., composicidon de aditivo alimentario o alimento que contiene los
mismos).

Formulacion
En una realizacion, la enzima se puede formular como un liquido, un polvo seco o un granulo.

El polvo seco o los granulos se pueden preparar por medios conocidos por los expertos en la técnica, como, en un
recubridor de lecho fluido de rociado superior, en un espray de pulsador Wurster o mediante granulacion de tambor
(p. €j., granulacion de alto cizallamiento), extrusion, recubrimiento en bandeja o en un mezclador de microingredientes.

Para algunas realizaciones, la enzima se puede recubrir, por ejemplo encapsulada.
En una realizacion, el recubrimiento protege la enzima del calor y se puede considerar un termoprotector.

En una realizacion, la composicion de aditivo alimentario se formula como un polvo seco o granulos como se describe
en el documento WO2007/044968 (referido como granulos TPT) o los documentos WO1997/016076 o
WO01992/012645.

En una realizacion, la composicién de aditivo alimentario se puede formular como un granulado para composiciones
alimentarias que comprenden: un nucleo; un ingrediente activo y al menos un recubrimiento, el ingrediente activo del
granulado que retenga al menos el 50% de actividad, al menos un 60% de actividad, al menos un 70% de actividad,
al menos un 80% de actividad después de condiciones seleccionadas de una o mas de a) un proceso de fabricacion
de pellets alimentarios, b) un proceso de pretratamiento de alimento calentado a vapor, c) almacenamiento, d)
almacenamiento como un ingrediente en una mezcla que no es de pellets y, e) almacenamiento como un ingrediente
en una mezcla a base de alimento o una premezcla alimentaria que comprende al menos un componente seleccionado
de minerales traza, acidos organicos, aztcares reductores, vitaminas, cloruro de colina y compuestos que dan como
resultado una mezcla a base alimentaria o premezcla alimentaria acida o basica.

Con respecto al granulo, al menos un recubrimiento puede comprender un material hidratante de humedad que
constituye al menos un 55% p/p del granulo; y/o al menos un recubrimiento puede comprender dos recubrimientos.
Los dos recubrimientos pueden ser un recubrimiento hidratante de humedad y un recubrimiento de barrera de
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humedad. En algunas realizaciones, el recubrimiento hidratante de humedad puede estar entre el 25% y el 60% p/p
del granulo y el recubrimiento hidratante de barrera puede estar entre el 2% y el 15% p/p del granulo. El recubrimiento
hidratante de humedad se puede seleccionar de sales inorganicas, sacarosa, almidon y maltodextrina y el
recubrimiento de barrera de humedad se puede seleccionar de polimeros, gomas, suero y almidon.

El granulo se puede producir usando un proceso de fabricacion de pellets de alimento y el proceso de pretratamiento
alimentario se puede llevar a cabo entre 70°C y 95°C por hasta varios minutos, como entre 85°C y 95°C.

En una realizacion, la composicion de aditivo alimentario se puede formular como un granulo para alimento animal
que comprende: un nucleo; un ingrediente activo, el agente activo del granulo que retiene al menos un 80% de
actividad después del almacenamiento y después del proceso de fabricacion de pellets calentado a vapor donde el
granulo es un ingrediente; un recubrimiento de barrera de humedad; y un recubrimiento hidratante de humedad que
es al menos un 25% p/p del granulo, el granulo que tiene una actividad de agua de menos de 0,5 previo al proceso de
fabricacién de pellets calentado al vapor.

El granulo puede tener un recubrimiento de barrera de humedad seleccionado de polimeros y gomas y el material
hidratante de humedad puede ser una sal organica. El recubrimiento hidratante de humedad puede estar entre el 25%
y el 45% p/p del granulo y el recubrimiento de barrera de humedad puede estar entre el 2% y el 10% p/p del granulo.

El granulo se puede producir usando un proceso de fabricacion de pellets calentado al vapor lo que se puede llevar a
cabo entre 85°C y 95°C hasta varios minutos.

En algunas realizaciones, la enzima se puede diluir usando un diluyente, como un polvo de almidén, caliza o similar.

En una realizacion, la enzima o composicion que comprende la enzima esta en una formulacion liquida adecuada para
el consumo preferiblemente tal consumo liquido contiene uno o mas de los siguientes: un tampon, sal, sorbitol y/o
glicerol.

En otra realizacion, la enzima o composicion que comprende la enzima se puede formular aplicando, p. €j., por rociado,
la(s) enzima(s) sobre un vehiculo sustrato, como trigo molido por ejemplo.

En una realizacién, la enzima o composicién que comprende la enzima de acuerdo con la presente invencion se puede
formular como una premezcla. A modo de ejemplo solamente, la premezcla puede comprender uno o mas
componentes alimentarios, como uno o mas minerales y/o una o mas vitaminas.

En una realizacion, la enzima para usar en la presente invencion se formula con al menos un vehiculo fisiolégicamente
aceptable seleccionado de al menos uno de maltodextrina, caliza (carbonato calcico), ciclodextrina, trigo o un
componente de trigo, sacarosa, almidon, Na;SO4, talco, PVA, sorbitol, benzoato, sorbiato, glicerol, sacarosa, propilén
glicol, 1,3-propano diol, glucosa, parabenos, cloruro sédico, citrato, acetato, fosfato, calcio, matabisulfito, formato y
mezclas de estos.

Envasado

En una realizacion, se envasa la enzima y/o composicion que comprende la misma (p. ej., composicion de aditivo
alimentario) y/o premezcla y/o alimento o pienso de acuerdo con la presente invencion.

En una realizacion preferida, se envasa la composicion de aditivo alimentario y/o premezcla y/o alimento o pienso en
una bolsa, como una bolsa de papel.

En una realizacién alternativa, la composicion de aditivo alimentario y/o premezcla y/o alimento o pienso se puede
sellar en un contenedor. Se puede usar cualquier contenedor adecuado.

Formas

La enzima o composicion que comprende la enzima (p. €j., la composiciéon de aditivo alimentaria) de la presente
invencion y otros componentes y/o el pienso que comprende la misma se puede usar en cualquier forma adecuada.

La enzima o composicién que comprende la misma (p. €j., composicion de aditivo alimentario) de la presente invencion
se puede usar en la forma de preparaciones soélidas o liquidas o alternativas de estas. Ejemplos de preparaciones
soélidas incluyen polvos, pastas, bolos, capsulas, pellets, tabletas, pildoras, capsulas, 6vulos, soluciones o
suspensiones, serrines y granulos que se pueden humedecer, secarse por rociado o liofilizarse. Los ejemplos de
preparaciones liquidas incluyen, pero no se limitan a, soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas, organicas o
acuoso-organicas.

La composicion que comprende la enzima puede contener agentes aromatizantes o colorantes para aplicaciones de
liberacién inmediata, retardada, modificada, sostenida, pulsada o controlada.

A modo de ejemplo, si la composicion de la presente invencion se usa en un sélido. p. €j., en forma de pellet, también
puede contener uno o mas de: se pueden incluir excipientes como celulosa microcristalina, lactosa, citrato sédico,
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carbonato calcico, fosfato calcico dibasico y glicina; desintegrantes como almidén (preferiblemente almidon de maiz,
patata o tapioca), glicolato sédico de almidon, croscarmelosa sodica y ciertos salicilatos complejos; aglutinantes de
granulacion como polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa,
gelatina y acacia; agentes lubricantes como estearato de magnesio, acido estearico, gliceril behenato y talco.

Ejemplos de vehiculos nutricionalmente aceptables para usar en la preparacion de las formas incluyen, por ejemplo,
agua, soluciones salinas, alcohol, silicona, ceras, vaselina, aceites vegetales, polietilén glicoles, propilén glicol,
liposomas, azucares, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, tensioactivos, acido silicico, parafina
viscosa, aceite de perfume, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos petroetrales,
hidroximetilcelulosa, polivinilpirrolidona y similares.

Los excipientes preferidos para las formas incluyen lactosa, almidén, una celulosa, azucar de la leche o polietilén
glicoles de alto peso molecular.

Para suspensiones acuosas y/o elixires, la composicion de la presente invencion se puede combinar con diversos
agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o colorantes, con agentes emulsionantes y/o suspensores y
con diluyentes como agua, propileén glicol y glicerina y combinaciones de estos.

Sujeto

El término “sujeto”, como se usa en esta memoria, significa un animal al que se va a administrar o se ha administrado
una composicién de aditivo alimentario de acuerdo con la presente invenciéon o un pienso que comprende dicha
composicion de aditivo alimentario de acuerdo con la presente invencion.

El término “sujeto” como se usa en esta memoria significa un animal.

En una realizacioén, el sujeto es un mamifero, ave, pez o crustaceo que incluye por ejemplo ganado o un animal
doméstico (p. €j., una mascota).

En una realizacion el “sujeto” es ganado.

El término “ganado”, como se usa en esta memoria, se refiere a cualquier animal de granja. Preferiblemente, el ganado
es uno o mas de los rumiantes, como reses (p. €j., vacas o toros (que incluyen terneros)), animales monogastricos,
como aves de corral (que incluyen pollos de engorde, pollos y pavos), cerdos (que incluyen lechones), aves, animales
acuaticos como peces, peces agastricos, peces gastricos, peces de agua dulce como salmon, bacalao, trucha y carpa,
p. €j., carpa koi, peces marinos como lubina y crustaceos como camarones, mejillones y vieiras), caballos (que incluyen
los caballos de carrera), ovejas (que incluyen corderos).

En otra realizacion, el “sujeto” es un animal doméstico o mascota o un animal mantenido en un ambiente zooldgico.

El término “animal doméstico o mascota o animal mantenido en un entorno zoolégico” como se usa en esta memoria
se refiere a cualquier animal relevante que incluye caninos (p. €j., perros), felinos (p. €j., gatos), roedores (p. €j.,
cobayas, ratas, ratones), aves, peces (que incluyen peces de agua dulce y peces marinos) y caballos.

Rendimiento

Como se usa en esta memoria, el “rendimiento animal” se puede determinar por la eficacia de la alimentacion y/o
aumento de peso del animal y/o por la relacion de conversion de la alimentacion y/o por la digestibilidad de un nutriente
en un alimento (p. gj., digestibilidad de aminoacidos) y/o energia digerible o energia metabolizable en un alimento y/o
por la retencidon de nitrégeno y/o por la capacidad de los animales para evitar los efectos negativos de la enteritis
necrotica y/o por la respuesta inmune del sujeto.

Preferiblemente el “rendimiento animal” se determina por la eficacia de la alimentacién y/o por la ganancia de peso del
animal y/o por la relacién de conversion de la alimentacion.

Por “rendimiento animal mejorado” se entiende que hay una mayor eficacia de alimentacion y/o una ganancia de peso
aumentada y/o una relacion de conversion de alimentacion reducida y/o una digestibilidad mejorada de nutrientes o
energia en un alimento y/o por una retencion mejorada de nitrégeno y/o por una respuesta inmune mejorada en el
sujeto que se originan del uso de la composicion de aditivo alimentario de la presente invencion en el alimento en
comparacion con el alimento que no comprende dicha composicién de aditivo alimentario.

Preferiblemente, por “rendimiento animal mejorado” se entiende que hay un aumento de la eficacia del alimento y/o
un aumento de ganancia de peso y/o una relacioén de conversion de la alimentacién reducida.

Como se usa en esta memoria, el término “eficacia de alimentacion” se refiere a la cantidad de ganancia de peso por
unidad de alimento cuando el animal se alimenta ad-libitum o una cantidad especifica de alimento durante un periodo
de tiempo.
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Por “eficacia de alimentacion aumentada” se entiende que el uso de una composicion de aditivo alimentario de acuerdo
con la presente invencion en la alimentacion da como resultado una ganancia de peso aumentada por unidad de
ingesta de alimento en comparacién con un animal alimentado sin que esté presente dicha composicion de aditivo
alimentario.

Relacion de conversion de alimentacion (FCR)

Como se usa en esta memoria, el término “relacién de conversion de alimento” se refiere a la cantidad de alimento
dado como alimento a un animal para aumentar el peso del animal en una cantidad especifica.

Una relacion de conversion de alimentacion mejorada significa una relacion de conversion de alimentacion mas baja.

Por “relacién de conversion de alimentacion mas baja” o “relacion de conversion de alimentacién mejorada” se
entiende que el uso de una composicion de aditivo alimentario en la alimentacién da como resultado que se requiera
una cantidad menor para alimentar a un animal para aumentar el peso del animal en una cantidad especifica en
comparacioén con la cantidad de alimento requerida para incrementar el peso del animal en la misma cantidad cuando
el alimento no comprende dicha composicion de aditivo alimentario.

Digestibilidad de nutrientes

La digestibilidad de nutrientes como se usa en esta memoria significa la fracciéon de un nutriente que desaparece del
tracto gastrointestinal o un segmento especifico del tracto gastrointestinal, p. €j., el intestino delgado. La digestibilidad
de los nutrientes se puede medir como la diferencia entre lo que se administra al sujeto y lo que sale en las heces del
sujeto, o entre lo que se administra al sujeto y lo que queda en el bolo intestinal en un segmento especifico del tracto
gastrointestinal, p. €j., el ileon.

La digestibilidad de nutrientes como se usa en esta memoria se puede medir por la diferencia entre la ingesta de un
nutriente y el nutriente excretado por medio de la recogida de excreciones durante un periodo de tiempo; o con el uso
de un marcador inerte que no se absorbe por el animal y permite al investigador calcular la cantidad de nutriente que
desaparecio en todo el tracto gastrointestinal o en un segmento del tracto gastrointestinal. Dicho marcador inerte puede
ser dioxido de titanio, 6xido cromico o ceniza insoluble en acido. La digestibilidad se puede expresar como un
porcentaje del nutriente en el alimento o como unidades de masa de nutriente digerible por unidades de masa de
nutriente en el alimento.

La digestibilidad de nutrientes como se usa en esta memoria abarca la digestibilidad del almidén, digestibilidad de las
grasas, digestibilidad de las proteinas y digestibilidad de los aminoacidos.

La digestibilidad como se usa en esta memoria significa la energia bruta del alimento consumido menos la energia
bruta de las heces o la energia bruta del alimento consumido menos la energia bruta del bolo intestinal restante en un
segmento especifico del tracto gastointestinal del animal, p. €j., el ileon. La energia metabolizable como se usa en
esta memoria se refiere a la energia metabolizable aparente y significa la energia bruta del alimento consumido menos
la energia bruta contenida en las heces, orina y productos gaseosos de la digestion. La digestibilidad de la energia 'y
la energia metabolizable se pueden medir como la diferencia entre la ingesta de energia bruta y la energia bruta
excretada en las heces o el bolo intestinal presente en un segmento especifico del tracto gastrointestinal usando los
mismos métodos para medir la digestibilidad de los nutrientes con las correcciones apropiadas para la excrecion de
nitrégeno para calcular la energia metabolizable del alimento.

Combinacién con otros componentes

La enzima de la presente invencion (o la xilanasa tal como se describe en esta memoria) se puede usar en combinacion
con otros componentes.

En una realizacion, la enzima de la presente invencion (o la xilanasa tal como se describe en esta memoria) se puede
usar en combinacién con un probiético o un microbiano de alimentacion directa (DFM), p. €j., una bacteria de
alimentacion directa.

La combinacion de la presente invencion comprende la enzima de la presente invencion (o la xilanasa tal como se
describe en esta memoria o una composicion que comprende la enzima, p. €j., una composicion de aditivo alimentario)
y otro componente que es adecuado para el consumo humano o animal y es capaz de proporcionar un beneficio
médico o fisioldgico al consumidor.

En una realizacioén, el “otro componente” puede ser una o mas enzimas adicionales (p. €j., enzimas alimentarias
adicionales o enzimas de elaboracion de cerveza o malteado o enzimas de separacion de gluten-almidén del trigo).

Enzimas adicionales adecuadas para usar en la presente invencion pueden ser una o mas de las enzimas
seleccionadas del grupo que consiste en: endoglucanasas (E.C. 3.2.1.4); celiobiohidrolasas (E.C. 3.2.1.91); B-
glucosidasas (E.C. 3.2.1.21); celulasas (E.C. 3.2.1.74); liquenasas (E.C. 3.1.1.73); lipasas (E.C. 3.1.1.3); lipido
acetiltransferasas (generalmente clasificadas como (E.C. 2.3.1.x); fosfolipasas (E.C. 3.1.1.4, E.C. 3.1.1.32 o E.C.
3.1.1.5); fitasas (p. €j., 6-fitasa (E.C. 3.1.3.26) o una 3-fitasa (E.C. 3.1.3.8); alfa-amilasas (E.C. 3.2.1.1); otras xilanasas
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(E.C. 3.2.1.8, E.C. 3.2.1.32, E.C. 3.2.1.37, E.C. 3.1.1.72, E.C. 3.1.1.73); glucoamilasas (E.C. 3.2.1.3); proteasas (p.
€j., subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serin proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una
queratinasa (E.C. 3.4.x.x)) y/o mananasas (p. €j., una f-mananasa (E.C. 3.2.1.78)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones alimentarias) el otro componente puede ser una o mas de las
enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una amilasa (que incluye a-amilasas (E.C. 3.2.1.1), amilasas
formadoras de G4 (E.C. 3.2.1.60), B-amilasas (E.C. 3.2.1.2) y y-amilasas (E.C. 3.2.1.3); y/o una proteasa (p. €j.,
subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serin proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una
queratinasa (E.C. 3.4.x.x)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones alimentarias) el otro componente puede ser una combinacion
de una amilasa (p. €j., a-amilasa (E.C. 3.2.1.1)) y una proteasa (p. €j., subtilisina (E.C. 3.4.21.62)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones alimentarias) el otro componente puede ser una p-glucanasa, p.
€j., una endo-1,3(4)-p-glucanasas (E.C. 3.2.1.6).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones alimentarias) el otro componente pueden ser unas mananasas
(p. €j., una p-mananasa (E.C. 3.2.1.78)).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones alimentarias) el otro componente puede ser una lipasa lipasa
(E.C. 3.1.1.3), una lipido acetiltransferasa (generalmente clasificada como E.C. 2.3.1.x) o una fosfolipasa (E.C. 3.1.1.4,
E.C. 3.1.1.32 0 E.C. 3.1.1.5), adecuadamente una lipasa (E.C. 3.1.1.3).

En una realizacion (particularmente para aplicaciones alimentarias) el otro componente puede ser una proteasa (p. €j.,
subtilisina E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serin proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una
queratinasa (E.C. 3.4.x.x)).

En una realizacion el componente adicional puede ser un estabilizante o un emulsionante o un aglutinante o un
vehiculo o un excipiente o un diluyente o un desintegrante.

El término “estabilizante” como se usa en esta memoria se define como un ingrediente o combinacién de ingredientes
que evita que un producto (p. €j., un producto alimentario) cambie a lo largo del tiempo.

El término “emulsionante” como se usa en esta memoria se refiere a un ingrediente (p. €j., un ingrediente alimentario)
que previene la separacion de emulsiones. Las emulsiones son dos sustancias inmiscibles, una presente en forma de
gota, contenida dentro de la otra. Las emulsiones pueden consistir en aceite en agua, donde la gota o fase dispersa
es aceite y la fase continua es agua; o agua en aceite, donde el agua se convierte en la fase dispersa y la fase continua
es el aceite. Las espumas, que son gas en liquido, y las suspensiones, que son sdlido en liquido, también se pueden
estabilizar mediante el uso de emulsionantes.

Como se usa en esta memoria, el término “aglutinante” se refiere a un ingrediente (p. €j., un ingrediente alimentario)
que se une al producto juntos a través de una reaccion fisica o quimica. Durante la “gelificacion” por ejemplo, se
absorbe el agua, proporcionando un efecto aglutinante. Sin embargo, los aglutinantes pueden absorber otros liquidos,
como aceites, manteniéndolos dentro del producto. En el contexto de la presente invencion, los aglutinantes se usarian
tipicamente en productos sélidos o de baja humedad, por ejemplo, productos para hornear: pasteles, donuts, pan y
otros. Ejemplos de aglutinantes de granulacién incluyen uno o mas de: polivinilpirrolidona, hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC), sacarosa, maltosa, gelatina y acacia.

Los “vehiculos” significan materiales adecuados para administracion de la enzima e incluyen cualquier material
conocido en la técnica como, por ejemplo, cualquier liquido, gel, disolvente, diluyente liquido, solubilizante o similar,
que no es toxico y que no interacciona con cualquier componente de la composicion de manera perjudicial.

En esta memoria se describe un método para preparar una composicion (p. €j., una composicion de aditivo alimentario)
que comprende mezclar una enzima de la presente invencion con al menos un vehiculo fisiolégicamente aceptable
seleccionado de al menos uno de maltodextrina, caliza (carbonato calcico), ciclodextrina, trigo o algin componente de
trigo, sacarosa, almidén, Na;SO., talco, PVA, sorbitol, benzoato, sorbiato, glicerol, sacarosa, propilén glicol, 1,3-
propano diol, glucosa, parabenos, cloruro sédico, citrato, acetato, fosfato, calcio, metabisulfito, formato y mezclas de
estos.

Ejemplos de “excipientes” incluyen uno o mas de: celulosa microcristalina y otras celulosas, lactosa, citrato sadico,
carbonato calcico, fosfato calcico dibasico, glicina, almidon, azicar de la leche y polietilén glicoles de alto peso
molecular.

Ejemplos de “desintegrantes” incluyen uno o mas de: almidon (preferiblemente almidén de maiz, patata y tapioca),
glicolato sédico de almiddn, croscarmelosa sédica y ciertos silicatos complejos. Ejemplos de “diluyentes” incluyen uno
o0 mas de: agua, etanol, propilén glicol y glicerina y combinaciones de estos.
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Los otros componente se pueden usar simultaneamente (p. €j., cuando estan en una mezcla juntos o incluso cuando
se distribuyen mediante diferentes rutas) o de manera secuencial (p. €j., se pueden distribuir mediante diferentes rutas)
a la xilanasa de la presente invencion.

Preferiblemente, cuando la composicion de aditivo alimentario de la presente invencion se mezcla con otro(s)
componente(s), el DFM se mantiene viable.

En una realizacion, la composiciéon de aditivo alimentario de acuerdo con la presente invencion preferiblemente no
comprende cromo 0 cromo organico.

En una realizacion, la composicion de aditivo alimentario de acuerdo con la presente invencion preferiblemente no
contiene glucanasa.

En una realizacion, la composicion de aditivo alimentario de acuerdo con la presente invencion preferiblemente no
contiene acido ascorbico.

Aislado

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos o acido nucleico o enzima de acuerdo con la presente invencion
preferiblemente esta en una forma aislada. El término “aislado” significa que la secuencia, enzima o acido nucleico
esta al menos sustancialmente libre de al menos un componente con el que la secuencia, enzima o acido nucleico
esta naturalmente asociado en la naturaleza y como se encuentra en la naturaleza. La secuencia, enzima o acido
nucleico de la presente invencién se puede proporcionar en una forma que esta sustancialmente libre de uno o mas
contaminantes con los que la sustancia podria estar de lo contrario asociada. Por lo tanto, por ejemplo, debe estar
sustancialmente libre de uno o mas moléculas de polipéptidos y/o de acido nucleico potencialmente contaminantes.

Purificado

En un aspecto, preferiblemente la secuencia, enzima o acido nucleico de acuerdo con la presente invencion esta en
una forma purificada. El término “purificado” significa que el componente dado esta presente a un alto nivel. El
componente es, de forma deseable, el componente predominante presente en una composicion. Preferiblemente, esta
presente a un nivel de al menos aproximadamente el 90%, o al menos aproximadamente el 95% o al menos
aproximadamente el 98%, dicho nivel se determina en base a su peso seco/peso seco con respecto a la composicion
total bajo consideracion.

Secuencia de nucledtidos

El alcance de la presente invencidon abarca secuencias de nucleétidos que codifican proteinas que tienen las
propiedades especificas como se define en esta memoria.

El término “secuencia de nucledtidos” como se usa en esta memoria se refiere a una secuencia de oligonucleétidos o
secuencia de polinucledtidos y variante, homdlogos, fragmentos y derivados de esta (como porciones de estas). La
secuencia de nucledtidos puede ser de origen gendmico o sintético o recombinante, que puede ser de cadena doble
o de cadena sencilla ya sea que represente la cadena sentido o la antisentido.

El término “secuencia de nucleotidos” en relacion con la presente invencion incluye ADN gendémico, ADNc, ADN
sintético y ARN. Preferiblemente significa ADN, mas preferiblemente secuencia de ADNc que codifica la presente
invencion.

En una realizacion preferida, la secuencia de nucleétidos cuando se refiere a y cuando se abarca por el alcance per
se de la presente invencion no incluye la secuencia de nucledtidos nativa de acuerdo con la presente invencion cuando
esta en su ambiente natural y cuando esta ligada a su(s) secuencia(s) naturalmente asociadas que esta/estan también
en su/sus ambiente(s) natural(es). Para facilitar la referencia, llamaremos a esta realizacién preferida la “secuencia de
nucledtidos no nativa”. En este respecto, el término “secuencia de nucleétidos nativa” significa una secuencia de
nucledtidos completa que esta en su ambiente nativo y cuando esta operativamente ligada a un promotor completo
con el que esta naturalmente asociado, dicho promotor esta también en su ambiente nativo. Sin embargo, la secuencia
de aminoacidos abarcada por el alcance de la presente invencion se puede aislar y/o purificar después de la expresion
de una secuencia de nucledtidos en su organismo nativo. Preferiblemente, sin embargo, la secuencia de aminoacidos
abarcada por el alcance de la presente invencion se puede expresar por una secuencia de nucleétidos en su organismo
nativo pero en donde la secuencia de nucleotidos no esta bajo el control del promotor con el que esta naturalmente
asociado dentro de ese organismo.

Tipicamente, la secuencia de nucleétidos abarcada por el alcance de la presente invencion se prepara usando técnicas
de ADN recombinante (es decir, ADN recombinante). Sin embargo, en una realizacion alternativa de la invencion, la
secuencia de nucleétidos se puede sintetizar, en su totalidad o en parte, usando métodos quimicos bien conocidos en
la técnica (véase Caruthers MH et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23 y Horn T et al., (1980) Nuc Acids Res
Symp Ser 225-232).
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Preparacién de la secuencia de nucleétidos

Se puede identificar y/o aislar y/o purificar una secuencia de nucleétidos que codifica ya sea una proteina que tiene
propiedades especificas como se define en esta memoria o una proteina que es adecuada para modificacion a partir
de cualquier célula u organismo que produce dicha proteina. Se conocen bien en la técnica varios métodos para la
identificacion y/o aislamiento y/o purificacion de secuencias de nucleétidos. A modo de ejemplo, se pueden usar
técnicas de amplificacion por PCR para preparar mas de una secuencia una vez que se ha identificado y/o aislado y/o
purificado una secuencia adecuada.

A modo de ejemplo adicional, se puede construir una biblioteca de ADN genémico y/o de ADNc usando ADN
cromosomico o ARN mensajero del organismo que produce la enzima. Si se conoce la secuencia de aminoacidos de
la enzima, se pueden sintetizar sondas de oligonucleétidos marcadas y usarlas para identificar clones que codifican la
enzima a partir de bibliotecas gendmicas preparadas a partir del organismo. Alternativamente, se puede usar una
sonda de oligonucleétido marcada que contiene secuencias homologas a otro gen de enzima conocido para identificar
clones que codifican la enzima. En el ultimo caso, se usan condiciones de hibridacién y de lavado de baja astringencia.

Alternativamente, se pueden identificar clones que codifican la enzima insertando fragmentos de ADN genémico dentro
de un vector de expresion, como un plasmido, transformando la bacteria negativa para la enzima con la biblioteca de
ADN genoémico resultante y después poner en placas las bacterias transformadas sobre placas de agar que contienen
un sustrato para la enzima (es decir, maltosa), permitiendo asi que se identifiquen los clones que expresan la enzima.

En aun una alternativa adicional, se puede preparar sintéticamente la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima
mediante métodos estandar establecidos, p. €j., el método fosoroamidita descrito por Beucage S.L. et al., (1981)
Tetrahedron Letters 22, p 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., (1984) EMBO J. 3, p 801-805. En el
método fosforoamidita se sintetizan los oligonucleétidos, p. €j., en un sintetizador de ADN automatico, se purifican, se
anillan, se ligan y se clonan en vectores apropiados.

La secuencia de oligonucleétidos pueden ser de origen genémico y sintético mezcla, de origen sintético y de ADNc
mezcla o de origen genémico y de ADNc mezcla, preparada ligando fragmentos de origen sintético, genémico o de
ADNCc (segun sea apropiado) de acuerdo con técnicas estandar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes
de la secuencia de nucleétidos completa. La secuencia de ADN se puede preparar también mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores especificos, por ejemplo, como se describe en el documento de
EE.UU. 4.683.202 o en Saiki R K et al., (Science (1988) 239, pags. 487-491).

Secuencias de aminoacidos

El alcance de la presente invenciéon también abarca secuencias de aminoacidos de enzimas que tienen las
propiedades especificas como se define en esta memoria.

Como se usa en esta memoria, el término “secuencia de aminoacidos” es sindnimo con el término “polipéptido” y/o el
término “proteina”. En algunos casos, el término “secuencia de aminoacidos” es sindnimo con el término “péptido”. En
algunos casos, el término “secuencia de aminoacidos” es sindnimo con el término “enzima”.

La secuencia de aminoacidos se puede preparar/faislar a partir de una fuente adecuada o se puede hacer
sintéticamente o se puede preparar mediante el uso de técnicas de ADN recombinante.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos cuando se refiere a o cuando se abarca por el alcance per se de la
presente invencién no es una enzima nativa. En este respecto, el término “enzima nativa” significa una enzima
completa que esta en su ambiente nativo y cuando se ha expresado por su secuencia de nucleétidos nativa.

Identidad de secuencia u homologia de secuencia

La presente invencion también abarca el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia o de
homologia de secuencia con secuencia(s) de aminoacidos de un polipéptido que tiene las propiedades especificas
definidas en esta memoria o de cualquier secuencia de nucleotidos que codifique dicho polipéptido (en lo sucesivo
denominado una(s) “secuencia(s) homdloga(s)”’). Aqui, el término “homadlogo” significa una entidad que tiene una cierta
homologia con las secuencias de aminoacidos del sujeto y las secuencias de nucledétidos del sujeto. Aqui, el término
“homologia” se puede equiparar a “identidad”.

La secuencia de aminoacidos y/o la secuencia de nucledtidos homodloga deberia proporcionar y/o codificar un
polipéptido que retenga la actividad funcional y/o aumente la actividad de la enzima.

En el presente contexto, en algunas realizaciones, se toma una secuencia homologa para incluir una secuencia de
aminoacidos o de nucledtidos que puede ser al menos un 97,7% idéntica, preferiblemente al menos un 98 o 99%
idéntica a la secuencia sujeto.

En algunas realizaciones, se toma una secuencia homadloga para incluir una secuencia de aminoacidos o de
nucledtidos que puede ser al menos un 85% idéntica, preferiblemente al menos un 90 o 95% idéntica a la secuencia
sujeto.
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Tipicamente, los homdélogos comprenderan los mismos sitios activos, etc., como la secuencia de aminoacidos sujeto,
por ejemplo. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacidos que tienen propiedades/funciones similares), en el contexto de la presente invencion se prefiere expresar
homologia en términos de identidad de secuencia.

En una realizacion, se considera que una secuencia homoéloga incluye una secuencia de aminoacidos o una secuencia
de nucledtidos que tiene una o varias adiciones, supresiones y/o sustituciones en comparacion con la secuencia sujeto.

En el presente contexto, “la secuencia sujeto” se refiere a la secuencia de nucledtidos o secuencia de
polipéptido/aminoacido de acuerdo con la invencion.

Preferiblemente, el % de identidad de secuencia con respecto a una secuencia polipeptidica se determina usando la
SEQ ID N°. 3 como la secuencia objeto en un alineamiento de secuencia. En una realizacion, la secuencia polipeptidica
sujeto se selecciona del grupo que consiste en SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 1 0 SEQ ID N°. 2. En una realizacién preferida,
la secuencia polipeptidica sujeto se selecciona de la secuencia madura SEQ ID N°. 3.

Preferiblemente, el % de identidad de secuencia con respecto a una secuencia de nucleétidos se determina usando
la SEQ ID N°. 6 como la secuencia objeto en un alineamiento de secuencia. En una realizacion, la secuencia sujeto
para secuencias de nucledtidos se puede seleccionar del grupo que consiste en SEQ ID N°. 4, SEQ ID N°. 5 0 SEQ
ID N°. 6. En una realizacién preferida, la secuencia sujeto es la secuencia SEQ ID N°. 6.

Un “acido nucleico parental” o “aminoacido parental” significa una secuencia de acido nucleico o secuencia de
aminoacidos que codifica o codifica el polipéptido parental, respectivamente.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una proteina cuya secuencia de aminoacidos se representa en
esta memoria o una proteina derivada de esta proteina (parental) mediante sustitucién, supresion o adicién de uno o
varios aminoacidos, como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos o mas aminoacidos como 10 o mas de 10 aminoacidos en
la secuencia de aminoacidos de la proteina parental y que tiene la actividad de la proteina parental.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos se determina sobre al
menos 20 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre
al menos 40 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre
al menos 60 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 100 aminoacidos contiguos, preferiblemente
sobre al menos 200 aminoacidos contiguos.

En una realizacion, la presente invencion se refiere a una secuencia de nucleétidos (o génica) que codifica una proteina
cuya secuencia de aminoacidos se representa en esta memoria o que codifica una proteina derivada de esta proteina
(parental) por sustitucion, supresion o adicion de uno o varios aminoacidos como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos, o
mas aminoacidos como 10 o mas de 10 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina parental y que
tiene la actividad de la proteina parental.

En el presente contexto, en una realizacion se toma una secuencia homologa o secuencia extrafia para incluir una
secuencia de nucledtidos que puede ser al menos un 97,7% idéntica, preferiblemente al menos un 98 o un 99%
idéntica a una secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido de la presente invencion (la secuencia sujeto).

En otra realizacién, se toma una secuencia homologa para incluir una secuencia de nucleétidos que puede ser al
menos un 85% idéntica, preferiblemente al menos un 90 o 95% idéntica a una secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido de la presente invencion (la secuencia sujeto).

Tipicamente, los homdlogos comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos etc. como la
secuencia sujeto. Aunque se puede considerar la homologia en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion se prefiere
expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia se pueden realizar a ojo, 0 mas generalmente, con la ayuda de programas de
comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el mercado pueden
calcular el % de homologia o el % de identidad entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia o el % de identidad se pueden calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se
alinea con la otra secuencia y cada aminoacido en una secuencia se comprara directamente con el aminoacido
correspondiente en la otra secuencia, un resido a la vez. Esto se llama una alineamiento “sin huecos”. Tipicamente,
dichos alineamientos sin huecos se realizan solo sobre un nimero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un método muy simple y consistente, no tiene en cuenta que, por ejemplo, en un par de secuencias
por lo demas idénticas, una insercion o supresion causara que los siguientes residuos de aminoacidos queden
desalineados, lo que podria dar como resultado una gran reduccion en el % de homologia o el % de identidad cuando
se realiza un alineamiento global. Por consiguiente, la mayoria de los métodos de comparacion de secuencias estan
disefiados para producir alineamientos 6ptimos que tengan en cuenta posibles inserciones y supresiones sin penalizar
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excesivamente la puntuacion de homologia general. Esto se logra al insertar “huecos” en el alineamiento de secuencia
para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan “penalizacion de hueco” a cada hueco que se produce en el
alineamiento de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencia con los
menos huecos posibles — lo que refleja una mayor relaciéon entre dos secuencias comparadas — lograra una puntuacion
mas alta que una con muchos huecos. Los “costos afines al hueco” se usan tipicamente que cargan un costo
relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalizacién menor por cada residuo siguiente al hueco. Este
es el sistema de puntuaciéon de huecos mas usado. Por supuesto las altas penalizaciones por huecos produciran
alineamientos optimizados con menor nimero de huecos. La mayoria de los programas de alineamiento permiten
modificar las penalizaciones por huecos. Sin embargo, es preferible usar los valores predeterminados cuando se usa
dicho programa informatico para comparaciones de secuencia.

Por lo tanto, el calculo del maximo % de homologia o % de identidad requiere, en primer lugar, la produccién de un
alineamiento 6ptimo, teniendo en cuenta las penalizaciones por huecos. Un programa informatico adecuado para llevar
a cabo dicho alineamiento es el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Ejemplos de programas informaticos que pueden realizar
comparaciones de secuencia incluyen, pero no se limitan a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al. 1999 Short
Protocols in Molecular Biology, 42 Ed. —Capitulo 18), BLAST 2 (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS
Microbiol Lett 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nim.nih.gov), FASTA (Altschul et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410) y AlignX,
por ejemplo. Al menos BLAST, BLAST 2 y FASTA estan disponibles para busquedas sin conexién y con conexion
(véase Ausubel et al 1999, paginas 7-58 a 7-60), como por ejemplo en la herramienta de busqueda GenomeQuest
(www.genomequest.com).

Aunque el % de homologia o % de identidad final se pueden medir en términos de identidad, el proceso de alineamiento
en si no suele basarse en una comparacion de pares de todo o nada. En su lugar, generalmente se usa una matriz de
puntuacion de similitud que asigna puntuaciones a cada comparacion por pares en funcion de la similitud quimica o
de la distancia evolutiva. Un ejemplo de una matriz de este tipo usada cominmente es la matriz BLOSUM62 — la matriz
por defecto para el conjunto de programas BLAST. Los programas Vector NTI usan generalmente los valores publicos
por defecto o una tabla de comparacion de simbolos personalizada si se suministran (véase el manual de usuario para
obtener mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto para el paquete Vector NTI.

Alternativamente, el porcentaje de homologias se puede calcular usando la funcion de alineamiento mdltiple en Vector
NTI (Invitrogen Corp.), basado en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988), Gene 73(1),
237-244).

Una vez que el programa informatico ha producido un alineamiento 6ptimo, es posible calcular el % de homologia,
preferiblemente el % de identidad de secuencia. El programa informatico normalmente hace esto como parte de la
comparacion de secuencias y genera un resultado numérico.

En caso de que se usen las penalizaciones de hueco al determinar la identidad de secuencia, entonces se usan
preferiblemente los siguientes parametros para alineamiento de pares:

PARA BLAST

HUECO ABIERTO 9

EXTENSION DE HUECO 2
PARA CLUSTAL ADN PROTEINA
Peso de Matriz 19]=] Gonnet 250
APERTURA DE HUECO 15 10
EXTENSION DE HUECO | 6,66 0,1

En una realizacion, se puede usar CLUSTAL con el conjunto de la penalizacion de hueco y de extension de hueco
como se definié anteriormente.

De manera adecuada, se determina el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos o secuencia
de proteinas sobre al menos 20 nucledtidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30
nucleétidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40 nucleétidos/aminoacidos contiguos,
preferiblemente sobre al menos 50 nucledtidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60
nucleétidos/aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 100 nucleétidos/aminoacidos contiguos.

De manera adecuada, se determina el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos o secuencia
de proteinas sobre al menos 100 nucleétidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 200 nucleétidos contiguos,
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preferiblemente sobre al menos 300 nucledtidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 400 nucleétidos contiguos,
preferiblemente sobre al menos 500 nucledtidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 600 nucleétidos contiguos,
preferiblemente sobre al menos 700 nucledtidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 800 nucledtidos contiguos.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se puede determinar sobre
toda la secuencia descrita en esta memoria.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se puede determinar sobre
toda la secuencia descrita en esta memoria como la secuencia madura, p. €j., la SEQ ID N°. 6. De manera adecuada,
el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se puede determinar sobre toda la secuencia como
se describe en esta memoria como la SEQ ID N°. 6.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de proteina (aminoacidos) se determina
sobre al menos 100 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 200 aminoacidos contiguos,
preferiblemente sobre al menos 300 aminoacidos contiguos.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos o de proteina se puede
determinar sobre toda la secuencia descrita en esta memoria.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos o de proteina se puede
determinar sobre toda la secuencia descrita en esta memoria como la secuencia madura, p. €j., la SEQ ID N°. 3. De
manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos o de proteina se puede
determinar sobre toda la secuencia descrita como SEQ ID N°. 3.

En el presente contexto, el término “secuencia de consulta” significa una secuencia homologa o una secuencia extrafia
que se alinea con una secuencia sujeto con el fin de ver si esta dentro del alcance de la presente invencion. Por
consiguiente, dicha secuencia de consulta puede ser, por ejemplo, una secuencia de la técnica anterior o una
secuencia de un tercero.

En una realizacién preferida, las secuencias se alinean mediante un programa de alineamiento global y la identidad
de secuencia se calcula identificando el nimero de coincidencias exactas identificadas por el programa dividido por la
longitud de la secuencia sujeto.

En una realizacion, el grado de identidad de secuencia entre una secuencia de consulta y una secuencia sujeto se
determina mediante 1) alinear las dos secuencias mediante cualquier programa de alineamiento adecuado usando la
matriz de puntuacion por defecto y la penalizacion de hueco por defecto, 2) identificar el nimero exacto de
coincidencias, donde una coincidencia exacta es donde el programa de alineamiento ha identificado un aminoacido o
nucledtido idénticos en las dos secuencias alineadas en una posicion dada del alineamiento y 3) dividir el nimero
exacto de coincidencias exactas entre la longitud de la secuencia sujeto.

En aun una realizacion preferida adicional, el programa de alineamiento global se selecciona del grupo que consiste
en CLUSTAL y BLAST (preferiblemente BLAST) y la identidad de secuencia se calcula identificando el nimero de
coincidencias exactas identificadas por el programa dividido por la longitud de la secuencia sujeto.

Las secuencias también pueden tener supresiones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos que dan
como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden hacer sustituciones de aminoacidos deliberadas
sobre la base de la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o de la naturaleza anfipatica
natural de los residuos. Por ejemplo, aminoacidos negativamente cargados incluyen acido aspartico y acido glutamico;
aminoacidos positivamente cargados incluyen lisina y arginina; y aminoacidos con grupos de cabeza polar no cargados
que tienen valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Se pueden hacer sustituciones conservativas, por ejemplo, de acuerdo con la Tabla a continuaciéon. Aminoacidos en
el mismo bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma linea se pueden sustituir el uno por el otro:

ALIFATICO No polar GAP
ILV
Polar — sin carga CST™M
NQ
Polar - cargado DEKR
AROMATICO HFWY
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La presente invencion también abarca la sustitucion homologa (se usan tanto la sustitucion como el reemplazo en esta
memoria para significar el intercambio de un residuo de aminoacido existente con un residuo alternativo) que puede
ocurrir, es decir, una sustitucion similar como basico por basico, acido por acido, polar por polar, etc. También se
puede dar la sustituciéon no homdloga, es decir, de una clase de residuo a otra o alternativamente que implica la
inclusion de aminoacidos no naturales como ornitina (en lo sucesivo denominada Z), acido diaminobutirico ornitina (en
lo sucesivo denominada B), norleucina ornitina (en lo sucesivo denominada O), pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina
y fenilglicina.

Los reemplazamientos también se pueden hacer por aminoacidos no naturales incluidos: aminoacidos alfa* y alfa-
disustituidos*, N-alquil aminoacidos*, acido lactico*, derivados haluros de aminoacidos naturales como trifluorotirosina®,
p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-I-fenilalanina*, L-alil-glicina*, B-alanina*, acido L-a-aminobutirico*, acido L-y-
aminobutirico*, acido L-a-aminobutirico*, acido L-e-aminocaproico®, acido 7-amino heptanoico*, L-metionina sulfona®’,
L-norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-hidroxiprolina”, L-tioprolina*, derivados metilicos de fenilalanina
(Phe) como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-Phe (4-amino), L-Tyr (metil)*, L-Phe (4-isopropil)*, L-Tic (acido 1,2,3,4-
tetrathidroisoquinolina-3-carboxilo)*, acido L-diaminocaproico? y L-Phe (4-bencil)*. Se ha utilizado la notacion * para el
propésito de la discusion anterior (relativa a sustitucion homdloga y no homaloga) para indicar la naturaleza hidrofébica
del derivado mientras que # se ha utilizado para indicar la naturaleza hidrofilica del derivado, #* indica caracteristicas
anfipaticas.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos espaciadores que se pueden insertar entre dos
residuos de aminoacidos cualquiera de la secuencia, que incluye grupos alquilo como grupos metilo, etilo o propilo
ademas de espaciadores de aminoacidos como residuos de glicina o B-alanina. Una forma adicional de variacion que
implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en forma peptoide, se entendera bien por los expertos en
la técnica. Para evitar dudas, “la forma peptoide” se usa para referirse a los residuos de aminoacidos variantes en los
que el grupo sustituyente de a-carbono esta en el atomo de nitrégeno del residuo en lugar de en el de carbono. Se
conocen en la técnica los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide, por ejemplo, Simon RJ et al., PNAS
(1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4), 132-134.

En una realizacion, la xilanasa para usar en la presente invenciéon puede comprender una secuencia polipeptidica
mostrada como SEQ ID N°. 1, SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 3 con una sustitucién conservativa de al menos uno de los
aminoacidos.

Adecuadamente puede haber al menos 2 sustituciones conservativas, como al menos 3 o al menos 4 o al menos 5.

Adecuadamente puede haber menos de 15 sustituciones conservativas, como menos de 12, menos de 10 o menos
de 8 o menos de 5.

Las secuencias de nucleétidos para usar en la presente invencion pueden incluir dentro de ellas nucleétidos sintéticos
o modificados. Se conocen en la técnica un numero de diferentes tipos de modificacién de oligonucledtidos. Estos
incluyen esqueletos de metil-fosfonato y fosforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o de polilisina en los
extremos 3’ y/o 5’ de la molécula. Para los fines de la presente invencion, se debe entender que las secuencias de
nucledtidos descritas en esta memoria se pueden modificar mediante cualquier método disponible en la técnica. Dichas
modificaciones se pueden llevar a cabo con el fin de mejorar la actividad in vivo o la vida util de las secuencias de
nucleétidos de la presente invencion.

La presente invencién también abarca el uso de secuencias de nucleétidos que son complementarias a las secuencias
presentadas en esta memoria. Si la secuencia es complementaria a un fragmento de la misma, entonces se puede
usar esa secuencia como una sonda para identificar secuencias codificadoras similares en otros organismos, etc.

Los polinucleétidos que no son 100% homologos a las secuencias de la presente invencion pero que entran dentro
del alcance de la invencion se pueden obtener de varias maneras. Otras variantes de las secuencias descritas en esta
memoria se pueden obtener, por ejemplo, sondeando bibliotecas de ADN hechas de una gama de individuos, por
ejemplo, individuos de diferentes poblaciones. Ademas, se pueden obtener otros homdlogos y dichos homdélogos y
fragmentos de los mismos seran capaces en general de hibridar selectivamente con las secuencias mostradas en el
listado de secuencias en esta memoria. Dichas secuencias se pueden obtener sondeando bibliotecas de ADNc de
otras especies animales y sondeando dichas bibliotecas con sondas que comprenden la totalidad o parte de cualquiera
de las secuencias en las listas de secuencias adjuntas en condiciones de astringencia media o alta. Se aplican
consideraciones similares a la obtencién de homadlogos de especies y variantes alélicas del polipéptido o secuencias
de nucleoétidos de la invencion.

Las variantes y homologos de cepa/especie se pueden obtener también usando PCR degenerada que usara
cebadores disefiados para dirigirse a secuencias dentro de las variantes y homodlogos que codifican secuencias de
aminoacido conservados dentro de las secuencias de la presente invencion. Se pueden predecir secuencias
conservadas, por ejemplo, alineando las secuencias de aminoacidos de varias variantes’/homologos. Se pueden
realizar alineamientos de secuencia usando programas informaticos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se usa
ampliamente el programa GCG Wisconsin PileUp.
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Los cebadores usados en la PCR degenerada contendra una o mas posiciones degeneradas y se usara en condiciones
de astringencia inferiores que las usadas para clonar secuencias con cebadores de secuencia Unica frente a
secuencias conocidas.

Alternativamente, dichos polipéptidos se pueden obtener mediante mutagénesis dirigida de secuencias caracterizadas.
Esto puede ser util cuando, por ejemplo, se requieren cambios de secuencia de coddn silencioso para optimizar las
preferencias de codones para una célula huésped particular en la que se estan expresando las secuencias de
polinucleédtidos. Se pueden desear otros cambios de secuencia para introducir sitios de reconocimiento de enzimas
de restriccion o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos.

Los polinucledtidos (secuencias de nucledtidos) de la invenciéon se pueden usar para producir un cebador, p. €j., un
cebador de PCR, un cebador para una reaccion de amplificacion alternativa, una sonda p. €j., marcada con un marcaje
revelador por medios convencionales usando marcajes radiactivos o no radiactivos, o los polinucleotidos se pueden
clonar dentro de vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendran al menos 15, preferiblemente al
menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40 nucledtidos de longitud y también estan abarcados por el término
polinucleétidos de la invencién como se usa en esta memoria.

Los polinucledtidos como polinucleotidos de ADN y sondas de acuerdo con la invencion se pueden producir de forma
recombinante, sintética o por cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También se pueden clonar
mediante técnicas estandar.

En general, los cebadores se produciran por medios sintéticos que implican una fabricacion por etapas de la secuencia
de acido nucleico deseada, un nucleétido a la vez. Las técnicas para lograr esto usando técnicas automatizadas estan
facilmente disponibles en la técnica.

Los polinucleétidos mas largos se produciran generalmente usando medios recombinantes, por ejemplo usando
técnicas de clonacion de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Los cebadores se pueden disefiar para que
contengan sitios de reconocimiento de enzimas de restriccion adecuados de modo que se puede clonar el ADN
amplificado en un vector de clonacién adecuado.

Numeracion de aminoacidos

En la presente invencion, se puede emplear una numeracion especifica de las posiciones de residuos de aminoacidos
en las xilanasas usadas en la presente invencion. Al alinear la secuencia de aminoacidos de una xilanasa de muestra
con la xilanasa de la presente invencion (particularmente la SEQ ID N°. 3) es posible asignar un nimero a una posicion
de residuo de aminoacido en dicha xilanasa de muestra que corresponde con la posicién del residuo de aminoacido o
de la numeracion de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID N°. 3 de la presente invencion.

Hibridacion

La presente invencién también abarca secuencias que son complementarias a las secuencias de acido nucleico de la
presente invencién o secuencias que son capaces de hibridar con las secuencias de la presente invencién o con
secuencias que son complementarias de las mismas.

El término “hibridacién” como se usa en esta memoria incluira “el proceso por el cual una cadena de acido nucleico se
une con una cadena complementaria a través del emparejamiento de bases” asi como el proceso de amplificacion que
se lleva a cabo en tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente invencion también abarca el uso de secuencias de nucleétidos que son capaces de hibridar con las
secuencias que son complementarias a las secuencias presentadas en esta memoria o cualquier fragmento derivado
de estas.

El término “variante” también abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces de hibridar
con las secuencias de nucleétidos presentadas en esta memoria.

Preferiblemente, el término “variante” abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces de
hibridar bajo condiciones astringentes (p. ej., 50°C y 0,2xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato Naz 0,015 M, pH 7,0})
con las secuencias de nucleétidos presentadas en esta memoria.

Mas preferiblemente, el término “variante” abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces
de hibridar bajo condiciones de alta astringencia (p. €j., 65°C y 0,1xSSC {1xSSC = NaCl 0,15 M, citrato Naz 0,015 M,
pH 7,0}) con las secuencias de nucleotidos presentadas en esta memoria.

La presente invencion también se refiere a secuencias de nucleétidos que pueden hibridar con las secuencias de
nucledtidos de la presente invencion (que incluye secuencias complementarias de las presentadas en esta memoria).

La presente invencién también se refiere a secuencias de nucleétidos que son complementarias a secuencias que
pueden hibridar con las secuencias de nucleétidos de la presente invencion (que incluyen secuencias complementarias
a las presentadas en esta memoria).
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Preferiblemente, la hibridacion se analiza sobre la totalidad de las secuencias ensefiadas en esta memoria.
Expresion de enzimas

La secuencia de nucledtidos para usar en la presente invencién se puede incorporar en un vector replicable
recombinante. El vector se puede usar para replicar y expresar la secuencia de nucledtidos, en forma de
proteina/enzima, en y/o a partir de una célula huésped compatible.

Se puede controlar la expresidon usando secuencias control, p.ej., secuencias reguladoras.

Se puede secretar la proteina producida por una célula recombinante huésped mediante expresién de la secuencia
de nucledtidos o se puede contener intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector usados. Las
secuencias codificadoras se pueden disefiar con secuencias sefial que dirigen la secrecidon de las secuencias
codificadoras de la sustancia a través de una membrana celular procariética o eucariota.

Vector de expresion
El término “vector de expresion” significa un constructo capaz de expresion in vivo o in vitro.

Preferiblemente, el vector de expresion se incorpora en el genoma de un organismo huésped adecuado. El término
“incorporado” cubre preferiblemente la incorporacion estable en el genoma.

La secuencia de nucleotidos de la presente invencion puede estar presente en un vector en el que la secuencia de
nucledtidos esta operativamente unida a secuencias reguladoras capaces de proporcionar la expresion de la
secuencia de nucleotidos por un organismo huésped adecuado.

Los vectores para usar en la presente invencién se pueden transformar en una célula huésped adecuada como se
describe a continuacién para proporcionar la expresién de un polipéptido de la presente invencion.

La eleccion del vector, p. €j., un plasmido, cosmido o vector de fago dependera a menudo de la célula huésped en la
que se va a introducir.

Los vectores para usar en la presente invencion pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables —
como un gen que confiere resistencia a antibidtico, p. ej., resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o
tetraciclina. Alternativamente, la seleccion se puede realizar mediante co-transformacion (como se describe en el
documento WO91/17243).

Los vectores se pueden usar in vitro, por ejemplo, para la produccién de ARN o usar para transfectar, transformar,
transducir o infectar una célula huésped.

Por lo tanto, se describe en esta memoria un método para hacer secuencias de nucleétidos de la presente invencion
introduciendo una secuencia de nucleétidos de la presente invencion en un vector replicable, introduciendo el vector
en una célula huésped compatible y creciendo la célula huésped en condiciones que provocan la replicacion del vector.

El vector ademas puede comprender una secuencia de nucleétidos que permite que el vector se replique en la célula
huésped en cuestion. Ejemplos de dichas secuencias son los origenes de replicacion de plasmidos pUC19, pACYC177,
pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

Secuencias reguladoras

En algunas aplicaciones, la secuencia de nucleétidos para usar en la presente invencion esta operativamente ligada
a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia de nucleétidos, como por la
célula huésped elegida. A modo de ejemplo, la presente descripcion cubre un vector que comprende la secuencia de
nucledtidos de la presente invencion operativamente ligado a dicha secuencia reguladora, es decir, el vector es un
vector de expresion.

El término “operativamente ligado” se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar de la manera prevista. Una secuencia reguladora “operativamente ligada” a una
secuencia codificadora se liga de tal manera que se logre la expresion de la secuencia codificadora en condiciones
compatibles con las secuencias control.

El término “secuencias reguladoras” incluye promotores y potenciadores y otras sefiales reguladoras de la expresion.
El término “promotor” se usa en el sentido normal de la técnica, p. €j., un sitio de unién de la ARN polimerasa.

La expresion aumentada de la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima de la presente invencién también se
puede lograr mediante la seleccion de regiones reguladoras heterologas, p. €j., regiones promotoras, lider de secrecion
y de terminacion.
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Preferiblemente, la secuencia de nucledtidos de acuerdo con la presente invencion esta operativamente ligada a al
menos un promotor.

Se pueden usar incluso otros promotores para dirigir la expresion del polipéptido de la presente invencion.

Se conocen bien en la técnica ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de
nucledtidos en un huésped bacteriano, fungico o de levadura.

El promotor puede adicionalmente incluir caracteristicas para asegurar o aumentar la expresion en un huésped
adecuado. Por ejemplo, las caracteristicas pueden ser regiones conservadas como una Pribnow Box o una caja TATA.

Constructos

» o«

El término “constructo” — que es sindnimo de términos como “conjugado”, “casete” e “hibrido” — incluye una secuencia
de nucleoétidos para usar de acuerdo con la presente invencion directa o indirectamente unida a un promotor.

Un ejemplo de una unién indirecta es la provision de un grupo espaciador adecuado como una secuencia intronica,
como el intrén Sh1 o el intrén ADH, intermedio del promotor y la secuencia de nucleétidos de la presente invencion.
Lo mismo es cierto para el término “fusionado” en relacion con la presente invencion que incluye la unién directa o
indirecta. En algunos casos, los términos no cubren la combinacion natural de la secuencia de nucleétidos que codifica
la proteina generalmente asociada con el promotor del gen del tipo salvaje y cuando ambos se encuentran en su
entorno natural.

El constructo puede incluso contener o expresar un marcador que permite la seleccion del constructo genético.

Para algunas aplicaciones, preferiblemente el constructo de la presente descripcion comprende al menos la secuencia
de nucleoétidos de la presente invencion operativamente ligada a un promotor.

Células huésped

El término “célula huésped” — en relacion con la presente descripcion incluye cualquier célula que comprende la
secuencia de nucledtidos o un vector de expresién como se describié anteriormente y que se usa en la produccion
recombinante de una proteina que tiene las propiedades especificas como se definen en esta memoria.

Descrito en esta memoria, el organismo es un huésped de expresion.

Por lo tanto, se describen en esta memoria células transformadas o transfectadas huésped con una secuencia de
nucledtidos que expresa la proteina de la presente invencion. Las células se elegiran para que sean compatibles con
dicho vector y, por ejemplo, pueden ser células procariéticas (por ejemplo, bacterianas), fingicas o de levadura.

Ejemplos de organismos huésped bacterianos adecuados son especies bacterianas gram positivas o gram negativas.

Descrito en esta memoria, las xilanasas ensefiadas en esta memoria se expresan en el huésped de expresion
Trichoderma reesei.

Descrito en esta memoria, el huésped de expresiéon para las xilanasas ensefiadas en esta memoria pueden ser uno o
mas de los siguientes huéspedes de expresion fungica: Fusarium spp. (como Fusarium oxysporum); Aspergillus spp.
(como Aspergillus niger, A. oryzae, A. nidulans o A. awamori) o Trichoderma spp. (como T. reesei).

Descrito en esta memoria, el huésped de expresion puede ser uno o mas de los siguientes huéspedes de expresion
bacteriana: Streptomyces spp. o Bacillus spp. (p. €j., Bacillus subtilis o B. licheniformis).

El uso de células huésped adecuadas — como células huésped de levadura y de hongos) — pueden proporcionar
modificaciones post-traduccionales (p. ej., miristoilacion, glicosilacion, truncamiento, lipidacion y fosforilacion en
tirosina, serina o treonina) que pueden ser necesarias para conferir actividad biolégica 6ptima en los productos de
expresion recombinante de la presente invencion.

Organismo

El término “organismo” en relacién con la presente descripcion incluye cualquier organismo que pueda comprender la
secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de acuerdo con la presente invencion y/o productos obtenidos a
partir de estos, y/o en donde un promotor puede permitir la expresion de la secuencia de nucleétidos de acuerdo con
la presente invencion cuando esta presente en el organismo.

Descrito en esta memoria, el organismo es un huésped de expresion.
Organismos adecuados pueden incluir un procariota, hongo, levadura o una planta.

El término “organismo transgénico” en relacion con la presente invencion incluye cualquier organismo que comprende
la secuencia de nucledtidos que codifica el polipéptido de acuerdo con la presente invencion y/o los productos
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obetenidos de estos, y/o en donde un promotor puede permitir la expresion de la secuencia de nucleétidos de acuerdo
con la presente invencion dentro del organismo. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos se incorpora en el
genoma del organismo.

El término “organismo transgénico” no cubre secuencias de nucledétidos nativas en su entorno natural cuando estan
bajo el control de sus promotores nativos que también estan en su entorno natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente descripcion incluye un organismo que comprende cualquiera de,
o combinaciones de, la secuencia de nucleétidos que codifican el polipéptido de acuerdo con la presente invencion,
constructos de acuerdo con la presente descripcion, vectores de acuerdo con la presente descripcion, plasmidos de
acuerdo con la presente descripcion, células de acuerdo con la presente descripcion, tejidos de acuerdo con la
presente descripcion o los productos de estos.

Por ejemplo, el organismo transgénico puede comprender también la secuencia de nucleétidos que codifica el
polipéptido de la presente invencion bajo el control de un promotor heterélogo.

Transformacion de la célula/organismo huésped

Como se indico anteriormente, el organismo huésped puede ser un organismo procariético o uno eucariético. Ejemplos
de huéspedes procarioticos adecuados incluyen E. coli, Streptomyces spp. y Bacillus spp., p. €j., Bacillus subtilis.

Estan bien documentadas en la técnica las ensefianzas sobre la transformacion de huéspedes procariéticos, por
ejemplo, véase Sambrook et al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicién, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Si se usa un huésped procariético entonces es posible que la secuencia de nucleétidos deba
modificarse de manera adecuada antes de la transformacion — como mediante eliminacién de intrones.

Las células de hongos filamentosos se pueden transformar usando varios métodos conocidos en la técnica — como un
proceso que implica la formacién de protoplastos y la transformacion de los protoplastos seguido de la regeneracion
de la pared celular de una manera conocida. El uso de Aspergillus como un microorganismo huésped se describe en
el documento EP 0 238 023.

Es generalmente bien conocida por los expertos en la técnica la transformacion de procariotas, hongos y levaduras.

Un organismo huésped puede ser un hongo — como un moho. Ejemplos de tales huéspedes adecuados incluyen
cualquier miembro que pertenezca a los géneros Trichoderma (p. €j., T. reesei), Thermomyces, Acremonium, Fusarium,
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora y similares.

Descrito en esta memoria, el organismo huésped puede ser un hongo. Descrito en esta memoria, el organismo
huésped pertenece al género Trichoderma, p. €j., T. reesei.

Cultivo y produccion

Las células huésped transformadas con la secuencia de nucleétidos de la presente invencién se pueden cultivar en
condiciones que conducen a la produccion del polipéptido codificado y que facilitan la recuperacion del polipéptido a
partir de las células y/o medio de cultivo.

El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para crecer la célula
huésped en cuestion y obtener la expresion del polipéptido.

La proteina producida por una célula recombinante se puede mostrar en la superficie de la célula.

La proteina se puede secretar a partir de las células huésped y se puede recuperar convenientemente a partir del
medio de cultivo uasndo procedimientos bien conocidos.

Secrecion

A menudo, es deseable que la proteina sea secretada a partir de la expresion del huésped al medio de cultivo desde
donde la proteina se puede recuperar mas facilmente. De acuerdo con la presente invencion, la secuencia lider de
secrecion se puede seleccionar en base al huésped de expresion deseado. Las secuencias sefal hibridas también se
pueden usar con el contexto de la presente invencion.

Aplicacion a gran escala

En una realizacién preferida de la presente invencion, la secuencia de aminoacidos se usa para aplicaciones a gran
escala.

Preferiblemente la secuencia de aminoacidos se produce en una cantidad de 1 g por litro a aproximadamente 2 g por
litro del volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo huésped.
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Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos se produce en una cantidad de 100 mg por litro a aproximadamente
900 mg por litro del volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo huésped.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos se produce en una cantidad de 250 mg por litro a aproximadamente
500 mg por litro del volumen de cultivo celular total después del cultivo del organismo huésped.

Técnicas generales de metodologia de ADN recombinante

La presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de quimica, biologia
molecular, microbiologia, ADN recombinante e inmunologia, que estan dentro de las capacidades de una persona con
experiencia ordinaria en la técnica. Tales técnicas se explican en la bibliografia. Véase, por ejemplo, J. Sambrook, E.
F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3, Cold Spring Harbor
Laboratory Press; Ausubel, F. M. et al., (1995 y suplementos periédicos; Current Protocols in Molecular Biology, cap.
9, 13y 16, John Wiley & Sons, New York, N.Y.); B. Roe, J. Crabtree y A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing:
Essential Techniques, John Wiley & Sons; M. J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach,
Il Press; y D. M. J. Lilley y J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA Structure Part A: Synthesis and Physical
Analysis of DNA Methods in Enzymology, Academic Press.

La invencion se describira ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos.
Ejemplos

Ejemplo 1

Clonaje de la xilanasa de Fusarium verticillioides (FveXyn4)

Se us6 ADN gendmico aislado de una cepa de Fusarium verticillioides para amplificar un gen de xilanasa. La secuencia
del gen clonado, llamado el gen FveXyn4 se representa en la SEQ ID N°. 4. La proteina codificada por el gen FveXyn4
se representa en la SEQ ID N°. 1. El producto proteico del gen FveXyn4 pertenece a la familia de las glicosil hidrolasas
10 (GH10) en base a la busqueda de PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/). En el extremo N-terminal, la proteina FveXyn4
tiene un péptido sefial de 15 aminoacidos predicho por SignalP-NN (Emanuelsson et al., Nature Protocols, 2: 953-971,
2007). Esto indica que FveXyn4 es una glicosil hidrolasa secretada.

Ejemplo 2
Expresion de la proteina FveXyn4

Se amplifico el gen FveXyn4 de ADN genomico de Fusarium verticillioides usando los siguientes cebadores: Cebador
1 5-caccATGAAGCTGTCTTCTTTCCTCTA-3’ (SEQ ID N°. 7) y Cebador 2 5-
TTTTTAGCGGAGAGCGTTGACAACAGC-3' (SEQ ID N°. 8). Se clond el producto de PCR en el vector pENTR/D-
TOPO (invitrogen K2400) para generar el plasmido pEntry FveXyn4. El plasmido de expresion pZZH254 se obtuvo
mediante la reaccién de clonacion Gateway entre el plasmido pEntry FveXyn4 y el vector de expresion pTrex3gM
(descrito en el documento de EE.UU. 2011/0136197 A1) usando el kit enzimatico Gateway® LR Clonase® (Invitrogen
11791). Se proporciona un mapa del plasmido pZZH254 como se muestra en la Figura 10. La secuencia del gen
FveXyn4 se confirm6 mediante secuenciacién de ADN (SEQ ID N°. 4). El plasmido pZZH254 se transformé en una
cepa de Trichoderma reesei eliminada cuadruple (descrita en el documento WO 05/001036) usando un método
biolistico (Te'o VS et al., J. Microbiol. Methods, 51: 393-9, 2002).

Tras la confirmacién de la secuencia, se transformaron protoplastos de una cepa de T. reesei eliminada cuadruple
(descrita en el documento WO 05/001036) con el plasmido de expresion pTTT-Ate CA1 usando el método de
protoplasto PEG (Penttila et al., Gene, 61: 155-164, 1987). Para la preparacion de protoplastos, se crecieron esporas
durante aproximadamente 10 horas a 24°C en Medio Minimo MM de Trichoderma (glucosa 20 g/l, KH.PO4 15 g/l, pH
4,5, (NH4)2S04 5 g/l, MgSO4x7H20 0,6 g/l, CaClox2H20 0,6 g/l, 1 ml de solucion de elementos traza de T. reesei 1000X
(Acido Citrico anhidro 175 g/l, FeSO4x7H,0 200 g/l, ZnSO4x7H.0 16 g/l, CuSO, 3,2 g/l, MnSO4xH.0 1,4 g/l y Acido
Borico 0,8 g/l). Se recogieron las esporas en germinacion por centrifugacion y se trataron con solucion Vinoflow FCE
(Novozymes, AG Suiza) a 30 mg/ml durante 7 horas hasta toda la noche a 30°C a 100 rpm para lisar las pareces
celulares fungicas. Los protoplastos se lavaron en tampoén Tris HCI 0,1 M (pH 7) que contenia sorbitol 0,6 M y se
resuspendieron en tampén Tris HCI 10 mM (pH 7,5) que contenia sorbitol 1,2 M y cloruro célcico 10 mM. Para la
transformacion PEG, se trataron 1 ug de ADN y 1-5 x107 protoplastos en un volumen total de 200 ul con 2 ml de
solucion PEG al 25%, se diluyeron con 2 volimenes de solucién de sorbitol 1,2 M/Tris 10 mM, pH 7,5/CaCl, 10 mM.
Se seleccionaron transformantes en un medio que contenia acetamida como Unica fuente de nitrégeno (acetamida 0,6
g/l; cloruro de cesio 1,68 g/l; glucosa 20 g/l; dihidrégeno fosfato de potasio 15 g/l; sulfato de magnesio heptahidrato
0,6 g/l; cloruro calcico dihidrato 0,6 g/l; sulfato de hierro (II) 5 mg/l; sulfato de zinc 1,4 mg/l; cloruro de cobalto (II) 1
mg/l; sulfato de manganeso (ll) 1,6 mg/l; agar 20 g/l; pH 4,25). Las colonias transformadas (aproximadamente 50-100)
aparecieron en aproximadamente 1 semana. Después del crecimiento en placas de acetamida, se recogieron las
esporas Yy se volvieron a seleccionar en placas de acetamida. Después de 5 dias, se recogieron las esporas usando
glicerol al 10% y se inocularon 1 x 108 esporas en un matraz de agitacion de 250 ml con 30 ml de medio definido de
Glucosa/Soforosa para la expresion de proteinas. La expresion de proteinas se confirmé mediante SDS-PAGE. La

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734 145 T3

suspension de esporas se cultivd posteriormente en un fermentador de 7 | en un medio definido que contenia alimento
de glucosa/soforosa al 60%. El medio definido de Glucosa/Soforosa (por litro) consiste en 5 g de (NH4)2SO4, 33 g de
tampodn PIPPS, 9 g de Casaminoacidos, 4,5 g de KH;PO,, 1 g de CaCl; anhidro, 1 g de MgS0.4.7H,0, pH hasta 5,5
ajustado con NaOH al 50% con H>O Mili-Q hasta llevarlo a 966,5 ml. Después de la esterilizacion, se afiadieron los
siguientes: 26 ml de Glucosa/Soforosa al 60% y 2,5 ml de T. reesei/Metales Traza 400X.

FveXyn4 se purificéd a partir de caldo de fermentacion concentrado de un cultivo de fermentador de 7 | usando dos
columnas de cromatografia. El caldo de fermentacion concentrado tamponado en tampén fosfato sédico 20 mM pH
6,0 que contenia sulfato amonico 1 M se cargé en una columna de cromatografia de interaccion hidrofébica (Phenil
Sepharosa FF, 26/10). La proteina se eluyo de la columna usando un gradiente lineal de tampdn de equilibrado/lavado
a tampon fosfato sédico 20 mM pH 6,0. La fraccion que contenia la proteina FveXyn4 se cargé en una columna de
filtracion en gel (HiLoad Superdex 75 pg 26/60) y la fase movil usada fue fosfato sédico 20 mM, pH 7,0 que contenia
NaCl 0,15 M. La proteina purificada se concentré usando un dispositivo Amicon Ultra-15 3K y la fraccion de proteina
concentrada se uso en estudios adicionales.

La secuencia de nucledtidos del gen FveXyn4 del plasmido de expresion pZZH254 se presenta como la SEQ ID N°.
4. La secuencia sefial se muestra en negrita (mayusculas) y el intron predicho se muestra en negrita y en mindscula.

La secuencia de aminoacidos de la proteina expresada FveXyN4 del plasmido pZZH254 se presenta como la SEQ ID
N° 1. La secuencia sefial predicha por el programa SignalP-NN se muestra subrayada. Esta es la pre-pro-proteina.

La secuencia de aminoacidos de la forma madura predicha de la proteina FveXyn4 se presenta como la SEQ ID N°.
3. Esta es la forma activa de la enzima. La SEQ ID N°. 2 muestra la pro-proteina, es decir, antes de la modificacion
post-traduccional. Dependiendo del huésped, la modificacion post-traduccional puede variar y, por lo tanto, la presente
invencion también abarca formas maduras y activas de la SEQ ID N°. 2.

Ejemplo 3
Actividad xilanasa de FveXyn4

FveXyn4 pertenece a la familia de glicosil hidrolasa 10 (GH10, nimero de CAZy). La actividad beta 1-4 xilanasa de
FveXyn4 se midi6 usando xilano al 1% de madera de abedul (Sigma 95588) o arabinoxilano al 1% de harina de trigo
(megazyme P-WAXYM) como sustratos. El ensayo se realizé en tampon citrato sédico 50 mM pH 5,3, Tween-80 al
0,005% a 50°C durante 10 minutos.

El azicar reductor liberado se cuantific6 mediante la reacciéon con acido 3, 5-dinitrosalicilico y medicion de la
absorbancia a 540 nm. Se cuantifica la actividad enzimatica en relacién con una curva estandar de xilosa. En este
ensayo, una unidad de xilanasa (U) se define como la cantidad de enzima requerida para generar 1 micromol de
equivalentes de azucar reductor de xilosa por minuto en las condiciones del ensayo.

Ejemplo 4
Perfil de pH de FveXyn4

El perfil de pH de FveXyn4 se determiné usando xilano de madera de abedul (Sigma 95588) como sustrato. El ensayo
se realizé en solucion tampon Citrato Sodico/Fosfato Sédico ajustada a valores de pH entre 2 y 9. El xilano de abedul
(solucion al 2%) disuelto en agua se mezcld con el mismo volumen de solucion tampoén de Citrato/Fosfato 50 mM en
una placa de 96 pocillos y se equilibro el sustrato a 50°C antes de afiadir la enzima. Después de 10 minutos, se paro
la reaccién enzimatica transfiriendo 60 microlitros de mezcla de reaccién a una placa de PCR de 96 pocillos que
contenian 100 microlitros de solucién de DNS. Se calent6 la placa de PCR a 95°C durante 5 minutos en un motor de
ADN Bio-Rad. Luego se enfrio la placa a temperatura ambiente y se transfirieron 100 microlitros de cada pocillo a una
nueva placa de 96 pocillos. La liberacién de azlcares reductores del sustrato se cuantificé midiendo la densidad 6ptica
a 540 nm en un espectrofotémetro. La actividad enzimatica a cada pH se refiri6 como actividad relativa donde la
actividad al pH éptimo se establecié en el 100%. El perfil de pH de FveXyn4 se muestra en la Figura 11. Se encontré
que FveXyn4 tenia un pH 6ptimo a aproximadamente 6 y se encontré que retenia mas del 70% de la actividad maxima
entrepH4,6y7.

Ejemplo 5
Perfil de temperatura de FveXyn4

La temperatura 6ptima de FveXyn4 purificado se determin6 ensayando la actividad xilanasa a temperaturas que varian
entre 40°C y 75°C durante 10 minutos en tampon citrato sédico 50 mM a pH 5,3. Se refirio la actividad como actividad
relativa donde la actividad a la temperatura 6ptima se establecié en el 100%. El perfil de temperatura de FveXyn4 se
muestra en la Figura 12. Se encontré que FveXyn4 tenia una temperatura 6ptima a 60°C y se encontré que retenia
mas del 70% de la actividad maxima entre 45°C y 64°C.
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Ejemplo 6
Solubilizaciéon de pentosano (ruptura o solubilizaciéon de arabinoxilano insoluble (AXinsol))

La nueva xilanasa (FveXyn4) se clond, expreso, purificd y caracterizd y se probé frente a un producto de xilanasa de
referencia (Econase®XT).

Se uso la capacidad para solubilizar arabinoxilano soluble a partir de 4 sustratos, a saber, trigo, salvado de trigo, maiz
y DDGS de maiz como criterios clave de seleccion.

La nueva xilanasa mostré un alto rendimiento en la solubilizacion de pentosano a partir de materias primas de
alimentos relevantes (trigo, salvado de trigo, maiz, DDGS de maiz). Sorprendentemente, la nueva xilanasa era mucho
mejor que los productos de referencia (p. €j., los productos de xilanasa comercialmente disponibles) sobre un gran
numero de sustratos.

En particular, la enzima fue sorprendentemente muy superior a la de referencia en los materiales a base de maiz.

La nueva xilanasa también muestra numerosas propiedades ventajosas para su uso industrial incluyendo
inesperadamente alta solubilizaciéon de pentosano, particularmente en piensos que comprenden maiz.

6.1. Materiales y métodos
Muestras de enzima
Las xilanasas usadas en este estudio son:

Una nueva xilanasa GH10 de Fusarium verticilloides (designada FveXyn4) expresada en Trichoderma reesei, en
donde la xilanasa se us6 en forma purificada — esta enzima se puede denominar en esta memoria como FveXyn4, y
la xilanasa de referencia comercialmente disponible: Econase®XT. Esta enzima de referencia Econase®XT se extrajo
de muestras formuladas secas comerciales. El componente de xilanasa de las muestras formuladas secas comerciales
de Econase®XT se extrajo en una suspension (p/p) al 33% usando tampon Mcllvain, pH 5,0. El extracto se aclaré por
centrifugacion (RCF 3000 durante 10 min.) y se filtr6 usando un filtro de jeringa PALL Acrodisc PF (membrana Supor
0,8/0,2 um) y se calent6 posteriormente 20 min. a 70°C. Después de eliminar la precipitacion por centrifugacion (RCF
38 724 durante 15 min.) se reemplazé el tampoén pasando a través de una columna Sephadex G25 (PD10 de
Pharmacia) equilibrada con Citrato Na 20 mM, NaCl 20 mM, pH 3,4. La purificacion del componente de xilanasa se
realizé usando resina Source 15S, seguido de elucion con un gradiente lineal de sal progresivo (NaCl en tampdn
Citrato Na 20 mM, pH 3,4).

La Econase XT® es una endo-1,4-p-xilanasa (EC 3.2.1.8) producida por la cepa Trichoderma reesei RF5427 (CBS
114044) disponible en ABVista.

La concentracién de proteina se determiné midiendo la absorciéon a 280 nm. Los coeficientes de extincidn se estimaron
a partir de las secuencias de aminoacidos. Para la Econasa XT, se calculd que la absorcién a 280 nm de 1 mg/ml era
de 2,84 AU.

Materias primas de alimentacion

El alimento usado en estos experimentos es materia prima. Los alimentos son maiz, DDGS de maiz, trigo o salvado
de trigo.

Solubilizaciéon de pentosano (solubilizacién de AXinsol)

El método usado para la solubilizacién de pentosano fue: se transfirieron 100 mg de materia prima de alimentacién a
un tubo Eppendorf de centrifuga de 2 ml y se registro el peso exacto. Se afiadieron 750 ul de tampdn de incubacion
(HEPES 200 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 2 mM, pH 6,0) y 900 ml de solucién de cloranfenicol (40 pg/ml de tampon de
incubacion). Se afadié la enzima de eleccion para obtener un volumen total de 1,8 ml.

Cada muestra se ensayo en dobletes y en paralelo con un blanco (incubacion sin enzima exégena afiadida). Las
muestras se incubaron en un termomezclador de Eppendorf a 40°C con agitacion. Después de 2 o 18 horas de
incubacion, se filtré el sobrenadante usando placas de filtracion de 96 pocillos (Pall Corporation, AcroPrep 96 Filter
Plate, Glass 1,0 um, NTRL, 1 ml por pocillo). Después de la filtracion, las muestras se almacenaron a 4°C hasta analisis
de la cantidad total de azucares C5, arabinosa y xilosa.

Cuantificacion de azucares C5 (pentosanos)

Se midio la cantidad total de pentosas llevadas en solucion usando el método de Rouau y Surget (1994, A rapid semi-
automated method of the determination of total and water-extractable pentosan in wheat flours. Carbohydrate polymers,
24, 123-32) con un aparato de inyeccion de flujo continuo (Figura 7). Los sobrenadantes se trataron con acido para
hidrolizar polisacaridos a monoazucares. Se afiadié floroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno) para la reaccion con
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monopentosas y monohexosas, que forma un complejo coloreado. Midiendo la diferencia en absorbancia a 550 nm
en comparacion con 510 nm, se calculé la cantidad de pentosas en la soluciéon usando una curva estandar. A diferencia
del complejo pentosa-floroglucinol, la absorbancia del complejo hexosa-floroglucinol es constante a esta longitudes de
onda. Se afadié glucosa a la solucién de floroglucinol para crear una sefial de glucosa constante y ademas asegurar
que no haya interferencia de los azucares de hexosa.

6.2. Resultados y discusion

La solubilizacion de pentosano se monitorizd en una configuracién de respuesta a la dosis usando subproductos
fibrosos de trigo (concretamente salvado de trigo) y un subproducto fibroso de maiz (concretamente cDDGS).

Los resultados de la Econase® XT de referencia y de la nueva xilanasa (FveXyn4) se muestran en la Figura 8 (en
salvado de trigo) y la Figura 9 (en DDGS de maiz).

La Figura 8 muestra la liberacion de pentosano (azucar C-5) (solubilizaciéon de pentosanos) de salvado de trigo como
una funcion de la dosis de xilanasa. Las xilanasas usadas fueron la xilanasa de la presente invencion (FveXyn4) en
comparacion con la xilanasa de referencia, concretamente Econase® XT.

La Figura 9 muestra la solubilizacién de pentosanos de cDDGS como una funciéon de la dosis de xilanasa. Las
xilanasas usadas fueron la xilanasa de la presente invencion (FveXyn4) en comparacion con la xilanasa de referencia,
concretamente Econase® XT.

La Econase® XT actua bien sobre el trigo, pero muestra un efecto nulo o limitado en el maiz.

Esto indica una clara diferencia en la especificidad de sustrato en comparacion, por ejemplo, con FveXyn4,
sorprendentemente FveXyn4 es buena rompiendo AXinsol (p. €j., solubilizando pentosanos) tanto en sustratos de trigo
como de maiz. Tipicamente, las enzimas xilanasa son malos actores en productos a base de maiz. Sorprendentemente,
la presente enzima es capaz de disolver arabinoxilanos insolubles (AXinsol) tanto en sustratos a base de trigo como
de maiz.

Vale la pena sefalar que la xilanasa comercialmente disponible probada (Econase® XT) no mostré una solubilizacion
del maiz significativa. De hecho, hay muy pocas xilanasas comercialmente disponibles que muestran una capacidad
significativa para disolver AXinsol en el maiz (o solubilizacion del maiz). Aqui es donde la presente enzima difiere
significativamente.

Ejemplo 7
Reduccion de la viscosidad en el ensayo de modelo animal in vitro

La reduccion de la viscosidad en el trigo se determind usando una versién modificada del procedimiento descrito por
Bedford & Classen (1993 Poultry Sci., 72, 137-143). Se mezclaron 3,6 ml de solucién de pepsina (2000 U/ml en HCI
0,1 N) con 2,4 g de trigo antes de la adicidon de la cantidad indicada de xilanasa (FveXyn4) seguido de 45 min de
incubacion a 40°C. Luego se mezclaron 1,2 ml de soluciéon de pancreatina (8 mg/ml en MES 1 M, pH 6,8) en la
suspension lo que da como resultado un pH final de 6,0. La muestra se dej6 incubar durante 60 min a 40°C con mezcla
después de 30 y 60 min. La muestra se colocé después en hielo durante 5 min para parar la reaccion y se centrifugd
10 min a 3320 RCF seguido de filtracion a través de un filtro de 0,45 mm para obtener un sobrenadante claro. Después
se midid la viscosidad de la muestra a 20°C usando un viscosimetro digital Brookfield (modelo DV-I+, Brookfield
Engineering Laboratories, Stoughton, MA 02172, EE.UU.) ajustado con un cono CPE-40 y placa. Cada punto de datos
es el promedio de tres repeticiones.

Los resultados se muestran en la Figura 13. Como se puede ver, incluso en estas condiciones (condiciones que
intentan imitar el entorno en el intestino delgado de un animal), FveXyn4 reduce la viscosidad.

Ejemplo 8
Reduccion de la viscosidad en el material a base de grano (p. €j., para la produccion de biocombustible)

En la industria europea del alcohol combustible, los granos pequefios como el trigo, la cebada y el centeno son
materias primas comunes, en contraste con los EE.UU. donde se usa principalmente maiz. Estos pequefios granos
contienen, junto con el almidon, altos niveles de polimeros polisacaridos que no son almidon (NSP), como celulosa,
beta-glucano y hemicelulosa.

La proporcién en la que estan representados los diferentes NSPs difieren para cada materia prima.

Los NSPs dan una alta viscosidad a las papillas de grano debido a su gran capacidad de retencién de agua. La alta
viscosidad tiene un impacto negativo en la produccion de etanol ya que limitara la concentracion de sélidos que se
puede usar en el macerado y reducira la eficiencia energética del proceso. Ademas, las hemicelulosas residuales
presentes a lo largo del proceso pueden contribuir al ensuciamiento de los intercambiadores de calor y en el
equipamiento de destilacion. EI mayor impacto de una alta viscosidad se observa cuando una papilla se enfria a la
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temperatura de fermentacion (32°C). Esto explica que la viscosidad debe reducirse en el proceso en cualquier lugar
antes del paso de enfriamiento.

8.1. Materiales y métodos

Se us6 un Analizador Rapido Visco (RVA 4500) de Perten Instruments para medir los perfiles de viscosidad de una
papilla de trigo. EI RVA 4500 es un viscosimetro de agitacion para calentar con temperatura en rampa y cizallamiento
variable que se puede usar para determinar la calidad y las caracteristicas de procesamiento del almidon en granos,
tubérculos, harinas y alimentos y alimentacion extruidos y cocidos. También hay aplicaciones para alimentos proteicos,
ingredientes como almidones modificados e hidrocoloides y malteado y elaboracién de cerveza.

La papilla de trigo (50 gramos de un 30% de DS, 34,86% “como esta” en suspension) se preparé de acuerdo con el
siguiente protocolo:

- Pesar 17,42 gramos de trigo
- Enun vaso de precipitados de 50 ml, pesar 32,58 gramos de agua del grifo y agregar 114 pl de H,SO4 4 N.
- Anadir el trigo al agua y agitar durante 5 minutos a velocidad maxima (aprox. 500 rpm) con un agitador superior

- Transferir 25,0 gramos de esta suspension (pH 5,2) a una copa RVA, afiadir enzimas diluidas 50 veces y comenzar
la RVA

- Dividir toda la suspension en dos tubos de centrifuga Greiner de 15 ml y centrifugar 10 minutos a 3500 rpm (2547
9)

- Determinar la separacion de capas (leer la escala de volumen en el tubo de centrifuga)

El término “contenido de sdlidos secos (DS)” se refiere a los solidos totales (disueltos y no disueltos) de una suspension
(en %) en base al peso seco. Al inicio, la “DS inicial” se refiere a los sélidos secos en la suspension en el momento
cero. A medida que avanza la reaccion de hidrdlisis, la porcion de DS que se disuelve se puede denominar “DS jarabe”
asi como “DS sobrenadante”.

En cada experimento (25 gramos de suspension), se administraron las xilanasas FveXyn4 y FoxXyn2 a 25 pg de
proteina (por 8,71 g de trigo “como esta”), que corresponde a 2,9 ug de proteina por g de trigo “como esta”.
XYLATHIN™ se dosifico a 4 pug de proteina por g de trigo “como esta”. SPEZYME® CL se dosifico a 2 AAU/g de DS
(2,3 AAU/g “como esta”).

Se imité una licuefaccion de trigo estandar en el RVA. Se realizé un tratamiento previo durante 20 minutos a 60°C
seguido de una etapa de licuefaccion durante 30 minutos a 85°C. Después del tratamiento previo y la licuefaccion, se
enfrid la suspension a 32°C, para determinar la viscosidad en las condiciones de fermentacién. Las Tablas a
continuacién contienen las viscosidades después de cada etapa, los perfiles completos de RVA se muestran en la
Figura 14y 18.

En un experimento, se comparé el rendimiento de FveXyn4, Fusarium verticilloides, con Xylathin™ de Verenium (de
referencia). La enzima en Xylathin™ es una glicosil hidrolasa de la familia 11 de una bacteria no cultivada
(metagendmica) (patente de EE.UU. 7504120).

Tabla 8.1
Viscosidad (mPa*s)
Blanco Xylathin™ de referencia FveXyn4
Después del pretratamiento (tiempo de 626 361 183
procesamiento 1200 seg.)
Después de la licuefaccion (tiempo de 495 177 106
procesamiento 3120 seg.)
A la temperatura de fermentacion (tiempo 1005 379 222
de procesamiento 3660 seg.)
Brix después de ejecutar RVA 27,50 £ 0,27 27,89 28,18

El valor Brix es una medida de la concentracion de la sustancia disuelta, por ejemplo aztcares, en un liquido acuoso
o jarabe en el caso de procesamiento de grano. Se usa para cuantificar el proceso de solubilizacién/degradacion de
los azlcares. Cuanto mas altos son los valores, mas azucares se disuelven. Los valores de referencia son necesarios
para la comparacion. Los valores de Brix se expresan en grados y se miden usando un refractémetro.
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Estos datos junto con la Figura 14 muestran que FveXyn4 supera a Xylathin™ en la viscosidad.

En otro experimento, el rendimiento de FoxXyn2, Fusarium oxysporum) se comparé con Xylathin™ de Verenium (de
referencia). La enzima en Xylathin™ es una glicosil hidrolasa de la familia 11 de bacteria no cultivada (metagendmica)
(patente de EE.UU. 7504120).

Tabla 8.2
Viscosidad (mPa*s)
Blanco Xylathin™ de referencia FoxXyn2
Después del pretratamiento (tiempo de 626 361 204
procesamiento 1200 seg.)
Después de la licuefaccion (tiempo de 495 177 115
procesamiento 3120 seg.)
A la temperatura de fermentacion (tiempo 1005 379 237
de procesamiento 3660 seg.)
Brix después de ejecutar RVA 27,50 £ 0,27 27,89 30,20

Estos datos junto con la Figura 18 muestran que FoxXyn2 supera a Xylathin™ en la viscosidad.
Ejemplo 9
Separacion de gluten-almidén de trigo

La separacion de la harina de trigo en fracciones de almidon y gluten se aplica industrialmente a gran escala para
obtener almidén A de alta calidad y subproductos de almidon B y gluten vital.

La separacion se mejora por la adicion de xilanasas.
9.1. Materiales y métodos

El siguiente ensayo simula la separacion de almidén de trigo de un proceso de batido a 40°C. En este ensayo, la harina
de trigo industrial (Cargill) se afadié a agua del grifo precalentada (50°C) para crear una suspension de DS al 35%
mezclando 1 minuto en una batidora de cocina (Braun). El pH de la suspension se mantuvo “como esta” en ~6,1. Se
transfirieron 100 gramos de esta suspension al viscosimetro Haake VT550, que se calibré a 40°C. Después de 1
minuto de incubacién, se afiadié la solucién de enzima a la suspension. Mientras tanto, se control6 el perfil de
viscosidad antes y después de la adicién de enzima durante 15 minutos en total. Después de la incubacion, se tomaron
muestras por triplicado de la suspension incubada de una muestra de suspension to para una prueba de centrifugado.
Cada muestra de prueba de centrifugado tiene un peso total de 22,5 g que contienen 15,8-15,9 g de muestra de
suspension afiadida a 6,6-6,7 g de tubo de centrifuga desechable (15 ml). Todas las muestras se centrifugaron en una
centrifuga Hermle Z400 durante 15 minutos a 3500 rpm. Los valores de Brix se determinaron a partir del jarabe de las
muestras centrifugadas.

Ejemplo 9A

En un experimento, el rendimiento de la xilanasa FevXyn4 de acuerdo con la presente invencidon en un proceso de
separacion de gluten-almidon de trigo se comparo con las enzimas comerciales, Shearzyme Plus™ (Novozymes). La
enzima comercial Shearzyme Plus™ se dosificé a 0,20 kg/MT DS. La xilanasa FevXyn4 se probé a una dosis de 1,19
g de proteina/MT DS.

Se preparé un batido de 35% de sdlidos secos (pH “como estd” a ~6,1) afiadiendo harina de trigo Cargill a agua
desmineralizada precalentada a 50°C, mientras se mezcla de manera continua en una batidora Braun durante 1 minuto
a 18900 r.p.m. De este batido, se transfirieron 100 g al viscosimetro Haake VT550, se precalent6 a 40°C y se agit6 a
vy =50 1/s. La viscosidad se midié durante 1 minuto, después de lo cual se afiadieron las enzimas y la viscosidad se
monitorizé durante un total de 15 minutos, véanse los resultados en la Tabla 1. Los valores subrayados son valores
de viscosidad mas bajos o, en otras palabras, mejores en rendimiento que los de referencia, Shearzyme Plus™. Esta
claro que la xilanasa FveXyn4 tiene un rendimiento significativamente mejor que el de Shearzyme Plus™ de referencia.

En sucesion, se pusieron tres muestras del batido inmediatamente después de la incubacion en tubos de centrifuga
desechables de 15 ml, cada uno con un peso total de 22,5 g. Los tubos se centrifugaron durante 15 minutos a 3500
rpm en una centrifuga Hermle Z400 y se midieron y promediaron las capas individuales para los triplicados. La Tabla
2 muestra el porcentaje de cada capa para el blanco, un batido sin adicién de enzima incubada en el viscosimetro
Haake VT550 en las mismas condiciones y para todas las xilanasas analizadas. Los valores subrayados de la capa
de sobrenadante (%) son considerablemente mayores que los de referencia, Shearzyme Plus™.
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Tabla 9.1: El efecto de las xilanasas sobre la viscosidad de la harina en el tiempo, durante una incubacién de 15
minutos a 40°C.

Viscosidad en el tiempo (mMPA*s)
Tiempo (min) Blanco Shearzyme Plus™ (Referencia) | FveXyn4
0 481,13 513,00 4941
5 393,50 295,90 2041
10 375,83 238,70 155,5
15 354,97 210,60 130,7
Brix a tis 5,88 6,07 6,32
Tabla 9.2: El efecto de las xilanasas en la separacion ggoe(lzlmidén de trigo después de 15 minutos de incubacioén a
Promedio de capas separadas (%) | Blanco Shearzyme Plus™ (Referencia) | FveXyn4
Almidon 33,74 34,6 34,3
Fibra 16,84 14,0 13,2
Sedimento 24,22 23,3 20,2
Sobrenadante 25,20 28,1 32,3

Ejemplo 9B

En un segundo experimento, el rendimiento de la xilanasa FoxXyn2 en un proceso de separacion de almidén de trigo
se compard con la enzima comercial, Shearzyme Plus™. La enzima comercial Shearzyme Plus™ se dosificé a 0,20
kg/MT DS. La xilanasa FoxXyn2 se probo a una dosis de 1,19 g de proteina /MT DS.

Se prepard un batido de sodlidos secos al 35% (pH “como esta” a ~6,1) afiadiendo harina de trigo Cargill a agua
desmineralizada precalentada a 50°C mientras se mezcla continuamente en una batidora Braun durante 1 minuto a
18900 r.p.m. A partir de este batido, se transfirieron 100 g al viscosimetro Haake VT550, se precalent6 a 40°C y se
agitdé ay =50 1/s. Se midid la viscosidad durante 1 minuto después de lo cual se agregaron las enzimas y se monitorizé
la viscosidad durante un total de 15 minutos, véanse los resultados en la Tabla 1. Los valores subrayados son valores
de viscosidad mas bajos o, en otras palabras, mejores resultados que los de la Shearzyme Plus™ de referencia. Esta
claro que la xilanasa FoxXyn2 tiene un rendimiento significativamente mejor que la Shearzyme Plus™ de referencia.

En sucesion, se pusieron tres muestras del batido inmediatamente después de la incubacion en tubos de centrifuga
desechables de 15 ml, cada uno con un peso total de 22,5 g. Los tubos se centrifugaron durante 15 minutos a 3500
r.p.m. en una centrifuga Hermle Z400 y se midieron y promediaron las capas individuales para los triplicados. La Tabla
2 muestra el porcentaje de cada capa para el blanco, un batido sin adicién de enzima incubada en el viscosimetro
Haake VT550 en las mismas condiciones y para todas las xilanasas analizadas. Los valores subrayados de la capa
de sobrenadante (%) son considerablemente mayores que los de referencia, Shearzyme Plus™.

Tabla 9.3: El efecto de las xilanasas sobre la viscosidad de harina de trigo en el tiempo, durante una incubacion de
15 minutos a 40°C.

Viscosidad en el tiempo (mMPA*s)
Tiempo (min) Blanco Shearzyme Plus™ (Referencia) | FoxXyn2
0 481,13 513,00 488,4
5 393,50 295,90 203,05
10 375,83 238,70 152,25
15 354,97 210,60 126,35
Brix a tis 5,88 6,07 6,35
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Tabla 9.4: El efecto de las xilanasas en la separacion de almidén de trigo después de 15 minutos de incubacion a

40°C.
Promedio de capas separadas (%) | Blanco Shearzyme Plus™ (Referencia) | FoxXyn2
Almidon 33,74 34,6 34,1
Fibra 16,84 14,0 13,5
Sedimento 24,22 23,3 19,9
Sobrenadante 25,20 28,1 32,5

Ejemplo 10
Clonaje de la xilanasa FoxXyn2 de Fusarium oxysporum

La secuencia de nucledtidos del gen FoxXyn2 aislado de Fusarium oxysporum se establece como SEQ ID Nos. 12,
13 y 14. El intrén predicho se muestra en la SEQ ID N°. 12 (Figura 19) en cursiva y en minusculas.

La secuencia de aminoacidos del precursor de la proteina FoxXyn2 se establece como SEQ ID N°. 9 (Figura 15). La
secuencia sefial predicha se muestra en cursiva y en minusculas.

La secuencia de aminoacidos de las formas maduras predichas de FoxXyn2 se establece como las SEC ID Nos. 10y
11 (mostradas en las Figuras 15y 17). La SEQ ID N°. 10 muestra una seccioén del polipéptido que se puede escindir
antes de la maduracién completa de la proteina. La forma activa de la proteina puede ser con o sin esta seccion y, por
lo tanto, la proteina activa puede tener la SEQ ID N°. 10 o la SEQ ID N°. 11.

El producto proteico del gen FoxXyn2 pertenece a la familia de glicosil hidrolasa 10. Esto sugiere que FoxXyn2 es una
glicosil hidrolasa secretada.

Ejemplo 11
Expresion de la proteina FoxXyn2

Se amplificé el gen FoxXyn2 a partir de ADN genoémico de Fusarium oxysporum usando los siguientes cebadores:
Cebador 1 5’-ccgeggecgcaccATGAAGCTGTCTTCCTTCCTCTACACC-3' (SEQ ID N°. 19) y el Cebador 2 5-
ccggegegeccttaT TAGCGAGAGCGTTGACAACAG-3 (SEQ ID N°. 20). Después de digerir con Not | 'y Asc I, se cloné
el producto de PCR en el vector de expresion pTrex3gM (descrito en el documento US 2011/0136197 A1) digerido
con las mismas enzimas de restriccion y el plasmido resultante se marcé como pZZH135. Se proporciona un mapa
plasmidico de pZZH135 en la Figura 22. La secuencia del gen FoxXyn2 se confirmé mediante secuenciacion de ADN.

El plasmido pZZH135 se transformd en una cepa de Trichoderma reesei eliminada cuadruple (descrita en el documento
WO 05/001036) usando un método biolistico (ensefiado en Te’'o VS et al., J. Microbiol. Methods, 51: 393-9, 2002). La
proteina aislada a partir del sobrenadante de cultivo después de la filtracién se uso para realizar el analisis de SDS-
PAGE vy el ensayo de actividad de xilanasa para confirmar la expresion de la enzima.

La secuencia de nucledtidos del gen FoxXyn2 del plasmido de expresion pZZH135 se establece como SEQ ID N°. 12
(Figura 19). La secuencia sefial se muestra en negrita y el intrén predicho se muestra en cursiva y en mindsculas.

La secuencia de aminoacidos de la proteina expresada FoxXyn2 del plasmido pZZH135 se establece como SEQ ID
N°. 9 (Figura 15). La secuencia sefial se muestra en cursiva.

La secuencia de aminoacidos de la forma madura de la proteina FoxXyn2 se establece como SEQ ID N°. 10 (Figura
16).

FoxXyn2 se purificé a partir del sobrenadante de cultivo usando cromatografia de afinidad de resina Blue Sepharosa,
6FF, y se usaron muestras par la caracterizacion bioquimica como se describe en los ejemplos posteriores.

Ejemplo 12
Actividad xilanasa de FoxXyn2

FoxXyn2 pertenece a la familia de glicosil hidrolasa 10 (GH10, nimero CAZy). La actividad beta 1-4 xilanasa de
FoxXyn2 se midi6 usando xilano al 1% de madera de abedul (Sigma 95588) o arabinoxilano al 1% de harina de trigo
(Megazyme P-WAXYM) como sustratos. El ensayo se realizé en tampon citrato sédico 50 mM pH 5,3, Tween-80 al
0,005% a 50°C durante 10 minutos.

El azucar reductor liberado se cuantificd mediante la reaccion con acido 3, 5-dinitrosalicilico y medida de la absorbancia
a 540 nm. Se cuantifica la actividad enzimatica en relacion con una curva estandar de xilosa. En este ensayo, se define
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una unidad de xilanasa (U) como la cantidad de enzima requerida para generar 1 micromol de equivalentes de azucar
reductor de xilosa por minuto en las condiciones del ensayo.

Ejemplo 13
Perfil de pH de FoxXyn2

El perfil de pH de FoxXyn2 se determiné usando xilano de madera de abedul (Sigma 95588) como sustrato. El ensayo
se realiz6 en solucion tampon de Citrato Sddico/Fosfato Sédico ajustado a valores de pH entre 2 y 9. Se mezclé xilano
de madera de abedul (solucion al 2%) disuelto en agua con un volumen igual de solucion tampén Citrato
Sadico/Fosfato Sodico 50 mM en una placa de 96 pocillos y se equilibro el sustrato a 50°C antes de afiadir la enzima.
Después de 10 minutos, se pard la reaccidon enzimatica transfiriendo 60 microlitros de mezcla de reaccién a una placa
de 96 pocillos que contenia 100 microlitros de solucion de DNS. La placa de PCR se calenté a 95°C durante 5 minutos
en un Motor de ADN Bio-Rad. Luego se enfrié la placa a temperatura ambiente y se transfirieron 100 microlitros de
cada pocillo a una nueva placa de 96 pocillos. Se cuantifico la liberacién de azlcares reductores a partir del sustrato
midiendo la densidad 6ptica a 540 nm en un espectrofotometro. Se informd la actividad enzimatica a cada pH como
actividad relativa donde la actividad en el pH éptimo se establecié en 100%. El perfil de pH de FoxXyn2 se muestra
en la Figura 23. Se encontré que FoxXyn2 tiene un pH éptimo a aproximadamente 6 y se encontré que retenia mas
del 50% de la actividad maxima entre pH 4,5y 6,5.

Ejemplo 14
Perfil de temperatura de FoxXyn2

La temperatura 6ptima de FoxXyn2 purificada se determin6 ensayando la actividad xilanasa a temperaturas que varian
entre 45°C y 94°C durante 10 minutos en tampén citrato sédico 50 mM a pH 5,3. La actividad se informé como actividad
relativa donde la actividad a la temperatura 6ptima se establecié en 100%. El perfil de temperatura de FoxXyn2 se
muestra en la Figura 24. Se encontré que FoxXyn2 tenia una temperatura 6ptima de 60°C y se encontré que retenia
mas del 50% de la actividad maxima entre 40°C y 65°C.

Ejemplo 15
FveXyn4 en alimentos para animales — Cerdos
15.1. Materiales y métodos

Se llevan a cabo dos experimentos para evaluar la eficacia de FveXyn4 en dietas a base de maiz/DDGS de maiz
(Experimento 1) y en dietas a base de trigo/salvado de trigo (Experimento 2). Un Comité de Cuidado y Uso de Animales
aprueba el uso de los cerdos y se usan las pautas de bienestar pertinentes para el pais. Cada experimento usé un
total de 48 cerdos ([? Yorkshire x Landrace] x & Duroc) alojados en grupos de dos y cada redil contenia un cerda
joven y un cerdo castrado. Cada redil tiene dos lados de plastico transparente lisos y suelos de chapa metalica cubierta
de plastico en una habitacién con temperatura controlada (22 + 2°C).

Tabla 15.1: Dietas basales

Item Experimento 1 Experimento 2
Maiz 41,44

DDGS de maiz de EE.UU. 40,0

Trigo duro 56.57
Salvado de trigo 5,06
Triturados de trigo 19,94
Harina de soja 15,00 13,50
Sebo 0,99
L-Lisina HCI 0,75 0,73
DL-Metionina 0,10 0,17
L-Treonina 0,25 0,30
L-Triptéfano 0,06 0,01
Marcador de digestibilidad (celite) 0,30 0,30
Sal 0,30 0,47
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Item Experimento 1 Experimento 2

Caliza 1,30 1,38

Fosfato Monocalcico 0,00 0,08

Premezcla de vitaminas/minerales traza’ 0,50 0,50

Provisiones calculadas

Proteina cruda, % 21,44 19,11

Energia neta, MJ/kg 8,88 8,88

SID Lisina g/NE MJ 1,31 1,31

SID Lisina, % 1,16 1,16

SID Metionina, % 0,35 0,35

Fibra detergente neutra, % 20,63 17,93

Calcio, % 0,67 0,68

Fésforo disponible, % 0,22 0,22

' La premezcla de vitamina y de minerales traza proporciond lo siguiente (por kg de dieta): vitamina A, 11.000 IU,
vitamina D3, 2.756 IU, vitamina E, 55 IU; vitamina B12, 55 ug; riboflavina, 16.000 mg; acido pantoténico, 44,1 mg;
niacina, 82,7 mg; Zn, 150 mg; Fe, 175 mg; Mn, 60 mg; Cu, 17,5 mg; I, 2 mg y Se, 0,3 mg.

Las dietas basales respectivas estan formuladas para cumplir con las recomendaciones de nutrientes NRC para
ganado porcino (NRC, 1998 Tabla 15.1). En cada experimento, se fabrica un lote de la dieta basal y se divide en cuatro
porciones y cada porcion se mezcla posteriormente con los aditivos identificados en la Tabla 15.2. En el experimento
1, se les ofrece a los cerdos las dietas experimentales durante 42 dias, mientras que en el experimento 2 se les ofrecen
a los cerdos dietas experimentales de 21 dias. La alimentaciéon y el agua estan disponibles libremente en todo
momento durante la experimentacion. Hay 4 rediles réplica por tratamiento en cada experimento; la asignacion del
redil con los tratamientos es aleatoria basada en el peso corporal del cerdo al inicio del experimento. El peso corporal
y la ingesta de alimentos se registran semanalmente y se usan para calcular la relaciéon de conversion de alimento.
Los datos de rendimiento de crecimiento (BW, ADFI, ADG y FCR) se someten a un modelo lineal-mixto usando los
procedimientos GLM de SAS.

Tabla 15.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID Fitasa' Xilanasa (FTU/kg de alimento)
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 2000 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 3 500 FTU 75 ppm

'Fitasa de Danisco Animal Nutrition
2Econasa XT® de AB Vista (algunas veces referida en esta memoria como AB Vista)

15.2. Resultados y discusion

En comparacion con el control, FevXyn4 mejora el aumento de peso del animal tanto en las dietas a base de maiz
(Tabla 15.3) como de trigo (Tabla 15.4). Ademas, FveXyn4 tiene efectos numéricamente superiores en el rendimiento
de crecimiento en comparacion con la xilanasa alimentaria comercialmente disponible, particularmente en dietas a
base de maiz. Esto demuestra la eficacia de FveXyn4 en mitigar los efectos negativos de las fracciones de fibra
insoluble y soluble en ingredientes de cereales en el rendimiento de los cerdos y muestra una mejor utilizacion de la
energia contenida en el componente de fibra de los granos de cereales.
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Tabla 15.3: Experimento 1: Efecto de la nueva xilanasa en el rendimiento de crecimiento de cerdos en crecimiento
alimentados con dietas a base de maiz- DDGS de maiz.

Consumo de e ..
. o Ganancia diaria | Relacion de
Peso corporal | Peso corporal | alimento diario romedio conversion de
inicial, kg final, kg promedio, p /di i to. a/
gramos/dia gramos/dia alimento, g/g
Control 32,5 68,18b 2285 849b 2,69
FveXyn4 32,9 74,09a 2391 972a 2,46
Xilanasa comercial
(Econase® XT) 32,8 71,0ab 2220 909ab 2,43
SEM 0,69 2,18 154 43,5 0,11

Tabla 15.4: Experimento 2: Efecto de la nueva xilanasa en el rendimiento de crecimiento de cerdos en crecimiento
alimentados con dietas a base de trigo-salvado de trigo.

Consumo de e ..
. o Ganancia diaria | Relacion de
Peso corporal | Peso corporal | alimento diario romedio conversion de
inicial, kg final, kg promedio, P /di i /
gramos/dia gramos/dia alimento, g/g
Control 50,5 66,3 2221 753b 2,98a
FveXyn4 49,0 69,1 2332 955a 2,46ab
Xilanasa comercial
(Econase® XT) 49,7 69,4 2464 935a 2,66ab
SEM 1,53 1,99 172 56,4 0,24
Ejemplo 16

FveXyn4 en alimentacién animal — Cerdos

16.1. Materiales y métodos

Se realiza un experimento para evaluar la eficacia de FveXyn4 en dietas a base de trigo/salvado de trigo. El uso de
animales y los procedimientos experimentales son aprobados por un Comité de Cuidado Animal y se usaron las pautas
de bienestar pertinentes para el pais. Las cerdas jovenes en crecimiento ([Yorkshire x Landrace?] x & Duroc) se
obtienen de una Unidad de Investigacion y, a su llegada, los cerdos se pesan y en base al peso corporal asignados
aleatoriamente a rediles para dar 8 rediles por tratamiento. Los rediles estan equipados con un comedero, un bebedero
tipo tetina y suelos de metal expandido cubierto de plastico y una divisiéon de pared entre rediles que permite el contacto
visual con los cerdos en rediles adyacentes. La temperatura ambiente se mantuvo a 22 + 2°C a lo largo de todo el

experimento.
Tabla 16.1: Composicién de la dieta basal
Item Nivel
Trigo duro 56,57
Salvado de trigo 5,06
Triturados de trigo 19,94
Harina de soja 13,50
Aceite de soja 0,99
L-Lisina HCI 0,73
DL-Metionina 0,17
L-Treonina 0,30
L-Triptéfano 0,01
Marcador de digestibilidad (celite) 0,30
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Item Nivel

Sal 0,47

Caliza 1,38

Fosfato Monocalcico 0,08

Premezcla de vitaminas/minerales traza’ 0,50

Provisiones calculadas

Proteina cruda, % 19,11

Energia neta, MJ/kg 8,88

SID Lisina g/NE MJ 1,31

SID Lisina, % 1,16

SID Metionina, % 0,35

Fibra detergente neutra, % 17,93

Calcio, % 0,68

Fésforo disponible, % 0,22

'Proporcionado por kg de dieta completa: vitamina A, 8255 IU; vitamina D3, 1000 |U; vitamina E, 20 IU; vitamina
K, 1,5 mg; riboflavina, 7,5 mg; niacina, 30 mg; vitamina B12, 25 ng; piridoxina, 4,5 mg; biotina, 200 pg; acido
félico, 1 mg; tiamina, 4 mg; colina, 781 mg; cobre, 10 mg; yodo, 0,6 mg; hierro, 130 mg; manganeso, 40 mg;
selenio, 0,3 mg; zinc, 130 mg.

Se formula una dieta basal para cumplir con las recomendaciones de nutrientes NRC para ganado porcino (NRC, 1998
Tabla 16.1). Se fabrica un lote de la dieta basal y se divide en cuatro porciones y cada porcién se mezcla
posteriormente con los aditivos identificados en la Tabla 16.2. Los 4 tratamientos se asignan en un disefio
completamente al azar para dar 8 rediles por tratamiento. Se les ofrecen a los cerdos las dietas experimentales durante
42 dias durante los cuales el alimento y el agua estan libremente disponibles en todo momento. El peso corporal y la
ingesta de alimentos se registran semanalmente y se usan para calcular la relacion de conversion de alimento. Los
datos de rendimiento de crecimiento (BW, ADFI, ADG y FCR) se someten a un modelo lineal-mixto usando los
procedimientos GLM de SAS.

Tabla 16.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID ;iitr?]séitc()l):TU/kg de Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 2000 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 3 500 FTU 75 ppm

'Fitasa de Danisco Animal Nutrition
2Econasa XT® de AB Vista (algunas veces referida en esta memoria como AB Vista)

16.2. Resultados y discusion

FveXyn4 da como resultado un mejor aumento de peso corporal, especificamente un 9,9% mas de ganancia diaria
promedio (mas de 42 dias) que la xilanasa comercial de AB Vista. Los cerdos mostraron un mejor FCR y un peso
corporal final mas pesado cuando recibieron FveXyn4.

Tabla 16.3: Efecto de la nueva xilanasa en el rendimiento del crecimiento de cerdos en crecimiento alimentados con
dietas a base de trigo

Peso corporal

Peso corporal

Consumo de
alimento diario

Ganancia diaria

Relacion de

inicial, kg final, kg promedio, promed}gi C?nvers|0n/de
gramos/dia gramos/dia alimento, g/g
Control 23,9 61,8 2104 904ab 2,33
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Consumo de e ..
. s Ganancia diaria | Relacion de
Peso corporal | Peso corporal | alimento diario romedio conversion de
inicial, kg final, kg promedio, p /di i /
gramos/dia gramos/dia alimento, g/g
FveXyn4 23,0 63,1 2075 954a 2,18
Xilanasa comercial
(Econase® XT) 23,2 59,6 2021 868b 2,33
SEM 0,48 1,16 61,2 23,7 0,07
Ejemplo 17

FveXyn4 en alimentos para animales — Cerdos
17.1. Materiales y métodos

El experimento se realiza para evaluar la eficacia de FveXyn4 sobre la digestibilidad de los nutrientes ileales y la
energia en cerdos en crecimiento alimentados con dietas a base de trigo/salvado de trigo. El protocolo para el
experimento se revisa y aprueba por un Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales y se usan las pautas de
bienestar pertinentes para el pais. Para el propdsito del experimento, se equipan seis cerdos macho castrados en
crecimiento (peso corporal inicial de 30 kg) con una canula T en el ileon distal. Los cerdos son las crias de cerdos G-
Performer que se aparearon con 25 hembras Fertilium (Genetiporc, Alexandria, MN, EE.UU.) y se alojan en rediles
individuales (1,2 x 1,5) en una habitaciéon con control ambiental. Cada redil esta equipado con un comedero y un
bebedero tipo tetina y tiene suelos de hormigéon completamente de listones.

Tabla 17.1: Composicién de la dieta basal

Item Nivel
Trigo duro 56,57
Salvado de trigo 5,06
Triturados de trigo 19,94
Harina de soja 13,50
Aceite de soja 0,99
L-Lisina HCI 0,73
DL-Metionina 0,17
L-Treonina 0,30
L-Triptéfano 0,01
Marcador de digestibilidad (celite) 0,30
Sal 0,47
Caliza 1,38
Fosfato Monocalcico 0,08
Premezcla de vitaminas/minerales traza' 0,50
Provisiones calculadas

Proteina cruda, % 19,11
Energia neta, MJ/kg 8,88
SID Lisina g/NE MJ 1,31
SID Lisina, % 1,16
SID Metionina, % 0,35
Fibra detergente neutra, % 17,93
Calcio, % 0,68
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ltem Nivel

Fésforo disponible, % 0,22

' Se proporcionaron las siguientes cantidades de vitaminas y de minerales traza por kilogramo de dieta
completa: Vitamina A como acetato de retinol, 11.128 IU; vitamina D3 como colecalciferol, 2.204 |U; vitamina E
como DL-alfa tocoferil acetato, 66 1U; vitamina K como bisulfito de menadiona nicotinamida, 1,42 mg; tiamina
como mononitrato de tiamina, 0,24 mg; riboflavina, 6,58 mg; piridoxina como hidrocloruro de piridoxina, 0,24
mg; vitamina B12, 0,03 mg; acido pantoténico como D-calcio pantotenato, 23,5 mg; niacina como nicotinamida y
acido nicotinico, 44 mg; acido félico, 1,58 mg; biotina, 0,44 mg; Cu, 10 mg como sulfato de cobre; Fe, 125 mg
como sulfato de hierro; |, 1,26 mg como yoduro potasico; Mn, 60 mg como sulfato de manganeso; Se, 0,3 mg
como selenito sddico y Zn, 100 mg como 6xido de zinc.

Tabla 17.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID 2::;2?11tc()|):TU/kg de Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 2000 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 3 500 FTU 75 ppm

Fitasa de Danisco Animal Nutrition

2Econasa XT® de AB Vista

Se formula una dieta basal para cumplir con las recomendaciones de nutrientes NCR para ganado porcino (Tabla
17.1). Se fabrica un lote de la dieta basal y se divide en cuatro porciones y cada porcion se mezcla posteriormente
con los aditivos identificados en la Tabla 17.2. El experimento se disefid y realizd de acuerdo con un disefio de un
cuadrado latino 4 x 4 con dos columnas afhadidas para dar 6 réplicas por dieta. Todos los cerdos se alimentaron a un
nivel de 3 veces su requerimiento de energia de mantenimiento (106 kcal ME por Kg®’5; NRC, 1998) y se proporcionan
a 0800y a 1700 h. Los animales tienen acceso libre al agua a través de un bebedero tipo cuenco. Los pesos de los
cerdos se registran al principio y al final de cada periodo y se registra la cantidad de alimento suministrado cada dia.
Cada periodo experimental duré 7 dias. Los 5 dias iniciales de cada periodo se consideran un periodo de adaptacion
a la dieta. La digestion en el ileon se recogié durante 8 h en los dias 6 y 7 usando procedimientos operativos estandar.
En resumen, se une una bolsa de plastico al cafion de la canula y se recoge el bolo alimentario que fluye dentro de la
bolsa. Las bolsas se retiran cada vez que se llenan con bolo alimentario - o al menos una vez cada 30 minutos y se
congelan inmediatamente a -20°C. Al finalizar un periodo experimental, los animales se ven privados de alimento
durante la noche y, a la mafiana siguiente, se ofrece una nueva dieta experimental.

Al final del experimento, las muestras ileales se descongelan, se mezclan dentro del animal y de la dieta y se recoge
una sub-muestra para analisis quimico. Se recoge y se analiza también una muestra de dieta basal. Las muestras de
bolo alimentario se liofilizan y se muelen finamente antes del analisis quimico. Todas las muestras se analizan en
busca de materia seca, titanio, energia bruta, proteina bruta, grasa y fibra detergente neutra de acuerdo con los
procedimientos estandar (AOAC, 2005). Los valores para la digestibilidad del ileon aparente de energia y nutrientes
se calculan como se describié anteriormente (Stein et al., 2007 Livestock Science, 2007 vol. 109, numero 1, parte 3,
pags. 282-285 y J ANIM SCI enero 2007 vol. 85 n°. 1 172-180). Los datos se analizan usando los procedimientos
MIXTOS de SAS.

17.2. Resultados y discusion

Los resultados indican que los cerdos alimentados con FveXyn4 tienen una digestibilidad ileal aparente
significativamente mayor (P<0,05) de la proteina y grasa crudas que los cerdos control y alimentados con xilanasa
comercial (Tabla 17.3). Los resultados sugieren que FveXyn4 es eficaz en desbloquear la energia en alimentos con
fibra que se dan a cerdos en crecimiento al romper las fibras. De hecho, los cerdos alimentados con FveXyn4 muestran
un aumento de digestibilidad en un intervalo de 6 a 11 unidades porcentuales en relacién con la control y la xilanasa
comercial (Tabla 17.3). Posteriormente, los cerdos alimentados con FveXyn4 obtuvieron 106 y 219 kcal de energia
extra (Tabla 17.3) en comparacién con cerdos alimentados con el control y la xilanasa comercial, respectivamente.

Tabla 17.3: Efecto de la nueva xilanasa sobre los nutrientes ileales aparentes y la digestibilidad energética de la fibra
(%) y utilizacion de energia (kcal/kg) en cerdos en crecimiento alimentados con dietas a base de trigo

Fibra detergente
neutra

Control 68,0ab 74,7b 62,2b 66,3ab 3,168ab

Materia seca Proteina cruda | Grasa Energia
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Materia seca Proteina cruda | Grasa Fibra detergente Energia
neutra
FveXyn4 71,2a 77,0a 67,7a 72,1a 3,274a
Xilanasa comercial
(Econase® XT) 65,8b 74,6b 56,3b 61,3b 3,055b
SEM 1,44 0,84 2,03 2,65 47,6
Ejemplo 18

FveXyn4 en alimentos para animales — Cerdos
18.1. Materiales y métodos

Se estudia la eficacia de FveXyn4 en los nutrientes del tracto ileal y totales y la digestibilidad energética en cerdos en
crecimiento alimentados con dietas a base de maiz-DDGS de maiz y trigo/salvado de trigo. Un Comité de Cuidado y
Uso Animal aprueba el uso de los cerdos y los cerdos se cuidan de acuerdo con las pautas de bienestar pertinentes
para el pais. Un total de 24 cerdos macho castrados ([Q Yorkshire x Landrace] x & Duroc; peso corporal inicial de 30
kg) se equipan con una canula T en el ileon distal para el propdsito del experimento. Los cerdos se alojan
individualmente en cajones de metabolismo que tienen lados de plastico transparentes lisos y suelos de chapa
metalica cubierta de plastico en una habitacién con temperatura controlada (22 + 2°C).

Tabla 18.1: Dietas basales usadas

ltem A base de maiz A base de trigo
Maiz 41,44

DDGS de maiz de EE.UU. 40,0

Trigo duro 56.57
Salvado de trigo 5,06
Triturados de trigo 19,94
Harina de soja 15,00 13,50
Sebo 0,99
L-Lisina HCI 0,75 0,73
DL-Metionina 0,10 0,17
L-Treonina 0,25 0,30
L-Triptéfano 0,06 0,01
Marcador de digestibilidad (celite) 0,30 0,30
Sal 0,30 0,47
Caliza 1,30 1,38
Fosfato Monocalcico 0,00 0,08
Premezcla de vitaminas/minerales traza' 0,50 0,50
Provisiones calculadas

Proteina cruda, % 21,44 19,11
Energia neta, MJ/kg 8,88 8,88
SID Lisina g/NE MJ 1,31 1,31
SID Lisina, % 1,16 1,16
SID Metionina, % 0,35 0,35
Fibra detergente neutra, % 20,63 17,93
Calcio, % 0,67 0,68
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ltem A base de maiz A base de trigo

Fésforo disponible, % 0,22 0,22

' La premezcla de vitamina y de minerales traza proporciond lo siguiente (por kg de dieta): vitamina A, 11.000 IU,
vitamina D3, 2.756 IU, vitamina E, 55 IU; vitamina B12, 55 ug; riboflavina, 16.000 mg; acido pantoténico, 44,1 mg;
niacina, 82,7 mg; Zn, 150 mg; Fe, 175 mg; Mn, 60 mg; Cu, 17,56 mg; I, 2 mg y Se, 0,3 mg.

Las dietas basales respectivas estan formuladas para cumplir con las recomendaciones de nutrientes NRC para
ganado porcino (NRC, 1998 Tabla 18.1). En cada experimento, se fabrica un lote de la dieta basal y se divide en cuatro
porciones y cada porciéon se mezcla posteriormente con los aditivos identificados en la Tabla 18.2.

Tabla 18.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID ;iitr?]séitc()l):TU/kg de Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 4000 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 3 500 FTU 100 ppm

Fitasa de Danisco Animal Nutrition
2Econasa XT® de AB Vista

El experimento se disefia y se lleva a cabo como un disefio cruzado de dos periodos en los que todas las dietas de
maiz se ejecutan en el periodo uno y todas las dietas de trigo se ejecutan en el periodo dos. Dentro de un periodo, los
4 tratamientos se asignaran a los cerdos en un disefio completamente al azar para dar 6 réplicas por tratamiento. Los
cerdos se alimentan con una dieta comercial comun durante una semana antes del comienzo del segundo periodo.
Los cerdos se alimentan con sus dietas respectivas en dos porciones iguales a las 0830 y a las 1630. La asignacion
diaria de alimento se basa en el peso corporal del cerdo al comienzo del periodo y se calcula para suministrar 2,6
veces los requisitos de mantenimiento estimados. Cada periodo experimental dura 14 d: d 7 para la adaptacion, d 8 y
9 para la recogida fecal con paletay d 10 y 11 para la recogida del bolo alimentario ileal para examinar el coeficiente
de digestibilidad aparente del tracto ileal y total de N, DM, energia y grasa cruda. Se permite que los cerdos tengan
acceso libre al agua de los bebederos de tetina ubicados en cada redil en todo momento. Las mediciones de flujo de
bolo alimentario y las muestras de sangre se llevan a cabo del d 12 al 14. Los datos se analizan usando procedimientos
GLM de SAS. Se acepta la significancia estadistica a P<0,05.

18.2. Resultados y discusion

Resultados preliminares indican que los cerdos alimentados con FveXyn4 han mejorado significativamente la
digestibilidad energética.

Ejemplo 19
FveXyn4 en alimentos para animales (Aves de corral)
19.1. Materiales y métodos

Se realiza un experimento para evaluar la eficacia de FveXyn4 en el rendimiento del crecimiento de pollos de engorde
alimentados con dietas a base de maiz/DDGS de maiz y dietas a base de trigo/salvado de trigo. Los procedimientos
experimentales se aprueban por el Comité de Etica Animal y cumplen con las pautas de bienestar relevantes para el
pais. Se usa un programa de alimentacion de inicio y de finalizacion de dos fases (iniciador y finalizador) (Tabla 1).
Las dietas de inicio y de finalizacion se ofrecen desde d 0 a 21 y 22 a 42, respectivamente.

Tabla 19.1: Composicion de las dietas basales'

Inicio, d 0-21 Finalizacion, d 22-42

Maiz Trigo Maiz Trigo
Maiz 57,39 - 58,50 -
DDGS de maiz 11,00 - 15,00 -
Trigo - 60,17 - 63,30
Salvado de trigo - 9,00 - 13,00
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Inicio, d 0-21 Finalizacion, d 22-42

Maiz Trigo Maiz Trigo
Harina de soja, 45% 26,50 22,34 19,00 14,00
Sebo 1,75 4,85 3,20 5,95
r':;ﬁ?;fg'; vitaminas- 0,33 0,33 0,33 0,33
Bicarbonato sddico 0,20 0,22 0,20 0,29
Sal 0,38 0,38 0,34 0,35
Fosfato monocalcico 0,35 0,37 0,13 0,20
Caliza 1,700 1,69 1,70 1,65
L-Lisina-HCI 0,135 0,25 0,20 0,34
DL-metionina 0,185 0,23 0,13 0,19
L-treonina 0,100 0,19 0,09 0,22
Provisiones calculadas
Proteina cruda 21,0 21,1 18,6 18,2
ME (MJ/kg) 12,5 12,2 12,9 12,5
Calcio 0,81 0,80 0,75 0,73
Fésforo disponible 0,25 0,25 0,21 0,21
Sodio 0,23 0,22 0,23 0,22
Lisina digerible 1,01 0,99 0,90 0,87
Metionina digerible 0,47 0,47 0,39 0,39
Treonina digerible 0,74 0,74 0,64 0,66
Triptofano digerible 0,19 0,21 0,16 0,17
' Una fitasa comercial de Danisco Animal Nutrition se prepard para suministrar 500 FTU/kg de alimento final
2 Se suministra por kilogramo de dieta: antioxidante, 100 mg; biotina, 0,2 mg; pantotenato de calcio, 12,8 mg;
colecalciferol, 60 pg; cianocobalamina, 0,017 mg; acido folico, 5,2 mg; menadiona, 4 mg; niacina, 35 mg;
piridoxina, 10 mg; transretinol, 3,33 mg; riboflavina, 12 mg; tiamina, 3,0 mg; dl-a-tocoferil acetato, 60 mg; cloruro
de colina, 638 mg; Co, 0,3 mg; Cu, 3,0 mg; Fe, 25 mg; |, 1 mg; Mn, 125 mg; Mo, 0,5 mg; Se, 200 pg; Zn, 60 mg.

Dos dietas basicas, una a base de trigo/salvado de trigo y harina de soja y la otra a base de maiz/DDGS de maiz y
harina de soja se formulan para cumplir o superar los requisitos recomendados para nutrientes, excepto AME, para
pollos de engorde (Tabla 19.1). A partir de cada dieta basal, se desarrollan cuatro dietas experimentales para constituir
el control, FveXyn4, xilanasas comerciales 1 y xilanasas comerciales 2, como se identifican en la Tabla 19.2.

Tabla 19.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID ;iitrz:\]séitc()l):TU/kg de Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 1250 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 3 500 FTU 50 ppm

Fitasa de Danisco Animal Nutrition
2Econasa XT® de AB Vista

Los pollos machos de engorde (Ross 308) se obtienen como crias de un dia de un criadero comercial. Los pollitos se
pesan individualmente y se asignan a 72 jaulas incubadoras (8 pollitos por jaula) y los 8 tratamientos dietéticos se
asignan al azar a ocho jaulas cada uno. En el dia 12, las aves se transfieren a jaulas productoras. La asignacion de
espacio por ave en las jaulas incubadoras y productoras es de 530 y 640 cm?, respectivamente. Las jaulas incubadoras

57



10

15

ES 2734 145 T3

y productoras se colocan en habitaciones con control ambiental. La temperatura se mantiene a 31°C en la primera
semana y luego se reduce gradualmente a 22°C al final de la tercera semana. Las aves reciben 20 horas de iluminacion
fluorescente y se les permite libre acceso a las dietas y al agua. Los pesos corporales y la ingesta de alimento se
registran a intervalos semanales durante el periodo experimental de 42 dias. La mortalidad se registra diariamente.
Cualquier ave que muere se pesay el peso se usa para ajustar FCR. Las relaciones de conversion de alimento se
calculan dividiendo el consumo total de alimento por el aumento de peso de aves vivas mas muertas. Los datos se
analizan como una disposicion factorial bidireccional de los tratamientos usando el procedimiento de Modelos Lineales
Generales de SAS (2004).

19.2. Resultados y discusion

En comparacion con el control y la xilanasa comercial 2, FveXyn4 mejora la ganancia y el FCR en las dietas a base
tanto de maiz como de trigo (Tabla 19.3). Esto demuestra la eficacia de FveXyn4 para mitigar los efectos negativos
de las fracciones de fibra insoluble y soluble en los ingredientes de cereales que pueden limitar el rendimiento de las
aves de corral.

Tabla 19.3: Efecto de la nueva xilanasa en el rendimiento de crecimiento de pollos de engorde alimentados con
dietas a base de maiz/DDGS de maiz y trigo/salvado de trigo

Peso Peso Ganancia diaria | Relacion de
Tratamientos f:qrporal corporal Ingesta de de peso conversion de
:?gl]mal, final, kg alimento, g corporal, g alimento, g/g
Grano Xilanasa
Maiz Control 38,3 2151 3738 2113 1,81
Maiz FveXyn4 38,3 2306 3946 2268 1,76
Maiz égﬁqﬁig | 38,5 2304 3969 2265 1,78
Trigo Control 38,4 2477 4056 2438 1,72
Trigo FveXyn4 38,3 2678 4294 2639 1,69
Trigo égﬁqﬁig | 38,2 2456 4077 2418 1,71
SEM 0,17 56,5 105 56,5 0,02
Principales efectos, granos
Maiz 38,3 2252b 3851b 2214b 1,77a
Trigo 38,3 2588a 4165a 2550a 1,68b
SEM 0,09 28,2 52,5 28,2 0,01
Principales efectos, xilanasas
Control 38,3 2314b 3847 2275b 1,76a
FveXyn4 38,3 2492a 4120 2453a 1,72b
Xilanasa comercial 38,3 2380b 4023 2342b 1,74ab
SEM 0,12 39,9 74,3 39,9 0,01
Probabilidades
Grano - <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
Xilanasa - <0,01 0,22 <0,01 <0,01
Interaccién grano y xilanasa - 0,04 0,37 0,04 0,05

Dentro de una columna, las medias con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0,05).
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Ejemplo 20
FveXyn4 en alimentos para animales (Aves de corral)

20.1. Materiales y métodos

El experimento se realiza para evaluar la eficacia de FveXyn4 en la utilizacion/retencion de energia y nutrientes en
pollos de engorde alimentados con dietas a base de maiz/DDGS de maiz. Un Comité de Cuidado y Uso de Animales
aprobé todos los procedimientos de manejo y recogida de las aves. Doscientos cincuenta y seis pollos de engorde
machos (Ross 708, Aviagen, Huntsville, AL) se alojaron en jaulas de baterias calentadas eléctricamente (modelo SB
4 T, Alternative Design Manufacturing, Siloam Springs, AR) en una habitacion con control ambiental durante 21 dias
de ensayo. Las temperaturas de la bateria end 1 a 8, d 8 a 15 y d 15 a 21 se mantienen a 35, 32 y 27°C,

respectivamente.

Se formula una dieta a base de maiz (Tabla 20.1) para cumplir con los requisitos de nutrientes de los pollos de engorde.
A partir de la dieta basal, se desarrollaron cuatro dietas experimentales para constituir el control, FveXyn4 y la xilanasa

comercial como se identifica en la Tabla 20.2.

Tabla 20.1: Composicién de la dieta basal

Ingredientes, g/kg Niveles
Maiz 554.,4
DDGS-maiz 110,0
Harina de soja 244.4
Aceite de soja 10,0
L-Lisina HCI 4,3
DL-Metionina 2,7
L-Treonina 1,1
Bicarbonato sddico 2,0
Sal 2,2
Caliza (A) 15,3
MCP (B) 5,6
Premezcla vitaminas-minerales (C) 3,0
Premezcla TiO, (D) 25,0
Premezcla de fitasa (E) 10,0
Provisiones calculadas

Proteina cruda, g/kg 211.,4
MEP, MJ/kg 115,1
Calcio, g/kg 8,9
Fosforo disponible, g/kg 2,8
Lisina digerible, g/kg 11,5
Metionina digerible, g/kg 55
A. Ca 38%

B. Ca 16%, P 21%

C. Suministra los siguientes por kg de DIETA: Vit. A, 5484 1U; Vit. D3, 2643 ICU; Vit E, 11 1U; bisulfito de sodio
menadiona, 4,38 mg; riboflavina, 5,49 mg; acido d-pantoténico, 11 mg; Niacina, 44,1 mg; Cloruro de colina, 771
mg; Vit B12, 13,2 pg; Biotina, 55,2 pg; Mononitrato de tiamina, 2,2 mg; Acido fdlico, 990 ng; Hidrocloruro de
piridoxina, 3,3 mg; I, 1,11 mg; Mn, 66,06 mg; Cu, 4,44 mg; Fe, 44,1 mg; Zn, 44,1 mg; Se, 300 pg. También
contiene por g de premezcla: Vit. A, 1828 IU; Vit. D3, 881 ICU; Vit. E, 3,67 IU; Bisulfito de sodio menadiona,
1,46 mg; Riboflavina, 1,83 mg; acido d-pantoténico, 3,67 mg; Niacina, 14,69 mg; Cloruro de colina, 257 mg; Vit
B12, 4,4 ug; Biotina, 18,4 ug, Mononitrato de tiamina, 735 png; Acido félico, 330 ng; Hidrocloruro de piridoxina,
1,1 mg; I, 370 ug; Mn, 22,02 mg; Cu, 1,48 mg; Fe, 14,69 mg; Zn, 14,69 mg; Se, 100 pg.

D. Preparado como 5 g de TiO2 afiadido a 20 g de SBM molido fino.

E. Preparado como 0,2 g de fitasa afiadida a 9,8 g de SBM molido fino.
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Tabla 20.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID ;iitr?]séitc()l):TU/kg de Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 1250 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 3 500 FTU 50 ppm

Fitasa de Danisco Animal Nutrition
2Econasa XT® de AB Vista

Al llegar al centro de investigacion, los pollitos se pesan, se agrupan en 4 bloques por bloques y se asignan al azar a
4 grupos dietéticos en cada bloque con 8 aves por jaula en un disefio de bloques completos al azar. Los pollitos se
alimentan ad libitum con dietas experimentales (papilla) de 1 d y se les deja ad libitum el acceso al agua potable limpia.
Los excrementos se recogen dos veces al dia los dias 19, 20 y 21 después de la eclosion. Durante la recogida, se
coloca papel encerado en bandejas debajo las jaulas y se recolectan los excrementos en el papel encerado. Las
muestras de excrementos recolectados se agrupan por jaula a lo largo de los 3 dias, se almacenan en un congelador,
se secan y se muelen para pasar a través de un tamiz de 0,5 mm usando un molinillo (Retsch ZM 100, GmbH & Co.
K. C., Haan, Alemania). Las muestras de excrementos de dietas se analizan para determinar la energia bruta, materia
seca, grasa Yy fibra detergente neutra usando procedimientos estandar (AOAC, 2005) para el calculo de retenciones
aparentes y AME. Los datos se sometieron posteriormente a procedimientos GLM de SAS.

20.2. Resultados y discusion

Las aves alimentadas con FveXyn4 retienen mas grasa y fibra y posteriormente extrajeron mas energia (~57 kcal/kg)
en comparacion con las aves alimentadas control (Tabla 6). Ademas, las aves alimentadas con FveXyn4 tienen una
retencion de fibra significativamente mayor en comparacion con la xilanasa comercial.

Tabla 20.3: Efecto de la nueva xilanasa en la retencion aparente de nutrientes y de fibra (%) e utilizacion de energia
(kcal/kg) en pollos de engorde alimentados con dietas a base de maiz-DDGS de maiz

Materia seca | Proteina cruda Grasa Fibra detergente Energia
neutra
Control 67,5ab 60,4 51,6b 27,4b 3107b
FveXyn4 68,2ab 60,1 57,8a 30,1a 3164a
E(E"?grf‘::e‘g’%e)mia' 68,8a 60,5 52,2ab 26,80 3156ab
SEM 0,48 0,91 2,05 1,15 21,8

Dentro de una columna, las medias con diferentes letras son significativamente diferentes, (P<0,05).
Ejemplo 21

FveXyn4 en alimentos para animales (Aves de corral)

21.1. Materiales y métodos

Se realiza un experimento para evaluar la efcacia de FveXyn4 en la utilizacion y retencion de energia y nutrientes en
pollos de engorde alimentados con dietas a base de maiz/DDGS de maiz.

El experimento se aprueba por un Comité de Experimentacion Animal y se ajusta al protocolo requerido por las
regulaciones pertinentes. Las aves se asignan a tratamientos dietéticos cuando tienen 14 dias de edad. A la edad de
un dia, las aves se crian juntas y reciben una dieta pre-experimental de harina de maiz-soja comercial. El experimento
se lleva a cabo en una habitacion con control ambiental.

Tabla 21.1: Composicién de la dieta basal

Ingrediente, g/kg Nivel
Maiz 54,4
DDGS-maiz 11,0
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Ingrediente, g/kg Nivel
Harina de soja 28,9
Aceite de soja 1,0
L-Lisina HCI 0,43
DL-Metionina 0,27
L-Treonina 0,11
Bicarbonato sédico 0,20
Sal 0,22
Caliza 1,53
Fosfato monocalcico 0,56
Premezcla vitaminas-minerales 1,0
Di6xido de titanio 0,30
Provisiones calculadas 100
Proteina cruda, % 21,1
MEP, MJ/kg 11,5
Calcio, % 0,89
Fésforo disponible 0,28
Lisina digerible 1,15
Metionina digerible 0,55

La premezcla proporcioné (dietas unidades Kg™'): Vit A 16.000 iu; Vit D3 3.000 iu; Vit E 75 iu; Vit B4 3 mg; Vit B, 10
mg; Vit Bs 3 mg; Vit B12 15 pg; Vit K3 5 mg; Acido nicotinico 60 mg; Acido pantoténico 14,5 mg; Acido fdlico 1,5 mg;
Biotina 275 pg; Cloruro de colina 250 mg; Hierro 20 mg; Cobre 10 mg; Manganeso 100 mg; Cobalto 1 mg; Zinc 82 mg;
Yodo 1 mg; Selenio 0,2 mg; Molibdeno 0,5 mg.

Tabla 21.2: |dentificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID ;iitr?]séitc()l):TU/kg de Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 2 500 FTU 1250 U/kg
Control + Xilanasa comercial® 4 500 FTU 50 ppm

Fitasa de Danisco Animal Nutrition
2Econasa XT® de AB Vista

Se formula una dieta basal a base de maiz (Tabla 21.1) para cumplir con los requisitos de nutrientes del pollo de
engorde. A partir de la dieta basal, se desarrollan cuatro dietas experimentales para constituir el control, FveXyn4 y la
xilanasa comercial como se identifican en la Tabla 21.2. Ciento noventa y dos aves de 14 dias de edad se etiquetan y
se asignan a 4 tratamientos con 8 jaulas de réplica por tratamiento y 6 aves por jaula de réplica. El disefio experimental
es un bloque completo aleatorio con bloques asignados aleatoriamente a espacios dentro de una habitacion. Las aves
se alimentan con dietas experimentales a partir del dia 14 hasta el dia 21. Se proporciona agua de la red ad libitum a
las aves. Los excrementos totales no validos se recogen en los dias 19 a 21. Esto permita el calculo de la retencion
aparente del tracto total usando la recogida total. Los excrementos se secan en un horno de aire forzado antes de los
analisis quimicos. Las dietas y excrementos se analizan quimicamente. La materia seca (DM) se determina secando
en un horno de tiro forzado a 100°C durante 24 horas. La grasa cruda se determina usando el sistema extractor Soxhlet
(AOAC 920.39). EIl contenido de nitrégeno se determina por el método de combustion usando un sistema Leco
(Sweeney, 1998). El titanio se determina usando el método de Short et al. (1996). La energia bruta se determina en
un calorimetro adiabatico. Los datos se someten posteriormente a procedimientos GLM de SAS.
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21.2. Resultados y discusion

En comparacion con el control, FveXyn4 aumenta (P<0,05) la retencidon de materia seca, proteina cruda y grasa (Tabla
21.3) en una dieta a base de maiz-DDGS de maiz. Ademas, FveXyn4 tiene una mayor retencion de materia seca,
proteinas y grasa en comparacion con la xilanasa alimentaria comercialmente disponible. Esto demuestra la eficacia
de FveXyn4 para mitigar los efectos negativos de las fracciones de fibra insoluble y soluble en el grano de maiz y en
los co-productos de maiz. De hecho, la adicion de FveXyn4 en la dieta control produce un aumento significativo de
energia de 116 kcal/kg.

Tabla 21.3: Efecto de la nueva xilanasa en la retencion aparente de nutrientes y de fibra (%) e utilizacion de energia
(kcal/kg) en pollos de engorde alimentados con dietas a base de maiz- DDGS de maiz

Materia seca | Proteina cruda Grasa Energia
Control 73,5bc 69,2ab 76,1b 3431b
FveXyn4 76,1a 72,2a 79,6a 3547a
Xilanasa comercial
(Econase® XT) 72,7c 66,2b 78,9ab 3428b
SEM 0,70 1,32 1,12 30,6

Dentro de una columna, las medias con diferentes letras son significativamente diferentes, (P<0,05).
Ejemplo 22

FveXyn4 en alimentos para animales (Aves de corral)

22.1. Materiales y métodos

Se realiza un experimento para evaluar la eficacia de la respuesta a la dosis de FveXyn4 en el rendimiento de
crecimiento de pollos de engorde alimentados con dietas a base de maiz/ DDGS de maiz y de trigo/salvado de trigo.
Los procedimientos experimentales se aprueban por el Comité Institucional de Etica Animal y cumplen con las pautas
de bienestar pertinentes del pais. Se usa un programa de alimentacién de dos fases (iniciador y finalizador) (Tabla
22.1). Las dietas de inicio y de finalizacion se ofrecen a partir de d 0 a 21 y de 22 a 42, respectivamente.

Tabla 22.1: Composicion de las dietas basales’

Inicio, d 0-21 Finalizacion, d 22-42

Maiz Trigo Maiz Trigo
Maiz 57,39 - 58,50 -
DDGS de maiz 11,00 - 15,00 -
Trigo - 60,17 - 63,30
Salvado de trigo - 9,00 - 13,00
Harina de soja, 45% 26,50 22,34 19,00 14,00
Sebo 1,75 4,85 3,20 5,95
Fremezcly vitaminas- 0,33 0,33 0,33 0,33
Bicarbonato sédico 0,20 0,22 0,20 0,29
Sal 0,38 0,38 0,34 0,35
Fosfato monocalcico 0,35 0,37 0,13 0,20
Caliza 1,700 1,69 1,70 1,65
L-Lisina-HCI 0,135 0,25 0,20 0,34
DL-metionina 0,185 0,23 0,13 0,19
L-treonina 0,100 0,19 0,09 0,22
Provisiones calculadas
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Inicio, d 0-21 Finalizacion, d 22-42
Maiz Trigo Maiz Trigo
Proteina cruda 21,0 21,1 18,6 18,2
ME (MJ/kg) 12,5 12,2 12,9 12,5
Calcio 0,81 0,80 0,75 0,73
Fésforo disponible 0,25 0,25 0,21 0,21
Sodio 0,23 0,22 0,23 0,22
Lisina digerible 1,01 0,99 0,90 0,87
Metionina digerible 0,47 0,47 0,39 0,39
Treonina digerible 0,74 0,74 0,64 0,66
Triptofano digerible 0,19 0,21 0,16 0,17
' Fitasa B comercial de Danisco Animal Nutrition se prepard para suministrar 500 FTU/kg de alimento final
2 Se suministra por kilogramo de dieta: antioxidante, 100 mg; biotina, 0,2 mg; pantotenato de calcio, 12,8 mg;
colecalciferol, 60 pg; cianocobalamina, 0,017 mg; acido folico, 5,2 mg; menadiona, 4 mg; niacina, 35 mg;
piridoxina, 10 mg; transretinol, 3,33 mg; riboflavina, 12 mg; tiamina, 3,0 mg; dl-a-tocoferil acetato, 60 mg; cloruro
de colina, 638 mg; Co, 0,3 mg; Cu, 3,0 mg; Fe, 25 mg; |, 1 mg; Mn, 125 mg; Mo, 0,5 mg; Se, 200 pg; Zn, 60 mg.

Se formulan dos dietas basicas, una a base de trigo/salvado de trigo y harina de soja y la otra a base de maiz/DDGS
de maiz y harina de soja, para cumplir o exceder los requisitos recomendados para nutrientes, excepto AME, para
pollos de engorde (Tabla 22.1). A partir de cada dieta basal, se desarrollan tres dietas experimentales para constituir
el control, 3 dosis de FveXyn4 y xilanasa comercial como se identifica en la Tabla 22.2.

Tabla 22.2: Identificacion de tratamientos

Dieta Tratamiento ID Fitasa (FTU/kg de alimento) | Xilanasa
Control 1 500 FTU 0

Control + FveXyn4 dosis 1 2 500 FTU 1250 U/kg
Control + FveXyn4 dosis 2 3 500 FTU 2500 U/kg
Control + FveXyn4 dosis 3 4 500 FTU 5000 U/kg
Control + Xilanasa comercial’ 5 500 FTU 100 ppm

" AB Vista

Los pollitos de engorde macho (Ross 308) se obtienen como de un dia de edad de un criadero comercial. Los pollitos
se pesan individualmente y se asignan a 60 jaulas incubadoras (8 pollitos por jaula) y los 10 tratamientos dietéticos
asignados aleatoriamente a seis jaulas cada uno. En el dia 12, las aves se transfieren a jaulas productoras. La
asignacion de espacio por ave en las jaulas incubadoras y productoras es de 530 y 640 cm?, respectivamente. Las
jaulas incubadoras y productoras se alojan en habitaciones con control ambiental. La temperatura se mantiene a 31°C
en la primera semana y luego se reduce gradualmente a 22°C al final de la tercera semana. Las aves reciben 20 horas
de iluminacion fluorescente y se les permitié el libre acceso a las dietas y al agua. Se registran los pesos corporales y
la ingesta de alimento a intervalos semanales durante el periodo experimental de 42 dias. La mortalidad se registra
diariamente. Cualquier ave que muera se pesa y el peso se usa para ajustar FCR. Las relaciones de conversion de
alimentacion se calculan dividiendo la ingesta total de alimento entre el aumento de peso de aves vivas mas muertas.
Los datos se analizan como una disposicion factorial bidireccional de los tratamientos usando el procedimiento de
modelos Lineales Generales de SAS (2004).

22.2. Resultados y discusion

En comparacion con el control y la xilanasa comercial, FveXyn4 mejora la eficiencia de conversion de la alimentacion
de una manera dependiente de la dosis tanto en las dietas a base de maiz como de trigo (Tabla 22.3). Estas
observaciones sugirieron que el mayor valor de la xilanasa se deriva de una tasa de inclusién mas alta. Esto demuestra
la eficacia de FveXyn4 para mitigar los efectos negativos de las fracciones de fibra insoluble y soluble en los
ingredientes de cereales que pueden limitar la capacidad de las aves de corral para utilizar nutrientes de la dieta para
respaldar el rendimiento del crecimiento.
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Tabla 22.3: Efecto dosis respuesta de la nueva xilanasa en el rendimiento del crecimiento de pollos de engorde
alimentados con dietas a base de maiz/DDGS de maiz y de trigo/salvado de trigo

Peso Peso . Relacion de

Tratamientos 'cgr.poral gorporal zlzlrl]igr;::r:?odz pec';s?)n:c?r(sgrg? g copversic’m de

inicial, kg | final, kg ’ ’ alimento, g/g
Grano Xilanasa
Maiz Control 33,50 2569 4162 2536 1,726
Maiz FveXyn4-Dosis 1 33,54 2584 4335 2551 1,708
Maiz FveXyn4-Dosis 2 33,65 2585 4224 2552 1,671
Maiz FveXyn4-Dosis 3 33,54 2580 4177 2546 1,683
Maiz é‘)'ﬁgif‘al ) 33,98 2646 4295 2612 1,677
Trigo Control 33,56 2508 4456 2474 1,824
Trigo FveXyn4-Dosis 1 33,98 2485 4285 2451 1,814
Trigo FveXyn4-Dosis 2 33,63 2674 4413 2641 1,656
Trigo FveXyn4-Dosis 3 33,81 2707 4330 2673 1,629
Trigo é‘)'ﬁgif‘al ) 34,13 2590 4297 2556 1,694
SEM 0,22 55,2 56,6 91,3 56,5
Principales efectos, granos
Maiz 33,64 2593 4238b 2559 1,693
Trigo 33,82 2593 4356a 2559 1,723
SEM 0,10 25,30 40,82 25,28 0,018
Principales efectos, xilanasas
Control 33,53 2539 4309 2505 1,775a
FveXyn4-Dosis 1 33,76 2535 4310 2501 1,761ab
FveXyn4-Dosis 2 33,64 2630 4318 2596 1,664c
FveXyn4-Dosis 3 33,68 2643 4254 2610 1,656¢
Xilanasa comercial 2 34,05 2618 4296 2584 1,686bc
SEM 0,152 40,00 64,55 39,98 0,028
Probabilidades
Grano - 0,993 0,046 0,989 0,237
Xilanasa - 0,165 0,958 0,166 0,008
Interaccién grano y xilanasa - 0,190 0,329 0,189 0,212

Dentro de una columna, las medias con letras diferentes son significativamente diferentes (P<0,05).

Ejemplo 23

FveXyn4 en combinacién con proteasa

Se investigo el efecto de FveXyn4 en combinacién con proteasa en la solubilizacién de pentosano y proteina a partir
de DDGS insoluble preparado.
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23.1. Materiales y métodos
Muestras de enzima

La xilanasa usada en este estudio es una nueva xilanasa GH10 de Fusarium verticilloides (denominada FveXyn4)
expresada en Trichoderma reesei en donde se uso la xilanasa en forma purificada — esta enzima se puede denominar
en esta memoria como FveXyn4.

La proteasa usada en este estudio es el producto Multifect P-3000 (disponible de Danisco Animal Nutrition). La
preparacion de proteasa se realizo justo antes de las cargas. Se diluyé la cantidad adecuada de solucién madre en
agua MQ enfriada y se mezclé mientras se mantenia en hielo. Se definié una unidad de proteasa (U) como la liberacion
de 1,0 ng de compuesto fendlico (expresado como equivalentes de tirosina) de un sustrato de caseina por minuto.

Preparacién de sustrato

Para la preparacion de sustrato DDGS insoluble, se realizo la eliminacién de polisacaridos de no almidon (S-NSP) de
acuerdo con Bach Knudsen (Bach Knudsen, K. E., Carbohydrate and lignin contents and plant materials used in animal
feeding. Animal Feed Science and Technology 1997, 67, 319-338); DDGS molido (<212 um) y tampdn acetato/CaCl,
(0,1 M/20 mM, pH 5,0) se afiadieron juntos con a-amilasa termoestable (E-BLAAM 53,7 U/mg, Megazyme International)
y se incubaron durante 1 h a 100°C con mezcla frecuente. La degradacion completa del almidon se realizé mediante
incubacion con amiloglucosidasa (E-AMGDF 36 U/mg, Megazyme International) durante 2 h a 60°C. Después de
eliminar el almidon, se extrajo el S-NSP con un tampdn fosfato (0,2 M, pH 7,0) y se colocd a 100°C durante 1 h,
seguido de centrifugacion. El precipitado se lavé a fondo con tampdn fosfato, etanol (85% v/v) y finalmente acetona,
con centrifugacion y descarte del sobrenadante entre los lavados. La muestra se colocé a temperatura ambiente hasta
que esté completamente seca.

Procedimiento

Se investigo FveXyn4 solo o en combinacién con proteasa en la solubilizacién de pentosano y proteina de DDGS
insolubles preparados. Se pesaron 87,5 mg del sustrato de DDGS insoluble preparado en tubos eppendorf de 1,5 ml
y se mezclaron con tampdn citrato (25 mM, pH 6), xilanasa (217 mg/kg de sustrato y 206 mg/kg de sustrato para DDGS
de maiz y de trigo, respectivamente) y proteasa (8,6 x 10° U/kg de sustrato) hasta un volumen final de reaccion de 1,0
ml. Las incubaciones se llevaron a cabo a 4 h, 39°C y 1300 rpm mediante el uso del incubador Eppendorf ThermoMixer
(Eppendorf). Después de la incubacion, se filtraron y analizaron las muestras para determinar el contenido de
pentosano y proteina solubles como se describe a continuacion. Las reacciones se realizaron por duplicado.

Cuantificacién de proteina

Se cuantifico la proteina soluble usando el kit de ensayo de proteinas BCA (acido bicincrénico) de Pierce. Las muestras
se prepararon en placas de microtitulacion (25 ul/pocillo) y se incubaron con 200 pl de reactivo de ensayo premezclado
durante 30 minutos a 37°C, 1100 rpm. La absorbancia se midi6 espectrofotométricamente a 562 nm frente a un
estandar de albumina sérica bovina (BSA) de 0-2000 pg/ml, como se describe en el manual. Los valores se corrigieron
para la cantidad de enzimas afiadidas.

Cuantificacion de azucares C5 (pentosanos)

Se midi6 la cantidad total de pentosas llevadas a solucion usando el método de Rouau y Surget (1994, A rapid semi-
automated method of the determination of total and water-extractable pentosan in wheat flours. Carbohydrate Polymers,
24, 123-32) con un aparato de inyeccion de flujo continuo (Figura 7). Los sobrenadantes se trataron con acido para
hidrolizar polisacaridos a monoazucares. Se afiadié Floroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno) para la reaccidon con
monopentosas y monohexosas que forman un complejo coloreado.

Midiendo la diferencia de absorbancia a 550 nm en comparacién con 510 nm, se calculé la cantidad de pentosas en
la solucién usando una curva estandar. A diferencia del complejo de hexosa-floroglucinol, la absorbancia del complejo
hexosa-floroglucinol es constante en esta longitudes de onda. Se afiadi6 glucosa a la solucién de floroglucinol para
crear una sefial de glucosa constante y ademas asegurar que no haya interferencia de los aztcares de hexosa.

Analisis estadistico

Se aplic6 ANOVA de una via en los datos experimentales para la comparacién de tratamientos tanto en la
solubilizaciéon de pentosano como en la proteina, con comparaciones por pares realizadas mediante el método de
Holm-Sidak, usando SigmaPlot 12.0 (SyStat Software Inc.). Nivel de significancia general en P = 0,05.

23.2. Resultados y discusion

La solubilizacion de pentosanos y proteinas se midié por incubacién de DDGS de maiz y de trigo insolubles con
xilanasa y proteasa solas y en combinacion.

Los resultados se muestran en la Figura 27 (DDGS de maiz insoluble) y en la Figura 28 (DDGS de trigo insoluble).
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La Figura 27 muestra el efecto de los tratamientos con xilanasa y proteasa solos o en combinacion sobre la
solubilizacion de pentosano y proteina a partir de DDGS de maiz insoluble. Las letras a-d son significativamente
diferentes segun las comparaciones de ANOVA y Holm-Sidak con nivel de significancia general con P = 0,05. Las
barras de error indican S.D.

La Figura 28 muestra el efecto de los tratamientos de xilanasa y proteasa solos o en combinacion en la solubilizacion
de pentosano y proteina a partir de DDGS de trigo insoluble. Las letras a-d son significativamente diferentes de
acuerdo con comparaciones de ANOVA de una via y de Holm-Sidak con nivel de significancia general con P = 0,05.
Las barras de error indican S.D.

Cuando se comparé con los efectos del tratamiento con xilanasa por si mismo, la combinacion de xilanasa y proteasa
aumento aun mas la solubilizacion de proteinas de los DDGS tanto de maiz como de trigo. Mas interesante aun, la
adicién de proteasa también aumento significativamente la solubilizacion de pentosano de los DDGS tanto de maiz
como de trigo lo que indica un efecto sinérgico donde la adicion de proteasa aumenta la accesibilidad de la xilanasa
hacia el sustrato abriendo la estructura de la matriz del alimento a través de la degradacion de proteina. Ademas, la
xilanasa por si misma y en combinaciéon con la proteasa también aumenta la solubilizacion de la proteina en
comparacion con el control y la proteasa sola, respectivamente. Esto apoya ain mas la teoria de un efecto sinérgico
entre la xilanasa y la proteasa.

Ejemplo 24

Comparacion de FveXyn4 y FoxXyn2 en la solubilizaciéon de pentosano (ruptura o solubilizacién de arabinoxilano
insoluble (AXinsol))

Se ust la capacidad de solubilizar el arabinoxilano insoluble a partir de DDGS de maiz como uno de los criterios clave
de seleccion y en este experimento se compara la capacidad de solubilizar arabinoxilano del DDGS de maiz para las
dos xilanasas de la presente descripcion (FveXyn4 y FoxXyn2).

Las dos xilanasas mostraron un rendimiento fuerte e igual en la solubilizacidon de pentosano a partir de DDGS de maiz
lo que indica un rendimiento igual de estas xilanasas homodlogas en la solubilizacion de arabinoxilano a partir de
subproductos fibrosos.

24 1. Materiales y métodos
Muestras de enzima

Las xilanasas usadas en este estudio son: Una xilanasa GH10 de Fusarium verticilloides (designada FveXyn4)
expresada en Trichoderma reesei, en donde se uso la xilanasa en forma purificada - esta enzima se puede denominar
en esta memoria como FveXyn4 y una xilanasa GH10 de Fusarium oxisporum (designada FoxXyn2) expresada en
Trichoderma reesei, en donde se uso la xilanasa en forma purificada - esta enzima se puede denominar en esta
memoria como FoxXyn2.

Materias primas de alimento
El alimento usado en estos experimentos es DDGS de maiz.
Solubilizacién de pentosano (Solubilizaciéon de AXinsol)

El método usado para la solubilizacién de pentosano fue: se transfirieron 100 mg de materia prima de alimento a un
tubo de centrifuga Eppendorf de 2 ml y se registré el peso preciso. Se afnadieron 750 ul de tampon de incubacion
(HEPES 200 mM, NaCl 100 mM, CaCl 2 mM, pH 6,0) y 900 nul de solucién de cloranfenicol (40 ug/ml en tampdn de
incubacion). Se afadié la enzima de eleccion para obtener un volumen total de 1,8 ml.

Cada muestra se analiz6 en dobletes y en paralelo con un blanco (incubacion sin enzima afiadida exdgenamente).
Las muestras se incubaron en un termomezclador Eppendorf a 40°C con agitacion. Después de 2 o 18 horas de
incubacion se filtr6 el sobrenadante usando placas de filtracion de 96 pocillos (Pall Corporation, AcroPrep 96 Filter
Plate, Vidrio de 1,0 um, NTRL, 1 ml por pocillo). Después de la filtracion, las muestras se almacenaron a 4°C hasta el
analisis de la cantidad total de azucares C5, arabinosa y xilosa.

Cuantificacion de azucares C5 (pentosanos)

Se midi6 la cantidad total de pentosas traidas en solucion usando el método de Rouau y Surget (1994, A rapid semi-
automated method of the determination of total and water-extractable pentosan in wheat flours. Carbohydrate Polymers,
24, 123-32) con un aparato de inyeccion de flujo continuo (Figura 7). Los sobrenadantes se trataron con acido para
hidrolizar polisacaridos a monoazucares. Se afiadié floroglucinol (1, 3, 5-trihidroxibenceno) para la reaccion con
monopentosas y monohexosas que forman un complejo coloreado. Midiendo la diferencia de absorbancia a 550 nm
en comparacién con 510 nm se calculd la cantidad de pentosas en la solucién usando una curva estandar. A diferencia
del complejo pentosa-floroglucinol, la absorbancia del complejo hexosa-floroglucinol es constante a estas longitudes
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de onda. Se afiadi6 glucosa a la solucion de floroglucinol para crear una sefial de glucosa constante y ademas asegurar
que no haya interferencia de los azucares de hexosa.

24.2. Resultados y discusion

Se monitorizo la solubilizacién de pentosano en una configuracién de respuesta a la dosis usando un subproducto
fibroso de maiz (Ilamado cDDGS).

Los resultados que comparan las dos xilanasas de la presente descripcion (FveXyn4 y FoxXyn2) se muestran en la
Figura 29 (en DDGS de maiz).

Las Figuras 29 muestran la solubilizacién de pentosanos de cDDGS en funcion de la dosis de xilanasa. Las xilanasas
usadas fueron las xilanasas de la presente descripcion (FveXyn4 y FoxXyn2).

Ambas xilanasas actdan bien sobre maiz y son igualmente buenas para descomponer el AXinsol (p. €j., solubilizando
pentosanos) en sustratos a base de maiz lo que indica claramente que estas dos xilanasas homologas actuan igual
en la solubilizacién de arabinoxilano de subproductos fibrosos.
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Thr Leu Arg Lys Asp Ser His Phe Asn Asn Val Phe Gly Asn Asp Asp
165 170 175

Tyr Val Gly Ile 2la Phe Arg Ala Ala Arg Lys Ala Asp Pro Asn Ala
180 185 190

Lys Leu Tyr Ile Asn Asp Tyr Ser Leu Asp Ser Gly Ser Ala Ser Lys
195 200 205

Val Thr Lys Gly Met Val Pro Ser Val Lys Lys Trp Leu Ser Gln Gly
210 215 220

Val Pro Val Asp Gly Ile Gly Ser Gln Thr His Leu Asp Pro Gly Ala
225 230 235 240

Ala Gly Gln Tle Gln Gly Ala Leu Thr Ala Leu Ala Asn Ser Gly Val
245 250 255

Lys Glu Val Ala Ile Thr Glu Leu Asp Ile Arg Thr Ala Pro Ala Asn
260 265 270

Asp Tyr Ala Thr Val Thr Lys Ala Cys Leu Asn Val Pro Lys Cys Ile
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His Asp Ser Leu Leu Phe Asp Ala Asn Tyr Asn Pro Lys Pro Ala Tyr
305 310 315 320

Thr Ala Val Val Asn Ala Leu Arg
325

<210> 2

<211> 313

<212> PRT

<213> Fusarium verticillioides

<400> 2

Ile Pro Thr Ala Tle Glu Pro Arg Gln Ala Ala Asp Ser Ile Asn Lys
1 5 10 15

Leu Ile Lys Asn Lys Gly Lys Leu Tyr Tyr Gly Thr Ile Thr Asp Pro
20 25 30

Asn Leu Leu Gly Val Ala Lys Asp Thr Ala Ile Ile Lys Ala Asp Phe
35 40 45
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Fusarium verticillioides
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Secuencia artificial

Cebador 1

caccatgaag ctgtcttctt tcctcta
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Secuencia artificial

Cebador 2

tttttagcgg agagcegttga caacagc

<210> 9

<211> 328
<212> PRT
<213>

<400> 9

Fusarium oxysporum

ES 2734 145 T3

caagttcaac
ggtccgaggt
cgacaaggct
caagggcaag
ccgaaaggac
ccgcgecgec
ctececggecage
ccagggcgtt
ccaaatccag
cgagctcgac
caacgtcccce
caaggagcac

tgttgtcaac

27

27

ttcggtaget
cacactctgg
actctgacca
atctacgceccect
tctcacttca
cgcaaggctg
gcctccaagg
ccegtegacg
ggtgctctca
atccgcactg
aagtgcattg
gacagtcttce

gctcteceget

tcgaccaggt
tctggcactce
aggtcattga
gggacgtcgt
acaacgtctt
accccaacgce
tcaccaaggg
gcattggctce
ctgcectege
ccceccgecaa
gtatcaccgt
tgttcgatge

aa

tgtcaacttt
tcagctcccet
gaaccacgtc
caacgagatc
cggcaacgac
caagctgtac
tatggttccce
tcagactcac
caattctggt
cgactacgcect

ctggggtgte

taactacaac

Met Lys Leu Ser Ser Phe Leu Tyr Thr Ala Ser Leu Val Ala Ala Ile

1

5

10

74

15

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

942



Pro

Tle

Leu

Ala

65

Gln

Gln

Gln

Lys

Lys

145

Thr

Tyr

Lys

Val

Val

225

Ala

Lys

Thr

Lys

Leu

50

Val

Gly

Gln

Leu

Val

130

Ile

Leu

Val

Leu

Thr

210

Pro

Gly

Glu

Ala

Asn

35

Gly

Thr

Lys

Asn

Pro

115

Ile

Tyr

Arg

Gly

Tyr

195

Lys

Val

Gln

Val

Ile

20

Lys

Val

Pro

Phe

Gly

100

Gln

Glu

Ala

Lys

Ile

180

Ile

Gly

Asp

Ile

Ala
260

Glu

Gly

Ala

Glu

Asn

85

Leu

Trp

Asn

Trp

Asp

165

Ala

Asn

Met

Gly

Gln

245

Ile

Pro

Lys

Lys

Asn

70

Phe

Lys

Val

His

Asp

150

Ser

Phe

Asp

Val

Ile

230

Gly

Thr

Arg

Leu

Asp

55

Ser

Gly

Val

Lys

Val

135

Val

His

Arg

Tyr

Pro

215

Gly

Ala

Glu

ES 2734 145 T3

Gln

Tyr

40

Thr

Gly

Ser

Arg

Asn

120

Thr

vVal

Phe

Ala

Ser

200

Ser

Ser

Leu

Leu

Ala

25

Tyr

Ala

Lys

Phe

Gly

105

Ile

Asn

Asn

Asn

Ala

185

Leu

Val

Gln

Thr

Asp
265

Ser

Gly

Ile

Trp

Asp

His

Asn

Val

Glu

Asn

170

Arg

Asp

Lys

Thr

Ala

250

Ile

75

Asp

Thr

Ile

Asp

75

Gln

Thr

Asp

Val

Ile

155

Val

Lys

Ser

Lys

His

235

Leu

Arg

Ser

Ile

Lys

60

Ala

vVal

Leu

Lys

Gly

140

Phe

Phe

Ala

Gly

Trp

220

Leu

Ala

Thr

Ile

Thr

45

Ala

Thr

Val

Val

Ala

125

Arg

Asp

Gly

Asp

Ser

205

Leu

Asp

Asn

Ala

Asn

30

Asp

Asp

Glu

Asn

Trp

110

Thr

Tyr

Trp

Asn

Pro

190

Ala

Ser

Pro

Ser

Pro
270

Lys

Pro

Phe

Pro

Phe

95

His

Leu

Lys

Asp

Asp

175

Asn

Ser

Gln

Gly

Gly

255

Ala

Leu

Asn

Gly

Ser

80

Ala

Ser

Thr

Gly

Gly

160

Asp

Ala

Lys

Gly

Ala

240

Val

Asn



ES 2734 145 T3

Asp Tyr Ala Thr Val Thr Lys Ala Cys Leu Asn Val Pro Lys Cys Ile
275 280 285

Gly Ile Thr Val Trp Gly Val Ser Asp Lys Asn Ser Trp Arg Lys Glu
290 295 300

His Asp Ser Leu Leu Phe Asp Ala Asn Tyr Asn Pro Lys Ala Ala Tyr
305 310 315 320

Thr Ala Val Val Asn Ala Leu Arg
325

<210> 10

<211> 313

<212> PRT

<213> Fusarium oxysporum

<400> 10

Ile Pro Thr Ala Ile Glu Pro Arg Gln Ala Ser Asp Ser Ile Asn Lys
1 5 10 15

Leu Ile Lys Asn Lys Gly Lys Leu Tyr Tyr Gly Thr Ile Thr Asp Pro
20 25 30

Asn Leu Leu Gly Val Ala Lys Asp Thr Ala Ile Ile Lys Ala Asp Phe
35 40 45

Gly Ala Val Thr Pro Glu Asn Ser Gly Lys Trp Asp Ala Thr Glu Pro
50 55 60

Ser Gln Gly Lys Phe Asn Phe Gly Ser Phe Asp Gln Val Val Asn Phe
65 70 75 80

Ala Gln Gln Asn Gly Leu Lys Val Arg Gly His Thr Leu Val Trp His
85 90 95

Ser Gln Leu Pro Gln Trp Val Lys Asn Ile Asn Asp Lys Ala Thr Leu
100 105 110

Thr Lys Val Ile Glu Asn His Val Thr Asn Val Val Gly Arg Tyr Lys
115 120 125

Gly Lys Ile Tyr Ala Trp Asp Val Val Asn Glu Ile Phe Asp Trp Asp
130 135 140

Gly Thr Leu Arg Lys Asp Ser His Phe Asn Asn Val Phe Gly Asn Asp
145 150 155 160

76



Asp

Ala

Lys

Gly

Ala
225

Val

Asn

Ile

Glu

Tyr
305

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr Val Gly

Lys Leu Tyr
180

Val Thr Lys
195

Val Pro Val
210

Ala Gly Gln

Lys Glu Val

Asp Tyr Ala
260

Gly Ile Thr
275

His Asp Ser
290

Thr Ala Val

11
305
PRT

Ile

165

Ile

Gly

Asp

Ile

Ala

245

Thr

Val

Leu

Val

Fusarium oxysporum

11

Gln Ala Ser Asp Ser

1

5

Tyr Tyr Gly Thr Ile

20

Thr Ala TIle Ile Lys

35

Gly Lys Trp Asp Ala

50

Ala

Asn

Met

Gly

Gln

230

Ile

Val

Trp

Leu

Asn
310

Ile

Thr

Ala

Thr

Phe

Asp

Val

Ile

215

Gly

Thr

Thr

Gly

Phe

295

Ala

Asn

Asp

Asp

Glu
55

ES 2734 145 T3

Arg

Tyr

Pro

200

Gly

Ala

Glu

Lys

Val

280

Asp

Leu

Lys

Pro

Phe

40

Pro

Ala

Ser

185

Ser

Ser

Leu

Leu

Ala

265

Ser

Ala

Arg

Leu

Asn

25

Gly

Ser

Ala

170

Leu

Val

Gln

Thr

Asp

250

Cys

Asp

Asn

Ile

10

Leu

Ala

Gln

77

Arg

Asp

Lys

Thr

Ala

235

Ile

Leu

Lys

Tyr

Lys

Leu

Val

Gly

Lys

Ser

Lys

His

220

Leu

Arg

Asn

Asn

Asn
300

Asn

Gly

Thr

Lys
60

Ala

Gly

Trp

205

Leu

Ala

Thr

Val

Ser

285

Pro

Lys

vVal

Pro

45

Phe

Asp

Ser

190

Leu

Asp

Asn

Ala

Pro

270

Trp

Lys

Gly

Ala

30

Glu

Asn

Pro

175

Ala

Ser

Pro

Ser

Pro

255

Lys

Arg

Ala

Lys

15

Lys

Asn

Phe

Asn

Ser

Gln

Gly

Gly

240

Ala

Cys

Lys

Ala

Leu

Asp

Ser

Gly



Ser

65

Arg

Asn

Thr

Val

Phe

145

Ala

Ser

Ser

Ser

Leu

225

Leu

Ala

Ser

Ala

Arg
305

Phe

Gly

Ile

Asn

Asn

130

Asn

Ala

Leu

Val

Gln

210

Thr

Asp

Cys

Asp

Asn
290

Asp

His

Asn

Val

115

Glu

Asn

Arg

Asp

Lys

195

Thr

Ala

Ile

Leu

Lys

275

Tyr

Gln

Thr

Asp

100

Val

Ile

Val

Lys

Ser

180

Lys

His

Leu

Arg

Asn

260

Asn

Asn

val

Leu

85

Lys

Gly

Phe

Phe

Ala

165

Gly

Trp

Leu

Ala

Thr

245

Val

Ser

Pro

Val

70

Val

Ala

Arg

Asp

Gly

150

Asp

Ser

Leu

Asp

Asn

230

Ala

Pro

Trp

Lys

Asn

Trp

Thr

Tyr

Trp

135

Asn

Pro

Ala

Ser

Pro

215

Ser

Pro

Lys

Arg

Ala
295

ES 2734 145 T3

Phe

His

Leu

Lys

120

Asp

Asp

Asn

Ser

Gln

200

Gly

Gly

Ala

Cys

Lys

280

Ala

Ala

Ser

Thr

105

Gly

Gly

Asp

Ala

Lys

185

Gly

Ala

Val

Asn

Ile

265

Glu

Tyr

Gln

Gln

90

Lys

Lys

Thr

Tyr

Lys

170

Val

Val

Ala

Lys

Asp

250

Gly

His

Thr

78

Gln

75

Leu

Val

Ile

Leu

Vval

155

Leu

Thr

Pro

Gly

Glu

235

Tyr

Ile

Asp

Ala

Asn

Pro

Ile

Tyr

Arg

140

Gly

Tyr

Lys

Val

Gln

220

Val

Ala

Thr

Ser

Val
300

Gly

Gln

Glu

Ala

125

Lys

Ile

Ile

Gly

Asp

205

Ile

Ala

Thr

Val

Leu

285

Val

Leu

Trp

Asn

110

Trp

Asp

Ala

Asn

Met

190

Gly

Gln

Ile

Val

Trp

270

Leu

Asn

Lys

vVal

95

His

Asp

Ser

Phe

Asp

175

vVal

Ile

Gly

Thr

Thr

255

Gly

Phe

Ala

Val

80

Lys

Val

Val

His

Arg

160

Tyr

Pro

Gly

Ala

Glu

240

Lys

Val

Asp

Leu



10

<210> 12

<211> 1039
<212> ADN
<213>

<400> 12

atgaagctgt
gagccccgcec
tacggaacca
gctgactttg
cagggcaagt
ctcaaggtcc
atcaacgaca
cgctacaagg
gctttactaa
aaaggactct
cgctgecege
cggcagcgcec
gggcgtcccecce
aatccagggt
gctcgacatc
cgtccccaag
ggagcacgac
tgtcaacgcet

<210> 13

<211> 987
<212> ADN
<213>

<400> 13

atgaagctgt
gagccccgcece
tacggaacca
gctgactttg
cagggcaagt

ctcaaggtce

Fusarium oxysporum

cttccttect
aggcctccga
tcaccgacce
gcgecgtcac
tcaacttegg
gaggtcacac
aggctacttt
gcaagatcta
catgttcagg
cacttcaaca
aaggctgacc
tccaaggtca
gtcgacggta
gctctcactg
cgcactgcecce
tgcattggta
agccttctgt

ctcegetaa

Fusarium oxysporum

cttececttect
aggcctccga
tcaccgaccc
gcgeccegtcac
tcaacttcgg

gaggtcacac

ES 2734 145 T3

ctacaccgcce
cagcatcaac
caacctgcectce
acccgagaac
cagcttcgac
tctagtctgg
gaccaaggtc
cgcctgggta
acgtcgttaa
acgtcttegg
ccaacgccaa
ccaagggcat
ttggttctca
ccctegecaa
ccgccaacga
tcaccgtctg

tcgatgctaa

ctacaccgcece
cagcatcaac
caacctgctc
acccgagaac
cagcttcgac

tctagtctgg

tecgetggteg
aagctgatca
ggcgtcgcaa
tcgggtaagt
caggtcgtca
cactcccage
atcgagaacc
tgttttctte
cgagatcttc
caacgacgac
gctgtacatc
ggttccctcet
gactcacctt
ctctggtgtg
ctacgctacc
gggcgtatct

ctacaacccce

tecgetggteg
aagctgatca
ggcgtcgcaa
tcgggtaagt
caggtcgtca

cactcccecage

79

cggccattce
agaacaaggg
aggacactgce
gggatgccac
actttgctca
tcecectcagtg
acgtcaccaa
actcgaactt
gactgggatg
tacgttggca
aacgactaca
gtcaagaagt
gaccccggtg
aaggaggttg
gttaccaagg
gacaagaact

aaggctgcett

cggccattcecce
agaacaaggg
aggacactgce
gggatgccac
actttgctca

tceccteagtg

caccgccatce
caagctctac
catcatcaag
cgagcccagce
gcagaatggce
ggttaagaac
cgtegttgga
cttataaatg
gtaccctcceg
ttgecettceeg
gcctcgacte
ggctcagcca
ccgetggceca
ccatcaccga
cctgectcaa
cttggcgcaa

acactgctgt

caccgccatce
caagctctac
catcatcaag
cgagcccagce
gcagaatggce

ggttaagaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1039

60

120

180

240

300

360



10

atcaacgaca
cgctacaagg
accctccgaa
gcctteegeg
ctcgactccg
ctcagccagg
gctggccaaa
atcaccgagce
tgcctcaacg
tggcgcaagg
actgctgttg
<210> 14

<211> 942

<212> ADN
<213>

<400> 14

attcccaccg
aagggcaagc
actgccatca
gccaccgagce
gctcagcaga
cagtgggtta
accaacgtcg
ttcgactggg
gactacgttg
atcaacgact
tctgtcaaga
cttgaccceg
gtgaaggagg
accgttacca
tctgacaaga

cccaaggctg

<210> 15
<211> 305
<212> PRT

aggctacttt
gcaagatcta
aggactctca
ctgccecgeaa
gcagcgcectce
gcgteeceegt
tccagggtge
tcgacatccg
tcceccaagtg
agcacgacag

tcaacgctct

Fusarium oxysporum

ccatcgagcce
tctactacgg
tcaaggctga
ccagccaggg
atggcctcaa
agaacatcaa
ttggacgcta
atggtaccct
gcattgcecett
acagcctcga
agtggctcag
gtgccgetgg
ttgccatcac
aggcctgect
actcttggeg

cttacactge

ES 2734 145 T3

gaccaaggtc
cgcctgggac
cttcaacaac
ggctgacccce
caaggtcacc
cgacggtatt
tctecactgee
cactgcceccece
cattggtatc
ccttetgtte

ccgctaa

ccgccaggcece
aaccatcacc
ctttggcegece
caagttcaac
ggtccgaggt
cgacaaggct
caagggcaag
ccgaaaggac
ccgegetgece
ctccggecage
ccagggcegtc
ccaaatccag
cgagctcgac
caacgtcccc
caaggagcac

tgttgtcaac

atcgagaacc
gtcgttaacg
gtctteggeca
aacgccaagc
aagggcatgg
ggttctcaga
ctcgccaact
gccaacgact
accgtctggg

gatgctaact

tccgacagca
gaccccaacc
gtcacaccceg
ttcggcagcet
cacactctag
actttgacca
atctacgect
tctcacttca
cgcaaggctg
gcctccaagg
ccegtegacg
ggtgctctca
atccgcactg
aagtgcattg
gacagcctte

gctcteeget

80

acgtcaccaa
agatcttcga
acgacgacta
tgtacatcaa
ttcectetgt
ctcaccttga
ctggtgtgaa
acgctaccegt
gcgtatctga

acaaccccaa

tcaacaagct
tgctecggegt
agaactcggg
tcgaccaggt
tctggcactc
aggtcatcga
gggacgtcgt
acaacgtctt
accccaacgce
tcaccaaggg
gtattggttc
ctgccectege
ccceccgecaa
gtatcaccgt
tgttcgatge

aa

cgtcgttgga
ctgggatggt
cgttggcatt
cgactacagc
caagaagtgg
cceeggtgece
ggaggttgcc
taccaaggcce
caagaactct

ggctgcttac

gatcaagaac
cgcaaaggac
taagtgggat
cgtcaacttt
ccagctcect
gaaccacgtc
taacgagatc
cggcaacgac
caagctgtac
catggttccc
tcagactcac
caactctggt
cgactacgct

ctggggcgta

taactacaac

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

942



<213>
<400>
Gln

1

Tyr

Thr

Gly

Ser

65

Arg

Asn

Thr

Val

Phe

145

Ala

Ser

Ser

Ser

Leu

Fusarium sp.

15

Ala

Tyr

Ala

Lys

50

Phe

Gly

Ile

Gln

Asn

130

Asn

Ala

Leu

Val

Gln

210

Thr

Ala

Gly

Val

35

Trp

Asp

His

Asn

Val

115

Glu

Asn

Arg

Asp

Lys

195

Ser

Ala

Asp

Thr

20

Ile

Asp

Gln

Thr

Asp

100

Val

Ile

Val

Lys

Ser

180

Lys

His

Leu

Ser

Ile

Lys

Ala

Val

Leu

85

Lys

Gly

Phe

Phe

Ala

165

Ala

Trp

Leu

Ala

Ile

Thr

Ala

Thr

Val

70

Val

Ala

Arg

Asp

Gly

150

Asp

Ser

Leu

Asp

Asn

Asn

Asp

Asp

Glu

55

Asn

Trp

Thr

Tyr

Trp

135

Asn

Pro

Ala

Ser

Pro

215

Ser

ES 2734 145 T3

Lys

Pro

Phe

40

Pro

Phe

His

Leu

Lys

120

Asp

Asp

Asn

Ser

Gln

200

Gly

Gly

Leu

Asn

25

Gly

Ser

Ala

Ser

Thr

105

Gly

Gly

Asp

Ala

Lys

185

Gly

Ala

Val

Ile

10

Leu

Ala

Gln

Gln

Gln

90

Lys

Lys

Thr

Tyr

Lys

170

Val

Val

Ala

Lys

81

Lys

Leu

VvVal

Gln

75

Leu

VvVal

Ile

Leu

VvVal

155

Leu

Thr

Pro

Gly

Glu

Asn

Gly

Thr

Asn

60

Asn

Pro

Ile

Tyr

Arg

140

Gly

Tyr

Lys

Val

Gln

220

Val

Lys

Val

Pro

45

Phe

Gly

Gln

Glu

Ala

125

Lys

Ile

Ile

Gly

Asp

205

Val

Ala

Gly

Ala

30

Glu

Asn

Leu

Trp

Asn

110

Trp

Asp

Ala

Asn

Met

190

Gly

Gln

Ile

Lys

15

Lys

Asn

Phe

Lys

Val

95

His

Asp

Ser

Phe

Asp

175

vVal

Ile

Gly

Thr

Leu

Asp

Ser

Gly

vVal

80

Lys

Val

Val

His

Arg

160

Tyr

Pro

Gly

Ala

Glu



225

Leu Asp

Ala

Cys

Ser Asp

Ile

Leu

Lys

Arg
245

Asn
260

Asn Ser

275

Asn
290

Ser

Arg
305

<210>
<211>
<212>
<213>

16
1039
ADN

<400> 16

atgaagctgt
gagcccecgcec
tacggaacca
gccgactttg
cagggcaact
ctcaaggtcc
atcaacgaca
cgctacaagg
aatttgctaa
aaaggattct
cgcegeccge
cgccagegcec
gggcgttccecce
agtccagggt
gctcgacatc
cgtccccaag
ggagcacgac

tgtcaacget

Tyr

Asn

Fusarium sp.

cttectttect
aggccgecga
tcaccgacce
gcgecgtcac
tcaacttcgg
gaggtcacac
aggctactct
gcaagatcta
catgttcagg
cacttcaaca
aaggctgacc
tccaaggtca
gtcgacggceca
gctectecactg
cgcactgccce
tgcattggta
agccttetgt

cteegetaa

Thr Ala Pro

Val Pro Lys

Pro Lys Pro

ES 2734 145 T3

230

Trp Arg

Ala

Cys

Lys

235

Asn
250

Ile
265

Glu

280

295

ctacaccgece
cagcatcaac
caacctgctce
ccccgagaac
tagcttcgac
tctggtcectgg
gaccaaggtc
cgecectgggta
acgttgtcaa
acgtcttegg
ccaacgccaa
ccaagggcat
ttggctccca
ccctegecaa
ccgccaacga
tcaccgtctg

tcgactccaa

Ala

Tyr

tcgetggteg
aagctgatca
ggcgtcgcaa
tcgggcaagt
caggtcgtca
cactctcage
attgagaacc
tgttttettg
cgagatcttce
caacgatgac
gctgtacate
ggtccectee
gtctcacctt
ctctggtgte
ctacgccacce
gggtgtctct

ctacaacccce

82

Asp Tyr Ala

Gly Ile Thr

His Asp Ser

Thr Ala Val

Thr

Val

Leu
285

Val
300

cggccattece
agaacaaggg
aggacaccgc
gggacgccac
actttgctca
tcecctecagtg
acgtcaccca
cctecgaccett
gactgggacg
tacgttggca
aacgactaca
gtcaagaagt
gaccceggtg
aaggaggttg
gtcaccaagg
gacaagaact

aagcctgett

240

Thr
255

Val Lys

Trp Val

270

Gly

Leu Phe Asp

Asn Ala Leu

caccgccatce
caagctctac
cgtcatcaag
cgagcccagce
gcagaatggce
ggttaagaac
agtcgttgga
ctcaaagatg
gtacccteceg
ttgeccttceeg
gecctegacte
ggctcagcca
ccgetggeca
ccatcaccga
cctgcectaaa
cttggcgcaa

acactgctgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1039
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<210> 17

<211> 987
<212> ADN
<213>

<400> 17

atgaagctgt
gagccccgee
tacggaacca
gccgactttg
cagggcaact
ctcaaggtcc
atcaacgaca
cgctacaagg
accctcecgaa
gcetteegeg
ctcgacteccg
ctcagccagg
gctggccaag
atcaccgagce
tgcctaaacg
tggcgcaagg
actgctgttg
<210> 18

<211> 942

<212> ADN
<213>

<400> 18

attcccaccg
aagggcaagc
accgccgtca
gccaccgagce
gctcagcaga
cagtgggtta

acccaagtcg

Fusarium sp.

cttctttect
aggccgecga
tcaccgacce
gcgcecgtcac
tcaacttcgg
gaggtcacac
aggctactct
gcaagatcta
aggattctca
ccgcccgcaa
ccagcgcecte
gcgttcecegt
tccagggtge
tcgacatceg
tcceccaagtg
agcacgacag

tcaacgctct

Fusarium sp.

ccatcgagcc
tctactacgg
tcaaggccga
ccagccaggg
atggcctcaa
agaacatcaa

ttggacgcta

ES 2734 145 T3

ctacaccgcc
cagcatcaac
caacctgcectce
ccccgagaac
tagcttcgac
tctggtctgg
gaccaaggtc
cgectgggac
cttcaacaac
ggctgacccece
caaggtcacc
cgacggcatt
tctcactgece
cactgceccece
cattggtatc
ccttetgtte

ccgctaa

ccgccaggcec
aaccatcacc
ctttggecgece
caacttcaac
ggtccgaggt
cgacaaggct

caagggcaag

tcgectggtceg
aagctgatca
ggcgtcgecaa
tcgggcaagt
caggtcgtca
cactctcage
attgagaacc
gttgtcaacg
gtctteggea
aacgccaagc
aagggcatgg
ggctcccagt
ctegecaact
gccaacgact
accgtetggg

gactccaact

gccgacagca
gaccccaacc
gtcacccecceg
ttcggtaget
cacactctgg
actctgacca

atctacgcect

83

cggccattcc
agaacaaggg
aggacaccgc
gggacgccac
actttgctca
tcecctecagtg
acgtcaccca
agatcttcga
acgatgacta
tgtacatcaa
tccecteegt
ctcaccttga
ctggtgtcaa
acgccaccgt
gtgtctctga

acaaccccaa

tcaacaagct
tgcteggegt
agaactcggg
tcgaccaggt
tctggcactce

aggtcattga

gggacgttgt

caccgccatc
caagctctac
cgtcatcaag
cgagcccagce
gcagaatggc
ggttaagaac
agtcgttgga
ctgggacggt
cgttggecatt
cgactacagce
caagaagtgg
ccceggtgece
ggaggttgec
caccaaggcc
caagaactct

gcectgettac

gatcaagaac
cgcaaaggac
caagtgggac
cgtcaacttt
tcagctcect
gaaccacgtc

caacgagatc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

987

60

120

180

240

300

360

420
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15

ttcgactggg
gactacgttg
atcaacgact
tccgtcaaga
cttgacccceg
gtcaaggagg
accgtcacca
tctgacaaga

cccaagcectg

<210> 19
<211> 40
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 19

acggtaccct
gcattgcctt
acagcctcga
agtggctcag
gtgcecgetgg
ttgccatcac
aggcctgect
actcttggceg

cttacactgce

Secuencia artificial

Cebador 1

ES 2734 145 T3

ccgaaaggat
ccgcgecgec
ctcecgecage
ccagggcegtt
ccaagtccag
cgagctcgac
aaacgtcccce
caaggagcac

tgttgtcaac

ccgeggecgce accatgaagc tgtettectt cctctacacc

<210> 20
<211> 37
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 20

Secuencia artificial

Cebador 2

ccggcegcegcc cttattagcg gagagcegttg acaacag

tctcacttca
cgcaaggcetg
gcctceccaagg
ccecgtegacg
ggtgctctca
atccgcactg
aagtgcattg
gacagcctte

gctcteceget

40

37

84

acaacgtctt
accccaacgc
tcaccaaggg
gcattggctce
ctgccectege
ccceccgecaa
gtatcaccgt
tgttcgactce

aa

cggcaacgat
caagctgtac
catggtcecce
ccagtctcac
caactctggt
cgactacgcece

ctggggtgtce

caactacaac

480

540

600

660

720

780

840

900

942



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734 145 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para degradar material que contiene arabinoxilano insoluble en un material que contiene xilano, que
comprende mezclar dicho material que contiene xilano con una xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica
que se muestra en esta memoria como SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 2 o SEQ ID N°. 1; o una variante u homoélogo de
esta que tenga al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 3 o la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o una secuencia
polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 3, la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1 con una sustitucion conservativa de
al menos uno o de al menos 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada por una secuencia de
nucledtidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6, SEQ ID N° 5 o SEQ ID N° 4, o una secuencia de
nucledtidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N° 5 o la SEQ ID N° 4 en condiciones de alta
astringencia, o una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID
N°. 5 0 la SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que difiere de la SEQID N°. 6 ola SEQ ID N°. 50la SEQ ID
N°. 4 debido a la degeneracion del cédigo genético.

2. El uso de una xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 3,
SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1; o una variante u homologo de esta que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ
ID N°. 30la SEQID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 3, la SEQ
ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1 con una sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos; o
una xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6,
SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4 0 una secuencia de nucledtidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 50
SEQ ID N°. 4 en condiciones de alta astringencia, o una secuencia de nucleotidos que tiene al menos un 75% de
identidad con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que difiere de la
SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N° 5 o la SEQ ID N°. 4 debido a la degeneracion del cédigo genético para solubilizar
arabinoxilano en un material que contiene xilano.

3. El método o uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2 en donde el material que contiene xilano se
selecciona de uno o mas del grupo que consiste en: un alimento o un pienso; un componente alimentario; un material
a base de grano; una papilla; un mosto; una malta; apenas malteada; un complemento; una papilla apenas y una
harina de cereal.

4. El método o uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde se solubilizan los
arabinoxilanos sin aumentar la viscosidad en el medio de reaccion.

5. El método o uso de acuerdo con la reivindicacion 3 en donde el alimento o el pienso o el componente alimentario
comprende o consiste en maiz, DDGS, trigo, salvado de trigo o una combinacién de estos.

6. El método o uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes en donde la xilanasa se usa en
combinacion con una o mas de las enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una proteasa (p. €j., subtilisina
(E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serin proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una queratinasa
(E.C. 3.4.x.x)) y/o una amilasa (que incluye a-amilasas (E.C. 3.2.1.1), amilasas formadoras de G4 (E.C. 3.2.1.60), B-
amilasas (E.C. 3.2.1.2) y y-amilasas (E.C. 3.2.1.3) y/o una proteasa (p. €j., subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o una bacilolisina
(E.C. 3.4.24.28) o una serin proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una queratinasa (E.C. 3.4.x.x)).

7. Un polipéptido que tiene actividad xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria
como SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1 o una variante u homologo de esta que tiene al menos un 99% de identidad con la
SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o un polipéptido que esta codificado por una secuencia de nucleétidos mostrada en
esta memoria como SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4 o una secuencia de nucleotidos que tiene al menos un 97,7% de
identidad con la SEQ ID N°. 5 0 la SEQ ID N°. 4.

8. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 7 en donde:

a) el polipéptido es una endo-1,4-B-xilanasa; y/o

b) el polipéptido tiene una temperatura 6ptima en el intervalo de 50-70°C, preferiblemente aproximadamente 60°C; y/o
c) el polipéptido tiene un pH 6ptimo en el intervalo de 4,6 a 7, preferiblemente aproximadamente 6; y/o

d) el polipéptido se formula con un recubrimiento o esta encapsulado.

9. Una molécula de acido nucleico aislada o recombinante que comprende una secuencia polipeptidica seleccionada
del grupo que consiste en:

a) una secuencia de polinucledtidos que codifica una secuencia polipeptidica seleccionada del grupo que consiste en
la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1 o una variante u homodlogo de esta que tiene al menos un 99% de identidad con
SEQIDN°.20SEQID N°. 1;0
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b) una secuencia de polinucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4; o una secuencia
de nucledtidos que tiene al menos un 97,7% de identidad (preferiblemente un 98% de identidad) con la SEQ ID N°. 5
ola SEQID N°. 4.

10. Una composicion de aditivo alimentario o una premezcla que comprende (o que consiste esencialmente en o que
consiste en) una xilanasa que comprende una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°.
3, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1; o una variante u homélogo de esta que tiene al menos un 75% de identidad con la
SEQID N°. 30la SEQID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1; o una secuencia polipeptidica que comprende SEQ ID N°. 3, SEQ
ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1 con una sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos; o una
xilanasa que esta codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6, SEQ
ID N°. 5 0 SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 50 la
SEQ ID N°. 4 en condiciones de alta astringencia, o una secuencia de nucleotidos que tiene al menos un 75% de
identidad con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que difiere de la
SEQID N°. 6 ola SEQID N°. 50 la SEQ ID N°. 4 debido a la degeneracion del cddigo genético o un polipéptido de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, y opcionalmente al menos un mineral y/o al menos una vitamina.

11. La composicién de aditivo alimentario o premezcla de acuerdo con la reivindicacion 10 que comprende ademas
una o mas de las enzimas seleccionadas del grupo que consiste en una proteasa (p. €j., subtilisina (E.C. 3.4.21.62) o
una bacilolisina (E.C. 3.4.24.28) o una serin proteasa alcalina (E.C. 3.4.21.x) o una queratinasa (E.C. 3.4.x.x)) y/o una
amilasa (que incluye a-amilasas (E.C. 3.2.1.1), amilasas formadoras de G4 (E.C. 3.2.1.60), -amilasas (E.C. 3.2.1.2)
y y-amilasas (E.C. 3.2.1.3).

12. Un método para preparar un pienso que comprende mezclar un componente alimentario con una xilanasa que
comprende una secuencia polipeptidica mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 3, SEQ ID N°. 2 0 SEQ ID N°. 1;
o una variante u homologo de esta que tiene al menos un 75% de identidad con la SEQ ID N°. 3o la SEQ ID N°. 2 o
la SEQ ID N°. 1; o una secuencia polipeptidica que comprende la SEQ ID N°. 3, la SEQ ID N°. 2 o la SEQ ID N°. 1 con
una sustitucion conservativa de al menos uno y menos de 15 de los aminoacidos; o una xilanasa que esta codificada
por una secuencia de nucleétidos mostrada en esta memoria como SEQ ID N°. 6, SEQ ID N°. 50 SEQ ID N°. 4, o una
secuencia de nucleotidos que puede hibridar con la SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4 en condiciones
de alta astringencia, o una secuencia de nucleétidos que tiene al menos un 75% de identidad de secuencia con la
SEQ ID N°. 6, la SEQ ID N°. 5 o0 la SEQ ID N°. 4, o una secuencia de nucleétidos que difiere de la SEQ ID N°. 6 o la
SEQ ID N°. 5 o la SEQ ID N°. 4 debido a la degeneracién del cddigo genético; o un polipéptido de acuerdo con las
reivindicaciones 7 u 8, o una composicién de aditivo alimentario de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10
u11.

13. Un pienso que comprende una composicion de aditivo alimentario o premezcla de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 10 u 11 obtenidas mediante el método de la reivindicacion 12.

14. El uso de una composicion de aditivo alimentario o premezcla de acuerdo con la reivindicacién 10 en alimentacion
0 un pienso de acuerdo con la reivindicacion 13, para mejorar el rendimiento del animal que incluye aumentar la
eficacia del alimento y/o aumentar la ganancia de peso y/o reducir la relacion de conversién del alimento y/o mejorar
la digestibilidad de los nutrientes o la energia en un alimento y/o mejorar la retencion de nitrégeno y/o mejorar la
respuesta inmune en el sujeto que se produce con el uso de la composicion de aditivo alimentario de la presente
invencion en alimentos en comparacion con alimentos que no comprenden dicha composicion de aditivo alimentario.
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FIGURA 1

(SEQID N°. 1)

mklssiyviashaalPTAIEPROAADSINKLIKNKGKLYY GTITDPNLLGVARKDTAIKADFGAVTFEN
SGHKWDATEPSCQGKFNFGSFDOVVNFAQONGLKVRGHTLVWHSQLPOWWVENINDKATLTK
VIENHVTOQWWGRYKGKIY AWDWVWNEIFEWDGTLREDSHFNNYFGNDDYVGIAFRAARKADP
NAKLYINDYSLDSGSASKVTKGMYVPSVEKKWLSQGVPVDGIGSATHLDPGAAGQIQGALTAL
ANSGVKEVAITELDIRTAPANDYATVTKACLNVPKCIGITVWGYSDKNSWRKEHDSLLFDAN
YHPKPAYTAVVNALR

FIGURA 2

(SEQID N°. 2)

IPTAIEPROAADSINKLIKNKGKLYY GTITDPNLLGYVAKDTAIIKADFGAVTPENSGKWDATEP

SQGKFNFGSFDOVVNFAQONGLEVRGHTLVWHS QLPOWVENINDEATLTEVIEMHVTOW
GRYKGEIYAWDVYNEIFEWDGTLREDSHFNNYFGNDODYYGIAFRAARKADPNAKLYINDY S

LDSGSASKVTKGMVPSVERKWLEQGVPYDGIGSQTHLDPGAAGQIQGALTALANSGVEEVAI
TELDIRTAPANDYATVTEKACLNVPECIGITVWGVSDENSWRKEHDSLLFDANYNPREPAYTAY
WNALR

FIGURA 3

(SEQID N°. 3)

QAADSINKLIKNEGELYY GTITDPNLLGVAKDTAIKADFGAVTFENSGEWDATEFSQGKFNF
GEFDONVVNFAQONGLEVREGHTLVWHSQLPOWVENINDEATLTEVIENHVTOVYGRYKGRKIY
AWCNVNEIFEWDGTLRKDSHFNNVFGNDDYYGIAFRAARKADPNAKLY INDYSLDSGSASK
VTHGMVPSVEKWLSQGYPYDGIGSAQTHLDPGAAGQIQGALTALANSGVKEVAITELDIRTAR
ANDYATVTKACLNVPKCIGI TVWGYVSDKNSWRKEHDSLLFDANYNPKPAY TAVVNALR
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FIGURA 4

(SEQID Ne. 4)

ATGAAGCTGTCTTCTTTCCTCTACACCGLCTCGCTGGTOGCGGCCATTCCCACCGLEA
TCEAGCCCCOUCAGGUTGCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGGCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGEOGTCGCAAAGEACACCGCCATC
ATCAAGGCCGACTTTGGOGCCGTTACCCCCGAGAACTCGGGLAAGTGGGACGCCACT
GAGCCCAGCCAGGGCAAGTTCAACTTCGGTAGCTTCGACCAGGTTGTCAACTTTGCCE
AGCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTGGTCTGGCACTCTCAGCTCCOTCA
GTGEGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTGAGAACCACGTEA
CCCAAGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCT GG gtatgttttattcccccagacttett
cgaaatgactttgctaacatgitcagGACGTCGTCAACGAGATCT TCGAGTGLEGACGGTACCCTCE
GAMMGGACTCTCACTTCAACAACGTCTTCGGLAACGACGACTACGTTGGCATTGCCTTC
CGCGCCGCCCGCAAGGCTGACCCCAACGCCAAGCTGTACATCAACGACTACAGCCTCG
ACTCCGECAGCGCCTCCAAGGTCACCAAGGGTATGGTTCCCTCCETCAAGAAGTGGCT
CAGCCAGGGCGTTCCCGTCGACGGCATTGGCTCTCAGACTCACCTTGACCCCGGTGCC
GCTGGCCAAATCCAGGGTGCTCTCACTGCCCTCGOCAATTCTGETGTCAAGGAGGTTG
CCATCACCGAGCTCGACATCCGCACTGCCCCOGCCAACGACTACGCTACCGTCACCAA
GECCTGECCTCAACGTCCCCAAGTGCATTGGTATCACCGTCTGGEEETGTCTCTGACAAG
AACTCTTGECGLAAGGAGCACGACAGTCTTCTGTTCGATGCTAACTACAACCCCAAGCC
TGCTTACACTGCTGTTGTCAACGCTCTCCEGETAA
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FIGURA 5

(SEQID Ne. 5)

ATGAAGCTGTCTTCTTTCCTCTACACCGCCTCGCTGGTCGCGGCCATTCCCACCGCCA
TCGAGCCCCGCCAGGCTGCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGGCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGCGTCGLAAAGGACACCGCCATC
ATCAAGGCCGACTTTGGCGCCGTTACCCCCGAGAACTCGGGCAAGTGGGACGCCACC
GAGCCCAGCCAGGGCAAGTTCAACTTCGGTAGCTTCGACCAGGTTGTCAACTTTGCCC
AGCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTGGTCTGGCACTCTCAGCTCCCTCA
GTGGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTGAGAACCACGTCA
CCCAAGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGLOTGEGACGTCETLAAGGAGAT
CTTCGAGTGGGACGGETACCCTCCGAAAGGACTCTCACTTCAACAACGTCTTCGGCAAC
GACGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGCCGCCCBLAAGGCTGACCCCAACGLCAAGT
TEGTACATCAACGACTACAGCCTCGACTCCGGCAGCGCCTCCAAGGTCACCAAGGGTAT
GGTTCCCTCCGTCAAGAAGTGGLTCAGCCAGGGCGTTCCCGTCGACGGCATTGGCTCT
CAGACTCACCTTGACCCCGGTGLCGCTGGLCAAATCCAGGGTGCTCTCACTGCCCTCG
CCAATTCTGGTGTCAAGGAGGTTGCCATCACCGAGCTCGACATCCGCACTGCCCCCGE
CAACGACTACGCTACCGTCACCAAGGCCTGCCTCAACGTCCCCAAGTGCATTGGTATCA
CCGTCTGOGGTGTCTCTGACAAGAACTCTTGGCGCAAGGAGCACGACAGTCTTCTGTT
CGATGCTAACTACAACCCCAAGCCTGCTTACACTGCTGTTGTCAACGLTCTCCGCTAA
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FIGURA 6

(SEQ ID N°. 6)

ATTCCCACCGCCATCGAGCCCCGLCAGGCTGCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGA,
ACAAGGGCAAGCTCTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGLGTCGCAAL
GGACACCGCCATCATCAAGGCCGACTTTGGCGCCGTTACCCCCGAGAACTCGGGCAAG
TGGEACGUCALCGAGCCCAGLCAGGGCAAGTTCAACTTLGLOTAGLTTCGACCAGGTTG
TCAACTTTGCCCAGCAGAATGGLCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTGGTCTGGCACTCT
CAGCTCCOCTCAGTGGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTGA
GAACCACGTCACCCAAGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGOGACGTC
GTCAACGAGATCTTCGAGTGGGACGGTACCCTCCGAAAGGACTCTCACTTCAACAACGT
CTTCGGCAACGACGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGCCGLCCCGCAAGGCTGACCCC
AACGCCAAGCTGTACATCAACGACTACAGCCTCGACTCCGGCAGCGCCTCCAAGGTCA
CCAAGGGTATGGTTCCCTCCGTCAAGAAGTGGCTCAGCCAGGGLCGTTCCCGTCGACGE
CATTGGCTCTCAGACTCACCTTGACCCCGGTGCCGCTGGCCAAATCCAGGGTGCTCTC
ACTGCCCTCGLCAATTCTGETGTCAAGGAGGTTGCCATCACCGAGCTCGACATCCGEA
CTGCCCCCGLCAACGACTACGUTACCGTCACCAAGGCCTGCCTCAACGTCCCCAAGTG
CATTGGTATCACCGTCTGGGATATCTCTGACAAGAACTCTTGGCGCAAGGAGCACGAT
AGTCTTCTGTTCGATGCTAACTACAACCCCAAGCCTGCTTACACTGCTGTTGTCAACGCT
CTCCGCTAA
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FIGURA 7
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FIGURA 13
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FIGURA 15

(SEQ ID N°. 9)

mklssfvtasivaalPTAIEPROASDSINKLIKNEGELY YGTITDPNLLGVAKDTAIKADFGAYTREN
SGEKWDATEPSQGKFNFGESFDOWVWVHFAQONGLEVRGHTUVIWHSQLPOWWENIMDHEATLTE
VIENHY TNV GRYKGKIY AWDWYHNEIFDWDGTLREDSHFMMNYFGHNDDYVGIAF RAARKADP
MAKLYINDYSLDSGESASKVTHKGMYPS VK KWLEOGWVPYVDGIGEOTHLDPGAAG QI QGALTAL
ANSEVKEVAITELDIRTAPANDY ATYTRKACLNYPRCIGITYVAWEVSDENSWRKEHDSLLFDAN
YHPEAAY TAVYNALR

FIGURA 16

(SEQ ID N°.10)

IPTAIEPROASDSINKLIKNEGELYYGTITDPHNLLGYARDTAIKADFGAVTPENSGRWDATER
SOGKFHNFGESFDOVYNFAGONGLEVRGHT LAWHSOLPOWWVENINDEATLTEVIENHW TR
GRYKGKY SWOAWVHEIFDWDGTLREKDSHFNNYFGNDDYWGIAF RAARKADPNAKLYINDY S
LOSGSASKYTRGMYPSVERWLEAGYPYDGIGSOTHLDPGAAGHOGAL TALAMSGVEEVAI
TELHRTAPANDYATVTEACLNYPECIGITWVWEYSDENSWRKEHDSLLFDANY NPRAAYTAY
WHALE

FIGURA 17

(SEQ ID N°. 11)

QASDSINKLIENKGELYYGTITDPNLLGVAKDTAIKADFGAVTPENSGEWDATEPSQGHFNF
GEFDOVYNFAQAONGLIVREHTLVWHSOLPOWWHKNINDEATLTEVIENHVTHWWGRY KGKIY
AWDWNEIFDAWD G TLREDSHFNMYFGHDDYWVGIAFRAARKADPNAKLYINDY SLOSGSASK
WTREGMVESVERWLEOEYRVDGIGESOTHLDPGAAGDIOGALTALANSGVHEVAITELDIRTAP
ANDYATVTEACLNYPECIGITVWGYSDENSWRKEHDSLLFDANYNPRAAY TAVVMNALE
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FIGURA 18
Perfiles de viscosidad RVA, trigo de grano completo
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FIGURA 19

SEQID N°. 12

ATGAAGCTGTCTTCCTTCCTCTACACCGCCTCGCTGGTCGCGGCCATTCCCACCGCCA
TCGAGCCCCGCCAGGCCTCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGGCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGCGTCGCAAAGGACACTGCCATC
ATCAAGGCTGACTTTGGCGCCGTCACACCCGAGAACTCGGETAAGTGGGATGCCACCG
AGCCCAGCCAGGGCAAGTTCAACTTCGGCAGCTTCGACCAGGTCGTCAACTTTGCTCA
GCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTAGTCTGGCACTCCCAGCTCCCTCAG
TGGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTTTGACCAAGGTCATCGAGAACCACGTCAC
CAACGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGGytalgttticticactecgaactictiataaa
tggctitactaacatgticagGACGTCGTTAACGAGATCTTCGACTGGGATGGTACCCTCCGAAAG
GACTCTCACTTCAACAACGTCTTCGGCAACGACGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGC
TGCCCGCAAGGCTGACCCCAACGLCCAAGCTGTACATCAACGACTACAGCCTCGACTCC
GGCAGCGCCTCCAAGGTCACCAAGGGCATGGTTCCCTCTGTCAAGAAGTGGCTCAGCC
AGGGCGTCCCCGTCGACGGTATTGGTTCTCAGACTCACCTTGACCCCGGTGCCGCTGG
CCAAATCCAGGGTGCTCTCACTGCCCTCGLCAACTCTGGTGTGAAGGAGGTTGCCATC
ACCGAGCTCGACATCCGCACTGCCCCCGCCAACGACTACGCTACCGTTACCAAGGECT
GCCTCAACGTCCCCAAGTGCATTGGTATCACCGTCTGGGGCGTATCTGACAAGAACTCT
TGGCGCAAGGAGCACGACAGCCTTCTGTTCGATGCTAACTACAACCCCAAGGLTGLUTTA
CACTGCTGTTGTCAACGCTCTCCGCTAA
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FIGURA 20

SEQID N°. 13

ATGAAGCTGTCTTCCTTCCTCTACACCGCCTCGCTGGTCGCGGCCATTCCCACCGCCA
TCGAGCCCCGUCAGGUCTCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGGCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGLGTCGCAAAGGACACTGCCATC
ATCAAGGCTGACTTTGGCGCCGTCACACCCGAGAACTCGGGTAAGTGGGATGCCACCG
AGCCCAGCCAGGGCAAGTTCAACTTCGGCAGCTTCGACCAGGTCGTCAACTTTGCTCA
GCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTAGTCTGGCACTCCCAGCTCCCTCAG
TGCGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTTTGACCAAGGTCATCGAGAACCACGTCAC
CAACGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGGGACGTCGTTAACGAGATC
TTCGACTGGGATGGTACCCTCCGAAAGGACTCTCACTTCAACAACGTCTTCGGCAACGA
CGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGCTGLCCGCAAGGCTGACCCCAACGCCAAGCTG
TACATCAACGACTACAGCCTCGACTCCGGCAGCGCCTCCAAGGTCACCAAGGGCATGG
TTCCCTCTGTCAAGAAGTGGCTCAGCCAGGGCGTCCCCGTCGACGGTATTGGTTCTCA
GACTCACCTTGACCCCGGTGCCGCTGGCCAARATCCAGGGTGCTCTCACTGCCCTCGCC
AACTCTGGTGTGAAGGAGGTTGCCATCACCGAGCTCGACATCCGCACTGCCCCCGCCA
ACGACTACGCTACCGTTACCAAGGCCTGCCTCAACGTCCCCAAGTGCATTGGTATCACC
GTCTGGGGUCGTATCTGACAAGAACTCTTGGCGCAAGGAGCACGACAGCCTTICTGTTCG
ATGCTAACTACAACCCCAAGGCTGCTTACACTGCTGTTGTCAACGCTCTCCGCTAA
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FIGURA 21

SEQID N°. 14

ATTCCCACCGCCATCGAGCCCCGCCAGGCCTCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGA
ACAAGGGCAAGCTCTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGCGTCGCAAA
GGACACTGCCATCATCAAGGCTGACTTTGGCGCCGTCACACCCGAGAACTCGGGTAAG
TGGGATGCCACCGAGCCCAGCCAGGGCAAGTTCAACTTCGGCAGCTTCGACCAGETCG
TCAACTTTGCTCAGCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTAGTCTGGCACTCC
CAGCTCCCTCAGTGGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTTTGACCAAGGTCATCGA
GAACCACGTCACCAACGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGGGACGTC
GTTAACGAGATCTTCGACTGGGATGGTACCCTCCGAAAGGACTCTCACTTCAACAACGT
CTTCGGCAACGACGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGCTGCCCGCAAGGCTGACCCC
AACGCCAAGCTGTACATCAACGACTACAGCCTCGACTCCGGCAGCGCCTCCAAGGTCA
CCAAGGGCATGGTTCCCTCTGTCAAGAAGTGGCTCAGCCAGGGCGTCCCCGTCGACG
GTATTGGTTCTCAGACTCACCTTGACCCCGGTGCCGUTGGUCARATCCAGGGTGCTCT
CACTGCCCTCGCCAACTCTGGTGTGAAGGAGGTTGCCATCACCGAGCTCGACATCCGC
ACTGCCCCCGCCAACGACTACGCTACCGTTACCAAGGCCTGCCTCAACGTCCCCAAGT
GCATTGGTATCACCGTCTGGGGCGTATCTGACAAGAACTCTTGGCGCAAGGAGCACGA
CAGCCTTCTGTTCGATGCTAACTACAACCCCAAGGCTGCTTACACTGCTGTTGTCAACG
CTCTCCGCTAA,
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FIGURA 25

SEQID N°. 15

QAADSINKLIKNKGKLYYGTITDPNLLGVAKDTAVIKADF GAVTPENSGKWDATEPSQGNFN
FGSFDQWVWNFAQQONGLKVRGHTLVWHSQLPQWWVKNINDKATLTKVIENHVTQVWGRYKGKI
YAWDVYNEIFDWDGTLRKDSHFNNVFGNDDYVGIAFRAARKADPNAKLYINDYSLDSASAS
KVTKGMVPSVEKWLSQGYPVDGIGSQSHLDPGAAGOVRGALTALANSGVYKEVAITELDIRT
APANDYATVTKACLNVPKCIGITVWGVSDKNSWRKEHDSLLFDSNYNPKPAY TAVVNALR
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FIGURA 27

Maiz en DDGS:
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Liberacion de pentosano (ug/ml)
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FIGURA 30

(SEQ ID N°. 16)

ATGAAGCTGTCTTCTTTCCTCTACACCGCCTCGCTGGTCGCGGCCATTCCCACCGCCA
TCGAGCCCCGCCAGGCCGCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGGCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGCGTCGCAAAGGACACCGCCGTC
ATCAAGGCCGACTTTGGCGCCGTCACCCCCGAGAACTCGGGCAAGTGGGACGCCACT
GAGCCCAGCCAGGGCAACTTCAACTTCGGTAGCTTCGACCAGGTCGTCAACTTTGCTCA
GCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTGGTCTGGCACTCTCAGCTCCCTCAG
TEGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTGAGAACCACGTCAC
CCAAGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGGgtatgttitctigectegacctictca
aagatgaatttgctaacatgttcagCGACGTTGTCAACGAGATCTTCGACTGGGACGGTACCCTCCG
AAAGGATTCTCACTTCAACAACGTCTTCGGCAACGATCACTACGTTGGCATTGCCTTCC
GCGCCGCCCGCAAGGCTGACCCCAACGCCAAGCTGTACATCAACGACTACAGCCTCGA
CTCCGCCAGCGCCTCCAAGGTCACCAAGGGCATGGTCCCCTCCGTCAAGAAGTGGCTC
AGCCAGGGCGTTCCCGTCGACGGCATTGGCTCCCAGTCTCACCTTGACCCCGGTGCCG
CTGGCCAAGTCCAGGGTGCTCTCACTGCCCTCGCCAACTCTGGTGTCAAGGAGGTTGC
CATCACCGAGCTCGACATCCGCACTGCCCCCGCCAACGACTACGCCACCGTCACCAAG
GCCTGCCTAAACGTCCCCAAGTGCATTGGTATCACCGTCTGGGGTGTCTCTGACAAGAA
CTCTTGGCGCAAGGAGCACGACAGCCTTCTGTTCGACTCCAACTACAACCCCAAGCCT
GCTTACACTGCTGTTGTCAACGCTCTCCGCTAA
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FIGURA 31

(SEQ ID N°. 17)

ATGAAGCTGTCTTCTTTCCTCTACACCGCCTCGCTGGTCGCGGCCATTCCCACCGCCA
TCGAGCCCCGCCAGGCCGCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGAACAAGGGCAAGCT
CTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGCGTCGCAAAGGACACCGCCGTC
ATCAAGGCCCACTTTGGCGCCGTCACCCCCGAGAACTOLGGLAAGTGGGACGLCACG
GAGCCCAGCCAGGGCAACTTCAACTTCGGTAGCTTCGACCAGGTCGTCAACTTTGCTCA,
GCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTGGTCTGGCACTCTCAGCTCCCTCAG
TGGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTGAGAACCACGTCAG
CCAAGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGGGACGTIGTCAACGAGATC
TTCGACTGGGACGGTACCCTCCGAAAGGATTCTCACTTCAACAACGTCTTCGGCAACGA
TGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGCCGCCCGCAAGGCTGACCCCAACGCCAAGCTG
TACATCAACGACTACAGCCTCGACTCCGCCAGCGCCTCCAAGGTCACCAAGGGCATGG
TCCCCTCCGTCAAGAAGTGGCTCAGLCAGGGUGT TCLCCGTUGALGGUAT TGGUTULUA
GTCTCACCTTGACCCCGGTGCCGCTGGCCAAGTCCAGGGTGCTCTCACTGCCCTCGCC
AACTCTGGTGTCAAGGAGGTTGCCATCACCGAGCTCGACATCCGCACTGCCCCCGCCA
ACGACTACGCCACCGTCACCAAGGCCTGCCTAAACGTCCCCAAGTGCATTGGTATCAC
CGTCTGGGGTGTCTCTGACAAGAACTCTTGGCGCAAGGAGCACGACAGCCTTCTGTTC
GACTCCAACTACAACCCCAAGCCTGCTTACACTGCTGTTGTCAACGCTCTCCGCTAA
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FIGURA 32

(SEQ ID N°. 18)

ATTCCCACCGCCATCGAGCCCCGCCAGGCLCGCCGACAGCATCAACAAGCTGATCAAGA
ACAAGGGCAAGCTCTACTACGGAACCATCACCGACCCCAACCTGCTCGGCGTCGCAAA
GGACACCGCCGTCATCAAGGCCGACTTTGGCGCCGTCACCCCCGAGAACTCGGGCAA
GTGGGACGCCACCGAGCCCAGCCAGGGCAACTTCAACTTCGGTAGCTTCGACCAGGTC
GTCAACTTTGCTICAGCAGAATGGCCTCAAGGTCCGAGGTCACACTCTGGTCTGGCACTC
TCAGCTCCCTCAGTGGGTTAAGAACATCAACGACAAGGCTACTCTGACCAAGGTCATTG
AGAACCACGTCACCCAAGTCGTTGGACGCTACAAGGGCAAGATCTACGCCTGGGACGT
TGTCAACGAGATCTTCGACTGGGACGGTACCCTCCGAAAGGATTCTCACTTCAACAACG
TCTTCGGCAACGATGACTACGTTGGCATTGCCTTCCGCGLCGCCCGCAAGGCTGACCC
CAACGCCAAGCTGTACATCAACGACTACAGCCTCGACTCCGCCAGCGCCTCCAAGGTC
ACCAAGGGCATGGTCCCCTCCGTCAAGAAGTGGCTCAGCCAGGGCGTTCCCGTCGAC
GGCATTGGCTCCCAGTCTCACCTTGACCCCGGTGCCGCTGGCCAAGTCCAGGGTGCTC
TCACTGCCCTCGCCAACTCTGGTGTCAAGGAGGTTGCCATCACCGAGCTCGACATCCG
CACTGCCCCCGCCAACGACTACGCCACCGTCACCAAGGCCTGCCTAAACGTCCCCAAG
TGCATTGGTATCACCGTCTGGGGTGTCTCTGACAAGAACTCTTGGCGCAAGGAGCACG
ACAGCCTTCTGTTCGACTCCAACTACAACCCCAAGCCTGCTTACACTGCTGTTGTCAAC
GCTCTCCGCTAA

113



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

