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DESCRIPCION
Procedimiento de alimentacion
Campo técnico

La invencion se refiere a un procedimiento de alimentacion de un animal, en particular un animal monogastrico, animal
no monogastrico, animal rumiante o animal acuatico y esta definido estrictamente por las reivindicaciones.

En particular la invencioén se refiere a un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento, en el que dicho
alimento para animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en uno o mas de dichas
caracteristicas biofisicas del animal cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii o una
fitasa de E. coli.

La invencion ademas se refiere al uso de fitasa en los alimentos para animales y se describen procedimientos de
produccion de tales alimentos para animales.

Antecedentes

Para un optimo crecimiento y mejora en otras caracteristicas biofisicas, los animales deben obtener una nutricion
adecuada, minerales y vitaminas. El uso de agentes activos, tales como enzimas, en alimentos y alimentos para
animales es comun para ayudar a lograr este objetivo.

Se sabe que las enzimas mejoran la digestibilidad de los alimentos o los alimentos para animales, reducen los factores
antinutricionales en los alimentos y los alimentos para animales, y mejoran la productividad de los animales.

Cuando se comparan con las mezclas de alimentos para animales secos, los pellets de alimento tienen propiedades
que son preferidas en la industria, tales como mejor calidad de alimento, disminucién de patégenos, menores niveles
de polvo durante la fabricacion, buena manipulacién y una dosificacion de ingredientes mas uniforme.

Algunos componentes esenciales de la alimentacion estan ausentes, presentes en niveles reducidos o presentes solo
en forma inactiva o inaccesible en los alimentos naturales y fabricados.

El acido fitico (y su sal de fitato) es el principal compuesto de almacenamiento de fosforo de la mayoria de las semillas
y los cereales (Zhou, JR y Erdman, JW, Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 1995, Vol. 35, Issue 6, pp 495-
508). El fosforo en la forma de acido fitico o fitato es poco digerido por animales tales como los animales
monogastricos. El acido fitico tiene una gran capacidad para quelar iones metalicos, especialmente zinc, calcio, cobre
y hierro. Esta unién produce sales insolubles que se absorben deficientemente en el tracto gastrointestinal, lo que da
como resultado una biodisponibilidad deficiente de los minerales (Zhou y Erdman, como anteriormente y Sebastian,
S. y otros, World's Aves de corral Science Journal., 1998, Vol,54, pp 27-47).

Ademas de los iones metalicos quelantes, esta bien establecido que en el intervalo de pH acido el fitato interactia con
las proteinas de la dieta, lo que lleva a la formacion de agregados y precipitados de fitato-proteina, que tienen menor
accesibilidad a las proteasas, lo que posiblemente produzca una digestion de proteinas ineficiente (Knuckles, B. E.
Effect of phytate and partially hydrolyzed phytate on in vitro protein digestibility.J. Food Sci. 1985, 50, 1080-1082;
Konietzny, U.; Greiner, R. Phytic acid and nutritional impact. In Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition,second
edition; Caballero, B., Trugo, L., Finglas, P. M., Eds; Elsevier Science: Amsterdam, 2003: vol. 7, pp 4546-4563; Kies,
A. K.; De Jonge, L. H. ; Kemme, P. A.; Jongbloed, A. W. Interaction between protein, phytate, and microbial phytase.
In vitro studies. J. Agric. Food Chem. 2006, 54, 1753-1758; Vaintraub, |. A.; Bulmaga, V. P. Effect of phytate on the in
vitro activity of digestive proteinases. J. Agric. Food Chem. 1991, 39, 859-861; Carnovale, E.; Lugaro, E.; Lombardi-
Boccia, G. Acido fitico in Faba bean and pea: effect on protein availability. Cereal Chem. 1988, 65, 114-117; A. J.
Cowieson, V. Ravindranand P. H. Selle Influence of Dietary Acido fitico and Source of Microbial Fitasa on lleal
Endogenous Amino Acid Flows in Broiler. Poult Sci. 2008. 87, 2287-2299)

Las enzimas fitasa, tal como por ejemplo, la 6-fitasa BP17 derivada de Buttiauxella sp., se afiaden a los alimentos y
alimentos para animales para aumentar el mineral y, en particular, la disponibilidad de fosfato y, por lo tanto, aumentar
el valor nutricional del producto. También se ha demostrado que las enzimas de fitasa afiadidas a los alimentos y
alimentos para animales aumentan la cantidad de aminoacidos y energia digerida y absorbida de la dieta (Ravindran
et al., J. Poult. Sci. 1999 Vol. 78 pags. 699-706). Ademas, las fitasas afiadidas al alimento para animales pueden
reducir la contaminacion por fosfato en el ambiente (Oh, B. C., et al., Appl. Microbiol Biotechnol, 2004, VVol. 63, pp 362-
372). El documento W02010/122532 divulga un procedimiento para alimentar a un animal con un suplemento
alimenticio que comprende una fitasa de Buttiauxella sp. (BP-17) en combinacion con una lipasa para mejorar la tasa
de crecimiento de los animales.

Los documentos EP0619369 y US5554399 divulgan composiciones de enzimas que comprenden una fitasa y una
fosfatasa acida y e uso de la composicién de enzima en alimentos, alimentos para animales en pellet y forraje.

El documento W02004071218 describe el aumento del contenido de minerales en un alimento. El documento
W02004071218 divulga una preparacion que comprende una fitasa activa, un fitato y un catién esencial. EI documento
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W02004071218 divulga que la preparacion se puede afiadir a cualquier producto de comida o bebida para consumo
humano o condimentos tales como polvo de curry.

El procesamiento de alimentos o alimentos para animales, por ejemplo bajo calor y alta presion, puede desnaturalizar
la fitasa y reducir su actividad.

Se conocen fitasas con estabilidad térmica mejorada.

Se sabe que algunos animales, tales como los animales monogastricos, no contienen o contienen cantidades
insignificantes de fitasa enddgena en el estémago ni en el intestino delgado y, por lo tanto, dependen la fitasa vegetal
y/o microbiana o fungica suplementaria para la hidrolizacion del acido fitico en el tracto digestivo proximal. (Pallauf, J.
and Rimbach, G. Arch. Anim. Nutr., 1997, Vol,50, pp 301-319). Se puede afadir fitasa adicional a los alimentos para
animales tales como animales monogastricos.

La presente invencion busca superar algunos de los problemas asociados con las caracteristicas biofisicas deficientes
en los animales, especialmente debido a la inaccesibilidad o falta de nutrientes, minerales y vitaminas, especialmente
fosfato, especialmente debido al acido fitico/fitatos.

La presente invencién busca ademas superar los problemas asociados con las propiedades antinutricionales del acido
fitico que llevan a una disponibilidad mejorada de nutrientes, minerales, vitaminas y energia y, por consiguiente,
caracteristicas biofisicas mejoradas de los animales.

La presente invencion se describira a continuacion. Para facilitar la referencia, se han descripto elementos de la
presente invencién en uno o mas titulos. Cabe sefalar que las ensefianzas de cada uno de los titulos también se
aplican a las ensefianzas de los otros titulos.

Sumario de la invenciéon

En un aspecto, se proporciona un procedimiento de alimentacion de un animal, tal como un animal monogastrico,
animal no monogastrico, animal rumiante o animal acuatico, con un alimento, donde dicho alimento para animales
comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas biofisicas del
animal cuando se compara con el uso equivalente de una fitasa de Peniophora lycii o una fitasa de E. coli, en el que
dichas mejoras de dichas caracteristicas biofisicas del animal comprenden un aumento de la ganancia de peso, en el
que el aumento de la ganancia de peso es al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se
administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales, ademas en el que dicha fitasa es o
se puede obtener a partir de o es derivable de la especie Buttiauxella

En otro aspecto, se proporciona un procedimiento como se describié anteriormente en el que dicha fitasa produce una
mejora de dichas caracteristicas biofisicas del animal como una fuente de alimentos.

En un aspecto adicional, se proporciona un procedimiento como se describié anteriormente en el que la mejora de
dichas caracteristicas biofisicas del animal comprenden una emjora adicional en una o mas de peso corporal; masa;
porcentaje de grasa corporal; altura; distribucion de la grasa corporal; crecimiento; tasa de crecimiento; tamafio del
huevo; peso del huevo; masa del huevo; tasa de puesta de huevos; absorcidon de minerales; excrecién mineral,
retencion mineral; densidad 6sea; resistencia 6sea; tasa de conversion de los alimentos para animales; retencion y/o
secrecion de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fosforo, nitrdgeno y calcio; retenciéon o absorcién de aminoacidos;
mineralizacion y mineralizacion ésea.

En un aspecto adicional, se proporcionan usos de un alimento para animales que comprende fitasa, en el que dicha
fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas biofisicas del animal cuando se compara con el uso
equivalente de una Peniophora lycii o una fitasa de E. col.

Las enzimas de fitasa, tales como BP17 (SEQ ID NO: 1) se afiaden al alimento para animales para aumentar la
disponibilidad del fosfato, de este modo aumenta el valor nutricional del producto. La presente descripcion proporciona
procedimientos y usos para la fitasa en los alimentos para animales. En un aspecto preferido la fitasa usada es BP17.

Las mejoras en la disponibilidad de nutrientes, fosfato y minerales obtenidos con la fitasa afiadida son dependientes
entre otros de las caracteristicas biofisicas y quimicas de la dieta, el tipo y la edad del animal que consume el alimento
para animales y la fuente, tipo y concentracion de la fitasa usada.

La mejora obtenida en la disponibilidad de nutrientes, fosfato y minerales al afiadir fitasa al alimento para animales
aumenta con la concentracién de fitasa activa presente en el alimento consumido por el animal. Cuando se compara
la mejora en una o mas de dichas caracteristicas biofisicas del animal en comparacién con los animales que se han
alimentado o involucrado en un procedimiento de alimentaciéon que comprende fitasa de diferentes fuentes de fitasa,
como fitasa de Peniophora lycii o una fitasa de E. coli, esto se debe realizar usando concentraciones de fitasa
equivalentes, determinadas utilizando la misma metodologia analitica, asi como utilizando dietas y animales
equivalentes.

En un aspecto particular, la presente invencion demuestra que si se aflade BP17 u otras fitasas, medidas segun lo
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determinado por el procedimiento de analisis especificado, al alimento para animales, esto produce una mejora en una
0 mas de las caracteristicas biofisicas de dicho animal cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de
Peniophora lycii o una fitasa de E. coli.

Algunas ventajas

La presente invencion permite que las caracteristicas biofisicas de animales, tales como animales mono-gastricos,
animales no mono-gastricos, animales rumiantes o animales acuaticos, experimenten una mejora. En particular, la
invencion permite que muchos tipos de animales experimenten una mejora en sus caracteristicas biofisicas a través
de un procedimiento de alimentacion. Este procedimiento se puede aplicar en el corral normal u otro ambiente
comercial de cria de animales, y también en una pequefia propiedad o ambiente doméstico. No es necesario ningun
laboratorio.

En particular la presente invencion se refiere a una mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal como fuente
de alimento. Esto permite criar animales mas valiosos, sin grandes costos para el agricultor o el propietario. Ademas,
el bienestar y la salud de los animales alimentados de acuerdo con los procedimientos descritos pueden mejorar.

La presente invencion también demuestra que la eficacia en algunas especies animales entre diferentes fitasas puede
ser altamente variable. Esto puede permitir que se seleccionen fitasas mas efectivas para alimentar a diferentes
especies, de este modo se benefician los animales por un aumento de la nutricion y se benefician los propietarios por
un costo y desperdicio potencialmente reducidos.

Descripcion de las figuras
La presente invencion se describira con referencia a las siguientes Figuras:

La Figura 1 muestra una representacion grafica de los resultados de la Digestibilidad de aminoacidos ileal (%) en
pollos de engorde a los 21 dias de edad (también mostrado en la Tabla 1.2). Esto demuestra que la fitasa BP17
aumenta la digestibilidad de varios aminoacidos en el pollo de engorde en comparacion con el producto de fitasa del
competidor.

La Figura 2 muestra una representacion grafica de la digestibilidad mineral de un control comparado con 3 alimentos
para animales que contienen fitasa.

La Figura 3 muestra una representacion grafica de la ganancia de peso (BWG), ingesta de alimentos, relacion de
conversion del alimento para animales (FCR) y conversion de calorias de los pollos en varios alimentos para animales
con fitasa en comparacion con el control.

La Figura 4 muestra una representacion grafica del ensayo de digestibilidad del tracto en pollos.

La Figura 5 muestra una representacion grafica de mineralizacién 6sea de un control comparado con pollos en un
alimento para animales con fitasa.

La Figura 6 muestra una representacion grafica de la mineralizacion 6sea de pollos en varios alimentos para animales
con fitasa en comparacion con los controles positivos y negativos.

La Figura 7 muestra una representacion grafica de la ganancia de peso (BWG), ingesta de alimentos, relacion de
conversion del alimento para animales (FCR) y conversion de calorias de los pavos en varias dosis de fitasa en los
alimentos para animales en comparacién con el control.

La Figura 8 muestra una representacion grafica del ensayo de digestibilidad del tracto y mediciones de mineralizacion
ésea en pavos.

La Figura 9 muestra una representacion grafica del ensayo de digestibilidad de Cu del tracto en pavos.
La Figura 10 muestra una representacion grafica del efecto de diferentes dosis de BP17 en ponedoras.

La Figura 11 muestra una representacion grafica del efecto de diferentes dosis de BP17 sobre la retencion diaria
g/pajaro/dia) de nitrégeno (NR), Calcio (Ca), Fosforo (PR) y Sodio (NaR) dietario en ponedoras.

La Figura 12 muestra una representacion grafica de los resultados de la tasa de puesta de las gallinas ponedoras
alimentadas con alimentos que comprenden niveles variados de BP17, en comparacion con los controles positivos y
negativos.

La Figura 13 muestra una representacion grafica de los resultados del peso del huevo, ingesta de alimentos y relacion
de conversion del alimento para animales (FCR) de las gallinas ponedoras de 23 a 26 semanas de edad alimentadas
con alimentos que comprenden niveles variados de BP17, en comparacion con los controles positivos y negativos.

La Figura 14 muestra una representacion grafica de los resultados de la alimentacién con varios niveles de fitasa BP17
a lechones destetados.
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La Figura 15 muestra una representacion grafica de los resultados de la comparacioén de fitasa BP17 con fitasa de
E. coli en pollos de engorde, usando digestibilidad de fésforo y aminoacido ileal, retencion de fosforo y digestibilidad
de calcio como mediciones del rendimiento.

La Figura 16 muestra una representacion grafica de los resultados de la comparacion de fitasa BP17 una fitasa de
E. coli en pollos de engorde usando energia metabolizable aparente como una medicion del rendimiento.

La Figura 17 muestra una representacion grafica de los resultados de la comparacioén de fitasa BP17 con fitasa de
E. coli en pollos de engorde usando la digestibilidad de nutrientes como una medicion del rendimiento.

La Figura 18 muestra una representacion grafica de los resultados de la comparacion de fitasa BP17 Phyzyme® XP.

La Figura 19 muestra una representacion grafica del efecto de las diferentes fitasas sobre la digestibilidad del fosfato
en el Ejemplo 21.

La Figura 20 muestra una representacion grafica de los criterios de calidad del agua a lo largo del Ejemplo 23.

La Figura 21 muestra una representacion grafica de la determinacién del pH Optima de la fitasa BP17 en comparacion
con 3 fuentes de fitasa comerciales diferentes.

La Figura 22 muestra una representacion grafica de la actividad de fitasa BP17 a pH diferente, medido por la cantidad
de fosforo liberado de fitato de Na en pH variado.

La Figura 23 muestra una representacion grafica de la actividad relativa de fitasa BP17 en la liberaciéon de fosforo a
partir de fitato a pH diferente, con actividad de cada fitasa a pH 5,5 ajustado a 100%.

Secuencias

SEQ ID NO: 1= BP17, una variante de fitasa que comprende 12 sustituciones de aminoacidos en comparacion con la
de tipo salvaje (SEQ ID NO:4), que carece de la secuencia sefial (SEQ ID NO:5).

SEQ ID NO: 2 = BP11, una variante de fitasa que comprende 11 sustituciones de aminoacidos en comparacion con la
de tipo salvaje (SEQ ID NO: 4), que carece de la secuencia sefial (SEQ ID NO: 5).

SEQ ID NO: 3 = BP111, una variante de fitasa que comprende 21 sustituciones de aminoacidos en comparacion con
la de tipo salvaje (SEQ ID NO:4), que carece de la secuencia sefial (SEQ ID NO: 5).

SEQ ID NO: 4 = fitasa tipo salvaje codificada por la cepa Buttiauxella sp. P 1-29 depositado bajo el nimero de acceso
NCIMB 41248, que carece de la secuencia sefial (SEQ ID NO: 5).

SEQ ID NO: 5 = secuencia sefial de la cepa de Buttiauxella sp. tipo salvaje P 1-29 depositado bajo el nimero de
acceso NCIMB 41248 (SEQ ID NO: 4).

SEQ ID NO:6 = Phyzyme XP.
Descripcion detallada

Los presentes inventores han hallado de modo sorprendente un procedimiento de alimentacién de animal, tal como
un animal monogastrico, animal no monogastrico, animal rumiante, o animal acuatico, con un alimento para animales,
en el que dicho alimento comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas
caracteristicas biofisicas del animal cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii o una
fitasa de E. coli.

Mas especificamente, la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal es un aumento de la ganancia de peso
y uno o mas de: peso corporal; masa; altura; crecimiento; tasa de crecimiento; tamafio del huevo; peso del huevo;
masa del huevo; tasa de puesta de huevos; absorcidon de minerales; retencién mineral; densidad ésea; resistencia
6sea; tasa de conversion del alimento para animales; retencién de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo,
nitrégeno y calcio; retenciéon de aminoacido o absorcion; mineralizaciéon y mineralizacién ésea.

Mas especificamente, la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal es una disminucién en uno cualquiera
0 mas de: porcentaje de grasa corporal; distribucion de grasa corporal; excrecion mineral, una secrecion de uno
cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo, nitrégeno y calcio.

Mas especificamente, la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal es (a) un aumento de la ganancia de
peso y uno o mas de: peso corporal; masa; altura; crecimiento; tasa de crecimiento; tamafio del huevo; peso del huevo;
masa del huevo; tasa de puesta de huevos; absorcidon de minerales; retenciéon mineral; densidad ésea; resistencia
Osea; tasa de conversion del alimento para animales; retencion de uno o mas de cobre, sodio, fésforo, nitrégeno y
calcio; retencién o abasorcion de aminoacidos; mineralizacion y mineralizacion ésea y/o (b) una disminucién en uno
cualquiera o mas de: porcentaje de grasa corporal; distribucion de grasa corporal; excrecion mineral, una secrecion
de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo, nitrégeno y calcio.
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Ademas, los presentes inventores encontraron sorprendentemente que dicha fitasa en particular produce una mejora
en las caracteristicas biofisicas de dicho animal como fuente de alimento.

Definiciones generales

Como se usa en la presente, el término "fitasa" se refiere a una enzima (es decir, un polipéptido que tiene actividad
de fitasa) que cataliza la hidrdlisis de los ésteres del acido fosférico, que incluyen fitato y acido fitico, y libera fosfato
inorganico.

Otros aspectos relacionados con el término "fitasa" se presentan en este documento en una seccioén posterior.

Como se usa en la presente, el término "caracteristicas biofisicas" abarca todas las mediciones de crecimiento,
madurez y salud de un animal. El término "caracteristicas biofisicas" puede ser sindnimo de caracteristicas digestivas-
fisiolégicas y/o de rendimiento. Las caracteristicas biofisicas pueden incluir, pero sin limitacién: peso corporal;
ganancia de peso; masa; porcentaje de grasa corporal; altura; distribucion de la grasa corporal; crecimiento; tasa de
crecimiento; tamario del huevo; peso del huevo; masa del huevo; tasa de puesta de huevos; absorcién de minerales;
excrecion de minerales; retencién de minerales; densidad 6sea; resistencia dsea; tasa de conversion del alimento para
animales (FCR); retencion y/o secrecion de uno o mas de cobre, sodio, fésforo, nitrégeno y calcio; retencion o
absorcién de aminoacidos; mineralizacion y mineralizacion 6sea. Las caracteristicas biofisicas se discuten mas
adelante.

La caracteristica biofisica de un animal "como fuente de alimento" se refiere a las caracteristicas biofisicas que
aumentan el valor del animal como fuente de alimento, particularmente una fuente de alimento humano. Estas
caracteristicas biofisicas pueden mejorar la salud, peso, tamario, contenido de grasa, tasa de crecimiento, tiempo para
alcanzar la madurez, sabor y otras caracteristicas relacionadas con la facilidad de uso en la produccion de alimentos.
Ademas, estas caracteristicas biofisicas pueden incluir, pero sin limitacion, las siguientes: - madurez y salud de un
animal. Las caracteristicas biofisicas pueden incluir, pero sin limitacion: peso corporal; ganancia de peso; masa;
porcentaje de grasa corporal; altura; distribucion de la grasa corporal; crecimiento; tasa de crecimiento; tamafio del
huevo; peso del huevo; masa del huevo; tasa de puesta de huevos; absorcidon de minerales; excrecién mineral;
retencion de minerales; densidad dsea; resistencia 6sea; tasa de conversion del alimento para animales; retencion y/o
secrecion de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fosforo, nitrdgeno y calcio; retencién o absorcion de aminoacidos;
mineralizacion y mineralizacion 6sea. Tal animal con estas caracteristicas biofisicas mejoradas puede tener un mayor
valor como alimento, un mayor valor de mercado, mejor sabor, mas valor nutricional y ser utilizado en diferentes
procedimientos de coccién.

Una "fuente de alimento" puede abarcar cualquier aspecto de un animal tal como carne, proteinas, grasa, pelaje o piel,
plumas, leche o huevos.

Una "mejora" se refiere a una mejora mejor que la mostrada cuando se compara con el uso equivalente de otros
alimentos para animales. Estos otros alimentos pueden no comprender una fitasa o pueden contener otra fitasa, como
la fitasa de Peniophora lycii o una fitasa de E. coli. Tal mejora puede comprender un aumento o disminuciéon de una
caracteristica. Por ejemplo, un aumento o disminucién de peso, y un aumento o disminucion de la retencion de
minerales.

La mejora en las caracteristicas biofisicas puede ser al menos 0,5%, al menos 1%, al menos 2%, al menos 3%, al
menos 5%, al menos 10%, al menos 12%, al menos 15%, al menos 20% o al menos 30%. En algunas realizaciones
la mejora puede ser al menos 50% o al menos 100% o al menos 150%.

El porcentaje de mejora en las caracteristicas biofisicas puede ser en un aspecto en comparacion con el uso de un
alimento para animales que no comprende una fitasa. En otro aspecto el porcentaje de mejora en las caracteristicas
biofisicas puede ser en comparacion con otra fitasa, especialmente fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. col.

El término "ganancia de peso" incluye ganancia de peso corporal, ganancia de peso de cualquier corte de carne,
ganancia de peso de patas y extremidades, un aumento de peso de proteina, un aumento de peso de grasa y un
aumento de peso del hueso.

El aumento de la ganancia de peso es al menos 2%, puede ser al menos 3%, al menos 5%, al menos 10%, al menos
12%, al menos 15%, al menos 20% o al menos 30%. En algunas realizaciones la mejora puede ser al menos 50% o
al menos 100%.

El aumento en la ganancia de peso puede ser con respecto a un control en el que el alimento para animales usado no
comprende una fitasa. En otro aspecto, el aumento en de la ganancia de peso puede ser con respecto al uso de un
alimento que comprende ofra fitasa, especialmente la fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli.

Como se usa en la presente, el término "termoestable” se refiere a la capacidad de una enzima para retener la actividad
después de la exposicion a temperaturas elevadas. Una enzima termoestable tiene una resistencia aumentada contra
la descomposicion estructural o funcional a temperaturas elevadas. La frase "termoestabilidad aumentada" se refiere
a una enzima que es mas termoestable y, en algunas realizaciones, mas termoestable cuando se compara con una
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enzima de tipo salvaje tal como la SEQ ID NO: 4.
Como se usa en la presente, el término "Tw" se refiere a la temperatura de fusién de una enzima como la fitasa.

El término "mineralizacion" abarca la deposicion o liberacion de minerales. Los minerales se pueden depositar o liberar
del cuerpo del animal. Los minerales pueden ser liberados del alimento para animales. Los minerales pueden incluir
cualquier mineral necesario en una dieta animal, y pueden incluir calcio, cobre, sodio, fésforo, hierro y nitrogeno.

La termoestabilidad se puede medir utilizando la temperatura de fusion aparente (Tmapp).

El término "derivado de" abarca los términos "originado de", "obtenido de", "obtenible de", "aislado de" y "creado a
partir de".

Los procedimientos de alimentacion descritos en la presente pueden implicar cualquier etapa que se pueda usar
normalmente en la alimentacion de animales. Por ejemplo, los procedimientos pueden comprender mezclar el
alimento, incorporar, triturar el alimento, preparar un salvado y afiadir suplementos, lipidos, carbohidratos, proteinas,
nutrientes, nutricion, vitaminas, minerales y mejoradores del sabor al alimento para animales. El procedimiento de
alimentacioén se puede aplicar a los animales regularmente, diariamente, varias veces al dia o de manera irregular.

En un aspecto, el procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento no es un procedimiento de tratamiento
o terapia

Fitasa
La presente invencion se refiere al uso de una fitasa.

Como se usa en la presente, el término "fitasa" significa una proteina o polipéptido que es capaz de catalizar la
hidrdlisis de los ésteres del acido fosforico, que incluyen fitato y acido fitico, y liberar fosfato inorganico. Algunas fitasas
ademas del fitato son capaces de hidrolizar al menos algunos de los fosfatos de inositol de grados intermedios de
fosforilacion.

El término "fitasa" puede ser una fitasa o una combinacién de fitasas, a menos que el contexto indique claramente lo
contrario.

En el presente contexto, el término "fitasa" se refiere a una fitasa exdgena suplementada en el alimento para animales,
es decir, a una fitasa suplementaria. Sin embargo, la presente invencién proporciona la presencia adicional de fitasa
enddgena. Por lo tanto, expresado alternativamente, para la presente invencion, el término "fitasa" significa al menos
una fitasa exégena suplementada a la alimentacion, es decir, al menos una fitasa suplementaria.

Las enzimas de fitasa, tales como por ejemplo la 6-fitasa BP17 derivada de Buttiauxella sp., se afiaden a los alimentos
y alimentos para animales para aumentar la disponibilidad de fosfato, lo que aumenta el valor nutricional del producto.
El procesamiento del alimento o alimentos para animales, por ejemplo bajo calor y alta presién, puede desnaturalizar
la fitasa y reducir su actividad.

La fitasa usada en la presente invencion es una fitasa de o que se puede obtener o derivar de una especie de
Buttiauxella, que es adecuada para uso en alimentos o alimentos para animales.

Una fitasa se clasifica como una 6-fitasa (clasificada como E.C. 3.1.3.26) o una 3-fitasa (clasificada como E.C. 3.1.3.8).
La fitasa usada en el procedimiento de la invencion es una 6-fitasa (E.C. 3.1.3.26).

Ademas se describen los siguientes productos comerciales en la siguiente Tabla:

Producto Compaiiia Tipo de fitasa Fuente de fitasa

comercial®

Finase® ABVista 3-fitasa Trichoderma reesei

Finase® EC ABVista 6-fitasa Gen de E. coli expresado en
Trichoderma reesei

Natuphos® BASF 3-fitasa Aspergillus Niger

Natuzyme Bioproton fitasa (type not Trichoderma

specified) longibrachiatum/ Trichoderma

reesei

OPTIPHOS® Huvepharma AD 6-fitasa Gen de E. coli expresado en Pichia
pastoris
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Producto Compaiiia Tipo de fitasa Fuente de fitasa
comercial®
Fitasa sp1002 DSM 3-fitasa Un gen de consenso expresado

en Hansenula polymorpha
Quantum®2500D, ABVista 6-fitasa Gen de E. coli expresado en Pichia
5000L pastoris o Trichoderma reesei
Ronozyme® Hi- DSM/Novozymes 6-fitasa Gen de Citrobacter braakii expresado
Phos (M/L) en Aspergillus oryzae
Rovabio® PHY Adisseo 3-fitasa Penicillium funiculosum

La fitasa es una fitasa de Buttiauxella fitasa, por ejemplo, una fitasa de Buttiauxella agrestis; por ejemplo: la enzimas
de fitasa descriptas en los documentos WO 2006/043178, WO 2008/097619, W02009/129489, W02006/038128,
W02008/092901, PCT/US2009/41011 o PCT/IB2010/051 804.

En un aspecto, la enzima usada es BP17 o un polipéptido mostrado en la SEQ ID NO:1 o una variante del mismo, tal
como una secuencia de polipéptidos que tiene al menos 70% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al
menos 75% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 80% de identidad con la misma,
preferiblemente que tiene al menos 85% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 90% de
identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 95% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene
al menos 96% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 97% de identidad con la misma,
preferiblemente que tiene al menos 98% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 99% de
identidad con la misma. BP17 es una variante de enzima de una fitasa de Buttiauxella sp. y se describe en por ejemplo,
el documento WO2008/097619. La secuencia para BP17 (que excluye el péptido sefial), que se usa como referencia
para la numeracion de posiciéon de los aminoacidos en todas partes, se muestra como la SEQ ID No. 1 de la presente
solicitud.

En una realizacion muy preferida, la enzima usada es BP17 y se describe en por ejemplo, el documento
W02008/097619. BP17 es una variante de enzima de una fitasa de Buttiauxella sp. La secuencia para BP17 (que
excluye el péptido sefal) se muestra como la SEQ ID No. 1.

En un aspecto, la enzima usada es BP11 o un polipéptido mostrado en la SEQ ID NO:2 o una variante del mismo, tal
como una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 75% de
identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 80% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene
al menos 85% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 90% de identidad con la misma,
preferiblemente que tiene al menos 95% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 96% de
identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 97% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene
al menos 98% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 99% de identidad con la misma. BP11
es una variante de enzima de una fitasa de Buttiauxella sp. y se describe en por ejemplo, el documento WO 06/043178.
La secuencia para BP11 (que excluye el péptido sefial) se muestra como la SEQ ID No. 2.

En consecuencia, en otra realizacion, la enzima usada es BP11 como por ejemplo se describe en el documento WO
06/043178. BP11 se usa actualmente en la produccion de bioetanol. La secuencia para BP11 (que excluye el péptido
sefial) se muestra como la SEQ ID No. 2.

En un aspecto, la enzima usada es BP111 o un polipéptido mostrado en la SEQ ID NO:3 o una variante del mismo, tal
como una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 75% de
identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 80% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene
al menos 85% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 90% de identidad con la misma,
preferiblemente que tiene al menos 95% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 96% de
identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 97% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene
al menos 98% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 99% de identidad con la misma. BP111
es una variante de enzima de una fitasa de Buttiauxella sp. y se describe en por ejemplo, el documento WO
2009/129489. La secuencia para BP111 (que excluye el péptido sefial) se muestra como la SEQ ID No. 3.

En consecuencia en otra realizacion, la enzima usada es BP111. La secuencia para BP111 (que excluye el péptido
sefial) se muestra como la SEQ ID No. 3.

Todas estas fitasas son variantes de la secuencia tipo salvaje tal como la derivada de la Buttiauxella sp. cepa P 1-29
depositada bajo el numero de acceso NCIMB 41248, que tiene la secuencia que se muestra como la SEQ ID No. 4.

En su forma madura, las enzimas de fitasa detalladas anteriormente carecen de una secuencia sefial. La secuencia
sefial apropiada derivada de Buttiauxella sp. cepa P 1-29 depositada bajo el nimero de acceso NCIMB 41248 se
muestra como la SEQ ID No. 5.
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En una realizacion, la fitasa se produce en una célula huésped Trichoderma. Como se usa en la presente, el término
"Trichoderma" o "Trichoderma sp" se refiere a cualquier género fungico previa o actualmente clasificado como
Trichoderma.

Alternativamente la fitasa incluye una fitasa de E. coli, por ejemplo la fitasa comercializada bajo el nombre Phyzyme®
XP por Danisco Animal Nutrition.

Ademas se describe una fitasa de Citrobacter de, derivada de, obtenida de y/u obtenible de por ejemplo Citrobacter
freundii, preferiblemente C.freundii NCIMB 41247 y sus variantes por ejemplo como se divulga en el documento
W02006/038062 y WO2006/038128 Citrobacter braakii ATCC 51113 como se divulga en el documento
W02006/037328 (incorporado en la presente por referencia), asi como sus variantes, por ejemplo, como se divulga
en el documento W0O2007/112739, Citrobacter amalonaticus, preferiblemente Citrobacter amalonaticus ATCC 25405
o Citrobacter amalonaticus ATCC 25407 como se divulga en el documento WO2006037327, Citrobacter gillenii,
preferiblemente Citrobacter gillenii DSM 13694 como se divulga en el documento W0O2006037327, o Citrobacter
intermedius, Citrobacter koseri, Citrobacter murliniae, Citrobacter rodentium, Citrobacter sedlakii, Citrobacter
werkmanii, Citrobacter youngae, polipéptidos de especies de Citrobacter o sus variantes.

También se describe una fitasa de, derivada de, obtenida de y/o obtenible de Hafnia, por ejemplo de Hafnia alvei, tal
como la enzima fitasa ensefiada en el documento US2008263688, cuya referencia se incorpora en la presente por
referencia.

Ademas se describe una fitasa de, derivada de, obtenida de y/o obtenible de Aspergillus, por ejemplo de Apergillus
orzyae.

También se describe una fitasa de, derivada de, obtenida de y/o obtenible de Penicillium, por ejemplo de Penicillium
funiculosum.

La fitasa esta presente en el alimento para animales en una cantidad de al menos 500/kg de alimento para animales,
preferiblemente en un intervalo de aproximadamente 100 FTU/kg a aproximadamente 3000 FTU/kg de alimento para
animales, preferiblemente aproximadamente 200 FTU/kg a aproximadamente 2000 FTU/kg de alimento para animales,
mas preferiblemente aproximadamente 300 FTU/kg de alimento para animales a aproximadamente 1500 FTU/kg de
alimento para animales, mas preferiblemente aproximadamente 400 FTU/kg de alimento para animales a
aproximadamente 1000 FTU/kg de alimento para animales.

En una realizacion la fitasa esta presente en el alimento o materia prima de alimentos para animales en mas de
aproximadamente 100 FTU/kg de alimento para animales, adecuadamente 200 FTU/kg de alimento para animales,
adecuadamente mas de aproximadamente 300 FTU/kg de alimento para animales, adecuadamente mas de
aproximadamente 400 FTU/kg de alimento para animales.

En una realizacion la fitasa esta presente en el alimento o materia prima de alimentos para animales en menos de
aproximadamente 2000 FTU/kg de alimento para animales, adecuadamente menos de aproximadamente 1500
FTU/kg de alimento para animales, adecuadamente menos de aproximadamente 1000 FTU/kg de alimento para
animales.

En una realizacion, la fitasa esta presente en la composicién aditiva del alimento para animales en el intervalo de
aproximadamente 40 FTU/g a aproximadamente 100.000 FTU/g de composicion, mas preferiblemente
aproximadamente 100 FTU/g a aproximadamente 50.000 FTU/g de composicion, mas preferiblemente
aproximadamente 150 FTU/g a aproximadamente 40.000 FTU/g de composicion, mas preferiblemente
aproximadamente 40 FTU/g a aproximadamente 40.000 FTU/g de composicion, mas preferiblemente
aproximadamente 80 FTU/g de composicién a aproximadamente 20.000 FTU/g de composicion, e incluso mas
preferiblemente aproximadamente 100 FTU/g de composicién a aproximadamente 10.000 FTU/g de composicion, e
incluso mas preferiblemente aproximadamente 200 FTU/g de composicion a aproximadamente 10.000 FTU/g de
composicion.

En una realizaciéon la fitasa esta presente en la composicion aditiva del alimento para animales a mas de
aproximadamente 40 FTU/g de composicion, adecuadamente mas de aproximadamente 60 FTU/g de composicion,
adecuadamente mas de aproximadamente 100 FTU/g de composicidon, adecuadamente mas de aproximadamente
125 FTU/g de composicion, adecuadamente mas de aproximadamente 150 FTU/g de composicion, adecuadamente
mas de aproximadamente 200 FTU/g de composicion.

En una realizacién la fitasa esta presente en la composicion aditiva del alimento para animales en menos de
aproximadamente 40.000 FTU/g de composicion, adecuadamente menos de aproximadamente 20.000 FTU/g de
composicion, adecuadamente menos de aproximadamente 15.000 FTU/g de composicién, adecuadamente menos de
aproximadamente 10.000 FTU/g de composicion.

Se entendera que, como se usa en la presente una unidad de fitasa (FTU) se define como la cantidad de enzima que
libera 1 micromol de fésforo inorganico/min desde 0.00015 mol/L de fitato de sodio a pH 5,5 a 37 grados C (Denbow,
L. M., V. Ravindran, E. T. Kornegay, Z. Yi, and R. M. Hulet. 1995. Improving fésforo availability in soybean meal for
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broilers by supplemental phytase. Poult. Sci,74:1831-1842).

Preferiblemente, las fitasas usadas en la presente tienen una alta relacion de actividad de fitasa entre pH 2,5y 5,5 en
comparacion con las fitasas fungicas conocidas y las fitasas de E. col.

En una realizacion adecuadamente la enzima se clasifica usando la clasificacion E.C. anterior y la clasificacion E.C.
designa una enzima que tiene esta actividad cuando se analiza en el ensayo descripto en la presente para determinar
1FTU.

La cantidad de unidades de Fitasa afiadidas a los alimentos o alimentos para animales dependera de la composicion
del alimento o alimentos para animales mismos. Los alimentos y alimentos para animales que contienen cantidades
mas bajas de fosforo disponible generalmente requeriran cantidades mas altas de actividad de fitasa. La cantidad de
fitasa requerida puede ser determinada por la persona experta.

En una realizacién, la fitasa esta en solucion o en forma liquida. En una realizaciéon preferida, la fitasa esta en una
formulacion liquida que comprende agua, sorbitol, cloruro de sodio (NaCl), sorbato de potasio (K-sorbato) y benzoato
de sodio, y opcionalmente sélidos de fermentacion no activos.

En otra realizacion, la fitasa esta en estado sélido.
En una realizacién adicional, la fitasa se seca por aspersion sobre un soporte sélido.
En otra realizacion, la fitasa se incorpora en un granulo tal como un granulo multicapas.

En una realizacion, la fitasa es termoestable, estable al pH, tolerante al pH bajo, tolerante al pH alto, resistente a la
pepsina o muestra una exoespecificidad exo aumentada o disminuida, o una combinacién de estas propiedades. La
fitasa usada en la invencion puede mostrar propiedades diferentes en comparacion con una fitasa de tipo salvaje,
particularmente la fitasa de tipo salvaje de la que se derivo.

Los usos y procedimientos de la invencion se comparan con la fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli.

Como se usa en la presente, el término "actividad de fitasa se retiene" y "retiene la actividad de fitasa" se refiere a la
cantidad de actividad enzimatica de una fitasa. Esto puede ser después de uno o mas de los siguientes tratamientos
durante la granulacién de alimentos o alimentos para animales: calentamiento, aumento de la presion, aumento del
pH, disminuciéon del pH, almacenamiento, secado, exposicion a tensioactivos, exposicion a disolventes y estrés
mecanico.

Pellet y granulacion

Como se usa en la presente, los términos "pellet" y "granulacion” se refieren, por ejemplo, a comprimidos o pellet
solidos, redondeados, esféricos y cilindricos y los procesos para formar tales formas solidas, en particular pellets para
alimentos para animales y alimentos para animales extrudidos, sélidos. Los pellets pueden comprender granulos y/o
granulos multicapa o fitasa liquida para aplicar después del proceso de granulacion de alimentos para animales.

Los procesos de fabricacion conocidos de granulacion de alimentos y alimentos para animales generalmente incluyen
mezclar los ingredientes de alimentos o alimentos para animales durante aproximadamente 1 a aproximadamente 5
minutos a temperatura ambiente, transferir la mezcla resultante a un recipiente de sobrecarga, transportar la mezcla
a un acondicionador de vapor, opcionalmente transferir la mezcla acondicionada al vapor a un expansor, transferir la
mezcla al molino de pellets o extrusor, y finalmente transferir los pellets a un enfriador de pellets (Fairfield, D. 1994.
Chapter 10, Pelleting Cost Center. In Feed Manufacturing Technology IV. (McEllhiney, editor), American Feed Industry
Association, Arlington, Va., pp. 110-139).

Los pellets usados en los procedimientos de la presente invencién se producen tipicamente mediante un procedimiento
en el que la temperatura de una mezcla de alimentos para animales se eleva a un nivel alto para matar bacterias. La
temperatura a menudo se eleva mediante tratamiento con vapor antes del granulacién, un proceso conocido como
acondicionamiento. Posteriormente, la mezcla de alimentos para animales acondicionada se pasa a través de un
troquel para producir pellets de un tamafio particular. La mezcla de alimento se prepara mediante la mezcla de granulos
y/o granulos de multiples capas descripta en la presente con alimento alimentos o alimentos para animales como se
describe en la presente. Los pellets pueden comprender las enzimas mencionadas en la presente. Especificamente
al menos una enzima (es decir, fitasa) mencionada en la presente.

El acondicionador de vapor trata la mezcla durante aproximadamente 20 a aproximadamente 90 segundos, y hasta
varios minutos, a aproximadamente 85°C a aproximadamente 95°C. Los términos "acondicionamiento" y
"acondicionamiento con vapor", como se usa en la presente, se refieren a esta etapa en el proceso de fabricacion de
pellets. La cantidad de vapor puede variar de acuerdo con la cantidad de humedad y la temperatura inicial de la mezcla
de alimento o alimento para animales. Se ha informado de aproximadamente 4% a aproximadamente 6% de vapor
afadido en los procesos de granulacion, y la cantidad se selecciona para producir menos de aproximadamente 18%
de humedad en la pasta antes de la granulacioén, o hasta aproximadamente 28% de humedad en la pasta destinada a
la extrusion.
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Los términos "acondicionamiento de vapor", "tratamiento de vapor" y "vapor" se usan en la presente de forma indistinta.

Se lleva a cabo un proceso de expansion opcional durante aproximadamente 4 a aproximadamente 10 segundos en
un intervalo de temperatura de aproximadamente 100°C a aproximadamente 140°C. La porcién de molino de pellets
del proceso de fabricacion funciona tipicamente durante aproximadamente 3 a aproximadamente 5 segundos a una
temperatura de aproximadamente 85°C a aproximadamente 95°C.

Las "mezclas sin granular" se refieren a premezclas o precursores, mezclas de bases, pasta y diluyentes para pellets.
Las premezclas normalmente contienen vitaminas y minerales traza. Las mezclas basicas normalmente contienen
ingredientes de alimentos y alimentos para animales, tal como fosfato dicalcico, piedra caliza, sal y una premezcla de
vitaminas y minerales, pero no ingredientes de granos y proteinas. Los diluyentes incluyen, pero sin limitacién, granos
(por ejemplo, harinillas de trigo y salvado de arroz) y arcillas, tales como filosilicatos (el silicato de magnesio, sepiolita,
bentonita, caolin, montmorilonita, hectorita, saponita, beidelita, attapulgita y estevenita). Las arcillas también funcionan
como portadores y agentes fluidificantes, o diluyentes, para premezclas de alimentos y alimentos para animales. El
puré tipicamente comprende una dieta animal completa. Por ejemplo, el puré comprende o consiste en maiz, harina
de soja, aceite de soja, sal, DL metionina, piedra caliza, fosfato dicalcico y vitaminas y minerales. En un ejemplo, €l
puré consiste en 61,10% de maiz, 31,43% de harina de soja 48, 4% de aceite de soja, 0,40% de sal, 0,20% de
metionina DL, 1,16% de piedra caliza, 1,46% de fosfato dicalcico y 0,25% de vitaminas y minerales.

En una realizacién, un alimento o un alimento para animales para uso en la invencién se produce mediante la mezcla
de al menos un ingrediente del alimento o alimento para animales (tal como un puré) con una fitasa en solucion,
acondicionamiento con vapor de la mezcla resultante seguido de granulacion de la mezcla.

En una realizacion, un alimento o un alimento para animales para uso en la invencién se produce mediante la mezcla
de al menos un ingrediente del alimento o alimento para animales (tal como un puré) con una fitasa en estado sélido
(tal como en una granulo multicapas), acondicionamiento con vapor de la mezcla resultante seguido de granulacion
de la mezcla.

En una realizacion, el alimento o alimento para animales para uso en la invencion esta en forma de pellets, granulos,
harina, pasta, liquido, forma himeda, capsula o forma de spray.

Como se usa en la presente, el término "pellets de alimento o alimentos para animales tratados con calor" se refiere a
las mezclas no granuladas que se someten a un tratamiento térmico (tal como, acondicionamiento con vapor) a una
temperatura de al menos 90°C durante al menos 30 segundos (tal como, 30 segundos a 90°C y/o 30 segundos a
95°C). La mezcla posteriormente se extrude, por ejemplo, para formar los pellets de alimentos para animales. Por
ejemplo, la mezcla se acondiciona con vapor durante 30 segundos a 90°C. En otro ejemplo, la mezcla se acondiciona
con vapor durante 30 segundos a 95°C.

En un aspecto, un alimento para animales de la presente invencion comprende una composicion de alimento para
animales granulada tratada con vapor que comprende un granulo que comprende un nucleo y uno o mas
revestimientos. El nucleo puede ser un granulo de sal o similar sobre el que se puede haber pulverizado una solucion
de enzima para formar una capa sobre el mismo. El niicleo comprende uno o mas compuestos activos, tales como al
menos la fitasa de la presente invencion. Al menos uno de los revestimientos puede ser un recubrimiento de barrera
de humedad. En algunas realizaciones, al menos uno de los revestimientos comprende una sal. Para ciertas
realizaciones, los granulos tienen un tamafio de aproximadamente 210 a 390 mm. En algunas realizaciones, los
granulos pueden tener un tamafio de hasta 450 mm o mas o un tamafio de hasta 500 mm o mas. Se pueden encontrar
ejemplos de tal realizacién en los documentos WO 2006/034710, WO 00/01793, WO 99/32595, WO 2007/044968,
WO 00/47060, WO 03/059086, WO 03/059087, WO 2006/053564 y US 2003/0054511.

Una sal preferida para el revestimiento de los pellet es uno o mas de los descriptos en el documento WO2006/034710.
Los ejemplos de las sales preferidas para revestir los pellets incluyen una o mas de: Na2S0O4 NaCl, Na2CO3, NaNO3,
Na2HPO4, Na3PO4, NH4CL, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, (NH4)2S04, KCI, K2HPO4, KH2PO4, KNO3, K2S04,
KHSO4, MgS04, ZnS0O4 vy citrato de sodio o sus mezclas. Para algunos aspectos, los ejemplos de las sales mas
preferidas para revestir los pellets incluyen uno o mas sulfatos, tales como uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, K2S04,
KHSO4, MgS04, ZnSO4 o sus mezclas. En algunos aspectos, los ejemplos de las sales mas preferidas para revestir
los pellet incluyen uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, y MgS04 o sus mezclas. Para algunos aspectos, una sal preferida
para revestir los pellet es o incluye al menos Na2SO4.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencidon comprende un granulo que comprende un
nucleo, en el que el nucleo comprende al menos una fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el nicleo
esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende una barrera
de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado
con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos una fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el nicleo
esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende una sal que
es capaz de actuar como una barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
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puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencion comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos una fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el nicleo
esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o mas de
Na2S0O4 NaCl, Na2CO3, NaNO3, Na2HPO4, Na3PO4, NH4CL, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, (NH4)2S04, KCI,
K2HPO4, KH2P0O4, KNO3, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS0O4 y citrato de sodio o sus mezclas. El granulo puede ser
un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos una fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el nacleo
esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o mas
sulfatos, tal como uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnSO4 o sus mezclas. El granulo puede
ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede sr un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos una fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el nicleo
esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o mas de
Na2S04, (NH4)2S04, y MgS04 o sus mezclas. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede
ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos una fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el nicleo
esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos es o incluye al menos
Na2SO04. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con
vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo que comprende un
nucleo, en el que el nucleo comprende al menos la fitasa BP17 de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende a
barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado
tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos la fitasa BP17 de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende una sal
que es capaz de actuar como una barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos la fitasa BP17 de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas de Na2S04 NaCl, Na2CO3, NaNO3, Na2HPO4, Na3P0O4, NH4CL, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, (NH4)2S04, KCl,
K2HPO4, KH2PO4, KNO3, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS0O4 y citrato de sodio o sus mezclas. El granulo puede ser
un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencion comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos la fitasa BP17 de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas sulfatos, tal como uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS04 o sus mezclas. El granulo
puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencion comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos la fitasa BP17 de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas de Na2S04, (NH4)2S04, y MgSO4 o sus mezclas. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencion comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos la fitasa BP17 de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos es o incluye al
menos Na2S04. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado
con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencién comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP17 o un polipéptido mostrado en la SEQ ID NO:1 o una variante
del mismo, tal como una secuencia que tiene al menos 70% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al
menos 75% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 80% de identidad con la misma,
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preferiblemente que tiene al menos 85% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 90% de
identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 95% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene
al menos 96% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 97% de identidad con la misma,
preferiblemente que tiene al menos 98% de identidad con la misma, preferiblemente que tiene al menos 99% de
identidad con la misma.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencidon comprende un granulo que comprende un
nucleo, en el que el ndcleo comprende al menos BP11 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende a
barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado
tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP11 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende una sal
que es capaz de actuar como una barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencion comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP11 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas de Na2S04, NaCl, Na2CO3, NaNO3, Na2HPO4, Na3PO4, NH4CL, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, (NH4)2S04, KCl,
K2HPO4, KH2P0O4, KNO3, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS0O4 y citrato de sodio o sus mezclas. El granulo puede ser
un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos la BP11 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas sulfatos, tal como uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS04 o sus mezclas. El granulo
puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP11 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas de Na2S04, (NH4)2S04, y MgSO4 o sus mezclas. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invencion comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP11 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos es o incluye al
menos Na2S04. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado
con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo que comprende un
nucleo, en el que el nicleo comprende al menos BP111 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende a
barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado
tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP111 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende una sal
que es capaz de actuar como a barrera de humedad. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP111 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas de Na2S04 NaCl, Na2CO3, NaNO3, Na2HPO4, Na3P0O4, NH4CI, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, (NH4)2S04, KCl,
K2HPO4, KH2P0O4, KNO3, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS0O4 y citrato de sodio o sus mezclas. El granulo puede ser
un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP111 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas sulfatos, tal como uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, K2S04, KHSO4, MgS04, ZnS04 o sus mezclas. El granulo
puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado tratado con vapor.
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En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP111 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos comprende uno o
mas de Na2S04, (NH4)2S04, y MgSO4 o sus mezclas. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo
puede ser un granulo granulado tratado con vapor.

En ciertos aspectos el alimento para animales de la presente invenciéon comprende un granulo, en el que el granulo
comprende un nucleo que comprende al menos BP111 fitasa de acuerdo con la presente invencion, y en el que el
nucleo esta revestido con uno o mas revestimientos, en el que al menos uno de los revestimientos es o incluye al
menoss Na2S04. El granulo puede ser un granulo tratado con vapor. El granulo puede ser un granulo granulado
tratado con vapor.

Para ciertas realizaciones, los granulos tienen un tamafo de aproximadamente 210 a 390 mm. Los ejemplos de tales
realizaciones se pueden hallar en los documentos WO 2006/034710, WO 00/01793, WO 99/32595, WO 2007/044968,
WO 00/47060, WO 03/059086, WO 03/059087, WO 2006/053564 y US 2003/0054511.

Una sal preferida para revestimiento de los pellets es una o mas de las descriptas en el documento W0O2006/034710.
Los ejemplos de las sales preferidas para revestir los pellet incluyen uno o mas de: Na2S04 NaCl, Na2CO3, NaNO3,
Na2HPO4, Na3PO0O4, NHA4CI, (NH4)2HPO4, NH4H2PO4, (NH4)2S04, KCI, K2HPO4, KH2P0O4, KNO3, K2S04,
KHSO4, MgS04, ZnS0O4 vy citrato de sodio o sus mezclas. Para algunos aspectos, los ejemplos de las sales mas
preferidas para revestir los pellets incluyen uno o mas sulfatos, tal como uno o mas Na2S04, (NH4)2S04, K2S04,
KHSO4, MgS04, ZnS0O4 o sus mezclas. Para algunos aspectos, los ejemplos de las sales mas preferidas para revestir
los pellets incluyen uno o mas de Na2S04, (NH4)2S04, y MgS0O4 o sus mezclas. Para algunos aspectos, una sal
preferida para revestir los pellets es o incluye al menos Na2S04.

En la presente también se describe un procedimiento para fabricar una composicién de alimentos para animales. En
un aspecto, este procedimiento comprende las etapas de: i. mezcla de los componentes del alimento para animales
con granulos que comprenden un nucleo y un revestimiento en el que el nicleo comprende un compuesto activo, tal
como una enzima que incluye fitasa, y el revestimiento comprende una sal, ii. Tratamiento con vapor de dicha
composicion (i), y iii. granulacion de dicha composicion (ii).

Alimento y alimento para animales

Un "alimento para animales" y un "alimento", respectivamente, significa cualquier dieta, comida natural o artificial o
similares o componentes de tales comidas destinadas o adecuadas para ser comida, tomada, digerida, por un animal
y un ser humano, respectivamente.

Como se usa en la presente, el término "alimento" se usa en sentido amplio - y abarca alimentos y productos
alimenticios para seres humanos asi como alimentos para animales (es decir, un alimento para animales). El término
"productos alimenticios” abarca cualquier ingrediente que se puede usar para el alimento.

El término "alimento para animales" se usa con referencia a productos para alimentar a los animales en la cria de
ganado. El término " alimento para animales" puede abarcar un alimento para animales por se o una composicién de
alimento para animales o un componente de la misma. Los términos "alimento para animales" y "alimento de animal"
se usan indistintamente. En una realizacion preferida, el alimento o el alimento para animales es para el consumo de
animales tales como animales monogastricos, animales no monogastricos, animales rumiantes o animales acuaticos,
por ejemplo, porcinos (por ejemplo, cerdos), aves de corral (por ejemplo, pavo, pollo, pato), ganado vacuno y peces.
En una realizacién mas preferida, los alimentos o alimentos para animales son para el consumo de pollos, pavos,
cerdos, vacas o peces. El término "producto alimenticio" abarca cualquier ingrediente que se puede usar para para
alimento para animales.

En una realizacion preferida, el alimento o alimento para animales es para el consumo de animales monogastricos.
En ofra realizacion preferida, el alimento o alimento para animales es para el consumo de animales monogastricos
tales como animales rumiantes o no rumiantes.

En una realizacion preferida, los animales no monogastricos incluyen, pero sin limitacion, los siguientes: rumiantes de
la subfamilia de Bovinae incluyen bisonte, yak, vacunos, vacas, bufalos, bovinos, ganado, buey, novillos, nilgo, y
animales productoras de carne y leche; Rumiantes de Bos taurus y Bos Indicus, tales como vacas, toros, novillos,
ganado de carne, ganado lechero y terneros; rumiantes de la subfamilia Cervidae que incluyen, ciervos, renos,
antilopes, alces, ciervos canadienses y muntjac; o los rumiantes de la subfamilia de Caprinae, que incluyen ovejas,
cabras, corderos, gamuzas y antilope americano; o no rumiantes, tales como jirafa, o no rumiantes, tales como Equus
0 especies equinas tales como caballo, burro y mula; o no rumiantes tales como Camelidae que incluyen llama, alpaca
y camello.

En otra realizaciéon preferida, el alimento o alimento para animales es para el consumo por animales acuaticos tales
como - por ejemplo - peces, peces agastricos, peces gastricos, peces de agua dulce, peces marinos y camarones y
otros crustaceos.
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En otra realizacion preferida, el alimento o alimento para animales es para consumo de animales monogastricos tales
como - por ejemplo - cerdos, aves de corral tales como patos, pollos y pavos, perros, gatos y seres humanos.

El alimento o alimento para animales puede estar en la forma de una solucién o como un sélido, de acuerdo con el
uso y/o el modo de aplicacion y/o el modo de administracion. En algunas realizaciones, las enzimas mencionadas en
la presente se pueden usar como - 0 en la preparacién o produccién de — una sustancia de alimento o alimento para
animales.

Como se usa en la presente el término "ingrediente del alimento o alimento para animales" incluye una formulacion,
que es o se puede afadir a alimentos o productos alimenticios e incluye formulaciones que se pueden usar a bajos
niveles en una amplia variedad de productos. El ingrediente alimenticio puede estar en forma de una solucién o como
un solido, de acuerdo con el uso y/o el modo de aplicacion y/o el modo de administracion. Las enzimas descriptas en
la presente se pueden usar como un ingrediente del alimento o alimento para animales o en la preparacion o
produccién. Las enzimas pueden ser, o se puede afiadir a, suplementos alimenticios.

Las composiciones de alimentos para animales tales como animales monogastricos, animales no monogastricos,
animales rumiantes y animales acuaticos incluyen tipicamente composiciones que comprenden productos vegetales
que contienen fitato. Tales composiciones incluyen harina de maiz, harina de soja, harina de colza, harina de semilla
de algodon, maiz, trigo, cebada y alimentos a base de sorgo. La fitasa puede ser, o se puede afiadir a, sustancias y
composiciones de los alimentos o alimentos para animales.

En una realizacion, el alimento o alimento para animales es un liquido tal como un alimento para animales liquido.
En otra realizacion, el alimento o alimento para animales es un sélido.

En otra realizacion, el alimento para animales es un alimento para animales para aves de corral (alimento para aves
de corral).

En una realizacion, el alimento para animales es alimento para animales para pollos (alimentos para pollos).
En otra realizacion, el alimento para animales es alimento para animales para pavos (alimentos para pavos).
En otra realizacion, el alimento para animales es alimento para animales para patos (alimentos para patos).

En una realizacion, el alimento para animales es alimento para animales para cerdos (alimento para cerdos).

El alimento o alimento para animales puede comprender proteinas vegetales. Las proteinas vegetales se pueden
derivar de legumbres, semillas oleaginosas, nueces y cereales. Los ejemplos de fuentes de proteinas vegetales
incluyen, pero sin limitacién, plantas de las familias Fabaceae (Leguminosae), Poaceae, Cruciferaceae, y
Chenopodiaceae.

Las fuentes adecuadas de proteinas vegetales son las frijoles de soja, harina de soja, cereales (tales como maiz, trigo,
avena, cebada, centeno y sorgo), harinas de cereales (tal como harina de maiz, harina de trigo, harina de avena,
harina de cebada, harina de centeno, harina de sorgo y harina de canola, salvados (tal como salvado de trigo y salvado
de avena), semillas oleaginosas (tales como semillas de colza y girasol), harina de semillas oleaginosas (tales como
harina de colza), harina de semilla de algodon, repollo, remolacha y remolacha azucarera. Estas proteinas vegetales
son ejemplos de ingredientes alimentarios e ingredientes de los alimentos para animales.

El alimento o alimento para animales puede comprender proteinas animales. Las proteinas animales adecuadas
incluyen, pero sin limitacion, harina de pescado y suero. Estas proteinas animales son ejemplos de ingredientes
alimentarios e ingredientes de los alimentos para animales.

El alimento o alimento para animales pueden comprender aditivos. Los aditivos adecuados incluyen, pero sin
limitacién, inhibidores de enzimas, vitaminas, minerales traza, macro minerales, agentes colorantes, compuestos
aromaticos y péptidos antimicrobianos. Estos aditivos son ejemplos de ingredientes alimentarios e ingredientes de los
alimentos para animales.

El alimento o alimento para animales o sus ingredientes pueden ser un liquido.

El alimento o alimento para animales o sus ingredientes pueden ser un solido. Los ejemplos incluyen harina de maiz,
trigo o soja.

Como se usa en la presente, el término “digestibilidad" se refiere a la capacidad de un animal para absorber o retener
la nutricion de un alimento o alimento para animales en lugar de excretarlo. La palabra "nutricion" en este contexto
puede incluir minerales, grasas, lipidos, vitaminas, proteinas, aminoacidos, carbohidratos y almidones. Una medida
de la digestibilidad es la cantidad de cualquier aspecto de la nutricién que retiene el animal en lugar de excretarlo. Esto
se puede expresar como un porcentaje
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Animales

Como se usa en la presente, el término "animal" incluye todos los animales monogastricos, animales no
monogastricos, todos los animales rumiantes y todos los animal acuaticos.

Los ejemplos de animales incluyen animales monogastricos tales como cerdos, aves de corral tales como patos, pollos
y pavos, perros, gatos y seres humanos.

Cuando el animal es un pollo, puede ser cualquier tipo o raza de pollo. En realizaciones preferidas, el pollo es un pollo
de engorde o ponedora o un pavipollo. Los términos "pollo" y "gallina" se usan indistintamente en la presente.

Cuando el animal es un pavo, puede ser cualquier tipo o raza de pavo. Por ejemplo, el pavo puede ser un pavipollo.

Cuando el animal es un cerdo, puede ser cualquier tipo o raza de cerdo. En realizaciones preferidas, el porcino es un
cerdo, lechoén, cerda, puerco o un cerdo de engorde-finalizacion.

Como se usa en la presente, el término "animal" incluye todos los animales monogastricos. En realizaciones preferidas
los animales no monogastricos incluyen, pero sin limitacion, los siguientes:- rumiantes de la subfamilia de Bovinae
incluyen bisonte, Yak, vacunos, vacas, bufalos, bovinos, ganado, buey, novillos, nilgd, y animales productoras de carne
y leche; Rumiantes de Bos taurus y Bos Indicus, tales como vacas, toros, novillos, ganado de carne, ganado lechero
y terneros; rumiantes de la subfamilia Cervidae que incluyen, ciervos, renos, antilopes, alces, ciervos canadienses y
muntjac; o los rumiantes de la subfamilia de Caprinae, que incluyen ovejas, cabras, corderos, gamuzas y antilope
americano; o no rumiantes, tales como jirafa, o no rumiantes, tales como Equus o especies equinas tales como caballo,
burro y mula; o no rumiantes tales como Camelidae que incluyen llama, alpaca y camello.

Un animal puede ser un animal no monogastrico y también un animal rumiante.

Los términos "no mono-gastrico", "no monogastrico" y "no mono gastrico" se usan de forma indistinta en la presente.
Los términos "mono-gastrico" y "monogastrico” se usan de forma indistinta en la presente.
Como se usa en la presente, el término "animal” incluye todos los animales acuaticos.

Los ejemplos de animales acuaticos incluyen camarones y otros crustaceos, por ejemplo camarones peneidos:
camaron tigre negro Peneaus monodon, camaron blanco Penaeus vananamei. Otros ejemplos de animales acuaticos
incluyen todos los peces. Todos los peces incluyen peces de agua dulce, peces gastricos que incluyen todas las
especies de tilapia (por ejemplo, Oreochromis niloticus y O. mossanbicus) y todas las especies de pez gato (por
ejemplo, Pangasus spp y el pez gato americano Ictalurus punctatus). Todos los peces también incluyen peces
agastricos, que incluyen toda las especies de carpa (por ejemplo, carpa comun Cyprinus carpio y carpa herbivora
Ctenopharyngodon idella), salménidos (por ejemplo, salmoén del Atlantico (Salmo salar), salmén del Pacifico
(Oncorhynchus spp), trucha arco iris (Oncorhynchus mykiss) y todos los peces marinos (por ejemplo, familias de
anguilas, lubinas y besugos).

Nucleotidos y polipéptidos

Como se usa en la presente, el término "polinucledétido” se refiere a una forma polimérica de nucleétidos de cualquier
longitud y cualquier estructura tridimensional y de cadena simple o cadena multiple (por ejemplo, cadena simple,
cadena doble triple hélice, etc.), que contienen desoxirribonucledtidos, ribonucleétidos y/o analogos o formas
modificadas de desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, que incluyen los nucleédtidos o bases modificados o sus
analogos. Debido a que el codigo genético esta degenerado, se puede usar mas de un codén para codificar un
aminoacido particular, y la presente descripcion abarca polinucleétidos que codifican una secuencia de aminoacidos
particular. Se puede usar cualquier tipo de nucleétido modificado o analogo de nucledtido, siempre que el
polinucledtido retenga la funcionalidad deseada en las condiciones de uso, que incluyen las modificaciones que
aumentan la resistencia a la nucleasa (por ejemplo, desoxi, 2'-O-Me, fosforotioatos, etc). Las etiquetas también se
pueden incorporar con fines de deteccién o captura, por ejemplo, etiquetas o anclajes radioactivos o no radioactivos,
por ejemplo, biotina. El término polinucledtido también incluye acidos nucleicos peptidicos (PNA). Los polinucleétidos
pueden ser naturales o no naturales. Los términos "polinucleétido” y "acido nucleico" y "oligonucleétido” y "secuencia
de nucledtidos" se usan en la presente de manera intercambiable. Los polinucleétidos de la descripcion pueden
contener ARN, ADN, o ambos, y/o formas modificadas y/o analogos de los mismos. Una secuencia de nucledtidos
puede estar interrumpida por componentes no nucleotidicos. Uno o mas enlaces fosfodiéster se pueden reemplazar
por grupos de enlace alternativos. Estos grupos de enlace alternativos incluyen, pero sin limitacion, realizaciones en
las que el fosfato se reemplaza por P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"), (O)NR: ("amidato"), P(O)R, P(O)O’, CO o CH;
("formacetal"), en los que cada R y R’ es de modo independiente H o alquilo sustituido o no sustituido (1-20 C) que
contiene opcionalmente un enlace éter (-O-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o aralquilo. No todos los
enlaces en un polinucleétido necesitan ser idénticos. Los polinucleétidos pueden ser lineales o circulares o comprender
una combinacion de porcion lineal y circular.

Como se usa en la presente, "polipéptido" se refiere a cualquier composicion que comprende o esta compuesto de
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aminoacidos y es reconocida como una proteina por los expertos en la técnica. El codigo convencional de una letra o
de tres letras para los residuos de aminoacidos se usa en la presente. Los términos "polipéptido" y "proteina" y
"secuencia de aminoacidos" se usan de manera intercambiable en la presente para referirse a polimeros de
aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos
modificados y puede estar interrumpido por no aminoacidos. Los términos también abarcan un polimero de
aminoacidos que se ha modificado de forma natural o por intervencion; por ejemplo, formacion de enlaces disulfuro,
glicosilacion, lipidacion, acetilacion, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacion, tal como la conjugacion
con un componente de marcacion. También se incluyen dentro de la definicion, por ejemplo, polipéptidos que
contienen uno o mas analogos de un aminoacido (que incluyen, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.), asi como
otras modificaciones conocidas en la técnica.

Enzimas

El término "enzima", como se usa en la presente, se refiere a una proteina que cataliza las reacciones quimicas de
otras sustancias sin que se destruya o se altere después de completar las reacciones.

La enzima puede ser de tipo salvaje, que es una enzima presente en la naturaleza, o una variante. Una "variante" es
una enzima que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene una o varias inserciones, supresiones y/o sustituciones
en comparacion con la secuencia progenitora de la cual se deriva la variante, tal como una enzima de tipo salvaje o
incluso una enzima variante, y que retiene una propiedad funcional y/o mejora una propiedad, por ejemplo, una
actividad potenciada de la enzima. Como se usa en la presente, el término “secuencia de aminoacidos" es sinénimo
del término "polipéptido" y/o el término "proteina". Una variante e enzima también se puede denominar enzima
modificada o alterada.

El término "enzima activa", como se usa en la presente, se refiere a una enzima que retiene su funcion catalitica. Por
ejemplo, la fitasa es capaz de catalizar la hidrolisis de los ésteres del acido fosforico.

El término "enzima inactiva" se refiere a la enzima que esta presente en una muestra pero es incapaz de realizar su
funcién catalitica. La inactivacion puede ocurrir debido a la desnaturalizacion, agregacion, desamidacion u oxidacion
de la enzima, debido al tratamiento térmico o debido al tratamiento quimico o tratamiento o procesamiento por otra
enzima, tal como la protedlisis por una proteasa. La inactivaciéon también se puede deber a un inhibidor quimico. En
el caso de que la enzima sea fitasa, tal como por ejemplo, fitasa BP17, un inhibidor que se puede usar es el hexasulfato
de mioinositol (MIHS). La inactivacion puede ser completa, lo que significa que no hay actividad enzimatica, o parcial
en la que queda algo de actividad residual.

Como se usa en la presente, un "vector" se refiere a una secuencia de polinucleétidos disefiada para introducir acidos
nucleicos en uno o mas tipos de células. Los vectores incluyen vectores de clonacion, vectores de expresion, vectores
de lanzadera, plasmidos, particulas de fagos, casetes y similares.

Como se usa en la presente, el término "expresion” se refiere al proceso mediante el cual se produce un polipéptido
sobre la base de la secuencia de acido nucleico de un gen. El proceso incluye tanto la transcripcion como la traduccion.
La expresion puede implicar el uso de un organismo huésped para producir el polipéptido. Un organismo huésped,
también denominado simplemente un huésped, puede incluir procariotas y eucariotas, y en algunas realizaciones
puede incluir especies bacterianas y fungicas.

Como se usa en la presente, "vector de expresion" se refiere a un constructo de ADN que contiene una secuencia
codificadora de ADN (por ejemplo, una secuencia de genes) que esta operativamente unida a una o mas secuencias
de control adecuadas capaces de afectar la expresion de la secuencia codificadora en un huésped. Dichas secuencias
de control incluyen un promotor para efectuar la transcripcion, una secuencia de operador opcional para controlar
dicha transcripcion, una secuencia que codifica los sitios de unién al ribosoma de ARNm adecuados, y secuencias
que controlan la terminacioén de la transcripcién y la traduccion. El vector puede ser un plasmido, una particula de fago
o simplemente un potencial inserto genémico. Una vez transformado en un huésped adecuado, el vector se puede
replicar y funcionar independientemente del genoma huésped, o, en algunos casos, se puede integrar en el propio
genoma. El plasmido es la forma de vector de expresiéon mas cominmente usada. Sin embargo, la descripcion esta
destinada a incluir otras formas de vectores de expresion que cumplen funciones equivalentes y que son, o se conocen,
en la técnica.

Un "promotor" se refiere a una secuencia reguladora que esta involucrado en la unién del ARN polimerasa para iniciar
la transcripcion de un gen. El promotor puede ser un promotor inducible o un promotor constitutivo. Un ejemplo no
limitante de un promotor inducible que se puede usar es Trichoderma reesei cbh1, que es un promotor inducible.

El término "unido operativamente" se refiere a la yuxtaposicion en la que los elementos estan en una disposicion que
les permite estar relacionados funcionalmente. Por ejemplo, un promotor esta unido operativamente a una secuencia
codificadora si controla la transcripcion de la secuencia codificadora.

"Bajo control transcripcional" es un término bien entendido en la técnica que indica que la transcripcion de una
secuencia de polinucledtidos depende de que esté unida operativamente a un elemento que contribuye al inicio o
promueve la transcripcion.
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"Bajo control de traduccién" es un término bien entendido en la técnica que indica un proceso regulador que se produce
después de que se ha formado el ARNm.

Un "gen" se refiere a un segmento de ADN que esta involucrado en la produccién de un polipéptido e incluye regiones
que preceden y siguen las regiones codificadoras, asi como secuencias intermedias (intrones) entre los segmentos
codificadoras individuales (exones).

Como se usa en la presente, el término "célula huésped" se refiere a una célula o linea celular en la que un vector de
expresion recombinante para la produccién de un polipéptido se puede transfectar para la expresién del polipéptido.
Las células huésped incluyen la progenie de una célula huésped unica, y la progenie no necesariamente puede ser
completamente idéntica (en morfologia o en el complemento de ADN gendmico total) a la célula progenitora original
debido a una mutaciéon natural, accidental o deliberada. Una célula huésped incluye células transfectadas o
transformadas in vivo con un vector de expresion. "Célula huésped" se refiere tanto a las células como a los
protoplastos creados a partir de las células de una cepa de hongo filamentoso y, en particular, una cepa Trichoderma

sp.

El término "recombinante” cuando se usa en referencia a una célula, acido nucleico, proteina o vector, indica que la
célula, acido nucleico, proteina o vector, se ha modificado mediante la introduccién de un acido nucleico o proteina
heteroéloga o la alteracion de un acido nucleico o proteina nativa, o que la célula se deriva de una célula asi modificada.
Asi, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que no se encuentran dentro de la forma nativa (no
recombinante) de la célula o expresan genes nativos que de otra manera se expresan de manera anormal,
subexpresan o no se expresa en absoluto.

Una "secuencia sefial" (también denominada "presecuencia”, "péptido sefial", "secuencia lider" o "péptido lider") se
refiere a una secuencia de aminoacidos unida a la porcidon N-terminal de una proteina que facilita la secrecion de la
forma madura de la proteina de la célula (por ejemplo, SEQ ID NO: 5). La secuencia sefial dirige el polipéptido a la via
secretora y se escinde del polipéptido naciente una vez que se transloca en la membrana del reticulo endoplasmico.
La forma madura de la proteina extracelular (por ejemplo, SEQ ID NO: 1) carece de la secuencia de sefial que se
escinde durante el proceso de secrecion.

El término "marcador selectivo" o "marcador seleccionable" se refiere a un gen capaz de expresion en una célula
huésped que permite una facil seleccién de estos huéspedes que contienen un acido nucleico o vector introducido.
Los ejemplos de marcadores seleccionables incluyen, pero sin limitacion, sustancias antimicrobianas (por ejemplo,
higromicina, bleomicina o cloranfenicol) y/o genes que confieren una ventaja metabdlica, tal como una ventaja
nutricional, en la célula huésped.

El término "cultivo" se refiere al crecimiento de una poblacion de células microbianas en condiciones adecuadas para
el crecimiento, en un medio liquido o sdlido.

El término "heterdlogo” en referencia a un polinucledtido o proteina se refiere a un polinucleétido o proteina que no se
produce naturalmente en una célula huésped. En algunas realizaciones, la proteina es una proteina industrial
comercialmente importante. Se considera que el término abarca proteinas que estan codificadas por genes naturales,
genes mutados y/o genes sintéticos. El término "homaologo" en referencia a un polinucledtido o proteina se refiere a
un polinucleétido o proteina que se produce naturalmente en la célula huésped.

El término "introducido" en el contexto de la insercidon de una secuencia de acido nucleico en una célula incluye
"transfeccion”, "transformacion” o "transduccion" y se refiere a la incorporacion de una secuencia de acido nucleico en
una célula eucaridtica o procariética en la que la secuencia de acido nucleico se puede incorporar en el genoma de la
célula (por ejemplo, ADN de cromosoma, plasmido, plastido o mitocondrial), convertirse en un replicén auténomo o
expresarse de forma transitoria.

Como se usa en la presente, los términos "transformado”, "transformado de manera estable" y "transgénico" se refieren
a una célula que tiene una secuencia de acidos nucleicos no nativa (por ejemplo, heteréloga) integrada en su genoma
o como un plasmido episdmico que se mantiene a través de multiples generaciones.

Los términos "recuperado”, "aislado", "purificado" y "separados" como se usa en la presente se refieren a un material
(por ejemplo, una proteina, acido nucleico o célula) que se retira de al menos un componente con el que esta
naturalmente asociado. Por ejemplo, estos términos se pueden referir a un material que esta sustancial o
esencialmente libre de componentes que normalmente lo acompafian tal como se encuentra en su estado nativo, tal
como, por ejemplo, un sistema biolégico intacto.

Como se usa en la presente, los términos "modificacion” y "alteracion” se usan indistintamente y significan cambiar o
variar. En el contexto de la modificacion o alteracion de un polipéptido, estos términos pueden significar cambiar la
secuencia de aminoacidos, ya sea directamente o mediante el cambio del acido nucleico codificador o para cambiar
la estructura del polipéptido tal como por gicosilacion de la enzima.

"NCIMB" se refiere al NCIMB Ltd ubicado en Aberdeen, Escocia (www.NCIMB.com).
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La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular (que incluyen técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular y bioquimica, que estan
dentro de los conocimientos de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la bibliografia, por ejemplo,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, second edition (Sambrook et al., 1989 Molecular Cloning: A Laboratory
Manual); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait, ed., 1984; Current Protocols in Molecular Biology (F. M. Ausubel et al.,
eds., 1994); PCR: The Polymerase Chain Reaction (Mullis et al., eds., 1994); y Gene Transfer and Expression: A
Laboratory Manual (Kriegler, 1990).

A menos que se defina lo contrario en este documento, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la
presente tienen el mismo significado que entiende comunmente un experto en la técnica a la que pertenece esta
invencion. Singleton, et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology, second ed., John Wiley and Sons, New
York (1994), and Hale & Markham, The Harper Collins Dictionary of Biology, Harper Perennial, NY (1991) proporcionaa
a un experto un diccionario general de muchos de los términos utilizados en esta invencién. Cualquier procedimiento
y material similar o equivalente a los descriptos en la presente se puede usar en la practica o en el ensayo de la
presente invencion.

A menos que se indique lo contrario, los acidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientacion de 5’ a
3’; las secuencias de aminoacidos se escriben de izquierda a derecha en orientacion amino a carboxi,
respectivamente.

Los rangos numéricos proporcionados en la presente incluyen los numeros que definen el intervalo.
"Un", "una" y "el/la" incluyen referencias plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario.
Identidad de secuencia u homologia de secuencia

La presente descripcion también abarca el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con secuencias de aminoacidos de un polipéptido que tiene las propiedades especificas
definidas en la presente o de cualquier secuencia de nucleétidos que codifica tal polipéptido (de aqui en adelante,
"secuencias homoélogas"). Aqui, el término "homodlogo" significa una entidad que tiene una cierta homologia con las
secuencias de aminoacidos presentes y las secuencias de nucleétidos presentes. Aqui, el término, el término
"homologia" se puede equiparar a "identidad".

La secuencia de aminoacidos y/o secuencia de nucledtidos homologas deberian proporcionar y/o codificar un
polipéptido que retiene la actividad funcional y/o aumenta la actividad de la enzima.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homoéloga incluye una secuencia de aminoacidos o
nucledtidos que puede ser al menos 75, 80, 85 o0 90% idéntica, en algunas realizaciones al menos 95 0 98% idéntica
a la secuencia presente. Tipicamente, los homologos comprenderan los mismos sitios activos, etc., por ejemplo que
la secuencia de aminoacidos presente. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud
(es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades/funciones quimicas), en el contexto de la presente
descripcion, se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

En algunas realizaciones, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia de aminoacidos o una
secuencia de nucleotidos que tiene una o varias adiciones, supresiones y/o sustituciones en comparacion con la
secuencia presente.

En algunas realizaciones, la presente descripcion se refiere a una proteina cuya secuencia de aminoacidos esta
representada en la presente o una proteina derivada de esta proteina (original) por sustitucion, supresion o adiciéon de
uno o varios aminodacidos, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos o mas aminoacidos, como como 10 o mas de 10
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina original y que tienen la actividad de la proteina original.

En algunas realizaciones la presente descripcion se refiere a una secuencia de acidos nucleicos (o gen) que codifica
una proteina cuya secuencia de aminoacidos esta representada en la presente o codifica una proteina derivada de
esta proteina (original) por sustitucion, supresion o adicién de uno o varios aminoacidos, tales como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9 aminoacidos, o mas aminoacidos, tal como 10 o mas de 10 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la
proteina original y que tiene la actividad de la proteina original.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia de nucledtidos que puede
ser al menos 75, 80, 85 o 90% idéntica, en algunas realizaciones al menos 95 o 98% idéntica a una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de la presente descripcion (la secuencia presente) Tipicamente, los homoélogos
comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos, etc., como la secuencia presente. Aunque la
homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen
propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente descripcion, se prefiere expresar homologia
en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia se pueden realizar a ojo, o0 mas generalmente, con la ayuda de programas de
comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas de computadora disponibles en el comercio
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pueden calcular el% de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia se puede calcular respecto de secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la
otra secuencia, un residuo por vez. Esto se llama un alineamiento "sin brechas". Normalmente, estos alineamientos
sin brechas se realizan solo en un numero relativamente corto de residuos.

Aunque este es un procedimiento muy simple y consistente, no toma en cuenta que, por ejemplo, en un par de
secuencias por lo demas idénticas, una insercion o eliminaciéon causara que los siguientes residuos de aminoacidos
queden fuera de alineamiento, lo que podria producir gran reduccion en el % de homologia cuando se realiza un
alineamiento global. En consecuencia, la mayoria de los procedimientos de comparacion de secuencias estan
disefiados para producir alineamientos 6ptimos que toman en consideracion posibles inserciones y supresiones sin
penalizar excesivamente la puntuaciéon de homologia global. Esto se logra al insertar "brechas" en el alineamiento de
la secuencia para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos procedimientos mas complejos asignan "penalizaciones de brecha" a cada brecha que se produce
en el alineamiento, de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencia con
la menor cantidad posible de brechas - lo que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias comparadas —
obtendra un puntuaciéon mas alta que una con muchas brechas. "Costos de brecha afin” normalmente se utilizan los
costos que cobran un costo relativamente alto por la existencia de una brecha y una penalizacion menor por cada
residuo subsiguiente en la brecha. Este es el sistema de puntuacion de brechas mas comunmente utilizado. Las
penalizaciones de brechas altas produciran, obviamente, alineamientos optimizados con menos brechas. La mayoria
de los programas de alineamiento permiten modificar las penalizaciones de brecha. Sin embargo, se prefiere usar los
valores predeterminados cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencias.

Por lo tanto, el calculo del % maximo de homologia requiere, en primer lugar, la produccién de un alineamiento 6ptimo,
que toma en consideracion las penalizaciones de brecha. Un programa de computadora adecuado para llevar a cabo
tal alineamiento es el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de software que pueden realizar comparaciones de
secuencias incluyen, pero sin limitacion, el paquete BLAST (ver Ausubel et al 1999 Short Protocols in Molecular
Biology, 4th Ed - Chapter 18), BLAST 2 (see FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999
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 busqueda en linea y sin conexién (ver Ausubel et al 1999,
paginas 7-58 a 7-60).

Aunque el % de homologia final se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineamiento mismo no se
basa normalmente en una comparacion de pares de todo o nada. En cambio, generalmente se utiliza una matriz de
puntuacion de similitud a escala que asigna puntuaciones a cada comparacion por pares en funciéon de la similitud
quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz utilizada comunmente es la matriz BLOSUM®62, la matriz
predeterminada para el conjunto de programas BLAST. Los programas Vector NTI generalmente usan los valores
predeterminados publicos o una tabla de comparacion de simbolos a medida si se suministran (ver el manual del
usuario para obtener mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores predeterminados para el
paquete Vector NTI.

Alternativamente, el porcentaje de homologia se puede calcular usando la funcién de alineamiento multiple en Vector
NTI (Invitrogen Corp.), basada en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene 73 (1),
237-244).

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

En caso de que se utilicen penalizaciones de brecha cuando se determina la identidad de secuencia, los siguientes
parametros se pueden usar para el alineamiento por pares, por ejemplo:

PARA BLAST
APERTURA DE BRECHA 0
EXTENSION DE BRECHA 0
PARA CLUSTAL ADN PROTEINA
TAMANO DE PALABRAS 2 1 K triple
PENALIZACION DE BRECHA 15 10
EXTENSION DE BRECHA 6,66 0,1
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En una realizacion, CLUSTAL se puede usar con el conjunto de penalizacién de brecha y extension de brecha como
se definié anteriormente.

Adecuadamente, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucleétidos se determina en al menos 20
nucledtidos contiguos, por ejemplo en al menos 30 nucledtidos contiguos, por ejemplo en al menos 40 nucledtidos
contiguos, por ejemplo, en al menos 50 nucledtidos contiguos, por ejemplo, en al menos 60 nucledtidos contiguos, por
ejemplo, en al menos 100 nucledtidos contiguos.

De manera adecuada, el grado de identidad con respecto a una secuencia de nucledtidos se puede determinar en la
secuencia entera.

Variantes/Homologos/Derivados

La presente descripcion también abarca el uso de variantes, homdlogos y derivados de cualquier secuencia de
aminoacidos de una proteina o de cualquier secuencia de nucleétidos que codifica dicha proteina.

En la presente, el término "homologo" significa una entidad que tiene una cierta homologia con las secuencias de
aminoacidos presentes y las secuencias de nucleotidos presentes. Aqui, el término "homologia" se puede equiparar a
"identidad".

En el presente contexto, se considera que una secuencia homdloga incluye una secuencia de aminoacidos que puede
ser al menos 75, 80, 85 0 90% idéntica, por ejemplo al menos 95, 96, 97, 98 0 99% idéntica a la secuencia presente.
Tipicamente, los homdélogos comprenderan los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de aminoacidos presente.
Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que
tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente descripcion, se prefiere expresar
homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homologa incluye una secuencia de nucledtidos que puede
ser al menos 75, 80, 85 o 90% idéntica, en algunas realizaciones al menos 95, 96, 97, 98 o 99% idéntica a una
secuencia de nucledtidos que codifica una enzima de la presente descripcion (la secuencia presente) Tipicamente,
los homdlogos comprenderan las mismas secuencias que codifican los sitios activos, etc., como la secuencia presente.
Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que
tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente descripcion, se prefiere expresar
homologia en términos de identidad de secuencia.

Como se discutio anteriormente, las comparaciones de homologia se pueden realizar a ojo, 0 mas generalmente, con
la ayuda de programas de comparacion de secuencias facilmente disponibles, tanto para secuencias de polipéptidos
como nucleétidos.

Como se describié anteriormente, el % de homologia se puede calcular respecto de las secuencias contiguas.

Los procedimientos de alineamiento mas complejos asignan "penalizaciones de brecha" a cada brecha que se produce
en el alineamiento, de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencia con
la menor cantidad posible de brechas - lo que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias comparadas —
obtendra un puntuacién mas alta que una con muchas brechas. Se prefiere usar los valores predeterminados cuando
se usa dicho software para comparaciones de secuencias. Por ejemplo cuando se usa el paquete de mejor ajuste
GCG Wisconsin, la penalizacion de brecha predeterminada para las secuencias de aminoacidos es -12 para una
brecha y -4 para cada extension.

Por lo tanto, el calculo del % maximo de homologia requiere, en primer lugar, la produccion de un alineamiento 6ptimo,
que toma en consideracion las penalizaciones de brecha. Un programa de computadora adecuado para llevar a cabo
tal alineamiento es el paquete de mejor ajuste GCG Wisconsin (Devereux et al 1984 Nuc. Acids Research 12 p387).
Los ejemplos de otros software que pueden realizar comparaciones de secuencias incluyen, pero sin limitacion, el
paquete BLAST (ver Ausubel et al 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4th Ed - Chapter 18), FASTA (Altschul
et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410) y el conjunto GENEWORKS de herramientas de comparacion. BLAST y FASTA estan
disponibles para la busqueda sin conexién y en linea (ver Ausubel et al., 1999, Short Protocols in Molecular Biology,
paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa mejor ajuste GCGt.
También esta disponible una nueva herramienta, llamada Secuencias BLAST 2 para comparar la secuencia de
proteina y nucledtido (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y
tatiana@nc- bi.nim.nih.gov).

Aunque el % de homologia final se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineamiento mismo no se
basa normalmente en una comparacion de pares de todo o nada. En cambio, generalmente se utiliza una matriz de
puntuacion de similitud a escala que asigna puntuaciones a cada comparacion por pares en funcion de la similitud
quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz utilizada comunmente es la matriz BLOSUM®62, la matriz
predeterminada para el conjunto de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan los valores
predeterminados publicos o una tabla de comparacion de simbolos a medida si se suministran (ver el manual del
usuario para obtener mas detalles). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores predeterminados publicos
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para el paquete GCG, o en el caso de otro software, la matriz predeterminada, tal como BLOSUM®62.

Alternativamente, el porcentaje de homologia se puede calcular usando la funcién de alineamiento multiple en
DNASIS™ (Hitachi Software), basada en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene
73 (1), 237-244).

Como se describio anteriormente, una vez que el software ha producido un alineamiento éptimo, es posible calcular
el % de homologia, por ejemplo, el % de identidad de secuencia. El software normalmente hace esto como parte de
la comparacion de secuencias y genera un resultado numérico.

Las secuencias también pueden tener supresiones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos que
producen un cambio silencioso y producen una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden realizar sustituciones
de aminoacidos deliberadas sobre la base de la similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad
y/o la naturaleza anfipatica de los residuos, siempre que se mantenga la actividad de unién secundaria de la sustancia.
Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico; los aminoacidos
cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos principales polares 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 conservadoras, por ejemplo, de acuerdo con la siguiente Tabla. Los aminoacidos en
el mismo blogue en la segunda columna y en algunas realizaciones en la misma linea en la tercera columna se pueden
sustituir entre si:

ALIFATICO No polar GAP
LV

Polar - no cargado CSTM
NQ
Polar - cargado DE
KR
AROMATICO HFWY

La presente descripcion también abarca la sustitucion homdloga (tanto la sustitucién como la sustituciéon se usan en
la presente para significar el intercambio de un residuo de aminoacido existente, con un residuo alternativo) que puede
ocurrir, es decir, una sustitucién de igual a igual, tal como basico por basico, acido por acido, polar por polar, etc. La
sustitucion no homdloga también puede ocurrir, es decir, de una clase de residuo a otra o, alternativamente, que
implica la inclusién de aminoacidos no naturales tal como ornitina (de aqui en adelante denominada Z), ornitina del
acido diaminobutirico (de aqui en adelante denominada B), norleucina ornitina (de aqui en adelante denominado O),
pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos también se pueden realizar por aminoacidos no naturales incluidos; Aminoacidos alfa* y alfa-
disustituidos*, N-alquil* aminoacidos, acido lactico*, derivados haluros de aminoacidos naturales tales como
trifluorotirosina*, p-Cl-fenilalanina*, p-Br-fenilalanina*, p-I -fenilalanina*, L-alil-glicina*, B-alanina*, acido L-a-amino
butirico*, acido L-y-amino butirico*, acido L-a-amino isobutirico*, acido L-e-amino caproico#, acido 7-amino
heptanoico*, L-metionina sulfona #*, L-norleucina*, L-norvalina*, p-nitro-L-fenilalanina*, L-hidroxiprolina#, L-tioprolina*,
derivados metilicos de fenilalanina (Phe) tal como 4-metil-Phe*, pentametil-Phe*, L-Phe (4-amino)", L-Tyr (metilo)*, L-
Phe (4-isopropil)*, L-Tic (acido 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilo)*, acido L-diaminopropiénico# y L-Phe (4-
bencilo)*. La notacion* se ha utilizado para los fines de la discusion anterior (relacionada con la sustitucion homdloga
0 no homdloga), para indicar la naturaleza hidréfoba del derivado, mientras que # se ha utilizado para indicar la
naturaleza hidrdfila del derivado, #* indica caracteristicas anfipaticas.

Las variantes de secuencias de aminoacidos pueden incluir grupos espaciadores adecuados que se pueden insertar
entre dos residuos de aminoacidos cualquiera de la secuencia, que incluyen grupos alquilo tales como grupos metilo,
etilo o propilo ademas de espaciadores de aminoacidos tales como residuos de glicina o 3-alanina. Una forma adicional
de variacion, que implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en forma peptoide, sera bien entendida
por los expertos en la técnica. Para evitar dudas, "la forma peptoide" se utiliza para referirse a las variantes de residuos
de aminoacidos en los que el grupo sustituyente a-carbono esta en el atomo de nitrégeno del residuo en lugar del a-
carbono. Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide son conocidos en la técnica, por ejemplo Simon
RJ y col., PNAS (1992) 89 (20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13 (4), 132-134.

Las secuencias de nucledtidos para usar en la presente descripcion pueden incluir dentro de ellas nucledtidos
sintéticos o modificados. Se conocen en la técnica varios tipos diferentes de modificacion de oligonucleétidos. Estos
incluyen esqueletos de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos
3'y/o 5' de la molécula. Para los fines de la presente descripcion, se debe entender que las secuencias de nucleétidos
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descriptas en la presente se pueden modificar mediante cualquier procedimiento disponible en la técnica. Tales
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 descripcion.

La presente descripcion también abarca el uso de secuencias de nucleétidos que son complementarias con las
secuencias presentadas en este documento, o cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la
secuencia es complementaria con un fragmento de la misma, esa secuencia se puede usar 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 descripcion pero que estan dentro
del alcance de la descripcién se pueden obtener de varias maneras. Otras variantes de las secuencias descriptas en
la presente se pueden obtener, por ejemplo, mediante la exploracion de bibliotecas de ADN obtenidas de una variedad
de individuos, por ejemplo, individuos de diferentes poblaciones. Ademas, se pueden obtener otros homadlogos y
dichos homodlogos y fragmentos de los mismos en general seran capaces de hibridar selectivamente las secuencias
mostradas en el listado de secuencias de la presente. Tales secuencias se pueden obtener mediante la exploracién
de bibliotecas de ADNc obtenidas a partir de bibliotecas de ADN gendmico de otras especies animales, y mediante la
exploracion de dichas bibliotecas con sondas que comprenden la totalidad o parte de cualquiera de las secuencias en
los listados de secuencias adjuntos en condiciones de rigurosidad media a alta. Consideraciones similares se aplican
a la obtencion de homdlogos de especies y variantes alélicas de las secuencias de polipéptidos o nucledtidos de la
descripcion.

Las variantes y homologos de cepal/especie también se pueden obtener usando PCR degenerada que usara
cebadores disefiados para dirigirse a secuencias dentro de las variantes y homodlogos que codifican secuencias de
aminoacidos conservadas dentro de las secuencias de la presente descripcion. Las secuencias conservadas se
pueden predecir, por ejemplo, mediante el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de varias
variantes/homologos. Los alineamientos de secuencia se pueden realizar utilizando un software de computadora
conocido en la técnica. Por ejemplo, el programa GCG Wisconsin PileUp es ampliamente utilizado.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se utilizaran en
condiciones de rigurosidad inferiores a las utilizadas para clonar secuencias con cebadores de secuencia Unica frente
a secuencias conocidas.

Como alternativa, tales polinucledtidos se pueden obtener mediante mutagénesis dirigida de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser util cuando, por ejemplo, se requieren cambios de secuencia de codones silenciosos
para optimizar las preferencias de codones para una célula huésped particular en la que se estan expresando las
secuencias de polinucleotidos. 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 descripcion se pueden usar para producir un cebador, por
ejemplo, un cebador de PCR, un cebador para una reaccién de amplificacion alternativa, una sonda, por ejemplo,
marcados con una marca reveladora por medios convencionales usando marcas radiactivas o no radiactivas, o los
polinucledtidos se pueden clonar en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendran al menos 15, por
ejemplo al menos 20, por ejemplo, al menos 25, 30 o 40 nucledtidos de longitud, y también estan abarcados por el
término polinucleétidos de la descripcidon como se usa en la presente.

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

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

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

La presente descripcion también se puede referir al uso de un alimento para animales que comprende una enzima de
cualquiera de las SEQ ID NOs:1-4 o un polipéptido derivado de esta enzima (original) por sustituciéon, supresion o
adicién de uno o varios aminoacidos, tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 aminoacidos, o more aminoacidos, tal como 10 o
mas de 10 aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de la proteina original y que tiene la actividad de la proteina
original.

Las enzimas de la presente descripcion se usan en alimentos o alimentos para animales, en la preparacion de
alimentos o alimentos para animales y/o en aditivos de alimentos o alimentos para animales o su preparacion. En
algunas realizaciones las enzimas de la presente descripcién pueden formar una composicion con otros ingredientes
para alimentos o alimentos para animales o se pueden afadir a una composicion de ingredientes del alimento o
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alimento para animales. En algunas realizaciones las enzimas de la presente descripcion son mas termoestables que
las enzimas comparativas o similares usada en la produccién de alimentos o alimentos para animales.

Utilidad

La presente invencién proporciona un procedimiento de alimentacion de un animal, tal como un animal monogastrico,
animal no monogastrico, animal rumiante o animal acuatico, con un alimento para animales que produce una mejora
de una o mas dichas caracteristicas biofisicas del animal.

Tales propiedades permiten que los procedimientos de esta descripcion se utilicen para mejorar la produccioén de los
agricultores y criadores de animales, aumentar la productividad y mejorar el bienestar animal.

En particular, los procedimientos de la descripcion actual se pueden usar para aumentar la mejora en las
caracteristicas biofisicas de un animal como fuente de alimento.

Esto permite que se produzcan animales que tienen un valor mas alto como alimento, un valor de mercado mas alto,
animales que saben mejor, animales que se pueden usar en diferentes procedimientos de coccion, animales que son
mas valiosos nutricionalmente. Particularmente como fuente de alimento humano.

La presente invencion se describira ahora a modo de ejemplos.

Los siguientes ejemplos pretenden ilustrar, pero no limitar, la invencion.
Ejemplos

En los siguientes Ejemplos se usan los siguientes términos de medicion.
Términos de medicion

El término "FCR" significa " relacion de conversion del alimento para animales” como se usa en la presente. Esta es
una medicion de la eficiencia del alimento para animales y se calcula de la siguiente manera: FCR (Relacion de
conversion del alimento para animales) = FI/BWG, donde FI = ingesta del alimento para animales durante un periodo
de tiempo especifico, y BWG = ganancia de peso corporal durante el mismo periodo. EI BWG se calcula mediante la
sustraccion del peso inicial del animal del peso del animal al final del periodo de prueba. La relacién de conversion
alimento para animales es esencialmente la cantidad de kilogramos de alimento para animales que se necesita
consumir por kg de ganancia de peso. Esto se calcula tomando la cantidad total de alimento consumido (en kg, ya sea
por un periodo dado o durante todo el estudio) y dividiéndolo por la ganancia de peso corporal (en kg, ya sea por el
periodo dado o durante todo el estudio).

La actividad de la enzima fitasa se expresa en FTU/kg de alimento. Una unidad de fitasa (FTU) se define como la
cantidad de enzima que libera 1 micromol de fosforo inorganico/min de 0.00015 mol/L de fitato de sodio a pH 5,5 a 37
grados C (Denbow, L. M., V. Ravindran, E. T. Kornegay, Z. Yi, and R. M. Hulet. 1995. Improving phosphorus availability
in soybean meal for broilers by supplemental phytase. Poult. Sci,74:1831-1842.

El término "AME" significa "energia metabolizable aparente" y es una estimacion de la energia disponible en los
productos alimenticios. La AME se calcula de la siguiente manera: AME = |IE - FE - UE, donde IE = Energia bruta
ingerida por el animal, FE es la energia bruta restante en las heces y UE es la energia urinaria (Sibbald, I.R. 1980.
BioScience, Vol. 30, No. 11, Nov., 1980).

El término "AMEN" se refiere a la energia metabolizable aparente corregida por nitrégeno.

La "conversion de calorias" es la cantidad de calorias que el animal consumié por cada kg de ganancia de peso
corporal (expresado en kcal/kg). El nimero se calcula tomando la ingesta de alimento (en kg, ya sea por un periodo
determinado o durante todo el ensayo) y multiplicandola por el contenido de ME en la dieta correspondiente (en
kcals/kg), lo que da el nimero total de calorias consumidas. Esto posteriormente se divide por la ganancia de peso
corporal (en kg) para dar la conversion de calorias. La "conversion de calorias" es igual a la AME consumida por el
animal durante un periodo especifico/ganancia de peso corporal. La conversion de calorias se utiliza como una medida
de la eficiencia de la utilizacién de la energia del alimento para animales. Cuanto menor sea el numero, mas eficiente
sera el animal. Mediante la adicién de las enzimas, se obtiene una mejora (reduce) de la conversion de calorias.

Los términos "FCE" o "G: F" significan "Eficiencia de conversion del alimento para animales”, que es la cantidad de
kilogramos de ganancia de peso que se obtiene por kilogramo de alimento consumido. Esto se calcula tomando la
ganancia de peso corporal (en kg, ya sea por un periodo dado o durante todo el periodo de prueba) y dividiéndolo por
la cantidad de alimento consumido (en kg, ya sea por el periodo dado o durante todo el periodo de prueba).

Los términos "coeficientes de digestibilidad" y "coeficiente de digestibilidad" se usan indistintamente y se calculan
mediante la cantidad de un nutriente que se ingiere/la cantidad de ese nutriente que permanece en la digesta (ya sea
digestion ileal o digesta fecal). Si el coeficiente de digestibilidad es x 100, también se puede llamar "porcentaje de
digestibilidad".
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El término "ADG" significa "Ganancia diaria promedio”, calculado mediante la division de la ganancia de peso total
durante el periodo de prueba por el nimero de dias.

El término "ADFI" significa "ingesta diaria promedio del alimento para animales”, que se calcula mediante la division
de la ingesta total de alimento durante el periodo de prueba por el nimero de dias de la prueba.

El término "DE" significa "energia digestible". Esto se calcula mediante la multiplicacion de la energia de la dieta por
la digestibilidad de GE.

El término "GE" significa "Energia Bruta".
El término "CP" significa Proteina bruta.

El término "DM" significa "materia seca".

El término "AA" significa "aminoacido".

El término "NC" significa "control negativo".
El término "PC" significa "control positivo".

El término "DE" significa "energia digestible", que es la proporcién de la energia potencial en alimento para animales
que, de hecho, se digiere.

El término "CP" significa "Proteina bruta".

El término "EAA significa" aminoacidos esenciales". Por ejemplo, en peces estos son arginina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina.

El término "DCP" significa "fosfato dicalcico" que se puede usar como un suplemento dietético.

Cuando se hace referencia a los efectos lineales y cuadraticos en los Ejemplos, esto se refiere a si la respuesta al
aumento de la dosis de enzima es una linea recta (lineal) o tiene curvatura (efectos cuadraticos).

En los siguientes ejemplos, se estudian las siguientes enzimas:
BP17 — suministrada por Danisco Animal Nutrition

Fitasa de Peniophora lycii (algunas veces denominada como Fitasa R) - suministrada por DSM. Esta fitasa se
comercizaliza bajo la marca Ronozyme® P/Bio-Feed® Phytase/ZY®. La fitasa es una 6-fitasa producida por
Aspergillus oryzae que porta un gen que codifica la fitasa de Peniophora lycii.

Phyzyme® XP (Fitasa de E. coli) - suministrada por Danisco Animal Nutrition.
Ensayo de fitasa en alimentos para animales (FTU/kg de alimento para animales)

La enzima fitasa se extrae del alimento para animales, usando un tampoén de acetato de sodio diluido, y el extracto se
filtra. Los extractos se incuban a 37°C durante exactamente 5 minutos con una soluciéon de fitato de sodio (sal
dodecasaddica, de arroz (P3168), Sigma Chemical Company) en tampoén de acetato de sodio, que contiene cloruro de
calcio y una traza de Tween 20, a 37°C. y pH 5,5, durante 60 minutos. La incubacion de la enzima se detiene y el
fosfato liberado se determina mediante la adicién de un reactivo de molibdo-vanadato, y la absorbancia se mide a 415
nm. Se utiliza una curva de calibracién, generada por la incubacién de soluciones de dihidrégeno fosfato de potasio
de 0 a4 mM (0 a 4 mmoles/ml) en las mismas condiciones, para calcular la actividad de la fitasa.

Ejemplo 1: Rendimiento del alimento para animales en pollo de engorde

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de pollos de engorde
con los siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio, nitrégeno, aminoacidos, energia y ganancia de peso,
ingesta de alimentos, conversion de calorias y relacion de conversion del alimento para animales (FCR), como se
describio anteriormente.

1.1 Material y Procedimientos

192 pollos de engorde machos de un dia se asignaron a 4 tratamientos con 6 jaulas replicadas por tratamiento (8
aves/jaula). Las aves se alimentaron con una dieta de control comercial desde los dias 0-4, las dietas de tratamiento
se proporcionaron desde los dias 5-21. La dieta de control positivo se basé en la harina de maiz y soja (48% CP). La
dieta de control se formuld para tener una relacion Ca:AvP (relacion de calcio:Fosfato disponible) de 2,14, mediante
la alteracion de la inclusion de Ca se alimentd sin suplementar o con suplemento de 500 o 1.000 FTU/kg de alimento
BP17 o con 1,850 FTU/kg de alimento de la fitasa P. lycii comercial (Phytase R). Todas las dietas se administraron
como pasta ad libitum.
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El dia 21 se recolectaron heces para la determinacion de energia metabolizable aparente (AME, como se describio
anteriormente), tracto total; digestibilidad de nitrégeno, fosforo y calcio. También en el dia 21, todas las aves se
sacrificaron y se recolectaron los contenidos ileales para determinar la digestibilidad de los aminoacidos utilizando un
marcador dietario inerte (didxido de titanio).

Tabla 1.1 Dieta (kg/tonelada) seguin se administras

Ingredientes Control
Maiz 613
Harina de soja 48% CP 342
Aceite de soja 10,1
L-Lisina HCI 3,0
DL-metionina 3.1
L-Treonina 1,2

Sal 3,3
Piedra caliza 8,3
Fosfato dicalcico 9,8
Premezcla de mineral traza/vitamina 3,0
BP17 (FTU/kg de alimento para animales) 0/500/1000
Fitasa de Peniophora lycii (FTU/kg de alimento para animales) 0/1850
Marcador indigerible 3

Andlisis calculado

Proteina bruta (%) 22

Energia metabolizable (MJ/kg) 12,5
Energia metabolizable (kcal/kg) 2990
Calcio (%) 0,60
P total (%) 0,55
Lisina (%) 1,40
Lisina digerible (%) 1,24
Metionina (%) 0,64
Metionina digerible (%) 0,62
Metionina + Cisteina (%) 1,00
Metionina+ cisteina digerible (%) 0,87
Fosforo disponible (%) 0,28
Sodio (%) 0,16
Ca:AvP 2,14

1.2 Resultados
Tabla 1.2: Digestibilidad de aminoacidos ileal (%) a 21 dias de edad

Control BP17 500FTU BP17 1.000FTU Fitasa R 1,850FTU
Treonina 62,6° 74,32 77,32 74,02
Valina 64,1° 77,92 77,78 77,92
Metionina 87,3° 92,32 93,72 92,12
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Control BP17 500FTU BP17 1.000FTU Fitasa R 1,850FTU

Isoleucina 69,4 80,52 83,02 80,82

Leucina 69,9° 81,12 83,52 81,92

Fenilalanina 71,6° 81,92 84,32 82,42

Histidina 70,3° 81,42 82,92 81,42

Arginina 79,2° 86,42 90,12 86,62

Serina 65,3° 78,22 81,92 77,52

Acido glutamico 78,6° 85,9° 88,92 86,3

Prolina 70,4¢ 80,02 82,22 80,32

Glicina 62,0° 74,72 77,62 74,82

Tirosina 73,2° 82,02 84,72 81,22

Alanina 67,2° 79,62 82-0° 80,22

Lisina 77,2° 85,22 89,52 85,8%°

Cisteina 51,9¢ 66,220 69,32 62,1°

Acido aspartico 79,9¢ 81,4 85,92 81,00

Aminodcidos totales | 72,3 82,02 84,92 82,12

abe | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P <0,05). Solo los valores que no
tienen superindice comtn son significativamente diferentes. A todos los valores en la misma columna se les
asignaran superindices (a, b, c), pero solo los valores que no tienen superindice comun difieren
estadisticamente. Dicho de otra manera, todos los valores que tienen una "a" no son diferentes.t.

1.2.1 Digestibilidad de aminoacidos

Los resultados mostrados en la Tabla 1.2 y la Figura 1 demuestran que la fitasa BP17 aumenta la digestibilidad de
varios aminoacidos en pollos de engorde en comparacion con el producto de fitasa del competidor. La digestibilidad
promedio de los aminoacidos se mejoré en un 13,3% y 17,3% con 500 FTU y 1000 FTU/kg de BP17.

1.2.2 Digestibilidad de minerales e hidrolisis de fitato.

Los resultados de la digestibilidad del mineral y la hidrélisis del fitato se muestran en la Tabla 1.3. La fitasa BP17
mejoro la digestibilidad del fosfato en pollos en un 10% en comparacion con el control. La digestibilidad del calcio
aumenta al menos 11% en comparacién con el control y el producto comercial de P. lycii cuando se incluye BP17 en
la dieta de pollo. La AME mejor6 en 90 kcals (2,8%) versus la dieta control.

La degradacion de fitato aumentd en 86% en comparacion con el control y el producto comercial de P. lycii cuando se
usa BP17 en la dieta de pollo.

1.2.3 Rendimiento

Los resultados de la prueba de rendimiento se muestran en la Tabla 1.3. La fitasa BP17 aumenté la ganancia de peso
(BWG) de los pollos en 17% en comparacion con el control (Figura 3). La ingesta de alimento del pollo que recibe
fitasa BP17 aumentd en un 7% en comparacion con el pollo en el grupo de control. La relacion de conversion del
alimento para animales (FCR) mejord significativamente la reduccion del FCR en 8,4%) por la fitasa BP17 en
comparacion con el control. La conversion de calorias se mejord con 514 kcal del pollo que recibe la fitasa BP17 en
comparacion con el control.

1.2.4 Digestibilidad total del tracto

Los resultados del ensayo de digestibilidad del tracto se muestran en la Figura 4 y en la Tabla 1.3. La fitasa BP17
redujo la secrecién de sodio (en 11%), cobre y zinc (en 7,5% y 8,4%, respectivamente) y, por lo tanto, aumenta la
digestibilidad de estos minerales esenciales o oligoelementos en pollos de engorde.
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Tabla 1.3 Resultados (también se muestra en las Figuras 2, 3y 4)

Control BP17 500 FTU BP17 1.000 FTU Fitasa R 1,850 FTU
BWG (g) 589¢ 649° 6882 605°¢
Ingesta de alimentos (g) 1194P 1245% 12792 1231
FCR 2,032 1,93% 1,86° 2,062
Ingesta de alimentos 1194P 1245% 12792 1231
Conversion de calorias 60852 5751° 5571° 61152
Digestibilidad DM ileal , % | 63,73 69,402 72,76° 71,002
Digestibilidad GE ileal , % | 64,61° 71,632 74,09° 72,952
Digestibilidad DM fecal, % | 75,88 76,76 78,43 77,59
AME kcal/kg DM 3133° 3190% 32232 3140%
Digestibilidad N fecal, % 69,752 67,912 71,932 65,40°
Digestibilidad P fecal, % 63,3° 69,8° 69,8° 69,9°
Digestibilidad Ca fecal, % 54,9° 61,22 60,02 53,9°
Digestibilidad GE fecal, % | 68,2 68,8 67,4 68,2
Digestibilidad Na fecal, % 70,49° 56,09° 62,83° 61,94°
Digestibilidad Cu fecal, % | 48,31@) 44,29(@0) 44,680 43,390)
Digestibilidad Zn fecal, % 20,75 18,19 19,01 16,8
Degradacion de fitato, % 40,4¢ 53,8P 75,22 39,7°
abc Los valores sin un superindice comtn son significativamente diferentes(P<0,05)

Ejemplo 2: Mineralizacion 6sea en pollos de engorde
El propdsito de este ejemplo fue demostrar el efecto de BP17 sobre la mineralizacion ésea en pollos de engorde.
2.1 Material y procedimientos

250 pollos de engorde machos de 7 dias se asignaron a 5 tratamientos con 10 jaulas replicadas por tratamiento (5
pollos/jaula). Las dietas de control positivo (PC) y de control negativo (NC) se basaron en la harina de maiz y soja
(48% CP, % CP = Proteina bruta expresada como%. Proteina bruta = Nitrégeno analizado x 6,25). La prueba duré 14
dias. La dieta NC se redujo en fésforo disponible en 0,16%, las dietas se modificaron mediante la eliminacion de 9,3
g/kg de alimento para animales de fosfato monocalcico. Las dietas de control negativo se administraron sin
suplementar o suplementadas con 250 FTU, 1.000 FTU o 2.000 FTU/kg de alimento para animales BP17. Todas las
dietas se administraron como puré ad libitum.

Tabla 2.1: Dietas: (kg/tonelada) segun se administra

Ingredientes Control positivo Control negativo
Maiz 594 619

Harina de soja 48% CP 331 325

Aceite de soja 29,4 18,6

L-Lisina HCI 0,52 0,24
DL-metionina 2,31 2,31

L-treonina 2 2

Salt 2,8 29

Piedra caliza 12,3 14

Fosfato monocalcico 16,2 6,9

Premezcla de mineral traza/vitamina 3,5 3,5

BP17 (FTU/kg de alimento para animales) - -/250/1.000/2.000
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Analisis calculado

Proteina bruta (%) 21 21
Energia metabolizable (MJ/kg) 12,8 12,6
Energia metabolizable (kcal/kg) 3060 3010
Calcio 0,99 0,83
P total (%) 0,67 0,50
Fosforo disponible (%) 0,40 0,24
Lisina digerible (%) 0,98 0,95
Metionina (%) 0,55 0,55
Metionina digerible (%) 0,51 0,51
Metionina + cisteina (%) 0,90 0,90
Metionina+ cisteina digerible (%) 0,79 0,79
Sodio (%) 0,20 0,20

El dia 21 se recolectaron heces para la determinacion de AME, tracto total; Digestibilidad de nitrogeno, fésforo y calcio.
También en el dia 21, todas las aves se sacrificaron y se recolectaron los contenidos ileales para determinar la
digestibilidad de los aminoacidos utilizando un marcador dietario inerte (dioxido de titanio). La mineralizacion 6sea se
determin6 mediante la medicion del contenido de ceniza de la tibia y su expresién como un porcentaje del peso de
tibia seca.

2.2 Resultados

Los resultados de la mineralizacion dsea se muestran en la Tabla 2.2. La fitasa BP17 mejor6 significativamente la
ceniza de tibia en comparacion con NC (+ 10%) y todos los tratamientos de fitasa BP17 tienen un contenido de ceniza
de tibia similar al encontrado para PC. La ceniza de tibia y la ceniza de hueso se utilizan para estimar la mineralizacion
Osea (resistencia 6sea). Un valor mas alto indica huesos mas fuertes.

Tabla 2.2 Efectos de BP17 sobre ceniza de hueso (%) (también se muestra en las Figuras 5 y 6)

Tratamiento Ceniza de hueso (%)
Control positivo 47 553

Control negativo (NC) 41,65°

NC + 250 FTU/kg BP17 46,99°

NC + 1000 FTU/kq BP17 48,202

NC + 2000 FTU/kq BP17 48,122

Ejemplo 3: Rendimiento del alimento para animales en pavos

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de pavos con los
siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio, nitrégeno, proteina y energia, y ganancia de peso, ingesta de
alimentos, conversion de calorias, FCR y ceniza de tibia.

3.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 720 pollos de pavo de 7 dias de edad a 8 tratamientos con 9 jaulas replicadas por tratamiento (10
pavipollos/ jaula). Las dietas de tratamiento se administraron desde los dias 7-28. La dieta de control positivo se baso
en la harina de maiz y soja (48% CP). La dieta de control negativo estaba reducida en fosforo disponible en 0,12%,
esto se logré mediante la eliminacion del fosfato dicalcico. La dieta de control negativo se administré sin suplemento
o con suplemento de 250, 1.000 o 2.000 FTU/kg de de alimento para animales fitasa BP17 o 250, 500 o 1.000 FTU/kg
de de alimento para animales fitasa Phyzyme XP. Todas las dietas se administraron en granulos a ad libitum.

La ingesta de alimento se midié diariamente durante todo el periodo de tratamiento, el peso del pavipollo se midié en
los dias 7 y 28, estas mediciones se utilizaron para calcular los parametros de rendimiento. Las heces se recolectaron
de los dias 24-28 y se analizaron para los calculos de digestibilidad total del tracto. El dia 28, se sacrificaron 4
pavipollos por jaula y se recogio6 la tibia derecha para determinar la ceniza de hueso.
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Tabla 3.1: Disefio experimental

Tratamiento

Nivel

1

Control positivo

Control negativo

BP17 250 FTU/kg

BP17 1.000 FTU/kg

BP17 2.000 FTU/kg

Fitasa de E. coli 250 FTU/kg

Fitasa de E. coli 1.000 FTU/kg

o (N Ol [w|N

Fitasa de E. coli 2.000 FTU/kg

Tabla 3.2: Composicion de la dieta

Ingredientes Control positivo Control negativo
Maiz 324 324
Harina de gluten de maiz 60 60
Soja (grasa total) 72 72
Harina de soja 350 350
Harina de colza 50 50
Harina de semillas de girasol 10 10
Harina de pescado 10 10
Almidén de maiz 12,16 12,16
Aceite de soja 45 45
L-Lisina HCI 3,6 3,6
DL-metionina 2,6 2,6
L-Treonina 0,2 0,2
L-Triptofano 0,4 0,3
Bicarbonato de sodio 3.1 3.1
Sal 1,5 1,5
Piedra caliza 13,6 14,2
Fosfato monocalcico 53 53
Fosfato dicalcico 6,436 0
Premezcla de mineral traza/vitamina | 5 5
BP17/Phyzyme XP (FTU/kg

alimento para animales) - -/250/1.000/2.000
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 26 26
Energia metabolizable (MJ/kg) 12,2 12,2
Energia metabolizable (kcal/kg) 2915 2915
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Calcio (%) 1,00 0,87
P total (%) 0,73 0,61
Fosforo disponible (%) 0,42 0,30
Lisina (%) 1,76 1,76
Lisina digerible (%) 1,52 1,52
Metionina (%) 0,67 0,67
Metionina digerible (%) 0,61 0,61
Metionina + Cisteina (%) 1,10 1,10
Metionina+ cisteina digerible (%) 0,94 0,94
Sodio (%) 0,19 0,19
Resultados

Los resultados del estudio en los pavos se muestran en la Tabla 3.3. En todos los niveles de dosis, la fitasa BP17 dio
como resultado un mayor BWG, una mayor ingesta de alimento y una menor FCR y una menor conversion de calorias
en comparacion con la fitasa de Phyzyme (E. coli) (Figura 7). La adicién de fitasa BP17 a 250-2000 FTU/kg a la dieta
de control negativo dio como resultado un mejor BWG (+ 21 a 36%), FCR (mejora de 4,3 a 5,7%), conversion de
calorias (175 kcals a 220 kcals/kg), digestibilidad P (+ 22 a 41%), digestibilidad Ca (+ 23,5 a 46,5%) y cenniza de tibia
(+ 13,4 a2 33,4%).

En todos los niveles de dosis, la fitasa BP17 dio como resultado una mayor digestibilidad de fésforo y calcio y un
aumento en el contenido de ceniza de tibia y tibia P en comparacion con la fitasa de E. coli (Figura 8).

Se concluye que en funcion de la eficacia in vivo en pavos entre las fitasas puede ser muy diferente.

Tabla 3.3: Resultados: Resultados de rendimiento, digestibilidad y analisis de tibia durante la prueba de 21 dias
(también se muestra en las Figuras 7, 8 y 9).

Fitasa FTU/kg alimento para animales
PC NC 250 1.000 2.000
Ingesta de alimentos (g) 1866° 1530¢ 1775° 1899ab 1966a
Fitasa de E. coli 1660¢ 1792c 1936a
BWG (g) BP17 1403 11124 1348 1481a 1510a
Fitasa de E. coli 1246° 1376b 1508a
FCR BP17 1,33° 1,382 1,32¢ 1,28c 1,30bc
Fitasa de E. coli 1,330 1,30bc 1,28¢c
Conversion de BP17 3869° 40182 3843° 3741c 3798bc
calorias (kealkg) Fitasa de E. coli 3886° 3802bc 3744c
Digestibilidad P(%) BP17 47.6° 47.8¢° 58,4¢ 68,7a 67,2a
Fitasa de E. coli 54,0d 63,0b 67,9a
Digestibilidad Ca (%) BP17 43,8° 40,9¢ 50,5¢ 61,6a 59,9a
Fitasa de E. coli 46,64 55,3b 60,5a
Ceniza de tibia(%) BP17 40,1° 33,5¢ 38,0° 44.3a 44,7a
Fitasa de E. coli 35,24 39,6bc 44,3a
Tibia P (g/kg) BP17 71,4b 58,8¢ 67,8¢c 79,7a 80,2a
Fitasa de E. coli 61,9d 70,9bc 79,6a
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Fitasa FTU/kg alimento para animales
PC NC 250 1.000 2.000
Contribucion BP17 - 0,73* 0,0647 0,1275 0,1183
de P digerible
Fitasa de E. coli 0,0378 0,0927 0,1226
GE Fitasa de E. coli | 70,4c 71,92 71,6ab 71,4ab 71,5ab
BP17
71,2abc 71,5ab 70,9bc
AMEN Fitasa de E. coli 3090c 31532 3137ab 3128ab 3133ab
BP17
3120abc | 3134ab 3107bc
Tibia Ca Fitasa de E. coli 145b 1199 136¢ 159a 159a
BP17
131c 142b 159a
*Contribucion de P digerible adicional en comparacién con NC para tratamientos de fitasa

Ejemplo 4: Rendimiento del alimento para animales en pavos

El rendimiento de fitasa BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de pavos con los

siguientes parametros: digestibilidad de cobre.

Materiales y procedimientos

Se asignaron 336 pavos macho a 7 tratamientos con 12 jaulas replicadas por tratamiento (4 por jaula). Las dietas de
tratamiento se administraron desde los dias 7-23. La dieta de control positivo se baso en la harina de maiz y soja
formulada con inclusiones de 0,98% de P y 1,2% de Ca. La dieta de control negativo fue una dieta de harina de trigo
+ soja con una inclusion de 0,82% de P y 1,05% de Ca. La dieta de control negativo se administro sin suplementar o
suplementada con 250, 500, 750, 1.000 o 2.000 FTU/kg de alimento para animales BP17. Todas las dietas se
administraron en granulos con ad libitum.

Se midieron y registraron las ingestas de alimento para del dia de inicio, la ingesta diaria de alimento y los rechazos
(datos no mostrados). Se recolecto la digesta ileal de cada ave para su analisis.

Tabla 4.1: Disefio experimental

Tratamiento

Nivel

—_

Control positivo

Control negativo

BP17 250 FTU/kg

BP17 500 FTU/kg

BP17 750 FTU/kg

BP17 1000 FTU/kg

N[O [~ WIN

BP17 2000 FTU/kg

Tabla 4.2: Composicién de la dieta %, segun se administra)

Ingredientes: Kg/tonelada Control positivo — de inicio Control negativo — de inicio
Trigo 48,0 49,9

Harina de soja -48 43,61 43,07

Aceite de soja 3,0 2,5

sal 0,30 0,30

MCP 2,43 1,70

Piedra caliza 1,45 1,36
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Ingredientes: Kg/tonelada Control positivo — de inicio Control negativo — de inicio
Premezcla de vitamina 0,50 0,50

Lisina-HCI 0,168 0,158

DL-Metionina 0,217 0,204

L-treonina 0,026 0,030

TiTO, 0,3 0,3

Total 100 100

Composicion de nutrientes

Proteina bruta 26,66 26,60
ME Pavipollo kcal/kg 2844 2842
Ca, % 1,2 1,05
P, % 0,98 0,82
Av. P, % 0,70 0,55
Lys% 1,59 1,57
Met % 0,59 0,58
Met + Cys % 1,03 1,02
Na, % 0,19 0,19

4.2 Resultados

la digestibilidad mineral se muestra en la Tabla 4.3 y Figura 9. Para Cu se hallé un aumento de digestibilidad (x 4,8 en
comparacion con el control negativo), mediante la adicion de fitasa BP17.

Tabla 4.3: Digestibilidad del cobre

Nivel Digestibilidad de CU (%)
Control positivo 0,43
Control negativo 0,08
BP17 250 FTU/kg 0,28
BP17 500 FTU/kg 0,32
BP17 750 FTU/kg 0,39
BP17 1000 FTU/kg 0,16
BP17 2000 FTU/kg 0,01

Ejemplo 5: Rendimiento del alimento para animales en ponedoras

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de ponedoras con los
siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio, nitrégeno, sodio y energia.

5,1 Materiales y procedimientos

En una prueba de digestibilidad de ponedoras se asignaron 96 ponedoras a uno de cuatro tratamientos, con doce
replicados por tratamientos. Las ponedoras se alojaron en pares de dos por jaula. La dieta de control positivo se basé
en trigo, cebada, harina de soja y harina de colza formulada con inclusiones de 0,80% de P y 4,0% de Ca. La dieta de
control negativo fue una dieta a base de trigo, cebada, harina de soja y harina de colza con una inclusién de 0,36% de
Py 4,23% de Ca. La dieta de control negativo se administré sin suplemento o suplementada con 250 o 2.000 FTU/kg
de alimento para animales BP17. Todas las dietas se administraron como harina ad libitum. Las dietas se administraron
durante 6 semanas. Se recolectaron muestras de heces durante 39-42.
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Tabla 5.1 Disefo del estudio

Tratamiento Descripcion Inclusion (g/MT) | Num. de replicados | Nim. de aves/replicado
1 Control positivo 0 12 24
(PC)
2 Control negativo 0 12 24
(NC)
3 NC + 250 FTU/kg 500 12 24
fitasa BP17
4 NC +2.000 FTU/kg | 500 12 24
de fitasa BP17

Nota: La tasa de inclusién de la muestra de enzima para cada tratamiento fue 500 g/tonelada y la enzima tenia
actividad diferente.

Tabla 5.2 Composicion dietaria (como base de alimento) de las dietas de control positivo (PC) y control negativo

(NC)

Ingredientes Control positivo Control negativo

Trigo (11,3%CP) 48,4 50,9

Cebada 20 20

Harina de soja 48% CP 5,3 4,7

Harina de colza 5 5

Harina de gluten de maiz (60%) 7,5 7,5

Aceite de soja 2,3 1,6

L-Lisina HCI 0,364 0,377

DL-metionina 0,101 0,101

L-treonina 0,004 0,004

Sal 0,31 0,30

Fosfato dicalcico 1,75 0,0

Piedra caliza 8,18 8,76

Vit y Min. 0,5 0,5

Diéxido de titanio 0,3 0,3

Tabla 5.3: Analisis dietario determinado
Tratamiento DM AHEE CP NDF P Ca N
a’kg g’kg DM g/kgDM g/kgDM g/kgDM g/kgDM g/kgDM

PC 873,7 54,8 182 123 8,02 40,2 1,70
NC 871,9 47,9 188 112 4,14 48,5 1,77
BP17, 250 877,7 49,7 187 105 3,90 54,1 2,05
BP17, 2.000 873,3 50,0 186 113 4,44 39,5 1,47

neutra.

Donde DM=Materia seca, AHEE=Extracto de éter hidrolizado en acido, CP= Proteina bruta y NDF= Fibra detergente

5.2 Resultados

Las ponedoras alimentadas con hasta 2.000 FTU/kg de alimento para animales de BP17 mejoraron el peso corporal
en comparaciéon con NC (Tabla 5.4). Se hallé una mejora de AME (hasta 6,7%), digestibilidad de DM, N (hasta 11%),
Ca (hasta 37%), P (hasta 86%) y Na (hasta 22%) de la adicién de BP17 al alimento para animales (Tabla 5.5). Ademas,
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se encontré una mejora en la retencion (g/ave/dia) de N (hasta 16%), Ca (hasta 51%), P (hasta 79%) y Na (hasta 33%)

(Tabla 5.6).
Tabla 5.4: Efecto de diferentes dosis de BP17 sobre el peso corporal de las ponedoras durante el perido
experimental
Tratamiento Peso corporal (kg/ave)
Enzimas
PC 1813,5b
NC 1745,1a
BP17, 250 1728,5a
BP17, 2.000 1828,1b
LSD 56,00
Valor P 0,001
Edad (semanas)
21 1719,5a
26 1838,1b
LSD 37,53
Valor P <0,001
Edad enzima *
Edad (semanas)
Valor P 0,468
Hay una diferencia estadisticamente significativa cuando P<0,05; LSD - Diferencias de medias menos
significativas.

5 Tabla 5.5: Efecto de las diferentes dosis de BP17 sobre la energia metabolizable aparente dietaria de excrementos
(AME; MJ/Kg DM), digestibilidad de materia seca (DMD), coeficiente de digestibilidad del nitrdgeno (NED),
coeficiente de digestibilidad del calcio (CaED), coeficiente de digestibilidad del fésforo (PED) y coeficiente de
digestibilidad del sodio (NaED) (ver también Figura 10)

Tratamiento AME DMD NED CaED PED NaED

PC 13,7% 0,717 0,5022 0,453 0,2722 0,562

NC 13,52 0,717 0,5022 0,408 0,218? 0,486
BP17, 250 13,9° 0,746° 0,559° 0,522%¢ 0,395° 0,594
BP17, 2.000 14,4¢ 0,740° 0,530° 0,558° 0,406° 0,562
LSD 0,254 0,019 0,024 0,076 0,077 0,103
Valor P <0,001 0,021 <0,001 0,003 <0,001 0,201
Hay una diferencia estadisticamente significativa cuando P<0,05; LSD - Diferencias de medias menos significativas.

Tabla 5.6: El Efecto de las diferentes dosis de BP17 sobre la retencion diaria (g/ave/dia) de nitrégeno (NR), Calcio
10 (Ca), Fosforo (PR) t sodio (NaR) dietarios (también se muestra en la Figura 11)

Tratamiento NR CaR PR NaR

PC 1,687 2,094 0,201° 0,1082
NC 1,6182 2,143 0,115° 0,1022
BP17, 250 1,882° 3,241° 0,176° 0,136°
BP17, 2.000 1,770%° 2,403 0,206° 0,095°
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Tratamiento NR CaR PR NaR
LSD 0,147 0,419 0,045 0,021
Valor P 0,008 <0,001 0,002 0,004

Hay una diferencia estadisticamente significativa cuando P<0,05; LSD - Diferencias de medias menos significativas.

Ejemplo 6: Rendimiento del alimento para animales en ponedoras

El rendimiento de fitasa BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de ponedoras con
los siguientes parametros FCR, masa del huevo, peso del huevo, y tasa de puesta.

6.1 Materiales y procedimientos

Quinientas setenta y seis ponedoras se usaron en una prueba de rendimiento. La dieta de control positivo se basé en
una dieta de trigo, cebada y harina de soja formulada con inclusiones de 0,46% de P y 3,80% de Ca. La dieta de
control negativo fue una dieta de harina de trigo, cebada y soja con una inclusion de 0,34% de P y 3,65% de Ca. La
dieta de control negativo se administro sin suplemento y suplementada con 250, 500, 1.000 o 2.000 de FTU/kg de
alimento para animales fitasa BP17. Las aves se alimentaron ad libitum con una dieta de harina. Se registraron la
conversion del alimento para animales, masa del huevo, peso del huevo y tasa de puesta durante la prueba.

Tabla 6.1: La descripcion de los tratamientos experimentales y los codigos de dieta

Trt Descripcion Inclusion de fitasa (FTU/kg) Codigo de dieta
1 Control negativo (NC) - A

2 NC mas 1,3 g de DCP-P (control positivo, PC) | - B

3 NC plus 250 FTU Fitasa BP17" 250 C

4 NC plus 500 FTU Fitasa BP17 500 D

5 NC plus 1.000 FTU Fitasa BP17 1.000 E

6 NC plus 2.000 FTU Fitasa BP17 2.000 F

' El producto de prueba se pulverizo sobre las dietas granuladas

Tabla 6.2: Composicion del alimento para animales de las dietas experimentales

Control neg. Control pos.
ret. P baja +1,3 g DCP-P
g’kg g’kg
Trigo 450,00 450,00
Cebada 150,00 150,00
Harina de soja (48) 141,00 141,00
Harina de gluten de maiz (60) 53,00 53,00
Harinillas de trigo 10,00 10,00
Almidén de maiz 50,00 50,00
Grasa animal 17,00 17,00
Aceite de soja 10,00 10,00
Sal 1,70 1,70
NaHCO3 0,60 0,60
Premezcla min+vit? 10,00 10,00
Cr205' 0,75 0,75
Piedra caliza 88,20 88,20
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Control neg. Control pos.
ret. P baja +1,3 g DCP-P
g’kg g’kg
Almidén de maiz 11,314 11,314
CaCOs3 0,594 3.000
DCP-anhidrato 0.000 6,436
Diamol 5,842 0.000
1000.000 1000.000

Tabla 6.3: Contenido de nutrientes analizado y calculado® en las dietas experimentales

Dieta | DM CP Cenizas | Grasa Cr? NDF GE P Ca Fitato-P
a’kg a’kg a’kg a’kg a’kg a’kg MJ/kg a’kg a’kg a’kg
A 898 185 110 50 (48) | 0,546 91 15,59 3.4 33,8 2,5(2,1)
(185) (3,3) (36,5)
B 895 n.a. 110 n.a. 0,537 n.a. n.a. 4.6 34,9 2,6 (2,1)
(4,6) (38,0)
a’kg a’kg a’kg a’kg a’kg a’kg MJ/kg a’kg a’kg a’kg
C 900 n.a. n.a. n.a. 0,532 n.a. n.a. 3,4 33,5 n.a.
D 901 n.a. n.a. n.a. 0,536 n.a. n.a. 3,3 33,9 n.a.
E 899 n.a. n.a. n.a. 0,521 n.a. n.a. 3,3 35,1* n.a.
F 902 n.a. n.a. n.a. 0,493 n.a. n.a. 3,2 33,8 n.a.
' Los valores calculados se dan entre paréntesis
2 | a digestibilidad de Cr se calcul6 con Cr = 0,595 g/kg de DM para todas las dietas (promedio de A a E)
na No analizado, ya que todas las dietas se obtuvieron del mismo lote de dieta basal
* No incluido en el célculo del contenido medio de nutrientes de la dieta A, C-F

6.1 Resultados

La adicion de fitasa BP17 mejor6 la tasa de puesta en comparacion con NC (Tabla 6.3). Ademas, el peso del huevo,
la masa del huevo y el consumo de alimento mejoraron hasta en un 2%, 4% y 4% respectivamente al afiadir fitasa

BP17 al alimento para animales, sin ningun efecto sobre la FCR (Tabla 6.4).

Tabla 6.4: Resultados para la tasa de puesta de las gallinas ponedoras (también se muestra en la Figura 12).

wk 23 wk 24-26
Tasa de Tasa de Tasa de
BP17 puesta’ puesta puesta

Trt. FTU/kg % % A (%)
1 0 92,6 84,1 b -8,5 b
2 0 94,0 89,1 a -4,9 ab
3 250 91,9 91,0 a -0,9 a
4 500 93,5 90,3 a -3,2 a
5 1.000 94,3 92,4 a -1,9 a
6 2.000 93,8 92,2 a -1,6 a
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wk 23 wk 24-26
Tasa de Tasa de Tasa de
BP17 puesta’ puesta puesta

Trt. FTU/kg % % A (%)
P (trt) NS <0,001 0,01
Lsd (trf) 3,6 3,5 4,5
P (dosis, lin) NS <0,001 0,049
P (dosis, quad) NS 0,002 0,072
LSD (dosis) 3,8 3,4 4,7
NS: no significativo (P>0,10)
ab | os valores medios sin una letra superindice comun dentro de una columna son significativamente diferentes
(P<0,05) Se prob¢ el efecto de dosis lineal y cuadratica excluyendo PC

Tabla 6.5: Resultados para peso del huevo, ingesta de alimentos (FI) y relacion de conversion del alimento para
animales (FCR) de las gallinas ponedoras durante el periodo experimental de 23 a 26 semanas (ver también Figura

13).

BP17 Peso del huevo | Masa del huevo Fl FCR
Trt. FTU/kg % g/d % %
1 0 50,8 42,2 b 76,4 c 1,81
2 0 50,7 45,7 a 84,1 ab 1,84
3 250 51,3 47,2 a 85,7 ab 1,82
4 500 50,9 45,9 a 82,4 b 1,80
5 1.000 51,4 47,5 a 87,3 a 1,84
6 2.000 51,6 47,4 a 87,3 a 1,84
P (trt) NS <0,001 <0,001 NS
Lsd (trt) 0,8 1,9 4,15 0,074
P (dosis, lin) 0,048 <0,001 <0,001 NS
P (dosis, quad) 0,864 0,001 0,005 NS
LSD (dosis) 0,8 2,0 4,29 0,078
NS: no significativo (P(1110,10)
ab Los valores medios sin una letra superindice comun dentro de una columna son significativamente diferentes
(P<0,05) Se prob¢ el efecto de dosis lineal y cuadratica excluyendo PC

Ejemplo 7: Rendimiento del alimento para animales en ponedoras

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de ponedoras con los
siguientes parametros: FCR, masa del huevo, peso del huevo, tasa de puesta, calidad del huevo y peso del ave

7.1 Materiales y procedimientos

720 ponedoras de semanas se asignaron a 9 tratamientos con 16 jaulas replicadas por tratamiento (5 ponedoras/jaula).
Las dietas de tratamiento se administraron desde la semana 26-60. La dieta control se basé en harina de maiz y soja
(48% de CP), la dieta de control negativo era reducida en fosforo disponible en 0,20 durante la etapa 1 y en 0,18%
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durante la etapa 2, esto se obtuvo a través de la eliminacion de fosfato dicalcico. La dieta de control negativo se
administrd sin suplemento y suplementada con 300, 600 o 900 FTU/kg de alimento para animales fitasa BP17, 300,
600 0 900 FTU/kg de alimento para animales Fitasa XP o 900 FTU/kg de alimento para animales Fitasa de P. lycii.
Todas las dietas se administraron como harina ad libitum.

Se recolectaron excretas durante 4 dias en la semana 12 y 24. El rendimiento, que incluye ingesta de alimentos,
ganancia de peso y produccion de huevos y calidad del huevo se midid diariamente a lo largo del periodo de
tratamiento, estos datos se usaron para calcular los parametros de rendimiento.

Tabla 7.1: Tratamientos dietarios, identificacion de la enzima y tasas de incorporacion

Trt.* Descripcién Inclusion (g/MT) | Excretas pararecolectar | Excretas para
durante 4 dias en recolectar durante 4
dias en
1 Control positivo (PC) 0 Semana 12 Semana 24
2 Control negativo (NC) 0 Semana 12 Semana 24
3 NC + 300 FTU/kg BP17 60 Semana 12 Semana 24
4 NC + 600 FTU/kg BP17 120 Semana 12 Semana 24
5 NC + 900 FTU/kg BP17 180 Semana 12 Semana 24
6 NC + 300 FTU/kg 30 Semana 12 Semana 24
Fitasa XP
7 NC + 600 FTU/kg 60 Semana 12 Semana 24
Fitasa XP
8 NC + 900 FTU/kg 90 Semana 12 Semana 24
Fitasa XP
9 E\IC(_ZF)+ Fitasa de P. lycii | 90 Semana 12 Semana 24

Tabla 7.2: Formulaciones de dieta

Ponedoras : 90% de Prod., 115 g/ d ingesta

dietas etapa 1 dietas etapa 2
Ingrediente Control positivo Control negativo Control positivo Control negativo
Maiz 57,67 59,31 57,14 58,64
SBM 48 22,09 21,87 22,17 21,93
Aceite de soja 2,5 1,95 2,56 2,09
Rice Bran 5,0 5,0 5,0 5,0
Sal 0,33 0,33 0,30 0,3
Lisina HCL 0,032 0,007 0,032 0,027
DL Met 0,167 0,165 0,169 0,166
L-Triptofano 0,005 0,005 0,005 0,005
Piedra caliza 8,54 8,86 9,14 9,40
Fosf dical 1,26 0,10 1,03 0
Bicarb sodio 0 0 0,048 0,046
Vit/Min 0,4 0,4 0,4 0,4
Marcador inerteAiA 2,0 2,0 2,0 2,0
Nutrientes
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Ponedoras : 90% de Prod., 115 g/ d ingesta

dietas etapa 1 dietas etapa 2
Ingrediente Control positivo Control negativo Control positivo Control negativo
CP 16,35 16,35 16,35 16,35
MEP kcal/kg 2820 2818 2811 2811
Ca% 3,63 3,47 3,8 3,65
P total% 0,62 0,41 0,58 0,39
Av P% 0,33 0,13 0,29 0,11
Met % 0,428 0,427 0,430 0,428
Lys % 0,858 0,835 0,860 0,852
M+C % 0,710 0,710 0,711 0,710
Thr % 0,62 0,62 0,62 0,62

7.2 Resultados

En la Tabla 7.3 se informan el rendimiento de produccion y la calidad del huevo. Las gallinas en dietas con fitasa BP17,
en general, se desempefiaron mejor que las gallinas en NC y alimentaron con fitasas de la competencia. La produccion
de huevos se mejoré en hasta 5,5%, el peso de los huevos en hasta 3,8%, la masa de huevos en hasta 9,7% y la FCR
en 6,2%.
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Ejemplo 8: Rendimiento del alimento para animales en lechones

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de lechones con los
siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio, nitrégeno, DM y energia.

8.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 48 lechones destetados de género mixto (10-15 kg de peso corporal) a 6 tratamientos con 8 replicados
(un lechon por replicado). Los lechones se alimentaron con una dieta de control comercial con BP17 afiadida a (250
FTU/kg a 1000 FTU/kg) y fitasa XP administrada como 500 FTU/kg de alimento para animales. Las dietas se
administraron como un puré durante 24 dias. La dieta de control positivo se bas6 en cebada y maiz y se formulé con
una inclusion de 0,667% de P y 0,75% de Ca. La dieta de control negativo se bas6 en maiz y cebada y se formulé con
0,476% de P y 0,6% de Ca. Las dietas no contenian promotores de crecimiento antimicrobianos ni ninguna ofra
alternativa.

Las heces y la orina se recolectaron por separado del dia 10-14 en cada periodo experimental. La orina se recolectd
en HCI para minimizar la evaporacion del nitrégeno. Las heces se recolectaron por estimulacion rectal dos veces al
dia. Todas las muestras se congelaron (-18°C) y se mezclaron al final del experimento para cada animal.
Posteriormente se determiné el analisis de digestibilidad.

Tabla 8.1: Disefio experimental

Tratamiento Nivel

1 Control positivo

2 Control negativo

3 fitasa BP17 250 FTU/kg
4 fitasa BP17 500 FTU/kg
5 fitasa BP17 1.000 FTU/kg

Tabla 8.2: Composicion de la dieta (kg/tonelada) segun se administra

Ingredientes Control positivo Control negativo
Maiz 20,48 21,77

Cebada 45 45

Melazas de cafia 1 1

Ext de harina de girasol. 4 4

Suero deshidratado 5 5

Concentrado de proteina de soja 45 45

Aceite de soja 3,31 2,89
DL-metionina 0,12 0,12

Relleno inerte 3 3

Sal 0,39 0,39

Piedra caliza 0,93 0,93

Fosfato monocalcico 1,05 0,18

Premezcla de traza mineral/vitamina 2,14 2,14

Harina de soja 47%CP 8,5 8,5

L-lisina HCI 79% 0,43 0,43

L-treonina 98% 0,09 0,09
L-triptofano 98% 0,03 0,03

BP17 (FTU/kg de alimento para animales) - 0/250/500/1.000
Fitasa XP (FTU/kg de alimento para animales) - 0/500
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Ingredientes Control positivo Control negativo
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 16,02 16,13

DE kcal/kg (MJ/kg) 3178 (13,3) 3178 (13,3)
NE kcal/kg (MJ/kg) 2265 (9,48) 2263 (9,47)
Calcio 0,85 0,72

P total (%) 0,6 0,4

Lisina digerible (%) 0,9 0,9
Metionina (%) 0,3 0,3
Metionina digerible (%) 0,3 0,3
Metionina + Cisteina (%) 0,6 0,6
Metionina+ cisteina digerible 0,54 0,54
Fésforo disponible 0,3 0,19

Sodio 0,22 0,22

8.2 Resultados

La inclusion de la fitasa BP17 mejor6 la digestibilidad de P y Ca, asi como la retencion de P y N (Tabla 8.3). La
suplementacién de una dieta de control negativo con fitasa BP17 mejord la digestibilidad del nitroégeno (en 3,5 a 8,9%),
Calcio (en 17,3 a 25%) y Fosforo (en 33,9 a 59,8%). BP17 también mejoro la retencion de nitrogeno (en 4,2 a 12,4%),
Calcio (en 28,7 a 48,7%) y Fosforo (en 34,4 a 60,4%).

Tabla 8.3 Mejoras de la digestibilidad con fitasa BP17

NC BP17 250 FTU/kg BP17 500 FTU/kg BP17 1000 FTU/kg

Dig DM, % 77,9x 79,5xy 79,7yz 81,4z
Digestibilidad de cenizas, % 38,1x 42,7y 43,8yz 45,2z
Dig. N, % 72,3% 74,9x 75,6xy 78,8y
Dig.Ca, & 62,6 73,4 77,3 78,3

Dig.P., % 41,0x 54,9y 62,3z 65,5z
Ret N., % 61,9x 64,5x 66,2xy 69,6y
Ret Ca, % 49,4x 63,6y 70,3z 73,5z
RetP., % 40,7x 54,7y 62,1z 65,3z

Ejemplo 9: Rendimiento del alimento para animales en lechones

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de lechones con los
siguientes parametros: crecimiento, Ingesta de alimentos y FCR.

9.1 Materiales y procedimientos

48 lechones destetados machos (7-11 kg de peso corporal) se asignaron a 6 tratamientos con 8 replicados (un lechon
por replicado). La dieta de control positivo se basé en trigo/soja con una tasa de inclusion formulada de 0,65% de Py
0,65% de Ca. Los lechones se alimentaron con una dieta de control negativo a base de harina de trigo y soja formulada
con 0,46% de P disponible y 0,55% de calcio con diferentes niveles de enzimas requeridas agregadas (250 FTU/kg a
2000 FTU/kg) administradas como pellets durante 14 dias.

La produccion urinaria y fecal se registré dos veces al dia (amy pm) de 10 a 14 dias. Las heces se recolectaron por
separado del dia una vez al dia. Todas las muestras se pesaron y almacenaron en un refrigerador (4°C) y se mezclaron
al final del experimento para cada animal. La orina se recolecté dos veces al dia en un recipiente hermético y se
afiadieron 25 ml de acido sulfurico para evitar la volatilizacion de la fraccion de nitrégeno. Posteriormente se determind
el analisis de digestibilidad.
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Tabla 9.1: Disefio experimental

Tratamiento Nivel

1 Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg
fitasa BP17 500 FTU/kg
fitasa BP17 1.000 FTU/kg
fitasa BP17 2.000 FTU/kg

Dl |~ | W|IN

Tabla 9.2: Composicion de la dieta

Ingredientes Control positivo Control negativo
Trigo (11,3%CP) 58,31 59,58
Harina de soja 48% CP 20,79 20,54
Harina de pescado 60/9 1 1

Lecho descremada 2A 5 5

Suero deshidratado 10 10

Aceite de soja 2,37 2

L-lisina HCI 0,38 0,38
DL-metionina 0,08 0,08
L-treonina 0,16 0,16

Sal 0,1 0,1

Piedra caliza 0,27 0,67
Fosfato dicalcico 1,06 0
Premezcla de mineral traza /vitamina 0,05 0,5

BP17 (FTU/kg de alimento para animales) | - 0/250/500/1000/2000
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 20,4 20,5

DE kcal/kg (MJ/kg) 3465 (14,5) 3465 (14,5)
NE kcal/kg (MJ/kg) 2372 (9,92) 2367 (9,90)
Calcio 0,65 0,55

P total (%) 0,65 0,46

Lisina digerible (%) 1,23 1,22
Metionina (%) 0,39 0,39
Metionina digerible (%) 0,36 0,36
Metionina + Cisteina (%) 0,74 0,75
Metionina+ cisteina digerible 0,63 0,63
Foésforo disponible 0,44 0,26

Sodio 0,19 0,19

9.2 Resultados

La inclusién de fitasa BP17 mejor6 la FCE (Eficiencia de conversion del Alimento para animales = BWG (Ganancia de
5 peso corporal)/Ingesta de alimentos), FCR, ADG (Ganancia diaria promedio = BWG/dias que el animal estuvo en la
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prueba) y ADFI (Ingesta de alimentos para animales diaria promedio = Ingesta de alimentos total/dias que el animal
estuvo en la prueba) en lechones destetados (Tabla 9.3), ademas, también DE (Energia digerible = Energia del
alimento - Energia fecal) mejoré también con la inclusion creciente de fitasa BP17. La administracion de fitasa BP17
entre 250 y 2000 FTU/kg produjo aumento de la ganancia diaria promedio (en 14,5 a 24%), FCR (en 10,8 a 14,4%)y
Energia digerible (en 2,1 a 4%) en comparacion con los lechones alimentados con una dieta de control negativo.

Tabla 9.3 Mejoras del rendimiento y energia digerible con fitasa BP17 (ver también Figura 14).

PC NC fitasa BP17 250 | fitasa BP17 | fitasa BP17 | fitasa BP17
FTU/kg 500 FTU/kg 1000 FTU/kg 2000 FTU/kg
ADG, g 467 411 471 473 474 511
ADFI, g 578 562 578 577 575 606
FCR 1,25 1,39 1,24 1,23 1,21 1,19
FCE 0,804 0,733 0,817 0,825 0,831 0,845
DE (kcals/kg) | - 3766 3844 3867 3874 3919

Ejemplo 10: Rendimiento del alimento para animales en lechones

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de lechones con los
siguientes parametros: Ceniza de hueso, Ca 6seo, P éseo y retencion de Ca.

10.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 30 lechones machos (15-20 kg) a 5 tratamientos con 6 replicados (1 cerdo por replicado). La dieta de
control positivo era a base de maiz/soja con una tasa de inclusién formulada de 6,0 g/kg de P y 7,0 g/kg de Ca. Los
lechones se alimentaron con una dieta de control negativo a base de maiz/soja formulada con 4,0 g/kg de P y 6,0 g/kg
de Ca con diferentes niveles de enzimas requeridas agregadas (125 FTU/kg a 1,500 FTU/kg) administradas como
puré durante 15 dias. La orina se recolecté en contenedores con control ambiental desde el dia 8-12. Las heces se
recolectaron durante el mismo periodo por separado. Todas las muestras se almacenaron a -20°C durante el periodo
de recoleccioén antes del analisis. La resistencia 6sea se determiné a partir de los metacarpianos.

Tabla 10.1: Disefio experimental

Tratamiento Nivel

1 Control positivo

2 Control negativo

3 fitasa BP17 125 FTU/kg
4 fitasa BP17 250 FTU/kg
5 fitasa BP17 1,500 FTU/kg

Tabla 10.2: Composicion de la dieta

Control positivo Control negativo
Maiz 624,0 635,0
Harina de soja (47,5%) 330,0 330,0
Retencion de Ca 20,0 20,0
Sal 4,0 4,0
Piedra caliza (36% de Ca) 8,0 12,5
Fosfato dicalcicoa 11,0 0,0
Premezcla de mineral traza¢ 3,0 3,0
Premezcla de fitasa® - 0,0/125/250/1.500
Nutrientes y energia calculados
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Control positivo

Control negativo

Proteina, g/kg

208,5

208,5

Nutrientes y energia calculados

DE, kcal/kg 3417 3440
Ca, g/kg 7,0 6,0
P, g/kg 6,0 4,0

* la mezcla de enzimas se reemplaza con una cantidad minima de maiz

10.2 Resultados

En la Tabla 10.3 se muestran P 6seo, Ca 6seo, ceniza de hueso y retenciéon de Ca. A partir de una inclusion de fitasa
BP17 a 250 FTU se hallé6 una mejora en Ca 6seo (0,4%) y ceniza de hueso (7%) en comparaciéon con el control
negativo. Para la retencion de Ca se hall6 una mejora para la inclusién de fitasa BP17 a 125 FTU (21%) en
comparacion con el control negativo. Para P dseo y ceniza de hueso la inclusion de 1,500 FTU/kg retorno el
rendimiento al nivel del control positivo.

Tabla 10.3 Parametros dseos y retencion de Ca

PC NC Fitasa BP17 125 | Fitasa BP17 | Fitasa BP17
FTU/kg 250 FTU/kg 1500 FTU/kg
retenciéon de Ca, % 72,6v 32,2x 39,1xy 48,4yz 57,9z
P 6seo, % 18,4y 17,9x 17,9x 17,9x 18,1xy
Ca 6seo, % 41,1 40,5 40,4 40,7 40,9
Ceniza de hueso, % 36,5z 29,7x 28,8x 31,8y 34,7z

Ejemplo 11: Rendimiento del alimento para animales en cerdos de crecimiento-finalizacion

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de cerdos de
crecimiento-finalizacion con los siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio, nitrdgeno, energia, y DM, y
crecimiento, ingesta de alimentos y FCR.

11.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 72 cerdos de crecimiento-finalizacion (40-60kg de peso corporal) a 6 tratamientos con 12 replicados.
Los cerdos se alimentaron con una dieta de puré comercial estandar antes de comenzar la prueba. La dieta de control
positivo fue una dieta de harina de cebada, trigo y soja formulada con 0,54% de P y 0,68% de Ca. La dieta de control
negativo se baso en la dieta de harina de cebada, trigo y soja con inclusion de 0,37% de P y 0,59% de Ca y se
administroé sin suplemento o suplementada con BP17 250, 500, 1.000 y 2.000 FTU/kg. El alimento y el agua estaban
libremente disponibles.

La orina y las heces se recolectaron del dia 5 al 7. Todas las muestras se recolectaron en recipientes con control
ambiental. Las muestras se almacenaron a -20°C y se mezclaron para cada animal para el analisis de digestibilidad.
Se calculd la digestibilidad total del tracto de P, Ca, N, energia y DM, ademas de DE. Se calculd el rendimiento de los
cerdos.

Tabla 11.1: Disefio experimental

Tratamiento Nivel

1 Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg
fitasa BP17 500 FTU/kg
fitasa BP17 1.000 FTU/kg
fitasa BP17 2.000 FTU/kg

Dl |~ |W [N
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Tabla 11.2: Composicion de la dieta

Ingredientes Control positivo Control negativo
Trigo (11,3%CP) 35 36,11
Cebada 40,8 41,46
Harina de soja 48% CP 12,01 12,76
Harina de colza 5 3,5

Grasa blanca de eleccion 3,13 2,65
L-lisina HCI 0,28 0,27
DL-metionina 0,04 0,05
L-treonina 1 0,04
Marcador inerte 0,43 1
Bicarbonato de sodio 0,14 0,42

Sal 0,14 0,14

Piedra caliza 0,84 1,2

Fosfato dicalcico 0,89 0
Premezcla de mineral traza /vitamina 0,4 0,4
BP17BP17 (FTU/kg de alimento para animales - 0/250/500/1.000/2.000
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 16,2 16,2

DE kcal/kg (MJ/kg) 3250 (13,6) 3250 (13,6)
NE kcal/kg (MJ/kg) 2308 (9,66) 2303 (9,64)
Calcio 0,68 0,59

P total (%) 0,54 0,37

Lisina digerible (%) 0,80 0,79
Metionina (%) 0,28 0,29
Metionina digerible (%) 0,25 0,26
Metionina + Cisteina (%) 0,60 0,60
Metionina+ cisteina digerible 0,48 0,49
Fésforo disponible 0,30 0,14

Sodio 0,21 0,20

11.2 Resultados

La inclusion de fitasa BP17 mejoro la digestibilidad del tracto total de P (en hasta 135%), Ca (en hasta 28,1%), N (en
hasta 3,3%), DM (en hasta 2,1%), y DE (en hasta 40 kcals; Tabla 11,3). En la Tabla 11,4, se muestra el rendimiento
para los cerdos. Se observaron mejoras en ADG (hasta 58%) y FCR (hasta 2%) después de la inclusion de fitasa
BP17, sin influir en la ingesta de alimentos para los cerdos.

Tabla 11.3 Mejoras de digestibilidad con BP17 en cerdos de crecimiento-finalizacion

NC Fitasa BP17 | Fitasa BP17 | Fitasa BP17 | Fitasa BP17
250 FTU/kg 500 FTU/kg 1000 FTU/kg 2000 FTU/kg
Dig DM, 82,5x 83,9y 84,0y 83,9y 84,2y
%
Dig N, % 81,9x 84,4y 84,1y 84,6y 84,5y
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NC Fitasa BP17 | Fitasa BP17 | Fitasa BP17 | Fitasa BP17
250 FTU/kg 500 FTU/kg 1000 FTU/kg 2000 FTU/kg
Dig Ca., & 54,3x 67,7y 69,3y 68,4y 69,6y
Dig P., % 25,9x 51,5y 53,8yx 57,2zv 61,0v
DE 3411 3449 3439 3451 3446
(kcals/kg)

Tabla 11.4 Rendimiento de dietas administradas a cerdos de crecimiento-finalizacién que contienen BP17

NC Fitasa BP17 250 | Fitasa BP17 500 | Fitasa BP17 1000 | Fitasa BP17
FTU/kg FTU/kg FTU/kg 2000 FTU/kg
ADG, q 298x 443y 465y 450y 472y
ADFI, 1,43 1,43 1,39 1,41 1,4
kg
FCR 5,22y 3,45x 3,11x 3,19x 3,12x
G:F 0,211x 0,312y 0,334y 0,322y 0,333y

Ejemplo 12 - Rendimiento del alimento para animales en cerdos de crecimiento-finalizacion

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en a prueba de crecimiento de cerdos de crecimiento-

finalizacion sobre la digestibilidad de las cenizas.

5 12.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 45 cerdos de crecimiento-finalizacion cultivo (40-60 kg de peso corporal). a 5 tratamientos con 9
replicados. Los cerdos se alimentaron con una dieta granulada comercial estandar antes de comenzar el ensayo. La
dieta de control positivo fue una dieta de harina de maiz/soja formulada con 0,64% de P y 0,5% de Ca. La dieta de
control negativo se basé en una harina de maiz /soja formulada con 0,45% de P y 0,4% de Ca, esta se administré sin
suplemento o suplementada con Fitasa BP17 a 250, 1.000 o 2.000 FTU/kg de alimento para animales. El alimento y
el agua estaban disponibles libremente. Las heces se recolectaron en la tercera semana durante tres dias mediante
muestreo simple. Las muestras se almacenaron en un refrigerador (4°C) y se mezclaron para cada animal para el

10

analisis de digestibilidad. Se calculo la digestibilidad total de las cenizas del tracto.

15

Tabla 12.1:

Disefio experimental

Tratamiento

Nivel

1

Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg

fitasa BP17 1.000 FTU/kg

2
3
4
5

fitasa BP17 2.000 FTU/kg

Tabla 12.2: Composicion de la dieta

Ingredientes Control positivo Control negativo
Maiz 57,33 58,67

Melazas de cana 4 4

Harina de soja 48% CP 12,5 12,5

Harina de colza 12,5 12,5

Ext de harina de girasol 6 6

Aceite de higado de bacalao 2,23 1,76

L-lisina HCI 0,2 0,2
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Ingredientes

Control positivo

Control negativo

L-triptofano

0,1

0,1

Sal 0,25 0,25

Piedra caliza 0,58 0,57

Fosfato monocalcico 0,9 0,05

Premezcla de traza mineral/vitamina 0,4 0,4

BP17 (FTU/kg de alimento para animales) - 0/250/1.000/2.000
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 17,3 17,4

DE kcal/kg (MJ/kg) 3178 (13,3) 3178 (13,3)

NE kcal/kg (MJ/kg) 2251 (9,42) 2248 (9,41)

Calcio 0,5 0,4

P total (%) 0,64 0,45
Lisina digerible (%) 0,79 0,79
Metionina (%) 0,3 0,3

Metionina digerible (%) 0,28 0,28
Metionina + Cisteina (%) 0,65 0,65
Metionina+ cisteina digerible 0,51 0,52
Fésforo disponible 0,32 0,13
Sodio 0,13 0,13

12.2 Resultados

En la tabla 12.3, se muestra la digestibilidad total del tracto de las cenizas. La inclusién de la fitasa BP17 aumento la
digestibilidad de la ceniza (en hasta 29%), lo que sugiere una mejora en la resistencia 6sea (mineralizacion dsea).

Tabla 12.3 Mejora de la digestibilidad de las cenizas con fitasa BP17

Control negativo | fitasa BP17 250 | fitasa BP17 1000 | fitasa BP17 2000
FTU/kg FTU/kg FTU/kg
Cenizas 31,2x 37y 38,1y 40,2z
digestibilidad (%)

Ejemplo 13: Rendimiento del alimento para animales en cerdos de crecimiento-finalizacion

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de cerdos de
crecimiento-finalizacién con los siguientes parametros: retencion de nutrientes de Ca.

13.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 54 cerdos de crecimiento-finalizacion cultivo (mas de 35 kg de peso corporal). a 6 tratamientos con 9
replicados. Los cerdos se alimentaron con una dieta de puré comercial estandar antes de comenzar el ensayo. La
dieta de control positivo fue una dieta de harina de trigo/soja formulada con 0,57% de P y 0,53% de Ca. La dieta de
control negativo se basé en una harina de trigo /soja formulada con 0,37% de P y 0,40% de Ca, esta se administro sin
suplemento o suplementada con Fitasa BP17 a 250, 500, 1.000 o 2.000 FTU/kg de alimento para animales durante
14 dias, El alimento y el agua estaban disponibles libremente.

Las heces y orina se recolectaron durante cuatro dias por separado. Las muestras se almacenaron en un congelador
(-20°C) y se mezclaron para cada animal para el analisis de retencion.
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Tabla 13.1: Disefio experimental

Tratamiento

Nivel

1

Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg

fitasa BP17 500 FTU/kg

fitasa BP17 1.000 FTU/kg

Dl |~ | W|IN

fitasa BP17 2.000 FTU/kg

Tabla 13.2: Composicion de la dieta

La formulacién de la dieta puede necesitar revision segun la edad/peso del cerdo

Dieta (intervalo de edad 14-42 dias) Control positivo Control negativo
Ingredientes en %

Trigo 71,33 73,00
Harina de soja 22,60 22,16
Aceite de canola 2,21 1,75
Dical (20% de Ca; 18,5% de P) 1,07 0,00
Piedra caliza (36% de Ca) 0,30 0,58
Sal 0,30 0,30
Lisina.HCI 0,33 0,34
DL-Metionina 0,04 0,04
L-Treonina 0,13 0,13
Celite 1,00 1,00
Premezcla V/ITM 0,70 0,70
PREMEZCLA FITASA*

TOTAL 100 100
Nutrientes y energia calculados

Proteina, % 19,45 19,45
DE, Mj/kg 14,32 14,32
Ca, % 0,53 0,40
P, % 0,57 0,37
Dig. P % 0,25 0,12
Aminoacidos digeribles, %

Lys 1,04 1,04
Met 0,29 0,29
Met+Cys 0,56 0,57
Thr 0,65 0,65
Trp 0,20 0,20
Aminoacidos totales, %

Lys 1,15 1,15
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Met 0,31 0,31
Met+Cys 0,65 0,65
Thr 0,78 0,78
Aminoacidos totales, %

Trp 0,23 0,23

@ Proporciona lo siguiente por kg de premezcla: vitamina A 1.650.000 U, vitamina D 165, 000 IU,
vitamina E 8.000, menadiona 800 mg, tiamina 200 mg, riboflavina 1.000 mg, niacina 7.000 mg,
acido d-pantoténico 3.000 mg, vitamina B12 5 mg, biotina 40 mg y acido félico 400 mg.

b Proporciona los siguiente por kg de premezcla: cobre 10 g, hierro 16 g, manganeso 5 g, zinc 20 g,
yodo 100 mg, selenio 20 m

** Premezcla de Fitasa reemplazo la cantidad minima de trigo

13.2 Resultados

En la Tabla 13.3, se muestra la retencion de Ca (%). La inclusién de fitasa BP17 aumento la retencion de Ca en hasta
40% respecto de la NC.

Tabla 13.3 Retencion de calcio de los cerdos de crecimiento-finalizacion alimentados con dietas que contienen fitasa
BP17

Control fitasa BP17 250 | fitasa BP17 500 | fitasa BP17 | fitasa BP17
negativo FTU/kg FTU/kg 1000 FTU/kg 2000 FTU/kg
Retencion de 51,5x 64,1y 67,2y 71,9z 67,7yz
calcio (%)

Ejemplo 14: Rendimiento del alimento para animales en cerdas lactantes

El rendimiento de BP17BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de rendimiento de cerdas con los
siguientes parametros: digestibilidad de DM, Ca, P, proteina y energia.

14.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 56 cerdas lactantes a 7 tratamientos con 8 replicados. Las cerdas se alimentaron con una dieta de
gestacion y lactancia comercial adecuada en P y Ca. La dieta de control positivo es a base de soja y maiz formulada
con 0,67% de P y 0,68% de Ca. 4 dias después de parir las cerdas se alimentaron con una dieta de control negativo
a base de maiz/soja y formulada con 0,48% de P y 0,54% de Ca en forma de pellet. Esta dieta se administr6 sin
suplemento o suplementada con fitasa BP17 250, 500, 750, 1.000 y 2.000 FTU/kg. El agua estaba disponible ad
libitum.

Las heces se recolectaron en el dia 17 durante tres dias. Todas las muestras se recolectaron en contenedores con
control ambiental. Las muestras se almacenaron en un congelador se mezclaron para cada animal para el analisis de
digestibilidad. Se determinaron cenizas, Ca, Py CP.

Tabla 14.1: Disefio experimental

Tratamiento Nivel

1 Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg
fitasa BP17 500 FTU/kg
fitasa BP17 750 FTU/kg
fitasa BP17 1.000 FTU/kg
fitasa BP17 2.000 FTU/kg

N[O~ |lwWIN
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Tabla 14.2. Composicion de la dieta

Ingredientes Control positivo Control negativo
Maiz 51,51 52,96
Melazas de cana 4 4

Harina de soja 48% CP 14,55 14,43
Cascaras de soja 3 3

Harina de colza 8 8

Ext de harina de girasol 8,5 8,5

Sebo 3,77 3,3

Lisina 20% 0,46 0,46

Sal 0,28 0,28
Piedra caliza 0,52 0,51
Fosfato monocalcico 1,14 0,29
Premezcla de traza mineral/vitamina 1,25 1,25

BP17 (FTU/kg de alimento para animales) - 0/250/500/750/1.000/2,00 0
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 17,5 17,5

DE kcal/kg (MJ/kg) 3130 (13,1) 3154 (13,2)
NE kcal/kg (MJ/kg) 2258 (9,45) 2256 (9,44)
Calcio 0,68 0,54

P total (%) 0,67 0,48

Lisina digerible (%) 0,74 0,74
Metionina (%) 0,30 0,30
Metionina digerible (%) 0,28 0,28
Metionina + Cisteina (%) 0,63 0,63
Metionina+ cisteina digerible 0,49 0,49
Fésforo disponible 0,37 0,18

Sodio 0,14 0,14

14.2 Resultados

En la Tabla 14.3. se muestra la digestibilidad de todos nutrientes. La inclusion de fitasa BP17 mejoro la digestibilidad
de Ca (en hasta 24,8%), cenizas (en hasta 15%), P (en hasta 75%) y CP (en hasta 1,3%).

Tabla 14.3 Digestibilidad de todos los nutrientes

NC fitasa BP17| fitasa BP17| fitasa BP17 | fitasa BP17| fitasa BP17
250 FTU/kg 500 FTU/kg 750 FTU/kg 1000 FTU/kg | 2000 FTU/kg

DM 83 82,7 82,9 83 82,9 83,1

Cenizas 32,5% 35,2y 36,0v 36,4%% 36,1¥2 37,4y

CP 84 84,7 84,3 84,7 84,8 85,1

GE 86,5 85,9 86,9 85,9 85,9 86

P 30,1% 44.7Y 48,97 49,22 50,4% 52,7V

Ca 28,6 32,1 35,7 35,1 34,5 354
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Ejemplo 15: Rendimiento en el alimento para animales en lechones

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de lechones con los
siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio y DM y retencion de fosfato y calcio.

15.1 Materiales y procedimientos

Se asignaron 70 lechones destetados de género mixto (10-13 kg de peso corporal) a 7 tratamientos con 10 replicados
(un lechon por replicado). Los lechones se alimentaron con una dieta de control comercial con BP17 afiadida a (250
FTU/kg a 2000 FTU/kg). Las dietas se alimentaron en forma de pellets durante 12 dias. La dieta de control positivo se
baso6 en cebada y maiz y se formulé con una inclusion de 0,63% de P y 0,70% de Ca. La dieta de control negativo se
basé en maiz y cebada y se formuldé con 0,45% de P y 0,57% de Ca. Las dietas no contenian promotores de
crecimiento antimicrobianos ni ninguna otra alternativa.

Las heces y orina se recolectaron por separado desde el dia 8-12 en cada periodo experimental. La orina se recolecto
en HCI para minimizar la evaporacion de nitrégeno. Las heces se recolectaron dos veces por dia. Todas las muestras
se congelaron (-18°C) y se mezclaron al final del experimento para cada animal. Posteriormente se realizd el analisis
de digestibilidad.

Tabla 15.1: Disefio experimental

Tratamiento Nivel

1 Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg
fitasa BP17 500 FTU/kg
fitasa BP17 750 FTU/kg
fitasa BP17 1.000 FTU/kg
fitasa BP17 2.000 FTU/kg

N[O [~ WIN

Tabla 15.2: Composicion de la dieta (%) administrada

Ingredientes Control positivo Control negativo
Maiz 20,48 21,77

Cebada 45 45

Melazas de cafia 1 1

Ext de harina de girasol. 4 4

Suero deshidratado 5 5

Concentrado de proteina de soja 45 45

Aceite de soja 3,31 2,89
DL-metionina 0,12 0,12

Relleno inerte 3 3

Sal 0,39 0,39

Piedra caliza 0,93 0,93

Fosfato monocalcico 1,05 0,18

Premezcla de mineral traza/vitamina 2,14 2,14

Harina de soja 47% CP 8,5 8,5

L-lisina HCI 79% 0,43 0,43

L-treonina 98% 0,09 0,09

L-triptofano 98% 0,03 0,03

BP17 (FTU/kg de alimento para animales) - 0/250/500/750/1.000/2.000
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Ingredientes Control positivo Control negativo
Analisis calculado

Proteina bruta (%) 16,02 16,13

DE kcal/kg (MJ/kg) 3178 (13,3) 3178 (13,3)
NE kcal/kg (MJ/kg) 2265 (9,48) 2263 (9,47)
Calcio 0,85 0,72

P total (%) 0,6 0,4

Lisina digerible (%) 0,9 0,9
Metionina (%) 0,3 0,3
Metionina digerible (%) 0,3 0,3
Metionina + Cisteina (%) 0,6 0,6
Metionina+ cisteina digerible 0,54 0,54
Fésforo disponible 0,3 0,19

Sodio 0,22 0,22

15.2 Resultados

La inclusion de fitasa BP17 mejor6 la digestibilidad de P y Ca, asi la retencién de P y Ca (Tabla 15.3). La
suplementacion de una dieta de control negativo con fitasa BP17 mejoré la digestibilidad de Calcio (en 47,8 a 54,0%)
y Fosforo (en 82,8 a 107,1%). BP17 también mejoro la retencion de Calcio (en 42,1 a 54,9%) y Fdésforo (en 98,3 a
122,2%).

Tabla 15.3 Mejoras de digestibilidad y retencion con fitasa BP17

NC BP17 250 | BP17 500 | BP17 750 | BP17 1.000 | BP17 2.000
FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg

Dig DM, % 73,2 73,2 73,6 74,2 74,1 73,4

Dig. cenizas, 31,1x 37,6y 37,8yz 38,6yzv 39,4zv 39,7v

Dig. Ca, % 44 8x 66,2y 64,7y 65,9y 68,7y 69,0y

Dig. P, % 32,5x 59,4y 62,0yz 63,8zv 66,0vw 67,3W

Ret Ca, % 43,0x 61,1y 61,6y 62,7yz 66,6Z 66,6z

Ret P, % 29,8x 59,1y 61,6yz 63,3zv 65,3v 66,2v

xy2ww | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05).

Ejemplo 16: Rendimiento en el alimento para animales en lechones

El rendimiento de BP17 en el alimento para animales se evalué en una prueba de crecimiento de lechones con los
siguientes parametros: digestibilidad de fosfato, calcio, DM y energia.

16.1 Materiales y procedimientos

48 lechones destetados de género mixto (10-14 kg de peso corporal) se asignaron a 6 tratamientos con 8 replicados
(un lechon por replicado). Los lechones se alimentaron con una dieta de control comercial con BP17 afadida a (250
FTU/kg a 2000 FTU/kg). Las dietas se administraron como purés durante 14 dias. La dieta de control positivo era a
base de harina de trigo y soja y formulada con la inclusion de 0,66% de P y 0,75% de Ca. La dieta de control negativo
se baso en harina de trigo y soja y se formulé con 0,50% de P y 0,55% de Ca. Las dietas no contenian promotores de
crecimiento antimicrobianos ni ninguna otra alternativa.

Las heces se recolectaron desde el dia 10-14 en cada periodo experimental dos veces por dia. Todas las muestras
se congelaron (-18°C) y se mezclaron al fin del experimento para cada animal. Posteriormente se realizé el analisis
de digestibilidad.
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Tabla 16.1: Diseio experimental

Tratamiento

Nivel

1

Control positivo

Control negativo

fitasa BP17 250 FTU/kg

fitasa BP17 500 FTU/kg

fitasa BP17 1.000 FTU/kg

Dl |~ | W|IN

fitasa BP17 2.000 FTU/kg

Tabla 16.2: Composicion de la dieta (%) administrada

Ingredientes

Control positivo

Control negativo

Trigo 37,59 38,49
Cebada 17,11 17,11
Harina de canola 6,00 6,00
Peas 5,00 5,00
Suero deshidratado 7,96 7,96
Harina de soja 47%CP 22,00 22,00
Aceite vegetal 1,00 1,00
DL-metionina 0,04 0,04
Relleno inerte 0,30 0,30
Piedra caliza 0,83 0,83
Fosfato dicalcico 1,00 0,10
Premezcla de mineral traza/vitamina 1,00 1,00
L-lisina HCI 79% 0,06 0,06
L-treonina 98% 0,11 0,11

BP17 (FTU/kg de alimento para | -

animales)

0/250/500/1.000/2.000

Andlisis calculado

Control positivo

Control negativo

[VOLUMEN]

100,00

100,00

MAT SECO (%) 88,94 88,83
PROTEINA (%) 21,15 21,25
CFAT (%) 2,62 2,64
CFIBRE (%) 3,21 3,23
CENIZAS (%) 6,59 5,72
DE PIG (MJ/kg) 13,66 13,78
TLISINA (%) 1,17 1,18
METH (%) 0,35 0,36
M+C (%) 0,75 0,75
CALCIO (%) 0,84 0,63
TPHOS (%) 0,64 0,48
Dig. P (%) 0,30 0,19
FITATO P (%) 0,27 0,27
AV FOS (%) 0,38 0,22
NA (%) 0,10 0,10
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16.2 Resultados

La inclusion de fitasa BP17 mejoré la digestibilidad de P, DM y GE (Tabla 16.3). La suplementacion de una dieta de
control negativo con fitasa BP17 mejoré la digestibilidad de Foésforo (en 106,7 a 149,6%), DM (en 0,1 a 4,3%) y GE
(en 0,7 25,1).

Tabla 16.3 Mejoras de la digestibilidad con fitasa BP17

NC BP17 250 | BP17 500 | BP17 1.000 | BP17 2.000
FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg
Dig DM, % 77,4x 79,6y 7,5xy 80,3z 80,7z
Dig GE, % 75,0x 77,9yz 75,5xy 78,2z 78,8z
Dig. Ca, % 56,3 63,0 62,5 67,6 66,6
Dig. P, % 28,4x 58,7y 64,1yz 67,9z 70,9z
Xz | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05).

Ejemplo 17: Rendimiento en el alimento para animales en pollos de engorde
Sumario de resultados:

La BP17 mostro superior digestibilidad de fésforo y aminoacido ileal, retencién de fosforo y digestibilidad del calci en
comparacién con an Fitasa de E. coli.

» BP17 fue en promedio, un 156% mas efectivo que la fitasa de E. coli sobre la base de la curva exponencial para
la retencioén de fosforo.

+ BP17 a 699 FTU/kg de alimento para animales fue equivalente a 1,2 g/kg de alimento para animales de P de MCP,
mientras que, en contraste, se requirieron 2311 FTU/kg de alimento para animales de fitasa de E. coli sobre la
base del fésforo retenido.

» BP17 proporciond superior digestibilidad de proteinas y aminoacidos en comparacion con la fitasa de E. coli.

Resultados:

La equivalencia de BP17 en FTU en comparacion con 1 FTU de la fitasa de E. coli para P digerible ileal (g/kg de dietaa)
y P retenido (dieta de g/kg) y bioeficacia relativa de BP17 versus la fitasa de E. coli. Los resultados de este ejemplo
se muestran en la Figura 15.

Tabla 17.1: Digestibilidad de fésforo y aminoacido ileal

250 FTU 500 FTU 750 FTU 1000 FTU Promedio
P digerible ileal 0,96 +4% 0,78 +28% 0,64 +56% 0,53 +89% 0,73 +37%
P retenido 0,40 +150% 0,39 +156% 0,38 +163% 0,37 +170% 0,39 +156%

Niveles (FTU/kg de alimento para animales) de BP17 y la Fitasa de E. coli equivalente a 0,6 g o 1,2 g/kg de
alimento para animales de P de MCP.

Tabla 17.2: Comparacion de digestibilidad de fésforo y aminoacido ileal de las fitasas

0,6 g P de MCP 1,2 g P de MCP*
P digerible ileal P retenido Media P digerible ileal | P retenido Media
(g/kg de dieta) (g/kg de dieta) (g/kg de dieta) (g/kg de dieta)
Fitasa de E. | 467 629 548 - 2311 (100) -
coli (100)
BP17 374 242 308 963 699 (30) -
(56)
*Si el nivel de rendimiento del MCP no se alcanzd, no se pudo calcular una equivalencia y, por lo tanto, se muestra
un -
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Tabla 17.3: Digestibilidad ileal de nutrientes (%, dia 20)

Fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC+0,6 | NC+1,2 NC +1,8
0 250 500 750 1000 9P 9P 9P
Fosforo
Flasa de 65,2¢ 68,8 57,6% 68,6
- con 59,1¢ 52,79 52,79 55,8f
BP17 65,5¢ 67,8 71,5% 73,92
Proteina bruta
Fitasa " de 79.2%9 | 7900 | 794% | 797%¢
E. coli 78 5cd ’ ’ ’ ’ 77.5¢ 78 7¢d 78 3cd
BP17 78,1¢¢ 79,82b¢ 80,72° 81,32
Aminoacidos totales
Fitasa de 81,34 | 81,3 | g1ee | 820%c
E. coli 80 6¢¢ ’ ’ ’ ’ 79 6¢ 81 1cd 80.8¢d
BP17 80,7<¢ 82,28bc 83,0%° 83,62
Lisina (%)
Fitasa. de 84 6abcd 84 4bcd 84 5abcd 84 8ab cd
E. coli 84,3% de 82,9° 83,80 83,6¢%
BP17 83,9¢cde 85,13abc 85,720 5,92
Metionina (%)
Flasa de 90,8 90,4 90,6 90,9
- con 89,6 89,7 90,6 90,7
BP17 90,1 91,1 91,4 92,2
Treonina (%)
Flasa de 73,0 72,7 73,3 73,5
- con 72,1 71,0 72,8 72,5
BP17 72,4 73,8 74,4 75,0
abc | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05)
Tabla 17.4: Digestibilidad del tracto total del calcio (%)
Fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC +0,6 NC +1,2 | NC +1,8g
0 250 500 750 1000 9P 9P P
Calcio total
Etas7' de 48,19 53 6be 54,0bc 54,75
. coli 44.9¢ 44,9° 52,0t 52,2
BP17 46,7% 51,9¢ 53,4b¢ 57,62
abc | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05)
Tabla 17.5: Dietas: (kg/tonelada) segun se administra
Control negativo NC + 0,6 g P* NC +1,2gP* NC +1,8 g P*
Maiz 560,3 560,3 560,3 560,3
Harina de gluten de maiz 60 14,8 14,8 14,8 14,8
Harina de soja 48% CP 300,5 300,5 300,5 300,5
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Control negativo NC + 0,6 g P* NC +1,2gP* NC +1,8 g P*
Harina de colza 38 38 38 38
Almidén de maiz/trigo 2,5 2,5 2,5 2,5
Aceite de soja 21,1 21,1 21,1 21,1
Grasa de cerdo/aves de corral 20 20 20 20
L-Lisina HCI 1,69 1,69 1,69 1,69
DL-metionina 2,24 2,24 2,24 2,24
L-treonina 0,37 0,37 0,37 0,37
Bicarbonato de sodio 1,67 1,67 1,67 1,67
Sal 2,44 2,44 2,44 2,44
Piedra caliza 13,68 14,63 13,55 12,47
Fosfato monocalcico 1,001 3,668 6,334 9,001
Aves de corral Vits/TE’s 5,0 5,0 5,0 5,0
Diamol 14,73 11,12 9,53 7,94
BP17 (FTU/kg de alimento para | 0/250/500/75 0/1000 | - - -
animales)
Fitasa de E. coli (FTU/kg de | 0/250/500/75 0/1000 | - - -
alimento para animalesT)
Proteina bruta (%) 21,54 21,54 21,54 21,54
ME kcals/kg (MJlkg) 3102 (12,98) 3102 (12,98) 3102 (12,98) 3102 (12,98)
Calcio (%) 0,70 0,79 0,79 0,79
P total (%) 0,42 0,48 0,54 0,60
P digerible (%) 0,16 0,22 0,27 0,32
Fitato P (%) 0,26 0,26 0,26 0,26
P disponible (%) 0,15 0,21 0,27 0,33
Lisina (%) 1,25 1,25 1,25 1,25
Lisina digerible (%) 1,08 1,08 1,08 1,08
Metionina (%) 0,57 0,57 0,57 0,57
Metionina digerible (%) 0,55 0,55 0,55 0,55
Metionina + cisteina (%) 0,94 0,94 0,94 0,94
Metionina digerible + cisteina (%) 0,80 0,80 0,80 0,80

* Suministrado de MCP, tasa de dosis planificadas

Disefio de la prueba:

58

288 pollos de engorde Ross 308 machos se asignaron a 12 tratamientos con 6 replicados de jaula por tratamiento (4
aves por jaula). Todas las aves recibieron una dieta estandar durante los primeros 5 dias: Proteina bruta 21,5%; AME
2900 kcal/kg (12,1 MJ/kg). La dieta de control negativo (NC) se basé en la harina de maiz/soja y tenia contenido
reducido de fosforo (0,42% de fosforo total, 0,15% de fésforo disponible) y se suplementé con BP17 o una fitasa de E.
colia 250, 500, 750 o 1000 FTU/kg de alimento para animales. Las dosis del alimento para animales se verificaron en
2 laboratorios después de la dosificacion y los niveles analizados reales posteriormente se utilizaron para todos los
modelos posteriores. Las 3 dietas de control positivo contenian adiciones incrementales de fosfato monocalcico (+0.6.
+1,2 y +1,8 g/kg de P de alimento para animales) a la formulaciéon de NC. Todas las dietas se administraron como
puré desde los dias 5-20. Los excrementos se recolectaron de cada jaula los dias 17-20 para la determinacion de la
digestibilidad del calcio y la retencién de fosforo. En el dia 20, todas las aves se sacrificaron y se tomaron contenidos
ileales para la determinacion de la digestibilidad de fésforo, proteina y aminoacidos ileales.
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Las relaciones de dosis-respuesta se determinaron utilizando un modelo exponencial de la forma: Y=A + B*Rx donde
Y = parametro de respuesta, A = valor de asintota superior, B = valor de respuesta maxima, R = parametro de
pendiente no lineal, X = actividad de fitasa dosificada(FTU/kg de alimento para animales).

Las equivalencias de BP17 y la fitasa de E. coli (en FTU/kg de alimento para animales) se calcularon tanto para el
fésforo digestible ileal como para el fosforo retenido utilizando los datos de las dietas de control positivo que contienen
adiciones incrementales de MCP. Al igual que con los datos de dosis-respuesta, una curva exponencial describe mejor
esta relacion y se uso6 para calcular las equivalencias del producto.

Ejemplo 18: Rendimiento en el alimento para animales en pollos de engorde

Sumario de resultados

BP17 mostré superior rendimiento, ceniza de tibia y AMEn en comparacion con una Fitasa de E. coli

» BP17 fue en promedio, un 96% mas efectivo que la fitasa de E. coli sobre la base de la curva exponencial para el
contenido de ceniza de tibia

+ BP17 a 1000 FTU/kg de alimento pudo restaurar completamente la ganancia de peso corporal y la ceniza de tibia
al nivel de las aves alimentadas con la dieta con 1,8 g P de MCP

+ BP17 a 691 FTU/kg de alimento para animales fue equivalente a 1,2 g/kg de P de MCP mientras que, en contraste,
1372 FTU/kg de alimento para animales de la fitasa de E. coli fue equivalente a 1,2 g/kg de P de MCP.

Los resultados de este ejemplo se muestran en la Figura 16.

Tabla 18.1: Resultados: Ingestas de alimentos (g, 5-20 dias)

Fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC +0,6 NC +1,2 | NC +1,8g
0 250 500 750 1000 9P 9P P
fitasa de 1026° | 1066% | 11112 | 1089bcd
E. coli 9449 10041 1089p < 11342
BP17 1012f 10574 1093b° 111320
abc | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05)

Tabla 18.2: Equivalencia de BP17 en FTU en comparacién con 1 FTU de la Fitasa de E. coli para ganancia de peso

corporal (5-20 dias) y ceniza de tibia (dia 20), y BP17 versus la Fitasa de E. coli.

250 FTU 500 FTU 750 FTU 1000 FTU Promedio
Ganancia de 0,87 0,78 0,70 0,62 0,74
peso corporal +15% +28% +42% +61% +35%
Ceniza de tibia 0,53 0,52 0,51 0,49 0,51
+89% +92% +96% +104% +96%

Tabla 18.3: Niveles (FTU/kg de alimento para animales) de BP17 y la Fitasa de E. coli equivalente a 0,6 g o0 1,2 g/kg
de alimento para animales de P de MCP.

0,6 g P de MCP 1,2g P de MCP
Ganancia de | Ceniza de | Media Ganancia de | Ceniza de | Media
peso tibia (g/kg peso tibia (g/kg
corporal (g) DM) corporal (g) DM)
Fitasa de | 355 682 519 (100) 1156 1588 1372 (100)
E.coli
BP17 296 350 323(62) 659 722 691 (50)
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Tabla 18.4: Dietas: (kg/tonelada) segin se administra

Control negativo NC+0,6gP* | NC+1,2gP* | NC+18¢gP*
Maiz 560,3 560,3 560,3 560,3
Harina de gluten de maiz 60 14,8 14,8 14,8 14,8
Harina de soja 48% CP 300,5 300,5 300,5 300,5
Harina de colza 38 38 38 38
Almidén de maiz/trigo 2,5 2,5 2,5 2,5
Aceite de soja 21,1 21,1 21,1 21,1
Grasa de cerdo/aves de corral 20 20 20 20
L-Lisina HCI 1,69 1,69 1,69 1,69
DL-metionina 2,24 2,24 2,24 2,24
L-treonina 0,37 0,37 0,37 0,37
Bicarbonato de sodio 1,67 1,67 1,67 1,67
Sal 2,44 2,44 2,44 2,44
Piedra caliza 13,68 14,63 13,55 12,47
Fosfato monocalcico 1,001 3,668 6,334 9,001
Aves de corral Vits/TE’s 5,0 5,0 5,0 5,0
Diamol 14,73 11,12 9,53 7,94
BP17 (FTU/kg de alimento para | 0/250/500/750/1000 | - - -
animales)
Fitasa de E. coli (FTU/kgT) 0/250/500/750/1000 | - - -
Proteina bruta (%) 21,54 21,54 21,54 21,54
ME kcals/kg (MJlkg) 3102 (12,98) 3102 (12,98) | 3102 (12,98) 3102 (12,98)
Calcio (%) 0,70 0,79 0,79 0,79
P total (%) 0,42 0,48 0,54 0,60
P digerible (%) 0,16 0,22 0,27 0,32
Fitato P (%) 0,26 0,26 0,26 0,26
P disponible (%) 0,15 0,21 0,27 0,33
Lisina (%) 1,25 1,25 1,25 1,25
Lisina digerible (%) 1,08 1,08 1,08 1,08
Metionina (%) 0,57 0,57 0,57 0,57
Metionina digerible (%) 0,55 0,55 0,55 0,55
Metionina + cisteina (%) 0,94 0,94 0,94 0,94
Metionina digerible + cisteina (%) 0,80 0,80 0,80 0,80

Suministrada de MCP, "Niveles planificados para afiadir

Disefio de la prueba
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288 pollos de engorde Ross 308 machos se asignaron a 12 tratamientos con 6 replicados de jaula por tratamiento (4
aves por jaula). Todas las aves recibieron una dieta estandar durante los primeros 5 dias: Proteina bruta 21,5%; AME
2900 kcal/kg (12,1 MJ/kg). La dieta de control negativo (NC) se basdé en la harina de maiz/soja y tenia contenido
reducido de fosforo (0,42% de fosforo total, 0,15% de fésforo disponible) y se suplementé con BP17 o una fitasa de E.
coli a 250, 500, 750 o 1000 FTU/kg alimento para animales. Las dosis del alimento para animales.se verificaron en 2
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laboratorios después de la dosificacion y los niveles analizados reales se utilizaron para todos los modelos posteriores.
Las 3 dietas de control positivo contenian adiciones incrementales de fosfato monocalcico (+0.6. +1,2 y +1,8 g/kg de
P alimento para animales) a la formulacion de NC. Todas las dietas se administraron como como puré desde los dias
5-20. Las aves se pesaron los dias 5y 20 y se calculd el FCR. Los excrementos se recolectaron de cada jaula los dias
17-20 para la determinacion de AMEn. El dia 20, todas las aves se sacrificaron y la tibia izquierda se diseccion6 para
determinar la ceniza de hueso.

Las relaciones de dosis-respuesta se determinaron utilizando un modelo exponencial de la forma: Y=A + B*Rx donde
Y = parametro de respuesta, A = valor de asintota superior, B = valor de respuesta maxima, R = parametro de
pendiente no lineal, X = actividad de fitasa dosificada (FTU/kg de alimento para animales). Las equivalencias de BP17
y la fitasa de E. coli (en FTU/kg de alimento para animales) se calcularon tanto para la ganancia de peso corporal
como la ceniza de tibia (%) utilizando los datos de las dietas de control positivo que contienen adiciones incrementales
de MCP. Al igual que con los datos de dosis-respuesta, una curva exponencial describe mejor esta relacién y se usé
para calcular las equivalencias del producto.

Ejemplo 19: Rendimiento en el alimento para animales en pollos de engorde
Sumario de resultados:

BP17 mostré superior rendimiento, ceniza de tibia y digestibilidad de nutrientes en comparacion con una Fitasa de E.
coli.

» BP17 fue en promedio, 33-35% mas efectivo que la fitasa de E. coli sobre la base de la curva exponencial para el
contenido de ceniza de tibia y fésforo retenido

» BP17 a 1000 FTU/kg de alimento pudo restaurar completamente la ganancia de peso corporal FCR y ceniza de
tibia al nivel de las aves alimentadas con la dieta con 1,8 g P de MCP

» BP17 a 656 FTU/kg de alimento para animales fue equivalente a 1,2 g/lkg de P de MCP sobre la ganancia de peso
corporal, ceniza de tibia y P retenido mientras que, en contraste, se requirieron 833 FTU/kg de alimento para
animales de la fitasa de E. coli sobre la base de ,0s mismos parametros

Resultados:
Los resultados de este ejemplo se muestran en la Figura 17.

Tabla 19.1: Ingestas de alimentos (g, 5-20 dias)

fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC +0,6 gP | NC+1,2gP | NC +1,8g P
0 250 500 750 1000
z__tasal. de 985c | 1074® | 1072 | 10872
- coll 885d 1002¢ 10872 10922
BP17 1000° 1059P 1 08230 10872

abc | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05)

La equivalencia de BP17 en FTU en comparacion con 1 FTU de la fitasa de E. coli para ganancia de peso corporal (5-
20 dias), cenizas de tibia (dia 20) y P retenido. La siguiente tabla muestra la bioeficacia relativa de BP17 versus la
Fitasa de E. coli.

Tabla 19.2: Bioeficacia relativa de fitasas

250 FTU 500 FTU 750 FTU 1000 FTU Promedio
Ganancia de 1,08 -8% 1,02 -2% 0,95 +5% 0,85 +18% 0,98 +2%
peso corporal
Ceniza de tibia 0,85+18% 0,79+27% 0,72+39% 0,63+59% 0,75+33%
P retenido 0,75+33% 0,74+35% 0,73+37% 0,72+39% 0,74+35%
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Tabla 19.3: Niveles (FTU/kg de alimento para animales) de BP17 y la Fitasa de E. coli equivalente a 0,6 g 0 1,2 g/kg
de alimento para animales de P de MCP para peso corporal, ceniza de tibia y P retenido.

0,6 g P de MCP 1,2 g P de MCP
Ganancia Ceniza P Media Ganancia Ceniza P Media
de peso de tibia retenido de peso de tibia retenido
corporal (g) | (g/kg DM) corporal (g) | (g/kg DM)
Fitasa de 264 232 463 320 666 690 1144 833
E. coli (100) (100)
BP17 284 199 343 275 648 508 813 656
(86) (79)

Tabla 19.4: Digestibilidad ileal de nutrientes (%, dia 20)

fitasa (FTU/kg de alimento para animales)

NC +0,6g P | NC +1,2g P | NC +1,8g P

0 ‘ 250 ‘ 500 ‘ 750 ‘ 1000
Proteina bruta
fitasa de E. 78.4%f | 7930 | 7970 | g0 75
coli 77 4% ’ ’ ’ ’ 76,89 79,6bcd 79,3¢de
BP17 78,2¢F | 792:de | g1 4a 81,12

Aminoacidos totales

f't";t“'a de E. 80.8% | 819 | 823% | 833%®

coll 80,0¢f 79,3f 82,1¢ 81,9¢d
BP17 80,7¢ 83,892 81,8¢d 83,52

Lisina (%)

f't";t“'a de E. 848 | 854 | 854t | 86 2%®

coll 84,44e 83,8¢ 85,3¢ 84,74
BP17 84,6cd 86,62 82,3¢ 86,42

Metionina (%)

f't";t“'a de E. 90.1% | 90,7>d | 90,8b%d | 91 5%
col 89,09 89,2fd 91,58bc 91,1be
BP17 89.0° | 9200 | 906% | 915

Treonina (%)

fasa de E. 72,8% | 74,1% | 74,700 | 76,92
con 71,09 71,4% 74,7 74,200
BP17 73,04 | 766% | 73,8% | 758

abc | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05)

Tabla 19.5: Digestibilidad del tracto total de calcio y fosforo (%)

Fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC+0,6 | NC+1,2 NC +1,8
0 250 500 750 1000 gP gP gP
Fosforo
Flasa de 614% | 635 66,3 67,5%
: 59,3¢ 54,8 53,1 50,99
BP17 62,0¢ 66,2 68,73 69,12
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Fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC+0,6 | NC+1,2 NC +1,8
0 250 500 750 1000 gP gP gP

Calcio
Flasa de 45,6° 48,3d 51,8 52,5°

45,8¢° 44 52 48,3¢ 51,920
BP17 44.3¢ 48,9cd 50,5 51,920
abc | os valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P<0,05)

Tabla 19.6: Dietas: (kg/tonelada) segun se administra
Control negativo NC +0,6 g P* NC +1,2g P* NC +1,8 g P*

Maiz 560,3 560,3 560,3 560,3
Harina de gluten de maiz 60 14,8 14,8 14,8 14,8
Harina de soja 48% CP 300,5 300,5 300,5 300,5
Harina de colza 38 38 38 38
Almidén de maiz/trigo 2,5 2,5 2,5 2,5
Aceite de soja 21,1 21,1 21,1 21,1
Grasa de cerdo/aves de corral 20 20 20 20
L-Lisina HCI 1,69 1,69 1,69 1,69
DL-metionina 2,24 2,24 2,24 2,24
L-treonina 0,37 0,37 0,37 0,37
Bicarbonato de sodio 1,67 1,67 1,67 1,67
Sal 2,44 2,44 2,44 2,44
Piedra caliza 13,68 14,63 13,55 12,47
Fosfato monocalcico 1,001 3,668 6,334 9,001
Aves de corral Vits/TE’s 5,0 5,0 5,0 5,0
Diamol 14,73 11,12 9,53 7,94
BP17 (FTU/kg de alimento para | 0/250/500/750/1000 | - - -
animales)
Fitasa de E. coli (FTU/kg) 0/250/500/750/1000 | - - -
Proteina bruta (%) 21,54 21,54 21,54 21,54
ME kcals/kg (MJlIkg) 3102 (12,98) 3102 (12,98) 3102 (12,98) 3102 (12,98)
Calcio (%) 0,70 0,79 0,79 0,79
P total (%) 0,42 0,48 0,54 0,60
P digerible (%) 0,16 0,22 0,27 0,32
Fitato P (%) 0,26 0,26 0,26 0,26
P disponible (%) 0,15 0,21 0,27 0,33
Lisina (%) 1,25 1,25 1,25 1,25
Lisina digerible (%) 1,08 1,08 1,08 1,08
Metionina (%) 0,57 0,57 0,57 0,57
Metionina digerible (%) 0,55 0,55 0,55 0,55
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Control negativo NC +0,6 g P* NC +1,2g P* NC +1,8 g P*
Metionina +cisteina (%) 0,94 0,94 0,94 0,94
Metionina digerible + cisteina (%) 0,80 0,80 0,80 0,80

*Suministrado de MCP

Disefio de la prueba:

288 pollos de engorde Ross 308 machos se asignaron a 12 tratamientos con 6 replicados de jaula por tratamiento (4
aves por jaula). Todas las aves recibieron una dieta estandar durante los primeros 5 dias: Proteina bruta 21,5%; AME
2900 kcal/kg (12,1 MJ/kg). La dieta de control negativo (NC) se basé en la harina de maiz/soja y tenia contenido
reducido de fosforo (0,42% de fosforo total, 0,15% de fésforo disponible) y se suplementé con BP17 o una fitasa de E.
coli a 250, 500, 750 o 1000 FTU/kg alimento para animales. Las dosis del alimento para animales.se verificaron en 2
laboratorios después de la dosificacion y los niveles analizados reales se utilizaron para todos los modelos posteriores.
Las 3 dietas de control positivo contenian adiciones incrementales de fosfato monocalcico (+0.6. +1,2 y +1,8 g/kg de
P alimento para animales) a la formulacion de NC. Todas las dietas se administraron como como puré desde los dias
5-20. Las aves se pesaron los dias 5y 20 y se calculd el FCR. Los excrementos se recolectaron de cada jaula los dias
17-20 para la determinacion de la digestibilidad del Ca y P. En el dia 20, todas las aves se sacrificaron y se diseco la
tibia izquierda para la determinacion de la ceniza de hueso. Los contenidos ileales también se tomaron para la mediciéon
de proteina y digestibilidad de aminoacidos.

Las relaciones de dosis-respuesta se determinaron utilizando un modelo exponencial de la forma: Y=A + B*Rx donde
Y = parametro de respuesta, A = valor de asintota superior, B = valor de respuesta maxima, R = parametro de
pendiente no lineal, X = actividad de fitasa dosificada (FTU/kg de alimento para animales).

Las equivalencias de BP17 y la fitasa de E. coli (en FTU/kg de alimento para animales) se calcularon tanto para la
ganancia de peso corporal como la ceniza de tibia (%) utilizando los datos de las dietas de control positivo que
contienen adiciones incrementales de MCP. Al igual que con los datos de dosis-respuesta, una curva exponencial
describe mejor esta relacion y se usé para calcular las equivalencias del producto.

Ejemplo 20: Rendimiento del alimento para animales en pollos de engorde
Sumario de resultados:
BP17 mostré superior rendimiento y ceniza de tibia en comparacion con Phyzyme® XP.

» BP17 fue en promedio, 82% mas efectiva que la Phyzyme® XP sobre la base de la curva exponencial para el
contenido de ceniza de tibia y 85% sobre la base de la ganancia de peso corporal

» BP17 a 500 FTU/kg de alimento para animales pudo restaurar completamente la ganancia de peso corporal y FCR
al nivel de las aves alimentadas con la dieta con 1,8 g P de MCP y 1000 FTU/kg de alimento para animales pudo
restaurar completamente ceniza de tibia

» BP17 a 468 FTU/kg de alimento para animales fue equivalente a 1,2 g/kg de alimento para animales de P de MCP
mientras que, en contraste, se requirieron 988 FTU/kg de alimento para animales de la Phyzyme® XP sobre la
base de la ganancia de peso corporal

+ BP17 a 680 FTU/kg de alimento para animales fue equivalente a 1,2 g/kg de alimento para animales de P de MCP
sobre la base de la ceniza de tibia, mientras que Phyzyme® XP no pudo alcanzar el nivel de respuesta de 1,2 g/kg
de alimento para animales de P de MCP en el intervalo de dosis analizado

Los resultados de este ejemplo se muestran en la Figura 18.

Tabla 20.1: Resultados: Ingestas de alimentos (g, 5-20 dias)

Fitasa (FTU/kg de alimento para animales) NC+0,6 | NC+1,2 | NC+1,8
0 250 500 750 1000 gP gP gP
Fryzyme® 948 1012 | 1020¢ | 1077°
c e de
. 1011 1075 1063
BP17 1003 | 1037%¢ | 1059¢ 1086e

La equivalencia de BP17 en FTU en comparacion con 1 FTU de Phyzyme® XP para ganancia de peso corporal (5-20
dias) y ceniza de tibia (dia 20), y bioeficacia relativa de BP17 versus Phyzyme® XP.
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Tabla 20.2: Bioeficacia relativa de fitasas

250 FTU 500 FTU 750 FTU 1000 FTU Promedio
Ganancia de peso 0,60 0,57 0,53 0,47 0,54
corporal +67% +75% +89% +113% +85%
Ceniza de tibia 0,61 0,57 0,53 0,48 0,55
+64% +75% +87% +108% +82%

Tabla 20.3: Niveles (FTU/kg de alimento para animales) de BP17 y Phyzyme XP equivalente a 0,6 g 0 1,2 g/kg de
alimento para animales de P de MCP.

0,6 g P de MCP 1,2 g P de MCP*
Ganancia de Ceniza de Media Ganancia de Ceniza de Media
peso tibia (g/kg peso tibia (g/kg

corporal(g) DM) corporal (g) DM)
Phyzyme® 459 493 476 (100) 988 (100) - -
XP
BP17 264 283 274 (58) 468 (47) 680 -
* Si no se alcanzo el nivel de rendimiento del MCP, no se pudo calcular una equivalencia y, por lo tanto, no
se muestra ningun valor.

Tabla 20.4: Dietas: (kg/tonelada) segin se administra

Control negativo NC+06gP* | NC+12gP* | NC+1,8gP*
Maiz 584,2 584,2 584,2 584,2
Harina de gluten de maiz 60 10,0 10,0 10,0 10,0
Harina de soja 48% CP 297,0 297,0 297,0 297,0
Harina de colza 30 30 30 30
Almidén de maiz/trigo 2,5 2,5 2,5 2,5
Aceite de soja 15,0 15,0 15,0 15,0
Grasa de cerdo/aves de corral 14,9 14,9 14,9 14,9
L-Lisina HCI 1,60 1,60 1,60 1,60
DL-metionina 2,30 2,30 2,30 2,30
L-treonina 0,30 0,30 0,30 0,30
Bicarbonato de sodio 1,80 1,80 1,80 1,80
Sal 2,40 2,40 2,40 2,40
Piedra caliza 15,29 14,18 13,07 11,97
Fosfato monocalcico 3,555 6,198 8,841 11,49
Aves de corral Vits/TE’s 5,0 5,0 5,0 5,0
Diamol 14,15 12,62 11,08 9,55
BP17 (FTU/kg de alimento para | 0/250/500/750/1000 - - -
animales)
Fitasa de E. coli (FTU/kg) 0/250/500/750/1000 - - -
Proteina bruta (%) 21 21 21 21
ME kcals/kg (MJlIkg) 3040 (12,72) 3040 (12,72) 3040 (12,72) 3040 (12,72)
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Control negativo NC+06gP* | NC+12gP* | NC+1,8gP*

Calcio (%) 0,80 0,80 0,80 0,80
P total (%) 0,47 0,53 0,59 0,65
P digerible (%) 0,21 0,26 0,31 0,36
Fitato P (%) 0,26 0,26 0,26 0,26
P disponible (%) 0,20 0,26 0,32 0,38
Lisina (%) 1,22 1,22 1,22 1,22
Lisina digerible (%) 1,05 1,05 1,05 1,05
Metionina (%) 0,56 0,56 0,56 0,56
Metionina digerible (%) 0,54 0,54 0,54 0,54
Metionina + cisteina (%) 0,92 0,92 0,92 0,92
Metionina digerible + cisteina 0,79 0,79 0,79 0,79
(%)

Suministrado de MCP

Disefio de la prueba:

288 pollos de engorde Ross 308 machos se asignaron a 12 tratamientos con 6 replicados de jaula por tratamiento (4
aves por jaula). Todas las aves recibieron una dieta estandar durante los primeros 5 dias: Proteina bruta 21,5%; AME
2900 kcal/kg (12,1 MJ/kg). La dieta de control negativo (NC) se basé en la harina de maiz/soja y tenia contenido
reducido de fosforo (0,47% de fosforo total, 0,20% de fosforo disponible) y se suplementé con BP17 Phyzyme® XP a
250, 500, 750 o 1000 FTU/kg alimento para animales. Las dosis del alimento para animales.se verificaron en 2
laboratorios después de la dosificacion y los niveles analizados reales se utilizaron para todos los modelos posteriores.
Las 3 dietas de control positivo contenian adiciones incrementales de fosfato monocalcico (+0.6. +1,2 y +1,8 g/kg de
P alimento para animales) a la formulacion de NC. Todas las dietas se administraron como como puré desde los dias
5-20. Las aves se pesaron los dias 5y 20 y se calcul6 el FCR. En el dia 20, todas las aves se sacrificaron y se diseco
la tibia izquierda para la determinacion de la ceniza de hueso.

Las relaciones de dosis-respuesta se determinaron utilizando un modelo exponencial de la forma: Y=A + B*Rx donde
Y = parametro de respuesta, A = valor de asintota superior, B = valor de respuesta maxima, R = parametro de
pendiente no lineal, X = actividad de fitasa dosificada (FTU/kg de alimento para animales).

Las equivalencias de BP17 y Phyzyme® XP (en FTU/kg de alimento para animales) se calcularon tanto para la
ganancia de peso corporal como la ceniza de tibia (%) utilizando los datos de las dietas de control positivo que
contienen adiciones incrementales de MCP. Al igual que con los datos de dosis-respuesta, una curva exponencial
describe mejor esta relacion y se usoé para calcular las equivalencias del producto.

Ejemplo 21: Comparacion de eficacia de BP17 en comparacion con otras fitasas en lechones

El objetivo fue evaluar la bioeficacia de BP17 en comparacion con dos enzimas de fitasa diferentes comercialmente
disponibles (una fitasa de E. coli y una fitasa derivada de P. lycii en lechones alimentados con dietas a base de maiz,
deficientes en fésforo y calcio. El objetivo del estudio fue evaluar la digestibilidad y retencion de nutrientes, asi como
controlar y registrar la ingesta diaria de alimentos, ganancia diaria de peso vivo y la eficiencia de uso de alimentos
para animales de los lechones alojados individualmente desde aproximadamente 7 a 14 dias después del destete (35-
38 dias de edad, con un peso de 8- 12 kg de peso vivo) durante un periodo de 22 dias.

21.1 Materiales y procedimientos
21.1.1 Articulos de prueba

Los articulos de prueba se suministraron como productos enzimaticos liquidos y dos en polvo por Danisco UK Ltd. Los
productos enzimaticos se enviaron a Target Feeds Ltd y se aplicaron a las dietas de estudio de puré, que se muestran
en la Tabla 21.1. La formulacién de las dietas fue proporcionada por Danisco UK Lid.

21.1.2 Animales

Se seleccionaron 66 lechones Landroc X machos destetados (tres corridas de alimentacion de 22 lechones) de entre
28 y 32 dias de edad. Su promedio de peso en vivo de inicio fue de 10,7 kg. Hubo 121 dietas de tratamiento y se
asignaron seis lechones (dos en cada serie) a cada tratamiento. Los lechones tuvieron un periodo de aclimatacién de
seis dias antes de comenzar el estudio, tiempo durante el cual se alimentaron con una dieta de destete comercial. Los
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lechones se pusieron a prueba durante 22 dias. Todos los lechones fueron suministrados por Rattlerow Farms Ltd y
fueron vacunados contra la neumonia enzodtica antes del parto. La semana de nacimiento de cada lechén se registréd
en los registros del estudio.

21.2. Disefo experimental
21.2.1 Asignacion de los grupos de tratamiento

El disefio experimental fue un bloque aleatorio completo con 6 replicados de 11 tratamientos, con dos replicados por
serie y un animal por replicado por serie. Habia un lechén por caja, dentro de una sala de 22 cajas de metabolismo de
lechones individuales. Hubo tres corridas, por lo tanto, se utilizaron un total de 66 lechones machos en este estudio.

21.2.2 Tratamientos
Hubo 11 dietas de tratamiento mostradas en la Tabla 21.1.

Tabla 21.1: Tratamientos dietarios, identificacion de la enzima y tasas de incorporacion

Tratamiento Enzima* FTU/kg de alimento para | Inclusion
animales (g/tonelada)

T1 Control positivo (PC) 0 0

T2 Control negativo (NC) 0 0

T3 NC +.BP17 liquida 250 50

T4 NC +.BP17 liquida 1000 200

T5 NC +.BP17 liquida 2000 400

T6 NC + Fitasa de E. coli liquida | 250 50

T7 NC + Fitasa de E. coli liquida | 1000 200

T8 NC + Fitasa de E. coli liquida | 2000 400

T9 NC + Fitasa de P. lycii 500 50

T10 NC + Fitasa de P. lycii 2000 200

T11 NC + Fitasa de P. lycii 4000 400

Tabla 21.2 Formulaciones de dieta de los alimentos para animales terminados

Fase | Dietas 0 — 14 dias Control positivo (PC) Control negativo (NC)
Ingredientes en %

Maiz 55,67 57,1
SBM 48% 26,7 26,6
Suero en polvo 10,0 10,0
Proteina de soja conc 2,5 2,5
Aceite de soja 1,7 1,2
L-lisina HCI 0,135 0,135
D-L-metionina 0,11 0,11
L-treonina 0,06 0,06
TiO2 0,40 0,40
Sal 0,12 0,12
Piedra caliza 0,63 0,98
DCP 1,47 0,29
Vitaminas y Minerales 0,50 0,50
TOTAL 100 100
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Fase | Dietas 0 — 14 dias Control positivo (PC) Control negativo (NC)

Nutrientes y energia calculados

Protein, % 20,5 20,5
DE, Mj/kg 14,5 14,5
Ca, % 0,80 0,65
P, % 0,68 0,47
Dig. P % 0,35 0,20
Aminoacidos digeribles, %

Lys 1,09 1,09
Met 0,40 0,40
Met+Cys 0,65 0,65
Thr 0,71 0,71
Trp 0,195 0,195

21.2.3 Ingesta diaria de alimentos

Las dietas de prueba se ofrecieron ad libitum, a los lechones, en tazones de alimentacion en cada una de las cajas
durante todo el periodo de prueba desde el dia 0 hasta el dia 22 de cada serie. Cada una de las 11 dietas de
tratamiento se administré a dos replicados de lechones en cajas individuales. Se registro la cantidad total consumida
por lechén desde el dia 0 al 22. El alimento pesado se afiadio a los tazones de alimentacion diariamente y se retiro,
se peso y se desechd cualquier alimento no consumido desde el dia anterior.

21.2.4 Peso corporal

Todos los lechones se pesaron en los dias 0 y 22 del estudio para cada una de las tres corridas de alimentacion.
Todos los pesos de los animales se registraron en el formulario de peso del animal. El dia 0 se realizo el pesaje previo
a la alimentacion de las dietas de prueba.

21.25 FCRyFCE

La relacion de conversion de alimentacion (FCR). ingesta de alimentos/ganancia de peso) y eficiencia de conversion
del alimento para animales (FCE), ganancia de peso/ingesta de alimento para animales) se calcularon utilizando el
alimento total consumido y el peso total ganado por lechén y por tratamiento en cada uno de los tres periodos de
alimentacioén de 22 dias.

21.2.6 Digestibilidad y retencion

La produccion urinaria y fecal se registré dos veces al dia (am y pm) para cada una de las 22 cajas durante los dias
18 a 22 para cada una de las tres corridas de alimentacion.

Las heces frescas se recolectaron de cada caja al menos dos veces al dia, y se almacenaron refrigeradas a
aproximadamente 4°C. Al final del periodo de recoleccion, se peso el total de la recoleccion de cuatro dias para cada
animal y se mezclé completamente.

Debido a las pequeias cantidades de material fecal recolectado, solo un conjunto de muestras de cada animal se
pesd y se secod a 55°C para determinar la materia seca de la muestra individual (DM). Después del secado, las
muestras de animales individuales de material fecal seca se enviaron a Eurofins Ltd y se analizaron para determinar
el fosforo total, calcio, nitrégeno total, cenizas y energia bruta.

La orina se recolectd de los dias 18 a 22 de cada una de las tres corridas de alimentacion. Antes del inicio de la
recoleccién de orina el primer dia, se colocaron 25 ml de acido sulfurico 25% v/v en el recipiente hermético (bidones).
Se utilizo un bidén para recolectar la orina de cada una de las jaulas de lechones. Se afadieron 25 ml adicionales de
acido sulfdrico a cada bidon que contiene orina cada mafana, para evitar la volatilizacion de la fraccion de nitrégeno.
Al final del periodo de recoleccion, se pesé la recoleccion total de cuatro dias para cada animal.

Al final del periodo de recoleccion, se tomaron dos muestras representativas de orina (cada una de aproximadamente
100 g) de cada biddn. La primera muestra se mantuvo congelada en ADAS Drayton y la segunda muestra se envio
fria en bolsas de hielo a Eurofins Ltd y se analizé la materia seca, nitrégeno total, fésforo total y calcio al final de cada
serie.
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21.3 Resultados

Tabla 21.3 : Efecto de las dosis crecientes de diferentes fitasas administradas a 1.000 FTU, excepto la fitasa de P.
lycii que se administré a 2.000 FTU, sobre lechones destetados

Articulo Dieta 1 Dieta 2 Dieta 4 Dieta 7 Dieta 10 Valor P
Fuente de fitasa PC NC BP17 E. coli P. lycii

Nivel planificado 0 0 1.000 1.000 2.000

ADFI, g 443 470 484 485 480 0,968
ADG, g 267 293 329 323 311 0,488
FCR 1,67 1,6 1,47 1,5 1,56 0,062
GF 0,602 0,628 0,68 0,671 0,645 0,064

Tabla 21.4 Efecto de diferentes fitasas en comparacion con PC y NC sobre la digestibilidad de P y Ca y retencion de
P y Ca en lechones destetados

Fitasa BP17
Dieta 2 Dieta 3 Dieta 4 Dieta 5 Valor P
NC Phy B Phy B Phy B Anova Lineal Cuadratico
0 250 1000 2000
Dosis de fitasa 72,1% 75,5% 85,3Y 87,4y 0,001 0,001 0,105
Digestibilidad 80,9% 83,3% 89,0v2 90,9% 0,011 0,002 0,594
Ca, %
Retencion P, % 69,8% 74,4% 81,8Y 86,5Y 0,001 0,001 0,119
Retencion Ca, % 65,0% 71,79 76,1Y= 82,17 0,006 0,001 0,462
Fitasa de E. coli
Dieta 2 Dieta 6 Dieta 7 Dieta 8 Valor P
NC PXP PXP PXP Anova Lineal Cuadratico
Dosis de fitasa 0 250 1000 2000
Digestibilidad P, 72,19 71,6% 77,6Y 84,0v 0,001 0,001 0,841
%
Digestibilidad 80,9% 81,4% 82,8% 91,9v 0,002 0,008 0,124
Ca, %
Retencion P, % 69,8* 70,5 76,5Y 83,17 0,001 0,001 0,991
Retencion Ca % 65,0% 70,0% 69,0% 86,8Y 0,001 0,004 0,083
fitasa de P. lycii
Dieta 2 Dieta9 | Dieta10 | Dieta 11 Valor P
NC P. lycii P. lycii P. lycii Anova Lineal Cuadratico
Dosis de fitasa 0 500 2000 4000
cI;iges,tibilidad P, 72,1 72,6 72,6 77,9 0,333 0,334 0,467
0
Digestibilidad 80,9 85,4 82,3 82,6 0,533 0,951 0,755
Ca, %
Retencion P, % 69,8 71,3 70 76,4 0,265 0,368 0,383
Retencion Ca % 65 72,9 68,4 70,7 0,388 0,581 0,769
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Analisis estadistico para comparar fuentes de fitasa
ANOVA Contrastes'’
Articulo Valores P Valores P
Fitasa FTU Fitasa x BP17 vs. BP17 PXP vs. P.
FTU PXP VS. .
lycii
P. lycii

Digestibilidad P, 0,001 0,001 0,188 <0,05 <0,05 <0,05
%
Digestibilidad 0,047 0,002 0,002 Ns <0,05 Ns
Ca, %
Retencion P, % 0,001 0,001 0,195 <0,05 <0,05 <0,05
Ca retencion, % 0,039 0,001 0,009 Ns <0,05 Ns
xy.z | os promedios dentro de cada fila con diferentes superindices son significativamente diferentes (P <0,05)
'- Contrastes utilizados para determinar diferencias significativas en la respuesta media entre las fuentes de fitasa
en los 3 niveles de dosis

Las tablas anteriores muestran que tanto la fitasa BP17 como la de E. coli fueron capaces de aumentar
significativamente la digestibilidad de P y Ca y la retencion de P y Ca de forma lineal, mientras que la fitasa de P. lycii
solo incrementd numéricamente (P> 0,1) estas variables. El uso de enunciados de contraste para comparar
estadisticamente la respuesta media a la fitasa BP17 con las fuentes de fitasa de E. coli o P. lycii mostré que la fitasa
BP17 era significativamente mejor que la de fitasa de E. coli o P. lycii para mejorar la digestibilidad de P y la retencion
de P. Estos resultados se ilustran en la Figura 19.

Ejemplo 22: La eficacia de la fitasa BP17 sobre la digestibilidad de aminoacidos en lechones destetados alimentados
con una dieta a base de maiz-soja

Para optimizar la eficacia de la fitasa, es importante desarrollar una fitasa que pueda mejorar no solo la digestibilidad
del fésforo, sino también de los aminoacidos. Esto no solo puede reducir el costo del alimento para animales y
aumentar la uniformidad del crecimiento, sino que también puede reducir la excrecién de nutrientes (P y N). En este
ejemplo, se investigd la eficacia que suplementa el nivel graduado de fitasa BP17 en la digestibilidad de los
aminoacidos ileales utilizando cerdos canulados en destete.

Materiales y procedimientos

Un total de 16 cerdos destetados que se canularon utilizando la canula T simple ajustada a unos 6 cm por delante de
la unién ileocecal-coldnica se usaron en este estudio como un disefio incompleto de cuadrado latino. Hubo 2 periodos
de 4 bloques de cerdos con 4 cerdos/bloque. Cada dieta se representd en cada bloque y cada cerdo recibié una dieta
diferente en cada uno de los dos periodos. La ingesta de alimento se restringi6 a 4,5% del peso del cerdo mas liviano
dentro de cada bloque. Al final del periodo | todos los cerdos se alimentaron con una dieta de control positivo (dieta
de reposo) durante 5 dias, después de lo cual comenz6 el segundo periodo. Cada dieta se administré durante 9 dias
continuos. Las muestras fecales frescas se recolectaron al azar las mafianas y las tardes de los dias 5 y 6, mientras
que la digesta ileal se recolectd durante 12 horas/dia los dias 7, 8 y 9. Cada cerdo se peso individualmente al comienzo
y al final de cada periodo.

Tratamientos dietarios

Se elaboré una dieta basal a base de harina de maiz-soja-DDGS de maiz- harinillas de trigo-harina de soja (dieta NC).
A la dieta NC, se afadio fitasa BP17 en un orden creciente de 500, 1000, y 2000 FTU fitasa/kg de dieta para preparar
las dietas 2, 3 y 4, respectivamente. Las composiciones de energia, minerales y aminoacidos analizadas de las 4
dietas se muestran en las Tablas 22,2 y 22,3.

Los contenidos de minerales, nitrégeno y energia de las dietas experimentales (Tabla 22.1 y 22,2) y aminoacidos
(Tabla 22.3) mostraron que los contenidos de minerales, aminoacidos y energia son similares en las cuatro dietas.
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Tabla 22.1: Composicion de la dieta

Descripcion de dietas 1 2 3 4 5
BP17 0 500 1000 2000 Dieta de reposo
Ingredientes, g/kg NC (T1) T2 T3 T4 PC
Maiz 506,3 496,3 | 496,3 496,3 533,8
Harinillas de trigo 71,9 71,9 71,9 71,9 73
DDGS de maiz 72,4 72,4 72,4 72,4 72,4
Harina de soja, 48% CP 271 271 271 271 258
L-Lisina HCI 2 2 2 2 2
DL-Met 0,6 0,6 0,6 0,6 0,1
L-Treonina 1,5 1,5 1,5 1,5 0,9
Aceite de soja 28 28 28 28 28
Fosfato monocalcico 0 0 0 0 1,3
Sal 4 4 4 4 4
Piedra caliza (A) 13 13 13 13 12,2
Oxido de titanio (B) 25 25 25 25 0
Premezcla de vitamina (C) 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Premezcla de mineral (D) 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Premezcla de selenio (E) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
T2 (fitasa a 500 unidades/kg) (F) 0 10 0 0 0
T3 (fitasa a 1000 unidades/kg) (G) 0 0 10 0 0
T4 (fitasa a 2000 unidades/kg) (H) 0 0 0 10 0
Maiz molido 0 0 0 0 0
Total 1000,0 1000,0 | 1000,0 | 1000,0 | 1000,0
Nutrientes y energia calculados
Dietas 1798 1799 1800 1801 1802
Proteina, g/kg 189 189 189 189 183
DE, kcal /kg 3307 3306 3306 3306 3289
ME, k cal /kg 3138 3137 3137 3137 3123
Ca, g/kg 6,25 6,25 6,25 6,25 5,91
P, g/kg 4,57 4,57 4,57 4,57 4,51
No fitato P, g/kg 1,34 1,34 1,34 1,34 1,33
CaP 1,4 1,4 1,4 1,4 1,3
Ca:NPP 4,7 4,7 4,7 4,7 4,5
Dig AA ileal aparente g/kg
Arg 11,3 11,3 11,3 11,3 10,9
His 4,5 4,5 4,5 4,5 4.4
lle 6,9 6,9 6,9 6,9 6,7
Leu 14,9 14,9 14,9 14,9 14,6
Lys 9,9 9,9 9,9 9,9 9,6
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Descripcion de dietas 1 2 3 4 5
BP17 0 500 1000 2000 Dieta de reposo
Ingredientes, g/kg NC (T1) T2 T3 T4 PC

Met 3,3 3,3 3,3 3,3 2,8

Met + Cys 6,1 6,1 6,1 6,1 55

Phe 8,3 8,3 8,3 8,3 8,1

Phe + Tyr 14,2 14,2 14,2 14,2 13,8

Thr 6,9 6,9 6,9 6,9 6,2

Trp 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8

Val 7,6 7,6 7,6 7,6 7.4

Tabla 22.2: Contenidos de mineral (g/100 g DM) y energia bruta (kcal’lkg DM) analizados de las dietas experimentales

Dietas 1 2 3 4
NC NC+500 NC+1000 NC+2000

Nitrégeno 3,74 3,85 3,67 3,74
Calcio 1,14 1,14 1,08 1,01
Fésforo 0,62 0,62 0,62 0,62
Sodio 0,22 0,22 0,19 0,18
Magnesio 0,24 0,25 0,25 0,24
Potasio 1,32 1,28 1,29 1,26
Cobre 0,00 0,00 0,00 0,00
Hierro 0,05 0,03 0,03 0,03
Zinc 0,01 0,02 0,01 0,01
Cloruro 0,38 0,38 0,33 0,32
Acido fitico 0,15 0,21 0,24 0,28
Energia bruta 4687 4679 4726 4695

Tabla 22.3 Contenido de aminoacidos de la dieta experimental

Dietas 1 2 3 4
NC NC+500 NC+1000 NC+2000
Aminoacido esencial, %
Arg 1,58 1,56 1,50 1,56
His 0,63 0,63 0,61 0,63
lle 1,01 1,01 0,99 1,04
Leu 2,15 2,13 2,06 2,14
Lys 1,53 1,50 1,46 1,49
Met 0,46 0,44 0,41 0,45
Phe 1,20 1,19 1,15 1,19
Thr 1,06 1,05 0,99 1,01
Trp 0,26 0,28 0,26 0,25
Val 1,16 1,16 1,14 1,19
Aminoacido no esencial, %
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Dietas 1 2 3 4
NC NC+500 NC+1000 NC+2000

Ala 1,25 1,24 1,20 1,24
Asp 2,32 2,30 2,19 2,31
Cys 0,46 0,47 0,46 0,49
Glu 3,95 3,91 3,73 3,96
Gly 1,00 1,00 0,97 1,00
Pro 1,46 1,48 1,42 1,47
Ser 1,09 1,07 1,00 1,03
Tyr 0,85 0,84 0,81 0,85
Total 23,67 23,49 22,57 23,52

Procesamiento de muestras y analisis quimico

Antes del andlisis, las dietas se molian para pasar a través de un tamiz de 0,5 mm. Posteriormente, todas las muestras
de dieta (4) se analizaron para determinar materia seca, nitrégeno, fésforo, sodio, magnesio, potasio, cobre, hierro,
zinc, cloruro, acido fitico y energia bruta. La materia seca en las dietas se determind mediante el secado de las
muestras en un horno de secado durante 24 horas. El contenido de energia bruta se determind en un calorimetro
adiabatico de Parr utilizando acido benzoico como estandar de calibracién. La proteina bruta se determiné usando el
procedimiento de combustiéon con EDTA como estandar de calibracién; el contenido de proteina bruta se calculd
posteriormente como N multiplicado por un factor de 6,25. El analisis de P y Ca fue precedido por la digestion de
muestras con acido nitrico y perclérico.

La digestion se us6 posteriormente para los analisis de P y Ca utilizando procedimientos espectrofotométricos y de
absorcion atémica de llama, respectivamente.

Estadistica

Los datos se analizaron como un disefio de rectangulo latino replicado utilizando SAS. Las medias se separaron por
contrastes lineales y cuadraticos. Los coeficientes de contraste para el espaciado desigual se generaron usando Proc
IML de SAS. Se presentaron las medias de los cuadrados minimos, los valores de p < 0,05 se consideraron
significativos.

Resultados

Los contrastes mostraron que la suplementacion de la dieta NC con 500 unidades de fitasa BP17 produjo una mayor
digestibilidad de AA ileal (tendencias para Ala, Gly, Glu y Lys) a excepcion de la metionina (Tabla 22.4). El aumento
en el nivel (0, 500, 1.000 y 2.000) de la suplementacioén con fitasa BP17 produjo un aumento lineal en la digestibilidad
ileal AA (7 AA, Tabla 22.4). No hubo efecto cuadratico de la suplementacion con fitasa sobre la digestibilidad AA ileal.

Tabla 22.4: Digestibilidad de aminoacidos ileal

Dieta | 1 2 3 4 Probabilidad de contrastes
NC+0 | NC+500 | NC+1000 | NC+2000 0 vs. | Lineal | Cuadratico
500
SE Dieta
Aminoacido indispensable, %
Arg 87,3 | 89,6 88,8 90,3 0,359 0,00 0,001 | 0,001 | 0,265
His 80,9 | 84,8 82,4 84,8 1,165 0,04 0,037 | 0,122 | 0,635
lle 80,0 | 834 82,3 84,6 1,043 0,02 0,041 | 0,026 | 0,585
Leu 80,9 | 844 83,2 84,9 0,911 0,02 0,019 | 0,034 | 0,375
Lys 83,3 | 86,8 84,8 87,1 1,167 0,06 0,055 | 0,122 | 0,672
Met 85,6 | 87,1 85,9 88,1 1,122 0,26 0,363 | 0,227 | 0,784
Phe 81,1 84,8 83,2 85,1 0,878 0,01 0,012 | 0,030 | 0,381
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Dieta | 1 2 3 4 Probabilidad de contrastes
NC+0 | NC+500 | NC+1000 | NC+2000 0 vs. | Lineal | Cuadratico
500
SE Dieta

Aminoacido indispensable, %

Thr 74,9 79,3 76,0 77,7 1,200 0,05 0,023 | 0,408 | 0,474
Try 76,4 81,4 77,8 77,8 1,350 0,08 0,021 | 0,960 | 0,237
Val 76,4 80,8 78,9 81,3 1,197 0,02 0,024 | 0,050 | 0,458

Aminoacido dispensable, %

Ala 76,3 80,3 78,2 80,4 1,363 0,09 0,064 | 0,152 | 0,602
Asp 771 80,8 78,6 81,3 0,948 0,01 0,016 | 0,036 | 0,679
Cys 69,7 76,9 741 76,3 2,024 0,06 0,027 | 0,131 | 0,306
Glu 82,7 86,1 84,1 86,0 0,751 0,01 0,007 | 0,050 | 0,461
Gly 66,0 72,4 69,6 711 2,176 0,16 0,058 | 0,303 | 0,363
Pro 78,8 82,2 80,4 81,6 1,201 0,15 0,066 | 0,299 | 0,475
Ser 78,9 83,8 80,7 81,3 0,882 0,01 0,002 | 0,464 | 0,112
Tyr 82,1 85,2 83,3 85,2 0,899 0,03 0,030 | 0,107 | 0,603
Total | 79,4 83,1 81,1 83,3 1,078 0,03 0,032 | 0,096 | 0,584
n 8 8 8 8

Ejemplos de peces

Ejemplo 23: Efecto de los niveles de suplementacion graduados de fitasa BP17 sobre la digestibilidad aparente de
nutrientes y energia en Nile tilapia alimentada con una dieta libre de harina de pescado

El objetivo de este experimento fue investigar el efecto de dosis suplementarias graduadas de fitasa BP17 sobre la
digestibilidad aparente de nutrientes, energia y aminoacidos en la tilapia del Nilo alimentada con una dieta libre de
harina de pescado.

Materiales y procedimientos
23.1 Condiciones de cria

Para fines experimentales, los peces se sometieron a anestesia moderada (20 ml/L de AQUI-S™, Nueva Zelanda), se
pesaron individualmente y se seleccionaron de acuerdo con el rango de peso corporal. Se almacenaron grupos
homogéneos de 12 juveniles de tilapia, con un peso corporal inicial promedio (IBW) de 56 + 3 g en cada tanque. El
experimento se realizé en tanques cilindricos de fibra de vidrio (60 1) en instalaciones interiores, provistos de agua
fresca recirculada (caudal de agua: 3,5 I/min) a una temperatura constante del agua de 27,8 + 0,2°C. Se adopt6 un
ciclo de fotoperiodo luz: oscuridad de 14:10 h. Los parametros de calidad del agua, que incluyen oxigeno disuelto,
temperatura (diaria), amoniaco y el pH (semanalmente) se controlaron, registraron y mantuvieron dentro del rango de
comodidad para la especie (ver Figura 20). Antes del inicio de la fase de cria experimental (recoleccién de heces), los
peces se sometieron a un periodo de acondicionamiento de una semana durante el cual se adaptaron a cada dieta
experimental y a las condiciones experimentales generales.

23.2 Tratamientos dietarios
Los tratamientos dietarios usados en los presentes experimentos se muestran en la Tabla 23.1.

Tabla 23.1: Tratamientos dietarios

Caodigo Tratamientos Producto de inclusion (por kg
de alimento para animales)

1 PCC Control positivo con suplementaciéon DCP
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Cadigo Tratamientos Producto de inclusion (por kg
de alimento para animales)
2 NCC Control negativo — sin suplementacién DCP
3 NCC 500 NCC + 500 FTU fitasa/kg 0,05 g fitasa BP17/kg
4 NCC 750 NCC + 750 FTU fitasa/kg 0,075 g fitasa BP17 /kg
5 NCC 1000 NCC + 1000 FTU fitasa/kg 0,1 g fitasa BP17 /kg
6 NCC 2000 NCC + 2000 FTU fitasa/kg 0,2 g fitasa BP17 /kg

23.3 Preparacion de la dieta

Todos los ingredientes se trituraron finamente, se mezclaron y se extrudieron (3 mm) por medio de la extrusora de
tornillo doble CLEXTRAL BC45 a escala piloto con un diametro de tornillo de 55,5 mm y una temperatura que varia de
111-116°C. Después de la extrusion, todos los lotes de alimentos para animales extrudidos se secaron en un horno

5 de conveccion (LTE OP 750-UF) durante 4 horas a 45°C. Después del secado, los pellets se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y, posteriormente, la fitasa se envolvié en la parte superior de los granulos pos-extrudidos antes
del revestimiento con aceite al vacio en un mezclador al vacio Pegasus DINNISEN (PG-10VCLAB). A lo largo de la
duracion del ensayo, los alimentos experimentales se almacenaron a 4°C.

Tabla 23.2: Formulacién y composicion de nutrientes del alimento para del alimento para la tilapia del Nilo

Ingredientes (%) PCT NCT NCT500 NCT600 NCT1000 NCT1500
Harina de soja 48 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0 24,0
Harina de soja 44 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Harina de soja entera 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Harina integral 3,7 59 59 59 59 5,9
Salvado de trigo 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Salvado de arroz entero 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0 23,0
Aceite de colza 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Premezcla de vit y min 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Aglutinante (goma guar) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Fosfato dicalcico 2,2 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
L-Lisina 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
DL-Metionina 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4 1,4
Oxido cromico 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
fitasa BP17 (U/kg) 500,0 750,0 1000,0 2000,0
Composicién

Materia seca (DM), % 93,50 92,81 93,50 93,40 92,59 92,28
Proteina bruta, % DM 30,46 30,16 30,37 30,24 30,24 30,46
Lipidos brutos, % DM 8,38 8,34 8,41 8,28 8,35 8,33
Cenizas, % DM 10,23 8,33 8,51 8,20 8,26 8,36
Fosforo total, % DM 1,39 0,93 0,93 0,94 0,93 1,00
Energia bruta, kJ/g DM 19,17 19,42 19,38 19,31 19,28 19,32
Oxido crémico, % DM 1,01 1,01 0,99 0,99 1,01 0,99
Fitasa analitica (U/kg) 151 212 488 590 1092 1521

10 El ensayo incluy6 6 dietas experimentales sin harina de pescado (tablas 23,2 y 23,8). Se formul6 una dieta de control
positivo (PCT) con ingredientes practicos para contener un 32,5% de proteina bruta DM, 8,4% de grasa bruta DM y
19,2 MJ/kg de energia bruta DM. Esta dieta contenia fosfato dicalcico para alcanzar un nivel de fésforo total (1,4%
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DM) suficiente para cubrir el requerimiento de la especie. Una dieta de control negativo (NCT) no se suplementoé con
fosfato dicalcico y se formuld para contener un nivel total de P de 0,9%, pero en la cual se encuentra aproximadamente
0,6% en forma de P. unido a fitato. Esta dieta tenia por lo tanto una deficiencia de fésforo putativa. Otras cuatro dietas
se basaron en la formulacién de NCT pero suplementadas con dosis graduadas (500, 750, 1000 y 2000 U/kg de
alimento para animales) de la fitasa de prueba (dietas NCT500, NCT600, NCT1000 y NCT1500). Las dietas se
suplementaron con aminoacidos cristalinos (Lys y Met) para cubrir los requerimientos nutricionales de la especie. Las
dietas fueron isonitrogenadas, isolipidicas e isoenergéticas. El 6xido cromico (Cr203) se incorporé al 1% en todas las
dietas, como un marcador inerte para las mediciones de digestibilidad aparente.

En comparacion con los valores del National Research Council of the National Academies (requerimientos de
nutrientes de pescados y camarones, NRC 2010), la formulacién de nutrientes estuvo por encima de los requerimientos
de NRC.

Los requerimientos de proteinas, energia, aminoacidos, acidos grasos, vitaminas y minerales se determinaron con
dietas que contienen ingredientes purificados y quimicamente definidos que son altamente digeribles para los peces;
por lo tanto, los valores en la tabla representan cerca del 100 por ciento de biodisponibilidad para los peces. Este
hecho se debe considerar cuando se formulan dietas a partir de los productos alimenticos naturales en los que la
biodisponibilidad de los nutrientes es notablemente menor que en las dietas de laboratorio.

23.4 Administracion del producto de prueba y duracion del tratamiento

A lo largo del ensayo, los peces se alimentaron una vez al dia en un ligero exceso. Para cada replicado experimental,
la duracién total de la alimentacion varié entre 12 y 15 dias, de acuerdo con la cantidad de heces requeridas para fines
analiticos. Como se mencioné antes, cada replicado experimental se probé en tres series separadas. En cada serie,
antes del inicio de la recoleccién de heces, los peces se adaptaron a las dietas experimentales durante 8 dias.

23.5 Andlisis de enzimas

Las recuperaciones de enzimas fueron aceptables para dosis de 500 y 1.000 FTU/kg pero un poco bajas para 750 y
2.000 FTU/Kkg.

Tabla 23.3: Actividad minima garantida de enzima en el producto (10.000 FTU/g)

Gp No Dosis (kg/t) | Tratamiento* Resultado Resultado Resultado (%)
(FTU/kg) esperado(FTU/kg)**

1 0 PCC 151 <100 -

2 0 NCC 212 <100 -

3 0,05 NCC 500 488 500 97,6

4 0,075 NCC 750 590 750 78,6

5 0,1 NCC 1000 1092 1000 >100

6 0,2 NCC 2000 1521 2000 76,0

* Todos los analisis realizados en Danisco Enzyme Assay Laboratory, Brabrand, Dinamarca.

** Sobre lavase de la actividad minima garantizada por el producto

23.6 Procedimientos de analisis
23.6.1. Composicion proxima de dietas y heces

Las dietas y las heces liofilizadas se homogeneizaron con un molino de laboratorio antes del andlisis. El analisis de la
composicion quimica de las dietas y las heces se realizé mediante los siguientes procedimientos: materia seca
después del secado a 105°C durante 24 h; ceniza por combustion a 550°C durante 12 h; proteina bruta (Nx6,25)
mediante una técnica de combustién instantanea seguida de una separacion cromatografica de gases y deteccion de
conductividad térmica (LECO FP428); extraccion de grasa por diclorometano (Soxhlet); energia bruta en un
calorimetro de bomba adiabatica (IKA). El analisis del fésforo total se realizé de acuerdo con el procedimiento ISO/DIS
6491 utilizando el reactivo de vanado-molibdato. El 6xido crémico en las dietas y las heces se determiné de acuerdo
con Bolin, D. W., R. P. King y E. W. Klosterman. 1952 (Un procedimiento simplificado para la determinacion de éxido
cromico (Cr:O~) cuando se usa como sustancia indice. Science 116: 634, después de la digestion con acido
percldrico).

23.6.2. Composicion de aminoacido de dietas y heces

El perfil de aminoacidos de las dietas y heces se obtuvo después de la hidrdlisis en HCI 6 M a 108°C durante 24 h en
viales de vidrio lavados con nitrégeno. Se utilizé un sistema de HPLC de fase inversa Pico-Tag de Waters, usando
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norleucina como estandar interno. Los cromatogramas resultantes se analizaron con el software Breeze (Waters,
EE.UU.). El triptéfano no se analizo, ya que se destruye por hidrdlisis acida.

23.7 Observaciones durante el estudio
23.7.1 Factores ambientales

Los parametros de cria ambiental observados durante todo el periodo de alimentacién experimental se informan en la
Figura 20. El ensayo se realizd en instalaciones interiores, provistas de agua dulce termorregulada recirculada. Se
adoptd un ciclo fotoperiodo luz: oscuridad de 14:10 h. La temperatura del agua se mantuvo dentro de los limites
establecidos (27,8 £0,2°C). Los niveles de oxigeno disuelto se mantuvieron por encima de 6,5 mg/l. Ademas, los
niveles de amoniaco fueron bajos durante todo el ensayo.

23.7.2 Criterios de evaluacion

Los coeficientes de digestibilidad aparentes (ADC) de los nutrientes dietarios y la energia se calcularon de acuerdo
con la férmula:

% nivel de _Yzog dietario 04, nivel de nutriente o energia fecal

ADC(%) = 100 -

%
04, nivel de Y203 fecal % nivel de nutriente o energia dietario

23.7 Andlisis de datos

Los datos se presentan como media de triplicados + desviaciones estandar. Los datos se sometieron a un analisis de
varianza de una via y, cuando fue apropiado, las medias se compararon mediante la prueba de Newman-Keuls. Los
parametros expresados como porcentajes se sometieron a transformacion de raiz cuadrada de arcoseno. La
significancia estadistica se probo a un nivel de probabilidad de 0,05.

Resultados
23.8 Digestibilidad de nutrientes

En la tilapia del Nilo, la suplementacion de fitasa (500 a 2.000 FTU/kg) en grupos de NC mejoré6 numéricamente la
digestibilidad de proteinas, lipidos y energia en comparacion con NC.

Los niveles de PC se restauraron e incluso fueron mas altos para CP, lipidos y energia (Tabla 23.3).

En los grupos de ensayo de fitasa, fue significativamente mayor que la digestibilidad del grupo de NC con todas las
dosis de fitasa mayores de 750 FTU/kg (real = 590 FTU/kQg).

Los niveles de PC se restauraron estadisticamente y ain mas para la fitasa utilizada en dosis de hasta 750 FTU/kg
(real = 590 FTU/kQ).

Respecto de la digestibilidad de P, fue evidente la dosis-respuesta cuando se usaron dosis de fitasa crecientes.

La dosis 6ptima parecia estar entre 750 y 1.000 FTU/kg. Sin embargo, debido a que la dosis de fitasa especifica de
750 U/kg de alimento para animales no se logré correctamente, existen dudas sobre si dichos efectos beneficiosos
también se podrian hallar con una dosis entre 590 y 1000 U/kg.

Tabla 23.4: Digestibilidad de nutrientes de la tilapia del Nilo alimentada con niveles graduados de fitasa durante el
estudio entero

PC NC NC + 500 NC + 750 NC+ 1000 NC+ 2000
FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg

media | SD media | SD media | SD media | SD media | SD media | SD

Materia | 68,0 2,7 68,2 0,2 68,1 1,7 68,5 0,7 66,5 1,2 67,3 1,9
seca (%)

Proteina | 826 |20 [833 |11 [846 |20 842 |10 |828 (25 |841 |28
(%)
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PC NC NC + 500 NC + 750 NC+ 1000 NC+ 2000
FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg
media | SD media | SD media | SD media | SD media | SD media | SD
Lipido |896 |15 |906 |08 |917 |13 |919 |01 |914 |05 |95 |13
(%)
Energia | 714 |22 |716 |06 |733 |16 |722 |17 |700 |14 |704 |17
(%)
P(%) |428b[48 [307a[35 |205a|45 [316a]24 [518c|66 [569c |14

ANOVA P<0,05 y a>b>c

Tabla 23.5: Digestibilidad de nutrientes de la tilapia del Nilo: % de mejora respecto del control positivo

NC NC + 500 FTU/kg | NC + 750 FTU/kg | NC+ 1000 FTU/kg | NC+ 2000 FTU/kg
Materia seca | 0,29 +0,15 +0,74 -2,21 -1,03
(%)
Proteina (%) 0,85 +2,42 +1,94 +0,24 +1,82
Lipido (%) 1,12 +2,34 +2,57 +2,01 +1,00
Energia (%) 0,28 +2,66 +1,12 -1,96 -1,40
P (%) -28,27 | -31,07 -26,17 +21,03 +32,94

Id = idéntico al control positivo

23.9. Evaluacion de los valores de liberacion de nutrientes.

La suplementacion con fitasa (especialmente dosis entre 500 y 750 FTU/kg) tendié a mejorar la liberacién global de

nutrientes.

5 Sin embargo, a excepcion de la respuesta observada con P, ninguna de las curvas de liberacién de nutrientes

proporcioné una respuesta lineal clara y consistente (Tabla 23.6).

Respecto del fésforo, la suplementacion con fitasa mejora clara y linealmente la liberacién de P

Tabla 23.6: Valores de liberacion de nutrientes de los tratamientos dietarios con niveles graduados de
suplementacion con fitasa administrada la tilapia del Nilo

NC + 500 NC + 750 NC + 1000 NC + 2000
Liberacion de DE (cal/kg, segun se administra) 87 27 -103 -92
Liberacion de lipidos (%, segun se administra) 0,68 0,46 -0,16 0,29
Liberacion de CP (%, segun se administra) 0,14 0,17 -0,02 -0,06
Liberacion de Liberacion de EAA (%, segun se | 0,20 0,10 0,05 -0,06
administra)
Liberacion de Pe (%, segun se administra) -0,01 0,01 0,18 0,25

10

La disminucién del contenido de fésforo de las heces afectado por la suplementacién con fitasa dietaria se presenta

en la Tabla 2

3.7.

23.10 Reduccion de la liberacion de Fdsforo en el agua
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Tabla 23.7: Niveles de fosforo (P) fecales en juveniles de tilapia alimentadas con dietas experimentales
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Dosis de Fitasa (FTU/kg) 0 500 750 1000 2000
P fecalP 2,02 2,06 2,03 1,34 1,32
SD 0,09 0,02 0,05 0,17 0,12

1.000 U/kg de Fitasa potencialmente disminuye la liberacion de P en agua en 0,6%
Discusién

En conclusion, el uso de la fitasa BP17 muestra buenos resultados en la digestibilidad aparente de nutrientes de los
peces y la reduccion de la liberacion de fésforo en el agua.

La suplementacion de fitasa BP17 (hasta 750 FTU/kg) mejora significativamente la digestibilidad del fésforo. La
digestibilidad de P en los grupos de ensayo de fitasa es significativamente mayor que la digestibilidad del grupo de
NC con todas las dosis de fitasa superiores a 500 FTU/kg.

Los niveles de PC se restauran estadisticamente para la fitasa utilizada en dosis de hasta 750 FTU/kg, pero la dosis
optima parece ser de 1.000 FTU/kg.

El DCP total en la dieta se puede reducir en al menos un 2,0%. La liberacién de fosforo en el agua se puede reducir
en 0,6%.

Ejemplo 24 —Ejemplo comparativo

Se ha informado que el pH de la porcion acida del tracto digestivo de las aves de corral (molleja/proventriculo) varia
de 3,3 a 3,5, con un pH en el estdmago de los cerdos de 2,5 a 4,5y en peces de pH 3,3 a 3,8. Debido al bajo pH en
el area de molleja/proventriculo de las aves de corral y el estdmago acido de otras especies, esta es también la region
principal donde se espera que ocurran interacciones de fitato con proteinas, lo que posiblemente produzca una
digestion de proteinas ineficiente (como en 002). ). En consecuencia, se ha pensado que el pH éptimo de las enzimas
fitasa es importante, y que las enzimas fitasas que tienen un pH éptimo mas cercano a la porcion gastrica del tracto
digestivo pueden ejercer mayores efectos beneficiosos sobre las caracteristicas biofisicas de los animales que las
fitasas que tienen un pH éptimo mas alto.

El pH 6ptimo de 3 fuentes comerciales diferentes de fitasa y fitasa BP17 se muestra en la Figura 21. Aqui se puede
ver que el pH éptimo de la fitasa BP17 de pH 4,0 es similar al pH éptimo de la fitasa de Escherichia coliy |a fitasa de
Citrobacter braachi, mientras que La fitasa de Peniophora lycii también alcanza la mayor actividad con un ~4,0, pero
tiene un rango de pH 6ptimo mas amplio de 4,0 a 5,5.

Sin embargo, lo sorprendente fue que la actividad relativa de la fitasa BP17 a pH 4,0 medida por la cantidad de
liberacion de fésforo in vitro en condiciones estandar fue 37%, 48% y 156% mayor que la de fitasa de Citrobacter
braachi, fitasa de Escherichia coli'y fitasa de P. lycii, respectivamente (ver Figura 22).

Lainclusion de fitasa en el alimento para animales se estandariza sobre la base de la inclusiéon de una cantidad definida
de unidades de fitasa (FTU/kg de alimento para animales). Tipicamente, esto puede ser 500 unidades/kg de fitasa/kg
de alimento para animales, o 1000 unidades/kg de alimento para animales, pero también puede estar en el intervalo
de 250 FTU/kg hasta 5000, o 10.000 unidades/kg de alimento para animales. Es importante destacar que la inclusion
en los alimentos para animales se estandariza en funcién de la actividad relativa de la fitasa a pH 5,5.

Como la inclusion de fitasa en slo alimentos para animales se basa en la actividad de la fitasa a pH 5,5, la actividad
relativa de la fitasa a un pH mas bajo en comparacién con un pH de 5,5 es importante. Esto se muestra en la Figura
23.

Ademas, fue sorprendente que la actividad de la fitasa BP17 expresada como porcentaje de actividad a pH 5,5, fue
10,8, 4,9 y 3,9 veces mayor a pH 3,0y 1,36: 1, 1,42: 1, y 1,97 veces mayor a pH 4,0 en comparacion con la fitasa de
Citrobacter, E.coli, y P. lyciis.

Sumario de parrafos
También se describe:

1. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en uno o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal cuando se compara con el uso equivalente de la fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E.
coli.

2. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 1 en el que dicha fitasa produce una mejora en dichas caracteristicas
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biofisicas del animal como una fuente de alimento.

3. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 1 o parrafo 2 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de la ganancia de peso.

4. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 3 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento de la ganancia de peso de al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la
fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

5. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de la relacién de conversion del alimento para animales.

6.  Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 5 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento de la relacion de conversién del alimento para animales de al menos 5% durante un periodo
de almenos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

7. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de densidad 6sea y/o resistencia 6sea y/o deposito de calcio y/o depdsito
de fésforo.

8.  Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 7 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento de densidad 6sea y/o resistencia dsea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de fosforo de al
menos 10% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250
FTU/kg de alimento para animales.

9. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de la retencion de un mineral y/o una disminucién de la secrecion de un
mineral.

10. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 9 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento de la retenciéon de un mineral y/o una disminucién de la secreciéon de un mineral de al menos
10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg
de alimento para animales.

11.  Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de retencion y/o una disminucion de la secrecion de uno cualquiera o
mas de cobre, sodio, fosforo, nitrégeno y calcio.

12.  Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 11 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animalcomprende un aumento de retencién y/o una disminucién de la secrecion de uno cualquiera o mas de cobre,
sodio, fésforo, nitrégeno y calcio de al menos 10% durante un periodo de al menos cuatro semanas cuando la fitasa
se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

13. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de retencién de aminoacido.

14. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 13 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
que comprende un aumento de retencién de aminoacido de en promedio al menos 10% durante un periodo de al
menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

15. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de mineralizacion.

16. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 15 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento de mineralizacion de al menos 10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa
se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

17. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento del crecimiento.

18. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 17 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento del crecimiento de al menos 20% durante un periodo de al menos 28 dias cuando la fitasa se
administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

19. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de tasa de puesta de huevos y/o peso del huevo y/o masa del huevo.

20. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 19 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal
comprende un aumento de tasa de puesta de huevos de alrededor de al menos 2% y/o peso del huevo de alrededor
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de al menos 2% y/o masa del huevo de alrededor de al menos 4% durante un periodo de al menos 23 semanas
cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

21. Un procedimiento de cualquier parrafo precedente en el que dicho animal es un animal de granja monogastrico.
22. Un procedimiento de cualquier parrafo precedente en el que dicho animal es un animal monogastrico.

23. Un procedimiento de cualquier parrafo precedente en el que dicho animal es un pajaro o aves de corral.

24. Un procedimiento de cualquier parrafo precedente en el que dicho animal es un pollo o pato.

25. Un procedimiento de cualquier parrafo precedente en el que dicho animal es un pavo.

26. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1 a 22 en el que dicho animal es un cerdo, lechén, porcino,
puerco, de crecimiento-finalizacién o cerda.

27. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 en el que dicho animal es un animal no monogastrico o
animal rumiante.

28. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 27 en el que dicho animal es un animal de granja no
monogastrico.

29. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 27-28 en el que dicho animal es un animal productor de
carne.

30. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 27-29 en el que dicho animal es un animal productor de
leche.

31. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 27-30 en el que dicho animal es una Alpaca, bisonte,
bovino, camello, vacuno, vaca, ciervo, burro, equino, Equus, cabra, caballo, cordero, ganado, llama, mula, buey, reno,
oveja, novillo yak, bufalo, jirafa, alce, ciervo canadiense, llama, antilope, antilope americano , nilgo o animal productor
de carne o leche, o cualquier animal rumiante, equino, bovino, cérvido, caprino o camélido.

32. Un procedimiento de cualquier parrafo precedente en el que dicho animal es un animal domesticado.

33. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 32 en el que dicho animal es un pez.

34. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 32-33 en el que dicho animal es un pez gastrico.
35. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 32-34 en el que dicho animal es un pez agastrico.

36. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 32-35 en el que dicho animal es un camarén u otro
crustaceo.

37. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 1-20 o 32-36 en el que dicho animal es un pez marino o pez de
agua dulce.

38. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicho alimento para animales esta en
forma de granulos, granulos, harina, puré, liquido, capsula himeda o aerosol.

39. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa se selecciona de una fitasa
natural, una fitasa no natural o variante de la misma.

40. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa se ha aislado previamente
de una fuente.

41. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa se ha preparado mediante
el uso de técnicas de ADN recombinantes.

42. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa es o se puede obtener de
0 se puede derivar de un origen bacteriano.

43. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa es o se puede obtener de
o se puede derivar de una especie de Buttiaxuella.

44. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa tiene al menos 75% de
identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.

45. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa tiene al menos 85% de
identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.
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46. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 a 45 en el que dicha fitasa es BP17 como se
muestra en la SEQ ID NO:1.

47. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1 a 42 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de una especie de Citrobacter.

48. Un procedimiento de acuerdo con cualquier parrafo precedente en el que dicha fitasa es tolerante al pH bajo.

49. Uso de fitasa BP17 de la SEQ ID NO:1 en un procedimiento de alimentacion de un animal con un alimento para
animales, en el que dicha fitasa BP17 produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas biofisicas del animal
cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii.

50. Un uso de acuerdo con el parrafo 49 en el que dicha fitasa produce una mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal como una fuente de alimento.

51. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-50 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de la ganancia de peso.

52. Un uso de acuerdo con el parrafo 51 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de la ganancia de peso de al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se
administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

53. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-52 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de la relaciéon de conversion del alimento para animales.

54. Un uso de acuerdo con el parrafo 53 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de la relacion de conversion del alimento para animales de al menos 5% durante un periodo de al menos
21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

55. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-54 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de densidad dsea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de
fésforo.

56. Un uso de acuerdo con el parrafo 55 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de densidad ésea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o deposito de fésforo de al menos 10%
durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de
alimento para animales.

57. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-56 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de la retencién de un mineral y/o una disminucién de la secrecion de un mineral.

58. Un uso de acuerdo con el parrafo 57 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de la retencion de un mineral y/o una disminucion de la secrecion de un mineral de al menos 10% durante
un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento
para animales.

59. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-58 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de retencién y/o una disminucion de la secrecién de uno cualquiera o mas de cobre,
sodio, fésforo, nitrégeno y calcio.

60. Un uso de acuerdo con el parrafo 59 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de retencién y/o una disminucién de la secrecion de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo,
nitrégeno y calcio de al menos 10% durante un periodo de al menos seis semanas cuando la fitasa se administra en
una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

61. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-60 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de retencién de aminoacido.

62. Un uso de acuerdo con el parrafo 61 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de retencién de aminoacido de en promedio al menos 10% durante un periodo de al menos 21 dias
cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

63. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-62 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de mineralizacion.

64. Un uso de acuerdo con el parrafo 63 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de mineralizacion de al menos 10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa se administra
en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.
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65. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-64 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento del crecimiento.

66. Un uso de acuerdo con el parrafo 65 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento del crecimiento de al menos 20% durante un periodo de al menos 28 dias cuando la fitasa se administra
en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

67. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-66 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas
del animal comprende un aumento de tasa de puesta de huevos y/o peso del huevo y/o masa del huevo.

68. Un uso de acuerdo con el parrafo 67 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende
un aumento de tasa de puesta de huevos de alrededor de al menos 2% y/o peso del huevo de alrededor de al menos
2% y/o masa del huevo de alrededor de 4% durante un periodo de al menos 23 semanas cuando la fitasa se administra
en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

69. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-68 en el que dicho animal es un animal de granja
monogastrico.

70. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-69 en el que dicho animal es un animal monogastrico.
71. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-70 en el que dicho animal es un pajaro o aves de corral.
72. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-71 en el que dicho animal es un pollo o pato.

73. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-71 en el que dicho animal es un pavo.

74. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-70 en el que dicho animal es un cerdo, lechén, porcino,
puerco, de crecimiento-finalizacién o cerda.

75. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 en el que dicho animal es un animal no monogastrico o animal
rumiante.

76. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 75 en el que dicho animal es un animal de granja no monogastrico.
77. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 75-76 en el que dicho animal es un animal productor de carne.
78. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 75-77 en el que dicho animal es un animal productor de leche.

79. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 75-78 en el que dicho animal es una alpaca, bisonte, bovino,
camello, vacuno, vaca, ciervo, burro, equino, Equus, cabra, caballo, cordero, ganado, llama, mula, buey, reno, oveja,
novillo yak, bufalo, jirafa, alce, ciervo canadiense, llama, antilope, antilope americano , nilgo o animal productor de
carne o leche, o cualquier animal rumiante, equino, bovino, cérvido, caprino o camélido.

80. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-79 en el que dicho animal es un animal domesticado.

81. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 80 en el que dicho animal es un pez.

82. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 80-81 en el que dicho animal es un pez gastrico.

83. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 80-81 en el que dicho animal es un pez agastrico.

84. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 80-83 en el que dicho animal es un camaroén u otro crustaceo.

85. Un uso de cualquiera de los parrafos 49-68 o 80-84 en el que dicho animal es un pez marino o pez de agua
dulce.

86. Un uso de acuerdo con cualquiera de los parrafos 49-85 en el que dicho alimento para animales esta en forma
de granulos, granulos, harina, puré, liquido, capsula himeda o aerosol.

87. Un procedimiento para producir un alimento para animales para usar en los procedimientos de cualquiera de los
parrafos 1-48 que involucra la etapa de adicion de una fitasa a un animal alimento para animales.

88. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 87 en el que dicho animal es un animal de granja monogastrico.
89. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 87 o 88 en el que dicho animal es un animal monogastrico.

90. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-89 en el que dicho animal es un pajaro o aves
de corral.

91. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-90 en el que dicho animal es un pollo o un pato.
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92. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-90 en el que dicho animal es un pavo.

93. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-89 en el que dicho animal es un cerdo, lechén,
porcino, puerco, de crecimiento-finalizacion o cerda.

94. Un procedimiento del parrafo 87 en el que dicho animal es un animal no monogastrico o animal rumiante.

95. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 94 en el que dicho animal es un animal de granja no
monogastrico.

96. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 94-95 en el que dicho animal es un animal productor de
carne.

97. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 94-96 en el que dicho animal es un animal productor de
leche.

98. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 94-97 en el que dicho animal es una alpaca, bisonte, bovino,
camello, vacuno, vaca, ciervo, burro, equino, Equus, cabra, caballo, cordero, ganado, llama, mula, buey, reno, oveja,
novillo yak, bufalo, jirafa, alce, ciervo canadiense, llama, antilope, antilope americano , nilgo o animal productor de
carne o leche, o cualquier animal rumiante, equino, bovino, cérvido, caprino o camélido.

99. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87-98 en el que dicho animal es un animal domesticado.
100. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 99 en el que dicho animal es un pez.

101. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 99-100 en el que dicho animal es un pez gastrico.
102. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 99-100 en el que dicho animal es un pez agastrico.

103. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o 99-102 en el que dicho animal es un camarén u otro
crustaceo.

104. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 87 o0 99-103 en el que dicho animal es un pez marino o pez de
agua dulce.

105. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-104 en el que dicho alimento para animales esta
en forma de granulos, granulos, harina, puré, liquido, capsula humeda o aerosol.

106. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-105 en el que dicha fitasa se selecciona de una
fitasa natural, una fitasa no natural o variante de la misma.

107. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-106 en el que dicha fitasa se ha aislado
previamente de una fuente.

108. Un procedimiento de acuerdo con los parrafos 87-107en el que dicha fitasa se ha preparado mediante el uso de
técnicas de ADN recombinante.

109. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-108 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de un origen bacteriano.

110. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-109 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de una especie de Buttiaxuella.

111. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-109 en el que dicha fitasa tiene al menos 75%
de identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.

112. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-110 en el que dicha fitasa tiene al menos 85%
de identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.

113. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-110 en el que dicha fitasa is BP17 como se
muestra en la SEQ ID NO:1.

114. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-110 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de una especie de Citrobacter.

115. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 87-114 en que dicha fitasa es tolerante al pH bajo.

116. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
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de la ganancia de peso.

117. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 116 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de la ganancia de peso de al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias
cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

118. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
de la relacion de conversion del alimento para animales.

119. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 118 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de la relacidon de conversion del alimento para animales de al menos 5% durante un
periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para
animales.

120. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
de densidad 6sea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de fésforo.

121. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 120 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de densidad 6sea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de fésforo
de al menos 10% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos
250 FTU/kg de alimento para animales.

122. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
de la retenciéon de un mineral y/o una disminucion de la secrecion de un mineral.

123. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 122 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de la retencién de un mineral y/o una disminucion de la secrecién de un mineral de al
menos 10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250
FTU/kg de alimento para animales.

124. Un procedimiento de alimentacion de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
de retencion y/o una disminucion de la secrecion de cualquiera de uno o mas de cobre, sodio, fésforo, nitrégeno y
calcio.

125. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 124 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de retencion y/o una disminucién de la secrecion de uno cualquiera o mas de cobre,
sodio, fésforo, nitrégeno y calcio de al menos 10% durante un periodo de al menos cuatro semanas cuando la fitasa
se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

126. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
de retenciéon de aminoacido.

127. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 126 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de retencion de aminoacido de en promedio al menos 10% durante un periodo de al
menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

128. 128. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento
para animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
de mineralizacion.

129. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 128 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de mineralizacion de al menos 10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando
la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

130. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento
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del crecimiento.

131. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 130 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento del crecimiento de al menos 20% durante un periodo de al menos 28 dias cuando la
fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

132. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-131 en el que la mejora en dichas
caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento de tasa de puesta de huevos y/o peso del huevo y/o masa
del huevo.

133. Un procedimiento de acuerdo con el parrafo 132 en el que la mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de tasa de puesta de huevos de alrededor de al menos 2% y/o peso del huevo de
alrededor de al menos 2% y/o masa del huevo de alrededor de 4% durante un periodo de al menos 23 semanas
cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

134. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-133 en el que dicho animal es un animal de
granja monogastrico.

135. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-134 en el que dicho animal es un animal
monogastrico.

136. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-135 en el que dicho animal es un pajaro o aves
de corral.

137. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-136 en el que dicho animal es un pollo o pato.
138. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-136 en el que dicho animal es un pavo.

139. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-135 en el que dicho animal es un cerdo, lechén,
porcino, puerco, de crecimiento-finalizacion o cerda.

140. Un procedimiento de parrafos 116-133 en el que dicho animal es un animal no monogastrico o animal rumiante.

141. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 140 en el que dicho animal es un animal de granja no
monogastrico.

142. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 140-141 en el que dicho animal es un animal productor
de carne.

143. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o0 140-142 en el que dicho animal es un animal productor
de leche.

144. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 14-143 en el que dicho animal es una alpaca, bisonte,
bovino, camello, vacuno, vaca, ciervo, burro, equino, Equus, cabra, caballo, cordero, ganado, llama, mula, buey, reno,
oveja, novillo yak, bufalo, jirafa, alce, ciervo canadiense, llama, antilope, antilope americano , nilgo o animal productor
de carne o leche, o cualquier animal rumiante, equino, bovino, cérvido, caprino o camélido.

145. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-144 en el que dicho animal es un animal domesticado.
146. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 0 144 en el que dicho animal es un pez.

147. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 145-146 en el que dicho animal es un pez gastrico.
148. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 145-146 en el que dicho animal es un pez agastrico.

149. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 145-148 en el que dicho animal es un camarén u otro
crustaceo.

150. Un procedimiento de cualquiera de los parrafos 116-133 o 145-149 en el que dicho animal es un pez marino o
pez de agua dulce.

151. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-150 en el que dicho alimento para animales
esta en forma de granulos, granulos, harina, puré, liquido, capsula humeda o aerosol.

152. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-151 en el que dicha fitasa se selecciona de una
fitasa natural, una fitasa no natural o variante de la misma.

153. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-152 en el que dicha fitasa se ha aislado
previamente de una fuente.
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154. Un procedimiento de acuerdo con los parrafos 116-153 en el que dicha fitasa se ha preparado mediante el uso
de técnicas de ADN recombinantes.

155. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-154 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de un origen bacteriano.

156. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-155 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de una especie de Buttiaxuella.

157. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-156 en el que dicha fitasa tiene al menos 75%
de identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.

158. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-156 en el que dicha fitasa tiene al menos 85%
de identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.

159. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-156 en el que dicha fitasa es BP17 como se
muestra en la SEQ ID NO:1.

160. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-155 en el que dicha fitasa es o se puede obtener
de o se puede derivar de una especie de Citrobacter.

161. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 116-160 en que dicha fitasa es tolerante al pH bajo.

162. Un procedimiento de alimentacion de un animal con un alimento para animales como se describe en la
descripcion, parrafos o figuras.

163. Uso de fitasa BP17 de la SEQ ID NO:1 en un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para
animales como se describe en la descripcion, parrafos o figuras.

164. Un procedimiento para producir un alimento para animales para usar en un procedimiento de alimentacion de un
animal con un alimento para animales como se describe en la descripcion, parrafos o figuras.

165. Un procedimiento de alimentacion de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli
en el que dicha fitasa es fitasa BP17 SEQ ID NO:1.

166. Un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento para
animales comprende una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas
biofisicas del animal cuando en comparacién con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E.
coli; en el que dicha fitasa es fitasa BP17 SEQ ID NO:1; en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende uno o mas de: un aumento de la ganancia de peso, preferiblemente un aumento de la ganancia de
peso de al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al
menos 500 FTU/kg de alimento para animales; un aumento de la relacion de conversion del alimento para animales,
preferiblemente un aumento de la relacién de conversiéon del alimento para animales de al menos 5% durante un
periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para
animales; un aumento de densidad Osea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depodsito de fosforo,
preferiblemente un aumento de densidad dsea y/o resistencia dsea y/o depdsito de calcio y/o deposito de fosforo de
al menos 10% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos
250 FTU/kg de alimento para animales; un aumento de la retencion de un mineral y/o una disminucién de la secrecion
de un mineral, preferiblemente un aumento de la retenciéon de un mineral y/o una disminucién de la secrecién de un
mineral de al menos 10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de
al menos 250 FTU/kg de alimento para animales; un aumento de retencion y/o una disminucion de la secrecion de uno
cualquiera o mas de cobre, sodio, fosforo, nitrdgeno y calcio, preferiblemente un aumento de retencién y/o una
disminucion de la secrecion de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fosforo, nitrégeno y calcio de al menos 10%
durante un periodo de al menos cuatro semanas cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250
FTU/kg de alimento para animales; un aumento de retencién de aminoacido, preferiblemente un aumento de retencion
de aminoacido de en promedio al menos 10% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra
en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales; un aumento de mineraliza tion, preferiblemente
un aumento de mineralizacion de al menos 10% durante un periodo de al menos 14 dias cuando la fitasa se administra
en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales; un aumento del crecimiento, preferiblemente un
aumento del crecimiento de al menos 20% durante un periodo de al menos 28 dias cuando la fitasa se administra en
una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales; un aumento de tasa de puesta de huevos y/o peso
del huevo y/o masa del huevo, preferiblemente un aumento de tasa de puesta de huevos de alrededor de al menos
2% ylo peso del huevo de alrededor de al menos 2% y/o masa del huevo de alrededor de 4% durante un periodo de
al menos 23 semanas cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para
animales.
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167. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de los parrafos 1-20 en el que la mejora en dichas caracteristicas
biofisicas del animal comprende un aumento de digestion de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo, nitrégeno
y calcio de al menos 50% durante un periodo de al menos cuatro semanas cuando la fitasa se administra en una
cantidad de al menos 1000 FTU/kg de alimento para animales.

Listado de secuencias
SEQID NO: 1

NDTPASGYQVEKVVILSRHGVRAPTKMTOTMRDVTPNTWPEWPVKLGY ITPRGEHLI SLMGGFYROKFOQOGILSQGSCPTPNST
YVWTDVAQRT LKTGEAFLAGLAPQCGLT IHHQONLEKADPLFHPVEAGICSMDKTQVOQAVEKEAQT PIDNLNQHY IPSLALMNT
TLNFSKSPWCOKHSADKSCDLGLSMPSKLSIKDNGNEVSLDGAIGLSSTLAEIFLLEYAQGMPOAAWGNI HSEQEWALLLKLHNY
YFDLMERTPY IARHKGTPLLQAT SNALNPNATESKLPDISPDNKILFTAGHDTNIANIAGMLNMRWTLPGQPDNTPPGGALVFER
LADKSGKOYVSVSMVYQTLEQLRSQTPLSLNQPAGSVQLEKIPGCNDQTAEGYCPLSTFTRVVSQSVEPGCQLQ

SEQID NO: 2

NDTPASGYQVEKVVILSRHGVRAPTKMTQTMRDVTPNTWPEWPVKLGYITPRGEHLI SLMGGEYRQKFQQQGILSQGSCPTPNSI
YVWTDVDORTLEKTGEAFLAGLAPQCGLT IHHQONLEKADPLFHPVKAGICSMDKTQVOQAVEKEAQT PIDNLNQHY IPSLALMNT
TLNFSKSPWCOKHSADKSCDLGLSMPSKLSIKDNGNEVSLDGAIGLSSTLAEI FLLEYAQGMPOAAWGNI HSEQEWALLLKLHNY
YFDLMERT PYTARHKGTPLLQOAISNALNPNATESKLPDISPDNKILFIAGHDTNIANIAGMLNMRWT LPGQPDNTPPGGALVFER
LADRSGKOYVSVSMVYQTLEQLRSQTPLSLNQPAGSVOLKIPGCNDOTAEGYCPLSTFTRVVSQSVEPGCQLQ

SEQID NO: 3

NDTPASGYQVEKVVILSRHGVRAPTKMTQTMRDVT PYTWPEWPVELGYITPRGEHLISLMGGFYRQKFQQRGILPRGSCPTPNST
YVWTDVAQRTLKTGEAFLAGLAPQCGLT IHHQONLEKADPLFHPVKAGICSMDKTOVQOAVEKEAQT PIDNLNQRY I PELALMNT
ILNFSKSPWCOKHSADKPCDLALSMPSKLSTKDNGNEVSLDGAIGLSSTLAEIFLLEYAQGMPQVANGNT HSEQEWALLLKLHNV
YFDLMERTPY IARHKGTPLLQAT SNALNPNATESKLPDISPONKILFIAGHDTNTIANTAGMLNMRWTLPGQPDNTPPGGALVFER
LADKSGRQYVSVEMVYQTLEQLRSQTPLSLNQPPGSVQLKTPGCNDQTAEGYCPLSTFTRVVSQSVEPGCQLY

SEQID NO: 4
NDTPASGYQVEKVVILSRHGVRAPTKMTQTMRDVT PNTWPEWPVKLGY ITPRGEHLISLMGGFYRQKFQQQGILSQGSCPTPNST
YVWADVDORTLKTGEAFLAGLAPQCGLT IHHQONLEKADPLFHPVKAGTC SMDKTQVQQOAVEKEAQT PIDNLNQHY I PFLALMNT
TLNFSTSAWCQKHSADKSCDLGLSMPSKLS IKDNGNKVALDGAIGLSSTLAEI FLLEYAQGMPOAAWGNTHSEQEWASLLKLHNV
QFDLMART PYIARHNGTPLLOQAISNALNFNATESKLPDISPDNKILFIAGHDTNIANIAGMLNMRWT LPGQPDNTPPGGALVFER
LADKSGKQYVSVSMVYQTLEQLRSQTPLSLNQPAGSVQLEIPGCNDQTAEGYCPLSTFTRVVSQSVEPGCQLY

SEQID NO: 5

MTISAFNRKKLTLHPGLFVALSAIFSLGSTAYA

SEQ ID NO:6

MKAILIPFLSLLIPLTPQSAFAQSEPELKLESVVIVSRHGVRAPTKATQLMQDVTPDAWPTWPVKLGWLTPRGGELIAYLGHYQRQRLVADGLLAKK
GCPQSGQRVAIIADVDERTRKTGEAFAAGLAPDCAITVHTQADTSSPDPLFNPLKTGVCQLDNANVTDATILSRAGGS TADFTGHRQTAFRELERVLNF
PQSNLCLKREKQDESCSLTQALPSELKVSADNVSLTGAVSLASMLTEIFLLQQAQGMPEPGWGRITDSHOWNTLLSLHNAQFYLLORTPEVARSRAT
PLLDLIMAALTPHPPQKQAYGVTLPTSVLFIAGHDTNLANLGGALELNWTLPGQPDNT PPGGELVFERWRRLSDNSQWIQVSLVFQTLOOMRDKTPL
SLNTPPGEVKLTLAGCEERNAQGMCSLAGFTQIVNEARIPACSLRSHHHHHH

Listado de secuencias

<110> DuPont Nutrition Biosciences ApS
<120> Procedimiento de alimentacion
<130> P045968PCT

<150> GB 1200132.7
<151> 05-01-2012
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<150> US 61/596.944
<151> 09-02-2012

<150> GB 1203868.3
<151> 06-03-2012

<150> GB 1211170.4
<151> 22-06-2012

<150> GB 1211168.8
<151> 22-06-2012

<150> GB 1211167.0
<151> 22-06-2012

<150> GB 1211169.6
<151> 22-06-2012

<150> GB 1211166.2
<151> 22-06-2012

<160> 6

<170> Patentln version 3.5
<210> 1

<211> 413

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de fitasa BP17

<400> 1

Asn Asp Thr Pro Ala Ser Gly Tyr Gln Val Glu Lys Val Val lle Leu
{ 5 10 15

Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Met Thr Gln Thr Met Arg
20 25 30

Asp Val Thr Pro Asn Thr Trp Pro Glu Trp Pro Val Lys Leu Gly Tyr
35 40 45

Ile Thr Pro Arg Gly Glu His Leu Ile Ser Leu Met Gly Gly Phe Tyr
50 55 60

Arg GIn Lys Phe Gln Gln Gln Gly lle Leu Ser Gln Gly Ser Cys Pro
65 70 75 80
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Thr
Lys
Thr
Pro
Ala
145
Tyr
Ser
Leu
Ser
Leu
225
His
Phe
Pro
Ser
Gly
305

Trp

Pro
Thr
Ile
Val
130
Val
Ile
Pro
Ser
Leu
210

Ley

Asp
Leu
Lys
290

His

Thr

Asn Ser 1lle Tyr Val

Gly

His

115

Lys

Glu

Pro

Trp

Met

195

Asp

Glu

Glu

Leu

Leu

275

lLeu

Asp

Leu

85

Glu Ala
100

His GlIn

Ala Gly

Lys Glu

Ser Leu
165

Cys Gln
180

Pro Ser

Gly Ala

Tyr Ala

Gln Glu

245

Met Glu

260

Gln Ala

Pro Asp

Thr Asn

Pro Gly
325

Phe

Gln

Ile

Ala

150

Ala

Lys

Lys

Ile

Gln

230

Trp

Arg

Ile

Ile

Ile

310

Gln

Leu
Asn
Cys
135
Gln
Leu
His
Leu
Gly
215
Gly
Ala
Thr
Ser
Ser
295

Ala

Pro

ES 2736 036 T3

Trp Thr Asp
90

Ala

Leu

120

Ser

Thr

Met

Ser

Ser

200

Leu

Met

Leu

Pro

Asn

280

Pro

Asn

Asp

Gly

105

Glu

Met

Pro

Asn

Ala

185

Ile

Ser

Pro

Leu

Tyr

265

Ala

Asp

Ile

Asn

Leu

Lys

Asp

Ile

Thr

170

Asp

Lys

Ser

Glin

Leu

250

Ile

Leu

Asn

Ala

Thr
330

Val

Ala

Ala

Lys

Asp

155

Thr

Lys

Asp

Thr

Ala

235

Lys

Ala

Asn

Lys

Ala

Pro

Asp

Thr

140

Asn

Leu

Ser

Asn

Leu

220

Ala

Leu

Arg

Pro

Ile

300

Met

Pro

90

Gln Arg

Gln Cys
110

Pro Leu
125

Gln Vval

Leu Asn

Asn Phe

Cys Asp
190

Gly Asn
205

Ala Glu

Trp Gly

His Asn

His Lys

270

Asn Ala
285

Leu Phe

Leu Asn

Gly Gly

Thr

95

Gly

Phe

Gln

Gln

Ser

175

Leu

Glu

Ile

Asn

Val

255

Gly

Thr

Ile

Met

Ala
335

Leu

Leu

His

Gln

His

160

Lys

Gly

Val

Phe

Ile

240

Tyr

Thr

Glu

Ala

Arg

320

Leu
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Val Phe Glu Arg Leu Ala Asp Lys Ser Gly

340

Ser Met Val Tyr Gln Thr Leu
355

Ser Leu Asn Gln Pro Ala Gly
370 375

Asn Asp Gln Thr Ala Glu Gly
385 390

Val Val Ser GIn Ser Val Glu
405

<210> 2

<211> 413

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Variante de fitasa BP11

<400> 2

Asn Asp Thr Pro Ala Ser Gly
1 5

Ser Arg His Gly Val Afg Ala
20

Asp Val Thr Pro Asn Thr Trp
35

Ile Thr Pro Arg Gly Glu His
50 55

Arg Gln Lys Phe Gln Gln Gln
65 70

Thr Pro Asn Ser Ile Tyr Val
85

Lys Thr Gly Glu Ala Phe Leu
100

Thr Ile His His Gln Gln Asn
115

Pro Val Lys Ala Gly Ile Cys
130 135

345

Glu Gln
360

Ser Val

Tyr Cys

Pro Gly

Tyr Gln

Pro Thr
25

Pro Glu

40

Leu 1le

Gly Ile

Trp Thr

Ala Gly

Leu Glu

120

Ser Met

Leu

Gln

Pro

Cys
410

Val

10

Lys

Trp

Ser

Leu

Asp

90

l.eu

Lys

Asp

Lys

Arg

Leu

Leu

395

Gln

Glu

Met

Pro

Leu

Ser

75

Val

Ala

Ala

Lys

Gln Tyr

Ser Gln
365

Lys lle
380

Ser Thr

Leu Gln

Lys Val

Thr Gln

Val Lys
45

Met Gly
60

Gln Gly

Asp Gln

Pro Gln

Asp Pro

125

Thr Gln
140

91

Val Ser Val
350

Thr Pro Leu

Pro Gly Cys

Phe Thr Arg
400

Val Ile Leu
15

Thr Met Arg
30

Leu Gly Tyr

Gly Phe Tyr

Ser Cys Pro
80

Arg Thr Leu
95

Cys Gly Leu
110

Leu Phe His

Val Gln Gln



Ala

145

Tyr

Ser

Leu

Ser

Leu

225

His

Phe

Pro

Ser

Gly

305

Trp

Val

Ser

Ser

Val

Ile

Pro

Ser

Leu

210

Leu

Asp

Leu

Lys

290

His

Thr

Phe

Met

Leu

370

Glu

Pro

Trp

Met

195

Asp

Glu

Glu

Leu

Leu

275

Leu

Asp

Leu

Glu

Val

355

Asn

Lys

Ser

Cys

180

Pro

Gly

Tyr

Gln

Met

260

Gln

Pro

Thr

Pro

Arg

340

Tyr

Gln

Asn Asp Gln Thr

385

Glu

Leu

165

Gln

Ser

Ala

Ala

Glu

245

Glu

Ala

Asp

Asn

Gly

325

Leu

Gln

Pro

Ala
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Ala Gln Thr Pro

150

Ala

Lys

Lys

Ile

Gln

230

Trp

Arg

Ile

lle

Ile

310

Gln

Ala

Thr

Ala

Glu
390

Leu

His

Leu

Gly

215

Gly

Ala

Thr

Ser

Ser

295

Ala

Pro

Asp L

Leu

Gly
375

Gly

Met

Ser

Ser

200

Leu

Met

Leu

Pro

Asn

280

Pro

Asn

Glu
360

Ser

Tyr

Asn

Ala

185

Ile

Ser

Pro

Leu

Tyr

265

Ala

Asp

Ile

Asn

Ser

345

Gln

Val

Cys

Ile

Thr

170

Asp

Lys

Ser

Gln

Leu

250

Ile

Leu

Asn

Ala

Thr

330

Gly

Leu

Gin

Pro

Asp

155

Thr

Lys

Asp

Thr

Ala

235

Lys

Ala

Asn

Lys

Lys

Arg

Leu

Leu
395

Asn

Leu

Ser

Asn

Leu

220

Ala

Leu

Arg

Pro

Ile

300

Met

Pro

Gln

Ser

Lys

380

Ser

92

Leu

Asn

Cys

Gly

205

Ala

Trp

His

His

Asn

285

Leu

Leu

Gly

Tyr

Gln

365

Ile

Thr

Asn

Phe

Asp

190

Asn

Glu

Gly

Asn

Lys

270

Ala

Phe

Asn

Gly

Val

350

Thr

Pro

Phe

Gln

Ser
175

Leu

Glu

Ile

Asn

Val

255

Gly

Thr G

Ile
Met
Ala
335
Ser
Pro

Gly

Thr

His

160

Lys

Gly

Val

Phe

ile

240

Tyr

Thr

Ala

Arg

320

Leu

Val

Leu

Cys

Arg
400
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Val Val Ser Gln Ser Val Glu Pro Gly Cys Gln Leu Gln
405

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

3

413
PRT
Secuencia artificial

<220>

<223>

Variante de fitasa BP111

<400> 3

1

Ser Arg His

Asp

Ile

Arg

65

Thr

Lys

Thr

Pro

Ala

145

Tyr

Leu

Val

Thr

50

Gln

Pro

Thr

Tle

Val

130

Val

Ile

Pro

Ser

Thr

35

Pro

Lys

Asn

Gly

His

115

Lys

Glu

Pro

Trp

Met
195

Gly
20

Pro

Arg

Phe

Ser

Glu

100

His

Ala

Lys

Glu

Cys

180

Pro

Asn Asp Thr Pro Ala Ser Gly Tyr Gln Val
5

Val Arg Ala Pro

Tyr Thr

Gly Glu

Gln Gln
70

Ile Tyr
85

Ala Phe

GIn Gln

Gly Ile

Glu Ala

150

Leu Ala
165

GIn Lys

Ser Lys

Trp

His

55

Gln

Val

Leu

Asn

Cys

Pro
40

Leu

Gly

Trp

Ala

l.eu

120

Ser

135

Gln

Leu

His

Leu

Thr

Met

Ser

Ser
200

410

10

Thr Lys
25

Glu Trp

Ile Ser

Ile Leu

Thr Asp
90

Gly Leu
105

Glu Lys

Met Asp

Pro Ile

Asn Thr

170

Ala Asp
185

Glu

Met

Leu

Pro

75

Val

Ala

Ala

Lys

Asp

155

Ile

Lys

Lys

Thr

Val

Met

60

Arg

Ala

Pro

Asp

Thr

140

Asn

Leu

Pro

Ile Lys Asp Asn

93

Val

Gln

Lys

45

Gly

Gly

Gln

Gln

Pro

125

Gln

Leu

Asn

Cys

Gly
205

Val

Thr

Leu

Gly

Ser

Cys

110

Leu

Val

Asn

Phe

Asp
190

Asn

Ile

15

Met

Gly

Phe

Cys

Thr

Gly

Phe

Gln

Gln

Ser

175

Leu

Glu

Leu

Arg

Tyr

Tyr

Pro

80

Leu

Leu

His

Gln

Arg

160

Lys

Ala

Yal



Ser

Leu
225

His

Phe

Pro

Ser

Gly
305

Trp

Val

Ser

Ser

Asn
385

Val
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<211>
<212>
<213>

<400>

Leu

210

Leu

Ser

Asp

Leu

Lys

290

His

Thr

Phe

Met

Leu

370

Asp

Val

4

413

Asp
Glu
Glu
Leu
Leu
275
Leu
Asp
Leu
Glu
Val
355

Asn

Gln

Gly Ala

Tyr Ala

Gln Glu
245

Met Glu
260

Gln Ala

Pro Asp

Thr Asn

Pro Gly

325

Arg Leu

340

Tyr Gln

Gln Pro

Thr Ala

Ser Gln Ser

PRT
Buttiauxella sp.

4

405

Ile

Gln

230

Trp

Arg

Ile

Ile

1le

310

GIn

Ala

Thr

Pro

Glu

390

Val

Gly

Ala

Thr

Ser

Ser

295

Ala

Pro

Asp

Leu

Gly

375

Gly

Glu
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Leu Ser Ser Thr

Met Pro

Leu Leu

Pro Tyr

265

Asn Ala
280

Pro Asp

Asn Ile

Asp Asn

Lys Ser

345

Glu GlIn
360

Ser Val

Tyr Cys

Pro Gly

Gln

Leu

250

Ile

Leu

Asn

Ala

Thr

330

Gly

Leu

Gln

Pro

Cys
410

220

Val Ala
235

Lys Leu

Ala Arg

Asn Pro

Lys Ile
300

Gly Met
315

Pro Pro

Lys Gln

Arg Ser

Leu Lys
380

Leu Ser
395

Gln Leu

Trp

His

His

Asn

285

Leu

Leu

Gly

Tyr

Gln

365

Ile

Thr

Gln

Leu Ala Glu Ile

Gly Asn

Asn Val
255

Lys Gly
270

Ala Thr

Phe Ile

Asn Met

Gly Ala

336

Val Ser

350

Thr Pro

Pro Gly

Phe Thr

Phe

Ile

240

Tyr

Thr

Glu

Ala

Arg

320

Leu

Val

Leu

Cys

Arg
400

Asn Asp Thr Pro Ala Ser Gly Tyr Gln Val Glu Lys Val Val Ile Leu
10

1

5

15

Ser Arg His Gly Val Arg Ala Pro Thr Lys Met Thr Gln Thr Met Arg
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Thr
35

Asp Val

Ile Thr Pfo
50

Arg Gln Lys
65

Thr Pro Asn

Lys Thr Gly

Thr Ile His

115

Pro Val
130

Lys

Ala Val
145

Glu

Tyr Ile Pro

Ser Ala Trp

Leu Ser Met
195

Ala Leu

210

Asp

Leu Leu Glu °

225

His Ser Glu

Phe Asp Leu

Pro Leu Leu
275

20

Pro Asn

Arg Gly

Phe Gln

Ser Ile

85

Glu
100

Ala

His Gln

Ala Gly

Lys Glu

Phe lLeu

165
GIn

Cys
180

Pro Ser

Gly Ala

Ala

Gln Glu

245

Met Ala

260

Gln Ala

Thr

Glu

Gln

10

Tyr

Phe

Gln

Thr

Ala

150

Ala

Lys

Lys

Ile

Gln

230

Trp

Arg

Ile

Trp

His

95

Gln

Val

Leu

Asn

Cys

1356

Gln

Leu

His

Leu

Gly

215

Gly

Ala

Thr

Ser

Pro

40

Leu

Gly

Trp

Ala

Leu

120

Ser

Thr

Met

Ser

Ser

200

Leu

Met

Ser

Pro

Asn
280
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25

Glu Trp

Ile Ser

Ile Leu

Ala Asp

90

Gly Leu

105

Glu Lys

Met

Asp

Pro Ile

Thr
170

Asn

Ala
185

Asp

Ile Lys

Ser

Ser

Pro Gln

Leu
250

Leu

Tyr Ile

265

Ala Leu

Pro

Leu

Ser

75

Val

Ala

Ala

Lys

Asp

15

Thr

Lys

Asp

Thr

Ala

235

Lys

Ala

Asn

Val

Met

60

Gln

Asp

Pro

Asp

Thr

140

Asn

leu

Ser

Asn

Leu

220

Ala

Leu

Arg

Pro

95

Lys

45

Gly

Cly

Gln

Gln

Pro

125

Gln

Leu

Asn

Cys

Gly

205

Ala

Trp

His

His

Asn
285

30

Leu Gly Tyr
Gly Phe

Tyr

Pro
80

Ser Cys

Arg Thr Leu
95

Cys Gly Leu

110

Leu Phe His

Val Gln Gln

Gln His

160

Asn

Phe Ser Thr

175

Asp Leu Gly

190

Asn Lys Val

Glu Ile Phe

Tle
240

Gly Asn

vVal Gln

255

Asn

Asn Gly Thr

270

Ala Thr Glu
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Ser Lys Leu Pro Asp Ile Ser Pro Asp Asn Lys Ile Leu Phe Ile Ala
290 295 300

Gly His Asp Thr Asn 1le Ala Asn lle Ala Gly Met Leu Asn Met Arg
305 310 315 320

Trp Thr Leu Pro Gly Gln Pro Asp Asn Thr Pro Pro Gly Gly Ala Leu
325 330 335

Val Phe Glu Arg Leu Ala Asp Lys Ser Gly Lys Gln Tyr Val Ser Val
340 345 350

Ser Met Val Tyr Gln Thr Leu Glu Gln Leu Arg Ser Gln Thr Pro Leu
355 360 365

Ser Leu Asn Gln Pro Ala Gly Ser Val Gln Leu Lys Ile Pro Gly Cys
370 375 380

Asn Asp Gln Thr Ala Glu Gly Tyr Cys Pro Leu Ser Thr Phe Thr Arg
385 390 395 400

Val Val Ser Gln Ser Val Glu Pro Gly Cys Gln Leu Gln

405 410
<210> 5
<211> 33
<212> PRT
5 <213> Buttiauxella sp.
<400> 5
Met Thr Ile Ser Ala Phe Asn Arg Lys Lys Leu Thr Leu His Pro Gly
1 5 10 15

Leu Phe Val Ala Leu Ser Ala Ile Phe Ser Leu Gly Ser Thr Ala Tyr
20 25 30

Ala

<210> 6
<211> 440
10 <212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Phyzyme XP

<400> 6

Met Lys Ala Ile Leu Ile Pro Phe Leu Ser leu Leu Ile Pro Leu Thr
15 l 5 10 15
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Pro Gln Ser Ala

Val

Gln

Lys

65

Gly

Lys

Glu

Asp

Pro

145

Asn

Phe

Asn

Ser

Asp

225

Glu

Gly

Val

Leu

50

Leu

His

Gly

Arg

Cys

130

Leu

Val

Thr

Phe

Cys

210

Asn

Ile

Arg

Ile

Met

Gly -

Tyr

Cys

Thr

115

Ala

Phe

Thr

Gly

Pro

195

Ser

Val

Phe

Ile

20

Val

Gln

Irp

Gln

Pro

100

Arg

Ile

Asn

Asp

His

180

Gln

Leu

Ser

Leu

Thr
260

Phe

Ser

Asp

Leu

Arg

Gln

Lys

Thr

Pro

Ala

165

Arg

Ser

Thr

Leu

Leu

245

Asp

Ala

Arg

Val

Thr

Gln

Ser

Thr

Val

Leu

150

Ile

Gln

Asn

Gln

Thr

230

Gln

Ser

Gln

His

Thr

55

Pro

Arg

Gly

Gly

His

135

Lys

Leu

Thr

Leu

Ala

215

Gly

Gln

His
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Ser Glu
25

Gly Val
40

Pro Asp
Arg Gly
Leu Val

Gln Val
105

Glu Ala
120

Thr Gln

Thr Gly
Ser Arg

Ala Phe
185

Cys Leu
200

Leu Pro
Ala Val

Ala Gln

Gln Trp
265

Pro

Glu

Leu

Arg Ala Pro

Ala

Gly

Ala

Ala

Phe

Ala

Val

Ala

170

Arg

Lys

Ser

Ser

Gly

250

Asn

Trp
Glu
75

Asp
Ile
Ala
Asp
Cys
155
Gly
Glu
Arg
Glu
leu
235

Met

Thr

Pro

60

Leu

Gly

Ile

Ala

Thr

140

Gln

Gly

Leu

Glu

Leu

220

Ala

Pro

Leu

97

Lys

Thr

45

Thr

Tle

Leu

Ala

Gly

125

Ser

Leu

Ser

Glu

Lys

205

Lys

Ser

Glu

Leu

Leu

30

Lys

Trp

Ala

Leu

Asp

110

Leu

Ser

Asp

Ile

Arg

190

Gln

Val

Met

Pro

Ser
27

Glu

Ala

Pro

Tyr

Ala

95

Val

Ala

Pro

Asn

Ala

175

Val

Asp

Ser

Leu

Ser

Thr

Val

Leu

80

Lys

Asp

Pro

Asp

Ala

160

Asp

Leu

Glu

Ala

Thr
240

y Trp

His



Asn Ala

Arg Ala
290

Pro Pro
305

Phe Tle

Glu Leu

Gly Glu

Trp 1le

370

Lys Thr

385

Leu Ala

Gly Phe

Arg Ser

Gln

275

Thr

Gln

Ala

Asn

Leu

355

Gln

Pro

Gly

Thr

His
435

Phe

Pro

Lys

Gly

Trp

340

Val

Val

Leu

Cys

Gln

420

His

Tyr

Leu

Gln

His

325

Thr

Phe

Ser

Ser

Glu

405

Ile

His

Leu

Leu

Ala

310

Asp

Leu

Glu

Leu

Leu

390

Glu

Val

His

Leu

Asp

295

Tyr

Thr

Pro

Arg

Val

375

Asn

Arg

Asn

His

Gln

280

Leu

Gly

Asn

Gly

Trp

360

Phe

Thr

Asn

Glu

His
440
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Arg

Ile

Val

Leu

Gln

345

Arg

Gln

Pro

Ala

Ala
425

Thr

Met

Thr

Ala

330

Pro

Arg

Thr

Pro

Gln

410

Arg

Pro Glu

Ala Ala
300

Leu Pro
315

Asn Leu

Asp Asn

Leu Ser

Leu Gln

380

Gly Glu
395
Gly Met

Ile Pro

98

Val Ala
285

Leu Thr

Thr Ser

Gly Gly

Thr Pro

350

Asp Asn

365

Gln Met

Val Lys

Cys Ser

Ala Cys
430

Arg

Pro

Val

Ala

335

Pro

Ser

Arg

L.eu

Leu

415

Ser

Ser

His

Leu

320

Leu

Gly

Gln

Asp

Thr

400

Ala

l.eu
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de alimentacion de un animal con un alimento para animales, en el que dicho alimento comprende
una fitasa, en el que dicha fitasa produce una mejora en una o mas de dichas caracteristicas biofisicas del animal
cuando se compara con el uso equivalente de una fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli; en el que dicha
mejora de dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento en la ganancia de peso, en el que el
aumento en la ganancia de peso es al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra
en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales, ademas en le que dicha fitasa es o se puede
obtener de o es derivable de una especie de Buttiauxella.

2 Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, ademas en el que dicha mejora de dichas caracteristicas
biofisicas del animal se selecciona de una lista que consiste en:

a) un aumento de la relacion de conversion del alimento para animales;
b) un aumento de densidad 6sea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de fosforo;
c) un aumento de la retencién de un mineral y/o una disminucién de la secrecién de un mineral;

d) un aumento de retencion y/o una disminucion de la secrecién de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo,
nitrégeno y calcio;

€) un aumento de retenciéon de aminoacido;
f) un aumento de crecimiento.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha mejora de dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de la relacién de conversiéon del alimento para animales cuando se compara con el
uso equivalente de la fitasa de Peniophora lycii y/lo una fitasa de E. coli en el que el aumento de la relacién de
conversion del alimento para animales es al menos 5% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se
administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de densidad 6sea y/o resistencia ésea y/o deposito de calcio y/o depdsito de fésforo
cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli, en el que el aumento
de la densidad 6sea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de fosforo es al menos 10% durante un
periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para
animales .

5. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de la retenciéon de un mineral y/o una disminucion de la secrecion de un mineral cuando
se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii ylo una fitasa de E. coli en el que el aumento de la
retencion de un mineral y/o una disminucién de la secrecién de un mineral es al menos 10% durante un periodo de al
menos 14 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales .

6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de retencion y/o una disminucién de la secrecion de uno cualquiera o mas de cobre,
sodio, fosforo, nitrégeno y calcio cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa
de E. coli en el que el aumento de retencién y/o una disminucion de la secrecién de uno cualquiera o mas de cobre,
sodio, fosforo, nitrégeno y calcio es al menos 10% durante un periodo de al menos cuatro semanas cuando la fitasa
se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

7. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento de retencién de aminoacido cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de
Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli en el que el aumento de retencion de aminoacido es en promedio al menos
10% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 500 FTU/kg
de alimento para animales.

8. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha mejora en dichas caracteristicas biofisicas del
animal comprende un aumento del crecimiento cuando se compara con el uso equivalente de fitasa de Peniophora
lycii ylo una fitasa de E. coli en el que el aumento del crecimiento es al menos 20% durante un periodo de al menos
28 dias cuando la fitasa se administra en una cantidad de al menos 250 FTU/kg de alimento para animales.

9. Un procedimiento de cualquiera de las reivindicaciones precedentes en el que dicho animal se selecciona de los
siguientes: un animal de granja monogastrico; un animal monogastrico; un pajaro; un ave de corral; un pollo; un pato;
un pavo; un cerdo; un lechén; una cerda; un puerco; un animal de engorde-finalizacién; una cerda; un animal no
monogastrico; un animal rumiante; un animal de granja no monogastrico; un animal productor de carne; un animal
productor de lacteos; una alpaca; un bisonte; un animal bovino; un camello; un animal de la familia del ganado vacuno;
una vaca; un ciervo; un burro; un animal equus; una cabra; un caballo; un cordero; cualquier animal considerado
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ganadero; una llama; una mula; un buey; un reno; una oveja; un novillo; un yak; un bufalo una jirafa; un alce americano;
un ciervo canadiense; una llama; un antilope; un antilope americano; un nilgd; un animal equino, bovino, cérvido,
caprino, camélido; un pez; un pez gastrico; un pez agastrico; un camaron u otro crustaceo; un pez marino o un pez de
agua dulce; preferiblemente en el que dicho animal es un animal domesticado

10. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-9 en el que dicha fitasa tiene al menos 75,
80, 85, 90, 0 95% de identidad con BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1, preferiblemente en el que dicha fitasa
es BP17 como se muestra en la SEQ ID NO:1.

11. Un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-10 en que dicha fitasa es tolerante al pH
bajo.

12. Uso de una fitasa en un procedimiento de alimentacién de un animal con un alimento, en el que dicha fitasa produce
una mejora en una o mas de dichas caracteristicas biofisicas del animal cuando se compara con el uso equivalente
de una fitasa de Peniophora lycii y/o una fitasa de E. coli, en el que dicha fitasa es fitasa BP17 de la SEQ ID NO:1 o
una fitasa que tiene al menos 75%, 80%, 85%, 90% o 95% de identidad con la misma; en el que dicha mejora de
dichas caracteristicas biofisicas del animal comprende un aumento de la ganancia de peso, en el que el aumento de
la ganancia de peso es al menos 2% durante un periodo de al menos 21 dias cuando la fitasa se administra en una
cantidad de al menos 500 FTU/kg de alimento para animales.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacion 12, ademas en el que dicha mejora of dichas caracteristicas biofisicas del
animal se selecciona de una lista que consiste en:

a) un aumento de la relacion de conversion del alimento para animales;
b) un aumento de densidad 6sea y/o resistencia 6sea y/o depdsito de calcio y/o depdsito de fosforo;
c) un aumento de la retencion de un mineral y/o una disminucién de la secreciéon de un mineral;

d) un aumento de retencion y/o una disminucion de la secrecién de uno cualquiera o mas de cobre, sodio, fésforo,
nitrégeno y calcio;

€) un aumento de retenciéon de aminoacido;

f) un aumento del crecimiento;
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Figura 1

Mejora de la digestibilidad de aminoacidos (% de control)

Lisina Metionina Cistina Treonina Aminoacidos totales
[ ] w .
BP17 500 FTU BP17 1,000 FTU Fitasa R 1,850 FTU
(barra izquierda) (barra media) (barra derecha)

Los valores son significativamente diferentes a la NC (P<0.05)
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Figura 2

abc
Los valores sin un superindice comudn son significativamente diferentes (P=0,05

Digestibilidad de P (% de ingesta)
+10% : '

Cantral BP17500 BP17 1000 Fitasa R 1850
FTU FTU AT

AME (kcalkg DM)
+S0keal

+33kcal
31BOar.

+5?hl:allr

31336

Contral BPIT 500 BP1T1000FTU Fitasa R 1850
FTu FYT

Digestibilidad de Ca (% de ingesta)
9%

Contrel BPAT 500 FTU BP17 1000 FTU Fiu;v.nTRﬂm

Degradacion de fitato (%)

+BE%

Caontrol BT 500 FTU BPI7 1000 FTU  Fitasa R 1850
FYT
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Figura 3
BWG (g, 5-21 dias)
+17%
et
+1D'Jﬁ:r 649b
589¢

Control BP17500 BP171000 FitasaR
FTU FTU 1,850 FTU

Ingesta de alimentos (5-21 dias)

Control BP17500  BP171000 Fitasa R 1850
FTU FTU FYT

FCR
(5-21 dias)

£.4% .

Control BP17 500 BP17 1000  Fitasa R 1850
FTU FTU FYT
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Conversion de calorias

(ganancia de peso corporal Kcal/kg, 5-21 dias)

Control BP17500 BP171000 FEitasa R 1850
FTu FTU YT
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Figura 4

abc
Los valores sin un superindice comun son significativamente diferentes (P=0,05

Na fecal

70.49a
63.18b 62.83b

PC NC NC+250 FTU NC+1000 NC + 2000
BP17 FTU BP17 FTU BP17

Cu fecal

48.31(a)
47.07(ab)

44.29(3b) 44.68(ab) e3.390)

PC NC NC+250 FTU NC + 1000 NC + 2000
BP17 FTU BP17 FTU BP17

53.1!:'

+
] .

Controd BTS00 FTU  BP17 1000 FTU  Fitasa R 1850
FYT
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Zn fecal

2243

PC NC NC+250 FTU  NC+ 1000 NC + 2000
BP17 FTU BP17 FTU BP17
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Figura 5

Cenizas de tibia (%)
49
48 - *a % a

47 - b control positivo

46
45 4

43 -
42 |
41

Cc

0 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
dosis de BP17 (FTU/kg de alimento para animales)

.M n - 13 - I3 e n o
Los valores sin un superindice comiin son significativamente diferentes (P<0,05)
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Figura 6
Ceniza de hueso
47.55ab 48.20a 48.12a
PC NC NC + 250 FTU NC + 1000 FTUNC + 2000 FTU

BP17 BP17 BP17

M ] - ] - ] I ri] " [
Los valores sin un superindice comiin son significativamente diferentes (P<0,05)
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Figura 9

digestibilidad de Cu %

0.43a

PC NC BP17 250 BP17 500 BP17 750 BP17 1000 BP17 2000
FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg FTU/kg
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Figura 10

AME Coeficiente de digestibilidad de N de excrementos

14.40¢
0.56b

" pPC NG BP17  BPIT PC NE BP17  BP1T
250FTU  2000FTU 250FTU  2000FTU

Coeficiente de digestibilidad c“j“"’“‘; de digestibilidad
de Ca de excrementos e P de excrementos

0.40b 0.41b
0.52be 0.56¢

0.45ab

PC NC BP17 BP1T "PC NG BPI7  BP7
260FTU  2000FTU 250FTU  2000FTU
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Figura 11
Coeficiente de digestibilidad ' Retencion de N
de Nade excrementos 1885
0.562 0.584 0.562 )

0.486

----------- SR o G

PC  NC  BP17  BPIT PC  NC  BPI7  BP17
250FTU 2000FTU 250FTU  2000FTU

Retencién de p Retencion de Ca

0.20b 0.21b 3.24b

0.18b

PC NC  BP17  BP17 "PC  NC  BP17  BP17
250FTU  2000FTU 250FTU  2000FTU
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Figura 12

Tasa de puesta (%, semana 23)

94 943

NC FC ” BP17 BP17 E-P'I-?- IBPﬁ'
250FTU 500FTU 1000FTU 2000FTU

Tasa de puesta (%, semana 24-26)

91008 g0 308 9240a 92.20a

'NC  PC BPi7 BP17 BPI7 BP17
250FTU SO00FTU 1000FTU2000FTU

Diferencia de tasa de puesta (%, semana 24-26)

BP17 BP17 BP17 BP17
NC PC  250FTUS00FTU1000FT2000FTU

-8.50b

Peso del huevo (%, semana 23-26)

516

'NC PC  BP17 BPi7 BP17 BP17
250FTU S00FTU 1000F TU2000FTU
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Figura 13

Ingesta de alimentos (%, semana 23-26)

85 70ab ?‘303 . 87.30a

NC PC BPi7 BPi7 BP17 BP17
250FTU 500FTU 1000FTU 2000FTU

FCR (%, semana 23-26)

1.84 1.84 134

NC PC BPI17 BP17 BP17 BPI7
250FTU 500FTU 1000FTU 2000FTU
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