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CAVELIER ABOGADOS COLO 13300-841-001-0 ID-118223

(T PETITORIO
Industna y COlTlel ClO 4 ' SUPERWTENDEN IN(;JUSTF;I;\vYCOM;RCTo WW
SUPERINTENDENCIA : f"flﬂllllyl(ljlgﬂy_‘,lzlﬂlll)lml!ﬂﬂﬂlm |

Fecha: 2008-02.07 16,

|
rcha: PAT el 2 8:50:11 Dep. 2020NUECREACIONE ',

Act. 411 | PRESENTACION Vgoﬁg: FASENACIONALY |
FORMULARIO UNICO DE SOLlCITUD DE PATEN e — —ﬁ-J
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL @3 Jcb. z0®
SOLICITUD DE:
@ X Patente de lnvenc:on [1 Patente de Modelo de Utilidad.
& Capitulo 1. {Vex. <S° e \g). Capitulo II.
@ Nombre: ADISSEQ FRANCE S.A.S. .
;omec&ad;on;htu:da y existente bajo las IDENTIFICACION
SOLICITANTE |'¢Yés defranca.
(71) Cc.C. O NIT ]
Direccion: 42 avenue Aristide Briand,
92160 Antony, C.E. O oro U
Francia Cual
Domicilio: Antony, Numero -
Francia
Nombre: EMILIO FERRERQ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 4% No. 72-35 cC. NIT O
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE|.. = - 211 86 50 C.E. [ oo [
O APODERADO ' Cual
E-mail: clientes@cavelier.com. : ua
Domicilio: Bogots, Colombia. Nuamero 438.019 T.P 31.929
' 1. Helene BOZE 2. Guy MOULIN
420 avenue du Docteur Jacques 130 chemin de la Draille,
Fourcade, 34980 Montferrier-sur-lez,
INVENTOR (ES) 34070 Montpellier, Francia
(72) Francia
PCT (86) \

Solicitud Internacional No. PCT/FR2006/001652 Fecha: 7 de julio de"2006
Publicacion Intemacional No. WO 2007/006952 A1 Fecha: 18 de enero de 2007

Titulo (54) ] ]
@ EFECTO SINERGICO DE LA COMBINACION DE FITASAS SOBRE LA HIDROLISIS
- DE ACIDO FITICO

@ Clasificacion Internacional (51) C12N 009/016

. Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
sikd ~noll FR 08 de julio de 2005 0507335
@ Comprobante de pago No.: 08-9.463 Fecha: 4 de febrero de 2008
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud por $ 501.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacion de prioridad.

Documento que acredita Ia existencia y representaciéon legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de |a solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacidén de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenides en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
FIGURA CARACTERISTICA

@E Oob O0O00 HMOOX IZDIZIO

@ Solicito la concesidn de la patente,

NOMBRE: EMILIO FERRERO

-
FIRMA : é-a_Q——» Z_,._N

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

SCT
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. {X] Publicacién Internacional WO 2007/006952 A1
Descripcion:
Paginas 25 en el idioma original
Paginas 28 en espafiol
Reivindicaciones: Nimero (s) 22

Figuras: Numero (s) 3
2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Blasqueda Internacional.

3. XExtracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL




CAVELIER 184
ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N* 72-3_5
-BOGOTA, 8 - COLOMBIA

Representacion y puder con autenticacion notarial y Apostitle
para patentes, modelos de utitidad, disefios industriales,
marcas de fabrica y de servicio, nombres comerciales, ensefias,

nombres de dominio, lemas comerciales, licencias. O

Representation et Pouvuir avee authentification nutariake et
Apostille pour brevets, wwodéles d'utilité, dessins industricls;
margues de fabrique, de
enseipnes, noms du domaiue, slogaus, licences.

service,  nums  cummercisux,

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION ET POUVOIR

2 13300
6332,
Y0 (itusulrus), abuju lirnada(s) 7 Je (ious) suussizug (s)
ADISSEQO FRANCE S.A.8
donuciliadu (s) en/résidant (3) _ 42, Avenue Aristide Briund, 5

Y2160 Autony, France

pur el presente panbranos o EMILIO FERRERQ, pa. 3192y
GONZALO PERDOMO, tpu. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, 1pu.
23555 y GERMAN CAVELIER, 1pu. 832, domiciliados en lu Carrera 4

72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo dispuesto en el
pardgrafo lo del Articulo 543 del Codigo de Comercig, ¢l primero como
principal y los demds como suplentes, en su orden, como mis (nuestros)
representanics en todus los asuntos de propiedad industrial con facultad
pura recibir notificaciones  y  nombrar  apoderados  judiciales o
extrujudiciales. El primer represcutante suplente reemplazurd al principul
en cuse de ausencia o impedimento temporal o definitivo de aquél. Lu
mistio regly se aplicard cuandu el segundo representanie suplente huyu
de reempluzir ul primero, o el tercero al segundo. En tales cusus, el
representante principal, o ¢l primero, o segundo suplente, en su cuso, o
ambos, declararan su intencidn de no cjercer la representacion mediante
declaracion autenticada por Notario Pablico en Colombia, o por Notario
u otro Funcionario Publico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si
se trature de impedinientu, ¢on ¢l certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados tultare definitivamente, el siguiente tomurd su lugar. Cuando
cesiare Ju ausencia o impedimento del representante principal, o de su
primergy v segundu suplentes, en su caso, podrdn ejercer  u
representucion, en su urden, uno u otrus sepdn el cuso, usunuéndola por
el solo hecho de gjercerla, cesundo en ese momento el ejercicio de la

esentacidén por el primero, segundo o tercer suplente en su caso.

Adends, contiery (Conterinus) puder o dus abugadus armiby punibradus,
para obtener la prulcccién‘de mi {nuesira) propiedad industrial y contra
fu competencia desleul, u cuyo efecto autorizo (amos) a los dichos
apuderados para que me (nos) representen ante cualesquiera entidades o
personus, ejerzan ¢ no jurisdiccion, especialmente ante lus del orden
administrutivo, contencioso-administrutivo y judicial, asi como los
tribunales de wbitrumento, ¢n todo lo concerniente u los siguientes
asuntos: 1) Obtencidn de putentes de invencion, mudetos de uiilidud y
disefios industriales; el regisro de marcus de fabricy, colectivas,
defensivas, de serviciu, lemuas conierciules, numbres coinerciales,
nsedas, nonbres de dominiv, variedades vegetales y denoniinaciones de
origen;  su renovacion, traspaso, cambio de numbre o domicilio,
cuncelacion voluntaria; y el registro de licencius de usy de esus derechos;
b} Las acciones de competenciy desleal, proteceion del consumidor,
opusicion, cancelacién administrutiva y judicial, nulidud, medidas
cautelures, concesion dv licencias, lu witely, bt proteccidn de seeretos

industriules, y en general dos juicios civiles, penales, administeatives o

par et instrument désigne (désignons) EMILIO FERRERQ, pu. 3192y,
GONZALO PERDOMO, 1pa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, pa.
23555 o GERMAN CAVELIER, tpu. 832, domiciliés d Bogou,
Culombie, Carrera 4* N* 72-35, conformément au puaragraphe } de
I'Article 543 du Code de Commerce, le premier comme principal et les
autres comme suppléunts, dans leur ordre, comme (mes) (nos)
représentants duns toutes les affaires concernant la propriéié industrielle
ayant la fuculié de recevoir les notifications et de nomumer des mundataires
Jjudiciaires. ou extrujudiciaires. Le  premier représentunt  suppléant
remplacera le principul en cus d'ubsence ou d'emipéchement tetuporaire ou
définitif de cetuiDei. Lo méme régle seru appliquée yuand il faudra que le
deuxiéme représentant suppléunt remplace le premier, ou le troisiéme au
deuxiéme. Dans ces cas, le représentant principal, ou le premicr ou le
deuxiéme suppléunt dans leur cas, ou les deux, déclareront leur intention
de ne pus exercer la représentation moyennunt déclaration pur devunt
Nuotaire Public en Colombie, vu par devant Notire ou toul uutre
Fonctionnaire Public vu Consul de Columbie 3 V'éwrunger; et s'il s'agissait
d'empéchement, avec le certificat respectif. Sil'un des nommés venait &
manquer définitivernent, le suivam prendrait su place. Quand 'sbsence ou
'empéchement du représentant principal, ou de son premier ou second
suppléant dans leur cas, aura cessé, ils pourront exercer leur
représentation dans leur ordre, Fun vu les auires, suivant le cus, l'assumant
par le seul fait de l'exercer, cessunt 3 ce momentlJld l'exercice de la
représentation pur le premier, deuxiéme ou rvisiéme suppléant dans leur
Cus.

Pur uitleurs j'ochivic (nuus

13) Pouvuil uux uveculs ci-uvanl

mentignnés pour obtenir lu g l:&*gngnﬂrf_umav(nutrc;};Rr@_pgyggghqlgluslrlullc
G 30OTA, NN, ¢ ¥

Hieytneet cffel;- J,mlonsciﬁdﬁ%&lcnsonh)
U Sall]

: T mcr dz.\/ant’tuule::::nme ou
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Ty ‘judltldltl. _winsi g

et contre la concurrence delpy

lesdits fondés de pouvoir :‘xi’m

: . ‘o k)
industricls; le dépdt de murygues L.llVLb dc.luﬂ;llvu, de

services, de sloguns, de noms merciauy, d’msc:gncs noms du

domuine, de wvaridlés végétales d’appellations  d'origine;  leur
renouvellement, transfert, changement de nom ou de domicile, radiution
volontaire, et l'enregistrement des conteuts de licence; b) les uctions de
concurrence déloyale, de protection du consummuteur, d'oppusition, de
radiation administtative ou judiciaire, Jannulution, de contretugon, de
licences, de wielle, de prowction des secrets indusiricls, et les procés

civils, pénuux, adnunistratits ou contenticux-asdministratifs dyum train 4



contencivso-udministrativos relucionados coin estos derechos; ucciones y ces droits; les actions et les procés etublis pur wol (nous) vu contre moi
Procesus que promuovamos o s¢ nus promusvan. Y para yue en todos los (nous); et <) atin que pour twutes les questions mentionnées ci-dessus, ils
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, transigir, puissent substituer ce pouvoir, transiger, concilier, admetire les faits du
conciling, admitit los hechos del proceso, desistir, cuncelar, recibir, procés, se désister, annuler, recevoir, renoncer et ratifier les actes des
renunciar y ratificur los getos de agentes oficivsus. agents officieux ou des personnes sans mandat.
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CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

El infrascrito Notario Certifica: Que la firma que antecede de
¢s uuténtica; que el signatario desempenia actualinente el cargo
de

de la compaiiia _ADISSEQ FRANCE S.A .S,
sociedad que actualmente existe y es1a organizada de acuerdo a
las leyes de _Francia

que la direccidn de dicha compania es _42, Avenue Aristide
Briand, 92160 Antouy. Francia

y que el signatario tiene facultad para otorgar este documento.

Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivas y de twdo ello da fe.

Dudo y tirmado en_

El

.

ATTESTATION NOTARIEE (SOCIETES)
Je, soussigné Maiwre Notaire, certifie conforme la signature de
Wionyigun asd  WOLEF
Par ailleurs, je cc;()iﬁc également que la signatire exerce
actuellement la fonction de b iecfeun Tudus el
el guaelire, 4 A
sociéé _ADISSEQ FRANCE S.A.S.

une société légalement constituée et existant selon les lois de
France

>

domiciliée 42, Avenue Aristide Briand, 92160 Antony, France

L]
et que celui-ci est ddment autorisé a concéder le présent
documeit.

{au vu des documents dont j’ai pris
et dont je tais foi.

Fait ¢l signé &

PARS

e 04 Novewmbs 2004 .

@.ﬁ

l. Pays:

Le present acte public

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 vctobre 1961)

Altesté

........... i

2. a1 signé par ... el
3 agissant en qualité de..............
4. est revétu du sceau/timbre de ..
5. a.

7. Pl
8. sous No. oo,
9. Sceau/timbre

ey o
"o ARIO SERY
; IE ROGOTA, HAGO
FOTOCOPLY GOINGID®
Ta ULETWE TENID

CON EL ORISINAL
P A LA VIST,

§

10. Signature
v

! 72 BLARALAS
0 (E)
4
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TRADUCCION OFICIAL No. 433/04 DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN
FRANCES, EL CUAL PARA SU IDENTIFICACION SE SELLA CON EL SELLO
DEL TRADUCTOR. ESTA ES UNA TRADUCCION OFiCIAL EFECTUADA EL DIA
20 DE DICIEMBRE DE 2004 POR JEAN-JACQUES TURPIN, C.E.: 193849 DE
BOGOTA, TRADUCTOR OFICIAL SEGUN RESOLUCION No. 2680/91 DEL 19

DE DICIEMBRE DE 1991, EXPEDIDA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA DE
COLOMBIA.

Autenticaciones que se hallan a continuacion de un documento de representacion
y poder conferido en francés y espanol por ADISSEO FRANCE S.A.S. domiciliada
en 42, Avenue Aristide Briand, 92160 Antony, Francia y otorgado a los Doctores
Emilio Ferrero TPA 31929, Gonzalo Perdomo TPA 831, Luz Clemencia de Paez
TPA 23555 y German Cavelier TPA 832, todos domiciliados en Bogota, Colombia,
Carrera 4 No. 72-35.

[?ado en Paris, el 04 de noviembre de 2004. Firma ilegible del Senor Geérard

WOLFF, Director Industrial y Calidad de Adisseo France S.A.S.

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDADES) - Legalizacion, por parie del
Notario Pommery, de la firma de Gérard WOLFF quien desempefa el cargo de
Director Industrial y Calidad de la compania ADISSEO FRANCE S.A.S., una
sociedad legalmente constituida y existente de acuerdo con las leyes de Francia,
domiciliada en 42, Avenue Aristide Briand, 92160 Antony, Francia Ademas, dicho
Notario certifica que el signatario tiene facultad para otorgar el presente
documento. Los hechos anteriores le constan por haber examinado los
documentos respectivos y de todo ello da fe.

Dado en Paris, el 04 de novieinbre de 2004. Firma ilegible.

Setlo: Bailly - Pommery — Gauro — Notarios Asociados de una SCP - 30, rue de la

Boétie, Paris 8°. “ Hagucgin Oticial o, 453/ ﬂ %

IEAN » JAGOUES H. TURPIN

Tradugor o lasbrrere Oficial
1 FRANCES - (ESPARGL

Ras. Minjusiicig No. 2680497
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10. -

APOSTILLA
(Convencidn de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Republica Francesa
El presente documento publico
ha sido firmado por el Sefior Pommery
obrando en calidad de Notario
con sello de su Notaria
CERTIFICADO
En Paris 6. - El 16 de noviembre de 2004
Por:el Procurador General ante el Tribunal Superior
Bajo el numero 136777

Sello: Tribunal Superior de Paris — Republica Francesa.

Firma ilegiple.

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en los archivos de esta

oficina para confrontacién y a la cual me remito.

Traduccion oficial No. 433/04 oo Oiicial o ;4 ‘3 3 / ﬂ.é

- Colo: 14605-803-001-7 IEAN « JAGQUES H. TURFIN

Traducsor & Inmérprete Oticial
RANCE - ESPANOL

Traductor: Jean-Jacques Turpin. hes. Miniusticia No. 2680/91

Bogota, D.C., 20 de diciembre de 2004. %

Pt
CINGYLDT
HALO CONGTAR QuE La -
S g NNGIDE GON EL ORIGINAL,

TENIDU A L5 VG §

ENE 2008
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(12) DLMANDE INTERNATIONALE PUBL[EIL EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION
EN MATiERE DE BREVETS (PCT)

{19) Organisation Mondiale de 1a Propriété
Intellectuelle
Bureau intemational

.IWWWMMWMWMMMMWWWMWWWWMWWWWML

(10) Numéro de publication internationale

WO 2007/006952 Al

43) Datc| dela publical;ioh internationale
18 janvier 2007 (18.01.2007)

(51) Classilication internaticnale des brevets : (81) Etats désignds (sauf indication contraire, pour toul tiire de
CI2N 9716 (2006.01) CIZP 3/00 (20006.01) - pratection nationale disponible) : AE, AG, AL, AM, AT,
Ci2P 718 (2006.013 A23K 1165 (2006.01) Al AZ BA, BB, BG,BR, BW,BY, BZ, CA, CH,CN, CG,

CR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, I, GB,

(21) Numéro de la demunde internalionale : GD, GE, GH, GM, HN, HR, HUJ, D, IL, IN, IS, JP, KE,

| PCT/FR2006/001652 KG, KM, KN, KP, KR, KZ, LA, LC, LK, LR LS, LT, L.U,
LV, LY, MA, MD, MG, ME, MN, MW, MX, MZ, NA, NG,
(22) Dale de dépdt international @ 7 juillet 2006 (07.07.2006) NE, NO, NZ, OM, PG, P, PL, PT, R3, RS, RU, 8C, 8D,
SE, 8G, SK, S1, 8M, 8Y, T1, TM, TN, TR, TT, TZ, UA,

(25) Langue de dépit : frangais UG, US, UZ, ¥C, VN, ZA, ZM, ZW.
(26) Langue' de publication ; frﬁngais (84) Etals désignés (sauf indication contraire, pour tout ttre

de pratection régionale disponible) 1 ARIPO (BW, GH,

(30) [Jonnmls relalives o 1a prlorlte : ) GM, KE, LS, MW, MZ, NA, 5B, SL. SZ. TZ. UG, ZM,

0507335 8 juillel 2005 (08.07.2005)  FR s ZW), eurasien [AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, REJ, TJ, TM),

o eurcpéen (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DB, DK, EL, ES, FI,

FR, GB, GR, HU, IE, 18, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL, PT,

RO, SE, 81, SK, TR}, OAPI (BFE, B), CF, CG, CI, CM, GA,
GN, GQ, GW, ML, MR, NE, 8N, TD, TG).

(71) Depnmlnt (pour lous les Btais deszgnés sauf (/8) 1 ADIS-
SEO FRANCE S.AS. [FR/FR]; 42, avenue Aristide
Briand, 'F-92160 Antony (FR).

‘ Publiée :
(72) Lnventeurs; el — avec rapport de recherche internationale
(75) Inventeurs/D¥éposants (pour US sewlement) : BOZE, . ,y4p Lexpiration du délai prévu poar la medification des
Heéléne [FR/FR]; 420, avenue du Docteur Jacques Four- revendications, sera republide si des modificarions sont re-
cade, *-34070 Montpellier (FR). MOULIN, Guy [FR/FR]; cites
130, chemin dz la Draille, F-34980 Mentferrier-sur-Lez
(FR). En ce qui concerne les codes a dewx lettres et anires abrévia-

l
[ rions, se référer aux "Notes explicatives relutives aux codes et
{74) Manda' faire : CABINET GERMAIN & MAUREAU, abréviations” figurant au debur de chague numéro ordinaire de
B.P. 6153, F-69466 Lyon Cedex 06 (FR). la Gazette du PCT.

(54) Title: SYNERGISTIC EFFECT OF THE COMBINATION OF PHYTASES ON HYDROELYSIS OF PHYTIC ACID

(54} Titre : iEFFE’I‘ SYNERGIQUE DE L'ASSOCIATION DE PHYTASES SUR LHYDROLYSE DE L’'ACIDE PHYTIQUE

| . . o
{57) Abstract: The invention concems compositions and methods cembining ar Jeast two phytases for hydrolyzing phylic acid
{myo-inosilo] hexakis phosphate) into inorganic monophosphates, into myo-inositols with lower degree of phosphorylation and inte
free myo-inasitol, Said cempositions and methods are of particular interest for animal fezding.

2007/006952 A 1 I T 00 OO 00 60 0 0 O

|
(57) Abrigé : Compasilions ct procédés associant au meins deux phytases pour Mhydrolyse de 'acide phytique (myo-inositol hexa-
kis phosphate) en monophosphates inorganiques, en myo-inositols de degre de phospherylation inférieur et en myo-inositol libre,
Ces cnmpo&utjons et procédés présentent en particulier un intérdt pour l'zlimentation animale,

I
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WO 20b7/006952 -1 - PCT/FR2006/001652
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Syn%rgistic effect of the combinatiosn of phytases on

! hydrolysia of phytic acid

The invention relates to the synergistic effect of the

combihation of phytases on phytic acid hydrolysis.

Phytic acid salts (myo-inositol ® hexakisphosphate) or
phytates (myo-inositol hexakis dihydrogen phosphate}
are éhe major storage form of phosphorus in cereals,
1eguqinous plants and oil-yielding plants. They thus
consditute the main source of phosphorus in plant-based
anim&l feeds, the main components in the diets of
monogastric animals (poultry and pigs). However, the
bioavailability of this phosphcrus in feeds is limited
for these animals. This is hecause they do not possess
the !intestinal enzymes that degrade phytates in
sufficient amount to allow phytate hydrolysis and thus
provﬂde the amounts of inorganic phosphate that they
require. In addition, phytic acid is an antinutritional
factcr, which forms complexes with proteins and ions
{Fe?* ca®', zZn®*, Mg®) and thus decreases the
avaiﬂability of these elements.

The feed intake of poultry and pigs must therefore be
supplemented with inorganic phesphate, while the
phothorus of the phytates is excreted and contributes

\ . 5 .
to the eutrophication of surface water in areas where

there is intensive rearing of monogastric animals.

Phyt?ses {myo-inositol hexakisphosphate 3+ and 6-
phos?hohydrolases EC 3.1.3.8 and 3.1.3.26) are part of

the family of histidine acid pheosphatases. Phytases are

hexakisphosphohydrcolases which hydrolyse the
phosphoester bonds in phytic acid or phytate. Thus,
they‘ catalyse - the hydrolysis of myo-inositcol
hexagisphosphate (phytic acid, 1InsPg} to inorganic

monoéhosphates and to myo-inositol phosphates with a
i
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lower degree of phosphorylation (InsP; to InsP;) and to

free myo-incsitol in certain cases.

Two classes of phytase exist, differentiated only by
the position of the first phosphate hydrolysed. 3-
Phytases (EC 3.1.3.8) hydroclyse the phosphate in the 3-
posgition and 6-phytases (EC 3.1.3.28) hydrolyse the
phosphate in the 6-pesition. ' '

These enzymes, used as an additive in animal nutritionmn,
make it possible, firscly,‘to increase the availability
of the phytic phosphorus and, secondly, tc improve the
digestibility cof the feeds. In additicn, the release of
phytic phosphate considerably decreases the costs due
to sgupplementation with phosphate, and alsc the

pellution caused by an excess of excreted-phosphates.

Phytases are produced by a large variety of organisms:
plants, animals and especially microorganisms. These
phytases have very different biochemical
characteristics, in particular their activity as a
function of pH and their temperature stability. In
addition, these enzymes exhibit differences in terms:
(a} of - their effectiveness 1in hydrolysing all the
phosphates, (b) of their stereospecificity and (¢} of
their affinity with respect to inositol phosphateé.

Among phytase-producing microcorganisms, mention will in
particular be made of: fungi of the genera Aspergillus,

Penicillium, Mucor and Rhizopus, bacteria: Pseudomonas

sp., Klebsiella sp.. Escherichia coli, Enterobacter
sp., Bacillus subtilis  and yeast: Saccharomyces
cerevisgsiae, Candida tropicalis, Torulopsis candida,
Debaryvomyces castellii, Debaryomyces occidentalis
{synonym Schwanniomyces castellil), Kluyveromyces

fragilis.
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Numerous microorganism phytases have already been
gtudied and used in various agro-industrial
applications. The effectiveness of these enzymes in the
feed and in the course of digestion in the animal
depend con their ability to maintain their potential,
irrespective of the various conditions encountered
during the feed preparation steps and in the digestive
tract. ' Preparation of the feeds requires
thermoresistant enzymes, whereas the pH values range,
for exampie, between 5.02, 2.75, 6.28, 6.63 and 5.98
during passage through the various crep, stomach,

ducdenum, jejunum and ileum compartments of poulcry.

Most of the phytases described to date only partially
hydrolyse phytic acid and some with very slow kinetics.
Thus, numerous phytases hydrolyse only 5 phosphate
bonds of phytic acid, 1i.e. 83% of the potential
rhesphorus.

To date, among yeast, only the phytase of the yeast
Schwanniomyces occidentalis has been degscribed as being
capable of hydrolysing all the phosphate bonds of
phytate (EP 0 6§99 762 and Segueilha L., Lambrechts C.,
Boze H., Moulin G., Galzy P., (1992) Purification and
properties of a phytase from Schwanniomyces castellii,
J. Ferm. Biceng., 74, 7-11).

Under experimentél conditions, complete hydrolysis of

phytate or of phytic acid is not, however, obtained.

In order to cbtain a more effective hydrolysis of
phytic acid, it has thus been proposed to combine
various phytases. '

WO 98/30681 describes the combination ¢f phytases
having various stereospecificities, and in particular
the combination of 3-phytase and of 6&-phytase. This

document describes in particular the combinaticn of a

1
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Peniophora lycii 6-phytase and an Aspergillus niger 3-

phytase (phytase Nove™).

US 6,183,740 also describeg the combination of phytases
of various specificities and alsc the combination with

other acid phosphatases.

Complete hydrolysis of phytic acid to phosphate and to

inogitol is not, however, observed.

The problem that the present invention is intended to
solve consists in  improving the rate and che
ef fectiveness of hydrolysie of phytic acid in order to
cbtain complete hydrolysis‘ of phytic acid in wvarious
agro-industrial applications.

This problem is solved by the compeositions and the
methods ¢f the present inventicn in which at least two
gpec¢ific phytases are combined. Advantageously, the
compogsitions of the present invention allow complete
hydrolysis of all the phosphate groups of phytic acid
by wvirtué of the synergistic effect cobserved.
Advantageously, the compositions of the present
invention are active in a wide-pH range suitable for
agro-industrial applicaticns of phytases, and in
particular for applications in the animal nutrition
field. Another advantage of the present invencion 1is
that the phytases ugsed are thermostable.

Sequence description

SEQ ID No. 1: Schwanniomyces castellii phytase.
SEQ ID No. 2: Debaryomyces castellil phytase.
SEQ ID No. 3: Agpergillus niger phytase.

SEQ ID No. 4: Penicillium funiculosum phytase.
SEQ ID No. 5: Peniophora lycii phytase.

SEQ ID No. 6: Sequence encoding wheat phytase.
SEQ ID No. 7: Wheat (Triticum aestivum) phytase.
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Description of the invention

A subject of the invention is a composition combining
at least two phytases for the hydrolysis of phytic acid
{mye-inogitol 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate),
comprising:

- a first phytase exhibiting at least 80% identicy
with the phytase of SEQ ID Nc. 1 or exhibiting at
least 80% identity with the phytase of SEQ ID
No., 2;

- a seccnd phytase exhibiting at least BO%Iidentity
with the phytase cf SEQ ID No. 3.

Preferably, the first phytase 1isg a 3-phytase which
catalyses the hydrolysis of the six phosphate bonds of
phytic acid. '

Preferably, the firstc phytase hasg an optimum
temperature of betweenh 55%°C and 80°C and an optimum pH
of between pH 3.5 and pH 5.

In a preferred embodiment, the first phytase is a
phytase- of - the yeast Schwanniomyces castellii or a

phytase of the yeast Debaryomyces castellii.

In another preferred embcediment, the first phytase is

the phytase of SEQ ID No. 1 or the phytase of SEQ ID

Nc. 2.

Preferably, the second phytase is a 3-phytase which
catalyses the hydrolysis of at least five phosphate
bonds of phytic acidg.

Preferably, the second  phytase hag an  optimum

temperature of between 50°C and 60°C and an optimum pH
of between pH 2 and pH 6.
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In a preferred embodiment, the second phytase is an

Aspergillus niger phytase.

In another preferred embodiment, the second phytase is
the phytase of SEQ ID No. 3.

Preferably, the compositions according to the invention
consist of a nutritional additive for animals or of an

animal feed.

A subject of the invention is also the use of a
composition according to the invention, for the
manufacture of a nutritional additive for animals or of

an animal feed.

A subject of the 1invention 1is also the use of a
composition according to the invention, for increasing
the availability of phytic phosphorus and improving the
digestibility of animal feeds.

The present invention also relates to a method of
hydrolysis of phytic acid (myo-inositol 1,2,3,4,5,6-
hexakisphosphate) to inorganic monophosphates, to myo-
inositols with a lower degree of phosphorylation and to
free myo-inositol, comprising the following steps:

- a first phytase exhibiting at least 80% identity
with the phytase of SEQ ID No. 1 or exhibiting at
least 80% identity with the phytase of SEQ 1ID
No. 2 is provided; »

- a second phytase exhibiting at least 80% identity
with the phytase of SEQ ID No. 3 is provided;

- the phytic acid is simultaneously brought into
contact with the first phytase and the second
phytase.

Preferably, the first -phytase 1is a 3-phytase which

catalyses the hydrolysis of the six phosphate bonds of
phytic acid.
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Preferably, the first . phytase |has an optimum

temperature of between 55°C and 80°C and an optimum pH

of between pH 3.5 and pH 5.

In a preferred embodiment, the first phytase is a
phytase of the vyeast. Schwanniomyces castellii or a
phytase of the yeast Debaryomyces castellii.

In a parcicularly advantageous embodiment, the first
phytase is the phytase of SEQ ID No. 1 or the phytase
of SEQ 1D No. 2.

Preferably, the second ‘phftase is a 3-phytase which |

catalyses the hydrolyeis of at least five phosphate
bonds of phytic acid.

Preferably, the second phytase hag an cptimum
temperature of between 50°C and 60°C and an optimum pH
cf between pH 2 and pH 6.

In an advantagecus embodiment, the second phytase is an
Aspergillus niger phytase. '

In a ﬁarticularly advantagecus embodiment, the second
phytase is the phytase of SEQ ID No. 3.

A subject of the invention is also a kit or assembly

for feeding animals, comprising; .

- the Schwanniomyces castellii phytase of SEQ 1ID
No. 1 or the Debaryomyces castellii phytase of SEQ
ID No. 2;

- the Aspergillus niger phytase of SEQ ID No, 3,

The compesiticns according to the invention combine a
first phytase exhibiting at least 80% identity with the
phytase of SEQ ID No. 1 or exhibiting at least 80%
identity with the phytase of SEQ ID No. 2; and a second

o
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phytase exhibiting at 1least 80% identity with the
phytase of SEQ ID No. 3.

Surprisingly, this specific combination of phytases
makes it possible to obtain a synergistic effect on the
hydrolysis of phytic acid. The compositions according
to the invention thus catalyse a rapid and complete
hydrolysis of phytic acid in a wide pH range.

The term “phytase” is intended to mean myo-inositol
hexakisphosphate phosphohydrolases (EC 3.1.3.8 and
3.1.3.26). These enzymes catalyse the hydrclysis of
myo-inositol 1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate (phytic acid,
InsPg) to inorganic monophosphates and to nwo-inbsitol
phosphate with a lower degree of phosphorylation (InsPs
to InsP;) and to free myo-inositol for certain
phytases.

The compositions according to the invention comprise a
first phytase‘exhibiting at least 80% identity with the
phytase of SEQ ID No. 1 or exhibiting at least 80%
identity with the phytase of SEQ ID No. 2.

The phytase of SEQ ID No. 1 is a phytase of the yeast
Schwanniomyces castellii, while the phytase of SEQ ID
No. 2 is a phytase of the yeast Debaryomyces castellii.

These phytases have very similar catalytic properties
and are therefore interchangeable in the phytase
combinations according to the invention,

Preferably, the first phytase exhibits at 1least 80%,
90%, 95%, 98%, and preferably at least 99%, of amino
acids that are identical with the phytase of SEQ 1ID
No. 1 or exhibit at least 80%, 90%, 95%, 98%, and
preferably at least 99%, of amino acids identical with
the phytase of SEQ ID No. 2.
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Preferably, the first phytase has the same properties
and in particular the.same catalytic properties as the
phytases of SEQ ID No. 1 and of SEQ 1ID No. 2.
Preferably, the first phytase is isolated from other
strains of Schwanniomyces castellii or of Debaryomyces
castellii or from other yeast. Alternatively, the first
phytase can be obtained by site-directed mutagenesis
techniques, for example.

The expression “amino acids that are identical” 1is
intended to mean amino acids which do not vary between
two sequences. The first phytase can exhibit a
deletion, an addition or a substitution of at least one
amino acid with respect to the phytases of SEQ ID No. 1
or of SEQ ID No. 2.

The phytases of SEQ ID No. 1 and of SEQ ID No. 2 have
commorn catalytic broperties. According to the
invention, the first phytase used in the compesitions
and the methods according to the invention exhibit a
degree of identity with the phytase of SEQ ID No. 1 or
of SEQ ID No. 2 and conserve these common catalytic
properties.

Preferably, the first phytase has 3-phytase activity.
Preferably, the first phytase catalyses the hydrolysis
of the six phosphate bonds of phytic acid.

The 3-phytases (EC 3.1.3.8) hydrolyse firstly the
phosphate in the 3-position.

A phytase capable of hydrolysing all the phosphate
bonds of phytic acid (1-, 2-, 3-, 4-, 5- and 6-
positions) catalyses the hydrolysis of myo-inositol
1,2,3,4;5,6—hexakisphosphate (phytic acid, 1InsPg) to

inorganic monophosphates and to free myoc-inositol.
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Many phytases hydrolyse only 5 phosphate bonds of
phytic acid, i.e. 83% of the potential phosphorus.
These enzymes hydrolyse phytic acid to myo-inositol
monophosphate but not to free myo-inositol.

The expression “activity of the phytase” is intended to
mean the enzymatic activity of the phytase. This
activity is expressed in International Units (I.U.) per
milligram of protein. One I.U. of enzymatic activity is
the catalytic ability to convert one micromole of
substrate per unit of time, at a given pH and at a

given temperature.

Preferably, the first phytase has an optimum
temperature of between 55°C and 80°C and an optimum pH
of between pH 3.5 and pH 5.

In a preferred embodiment, the first phytase is a
phytase of the yeast Schwanniomyces castellii or a
phytase of the yeast Debaryomyces castellii.

In another particularly advantageous embodiment, the
first phytase is the phytase of SEQ ID No. 1 or the
phytase-of SEQ ID No. 2.

The compositions according to the invention comprise at
least a second phytase exhibiting at least 80% identity
with the phytase of SEQ ID No. 3.

The phytase of SEQ ID No. 3 is a phytase of the
filamentous fungus Aspergillus niger.

Preferably, the second phytase exhibits at least 80%,
90%, 95%, 98%, and preferably at least 99%, of amino
acids that are identical with the phytase of SEQ 1ID
No. 3.
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Preferably, the second phytase conserves the properties
and in particular the catalytic properties of the
phytase of SEQ ID No. 3. Preferably, this phytase is
isolated from other strains of Aspergillus niger or
from other filamentous fungi. Alternatively, this
phytase can be obtained by site-directed mutagenesis

techniques, for example.

The expression “amino acids that are identical” 1is
intended to mean amino acids which do not wvary between
two sequences. The second phytase can exhibit a
deletion, an addition or a substituticon of at least one
amino acid with respect to the phytase of SEQ ID No. 3,

According to the invention, the second phytase used in
the compositions and the methods of the invention
therefore exhibits a degree of identity with the
phytase cof SEQ ID No. 3 and conserves the catalytic
properties of the latter.

Preferably, the second phytase is a 3-phytase which
catalyses the hydrolysis of at least five phosphate

bonds of phytic acid.

Preferably, the second phytase has an optimum

temperature of between 50°C and 60°C and an optimum pH

of between pH 2 and pH 6. Even more preferably, the
second phytase has a first optimum pH of between pH 2.5
and 3.5 and a second optimum pH of between pH 4.5 and
5.5.

In a preferred embodiment, the second phytase is an

Aspergillus niger phytase.

In an advantageous embodiment, the second phytase is
the phytase of SEQ ID No. 3.
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The enzymatic activity of a phytase varies in
particular as a function of the pH. Phytases thus have
pH ranges (or spheres) 1n which their enzymatic
activity is higher or optimal. The term *“range” 1is
intended to mean a given pH sphere or interval. Two
phytases have enzymatic activities in complementary pH
ranges when these phytases have an activity in
different pH ranges. Preferably, these ranges overlap
or.partially superimpose. Typically, the phytases have
a higher enzymatic activity at an acidic pH. Two
phytases having complementéry pH ranges have thus, for
example, a maximum enzymatic activity'between pH 2 and
pH 4 for the first phytase and a maximum enzymatic
activity between pH 4 and pH 6 for the second phytase.
In the compositions and the methods of the present
invention, the first and the second phytase preferably
have complementary pH ranges or complementary optimum
pHs. The compositions and the methods according to the
invention thus allow hydrolysis of phytic acid in a
wide pH range.

The methods of measuring and of identifying the degree
of identity between polypeptides are known to those
skilled- in the art. Use may, for example, ‘be made of
Vector NTi 9.1.0, alignment program AlignX (Clustal W
algorithm) {Invitrogen INFORMAX,
htep://www.invitrogen.com) . Preferably, the default
parameters are used.

The phytases of the compositions and methods according
to the invention are isolated or purified from their
nacural environment. The phytases can be prepared by
means of various methods. These methocds are 1in
particular purification from natural sources such as
cells naturally expressing these phytases, production
of recombinant phytases by appropriate host cells and
subsequent purification thereof, production by chemical

synthesis or, finally, a combination of these various
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approaches. These wvarious methods of production are
well known to those skilled in the art. Thus,. the
phytases used in the compcsitions and the methods of
the present invention can be igelated from
Schwanniomyces castellii, from Debaryomyces castellil
or .from Aspergillus niger. In another embodiment, the
phytasés . of the present invention are isolated from

recombinant host organisme.

Preferably, the compositions according to the invention
consist of a nutritional additive for animals or of

animal feed.

A subject of the invention is also the use of a
composition according to the invention, for the
manufacture cf a nutriticnal additive for animals or of

an animal feed.

The present invention therefore also relates to feed
additives that provide a phytase activitcy. The
provision of this type of enzymatic activity makes it
possible to improve the digescibility o©f the feed and

to improve its nutritional value.

The term “nutritional additive” is intended to mean a
substance intentionally added to a feed, generally in
small amcounts, s8¢ as to improve 1ts nutritional
chdracteristics or its digestibility. The nutritional
additives for animals can, for example, contain

vitaming, mineral salts, amino acids and enzymes.

The present invention alsc relates to the animal feeds.
These feeds are usually in the form of meals or of
granules intc which the additives according to the
invention are incorporated. The term “feed” is intended
to mean anything that can ke used for feeding animals.

For the intensive rearing of animals, the animal feeds

-usually comprise a nutriticnal base and nutriticnal
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additives. The term “nutritional base” is intended to
mean that which constitutes most of the animal’s food
intake, consisting, by way of example, of a mixture of
cereals, of proteins and of fats of animal and/or plant

origin.

The nutritional bases for animals are suitable for the
diet of these animals and are well known to those
skilled in the art. Usually, these nutritional bases
comprise, for example, maize, wheat, pea and soybean.
These nutritional bases are suited tc the needs of the
various animal species for which they are intended.
These nutritional bases may already contain nutriticnal
additives such as vitamins, mineral salts and amino
acids.

In a preferred embodiment, the invention relates to
feeds for monogastric animals, and in particular for
poultry and pigs. The poultry comprise in particular
laying hens, chickens for meat, turkeys and ducks. The
pigs comprise in particular growing and finishing pigs
and also piglets.

A subject of the invention 1is also the wuse of a
composition according to the invention, for increasing
the availability of phytic phosphorus and improving the
digestibility of animal feeds.

The compositions and the methods according to the
invention combine a first phytase capable of
hydrolysing all the phosphate bonds of phytic acid,
chosen from Schwanniomyces castellii phytases and
Debaryomyces castellii phytaseé, and a second phytase
capable of hydrolysing at least five phosphate bonds of
phytic acid and having an enzyme activity in a pH range
complementary to the pH range of the first phytase.

Figures
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Figqure 1: Comparison of the kinetics of hydrolysis of

phytic acid at various pHs for the 6 phytases alone or
combined in pairs. The results are expressed as % of

theoretical phosphates released.

Figure 2: Percentage hydrolysis of phytic acid by the

various phytases after reaction for 120 minutes.
({A) phytases alcne, (B) combined phytases. The dotted
lines .correspond to the hydrolysis of 5 phosphate
bonds.

Figure 3: Comparison of the initial rates of hydrolysis
of phytic acid (umol.ml*.min"*) for 6 phytases at
various pHs. (A) phytases alone, (B) combined phytases.
The rates are calculated during the first 10 minutes of
the reaction.

Examples
Materials and methods

1. Phytase origins

s Aspergillus niger Natuphos (AN): batch R2503 or
batch 057NPHO2
Wim van Hartingsveldt, Cora M. J. van Zeijl, G. Marian
Hartevéld, Robin J. Gouka, Marjon E.G. Suykerbuyk, Ruud
G. M. Luiten, Peter A. wvan Paridon, Gerard C. M.
Selten, Annemarie E. Veenstra, Robert F. M. wvan Gorcom
and Cees A. M. J. van den Hondel ; Cloning,
characterization and overexpression of the phytase-
encoding gene (phyA) of Aspergillus niger. Gene, 127,
(1) 87-94 (1983)

® Peniophora lycii (PL): batch 172NHSO2
Lassens, S.F., Breinholt, J., Ostergaard, P.R.,
Brugger, R., Bischoff, A., Wyss, M. and Fuglsang, C.C.:
Expression, gene cloning, and characterization of five
novel phytases from four basidiomycete fungi:

Peniophora 1lycii, Agrocybe pediades, a Ceriporia sp.,
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and. Trametes pubescens. Appl. Environ. Microbiol. 67
(10), 4701-4707 (2001)

s Penicillium funiculosum (PF) : Godo Al1346
batch 1301
WO 03054198

s Wheat (B): Sigma reference P1259.
WO 0183763

» Schwanniomyces castellii (sC): produced in

‘Ccandida boidinii batch 10059 CN 25

EP 0931837
s Debaryomyces castellii strain CBS 2923 (DC).

2. Enzymatic method
The phytase activity is measured by following the
release of inorganic phosphate over time.

The activity is measured in the presence of 8 mM of
sodium phytate (Sigma) dissolved in a 200 mM sodium
acetate buffer, pH 5.5, at 37°C (5 wvolumes). The
reaction is triggered by the addition of the enzymatic
extract (1 volume). The zreaction is stopped by
acidification of the medium with 20% trichlorocacetic
acid (1 wvolume of reaction medium + 1 volume of acid).
The amount of phosphate released is determined after

various incubation times.

One enzymatic unit (U) is defined as the amount of
enzyme which releases one umole of inorganic phosphate

in one minute.

3. Conditions for hydrolysis of phytates at wvarious pHs
The hydrolysis is carried out at 40°C in 10 ml of
250 mM acetate buffer for pHs 4 to €.5 or of 200 mM
glycine buffer at pH 3, containing: 0.340 mM of sodium
phytate, 0.04 or 0.08 U/ml of phytase. Samples are
taken at varicus times for 120 minutes. The reaction is

stopped by the addition of trichlorocacetic acid.
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The phosphates are assayed directly without dilution.

4. Phosphate assay
The

colorimetry.

amount of phosphate released is

The

visualized by
prepared
sulphate (380 mM, 1
(12 mM, 4 wvolumes).
700 nm

visualization for 30 minutes at ambient temperature ({1

visualizing solution,

extemporaneously, contains iron
volume)

The

and ammonium heptamolybdate

absorbance is measured at

after

volume of reaction medium + 1 volume of visualizing

solution), using a UV/visible

(Beckman DU 530) .

spectrophotometer

established beforehand
potassium dihydrcgen phosphate.

A calibration line 1is with

Results
1. Phytases tested

The phytases tested differ from one another according

to various criteria: (1) biochemical

characteristics

(optimum pH, stereospecificity: 3, 4, or 6 phytases),

(2) number of phosphate bonds hydrolysed.

All these phytases have an optimum hydrolysis pH close

to 5; however, the AN and PL phytases have a second
optimum pH at 2.5. Three completely hydrolyse the
phosphates (SC, DC, wheat). The position hydrolysed
first is either the 3-posgsition (AN, PL, DC} or the 6-

position (PL), or the 4-position (wheat) (Table 1).
Table 1: Comparison of the biochemical characteristics of

the phytases

Optimum Number of Stereospecificity
\ Km Ooptimum phosphate (order of
Origin : temperature .
{uM) pH (°c} bonds hydrolysis of
hydrolysed | phosphate bonds)
Aspergillus
40/27 [2.5-5.5| 55/58 ] 3/4/5/6/1

niger‘
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Peniophora 6/3 (pHS.5)
i3 2.5-5.5 1|58 5
lycii® 3.6 (pH3 and 5.5)
Penicillium
550 4-5 50 5 or 6 3/4
funiculosum'®
Wheat ¥ 22 5-17 55 | s 4/3/5/6/1/2
Schwanniomyces
38 4.4 77 6 ?
castellii'¥
Debaryomyces
yomy 236 4-4.5 60 6 1/4a/5/6/1-2
castellii

(1) Ullah, A.H.J. and Sethumadhavan, K., (2003) PhyA
gene product of Aspergillus ficuum and Peniophora lycii
produces dissimilar phytases. Biochemical and
Biophysical Research Communications 303: 463-468

(2) WO 03054199 filed June 13, 2003 Bohlmann, R

Moussu, F., Nore, ©O., Pierrard, J., Saunier, D

Testeniere, ©O., New polynucleotide encoding fungal
phytase, useful as feed additive to improve phosphate
assimilation, alsoc new strain of Penicillium.

(3) Nakano, T., Joh, T., Narita, K., Hayakawa, T.
(2000) The pathway of dephosphorylation of myo-Inositol
Hexakisphosphate by Phytases from Wheat Bran of
Tricicum aestivum L. cv Nourin#6l. Biosci. Biotechnol.
Biochem., 64:995-1003 ‘

{(4) Segueilha, L., Lambrechts, C., Boze, H., Moulin,
G. and Galzy, P. (1992) Purification and Properties of
the Phytase from Schwanniomyces castellii. J. Ferment.
Bioceng. 74(1):7-11.

2. Comparison of the effectiveneas of phytic acid

hydrolysis by 6 phytases at various pHs

The study is carried out in the presenée of 0.340 mM of
phytate. The amount of'enzyme introduced corresponds to
0.08 U/ml of phytase, measured under standard
conditions at pH 5.5. The pH values tested are 3, 4,
5.5, 6, 6.5. The reaction is followed for 120 minutes.

Samples are taken over time, the reaction is stopped by
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acidification, and the phosphates are assayed by

colorimetry.

The comparison of the various phytases is carried out
as a function of the hydrolysis efficiency, i.e. the
percentage of phosphate released relative to the
theoretical percentage. The results are expressed in
Figure 1A.

According to the literature, 4 phytases (PF, SC, DC, B)
are capable of completely hydrolysing phytic acid to
incsitel and phosphate; 2 phytases (AN and PL)
hydrolyse only 5 bonds, i.e. 83% of the potential
phosphorus.

Under the conditions tested at pH 3 and PpH 4, 4
phytases (SC, PF, DC and PL) hydrolyse at least B80% of
the phytic acid. The wheat phytase is not very active
at pH 3 and pH 4. For pH values above pH 5.5, no
phytase hydrolyses more than 70% of the phytic acid.
The PF and DC phytases are not -very active at pH 6.5.
The AN phytase is the least sensitive to variations in
pH; however, it releases only 60 to 70% of the
phosphates, i.e. wvalues 10 to 20% lower than those
expected (Fig. 2A).

The comparison of the 1initial rates of phosphate
release show a great deal of heterogeneity between the
phytases (Fig. 3A). The most efficient phytase at
acidic pH is that of Schwanniomyces castellii, whereas
that of A, niger is the most efficient at pH values
above 5.5. The wheat phytase' is the 1least efficient

irrespective of the conditions tested.

3. Influence of pH on the rate of phosphate release in
the presence of combined phytases
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In order to improve the efficiency of phytic acid
hydrolysis, several combinations of two phytases are
tested. Each phytase is introduced at 0.04 U/ml, i.e. a
total value of 0.08 U/ml in the reaction tube., The DC
phytase, which hydrolyses 6 phosphate bonds, is
systematically tested in combination with the other
phytaées, which hydrolyse 5 or 6 phosphate bonds. Two
other combinations are also used to compare, firstly,
another combination of phytases able to release 6 and 5
phosphates (SC/AN) and, secondly, two phytases, PL/AN,
having very similar biochemical characteristics
(Fig. 1B).

An overall analysis makes it possible to show that the
combination of 2 phytases mostly  promotes the
efficiency of phytic acid hydrolysis. Although, under
the same conditions, no phytase completely hydrolyses
phytic acid, for 2 mixtures (DC/AN and SC/AN), 100% to
85% of the phosphate bonds are hydrolysed whatever the
pPH. For the DC/PL combination, a gain of approximately
20% at acidic pHs is also observed. The PL/AN, DC/PF
and DC/SC combinations provide 1little improvement
(Fig. 2B).

The comparison of the initial hydrolysis rates shows
that a strong synergistic effect exists for the SC/AN
combination and for the DC/AN combination compared with
the phytases alone and compared with the other phytase
combinations. The pH-related differences in hydrolysis
rate are minimized when the combination is wused. The
other combinations are less efficient, the sgynergistic
effect is visible only for certain pHs, for example for
DC/PL at pH 3 and pH 4 (Fig. 3).

The synergistic effect appears to be due, to a large
extent, to the ability of the phytases to hydrolyse all
the phosphates. In addition, the best combinations
concern phytases having complementary optimum pHs for
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activity (2.5-4.5). It should, however, be noted that
there is little synergistic effect for the phytases
that are the least effective in terms of hydrolysis
efficiency, such as that of wheat and of Penicillium

funiculosum.

4. Influence of the concentrations and of the
proportion of phytases on the efficiency of phytic acid
hydrolysis

We compared the influence of the amount of phytase
(dose effects) and of the proportion of the mixture of
phytases on phytic acid hydrolysis. Three combinations
were used, DC/aN, DC/PL and AN/PL, and 2 phytase
concentrations (0.04 and 0.08 U/ml}) were tested (Tabies
2 and 3).

Table 2: Comparison of the percentage phytic acid
hydrolysis for the various combinations, tested at two
final concentrations, 0.04 and 0.08 U/ml. The first
three columns give the values for the three phytases
alone at the concentration 0.08 U/ml. ’
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AN‘ - DC PL AN/DC AN/DC

(0.08U) {0.08U) (0.08U) (0.08U)  (0.04U)
DH 3 66 82 80 92 (;?;)
pH 4 69 a5 83 95 {1??%}
pH'5.5 - 55 63 67 . 92 (87%)
pH 6 : 72 42 . 64 94 {ggg)
pH 6.5 63 e 3a 75 {;22)
PL/DC BL/DC  AN/PL ;AN/PL
{0.08%) (0.04U). (0.08U} {0.040)
pH 3 o4 ({22) © 79 ' (;;;)
pH 4 100 {;EZ) -sg . (ég;}
pH 5.5 85 (52;) 70 (;z;)
2 e {;g;i
pH 6.5 35 (;g;) 61 (;22}

.The ' values between parentheses represent the ratio of

the wvalues obtained with 0©.04 U/ml tc those in the
presence of 0.08 U/ml.

/The percentages of hydrolysis during the study with the

mixture of enzymes (overall concentration 0.08 U/ml}
are higher than those determined with the enzymes alone
{0108 U/ml) and close to 100% for the AN/DC and PL/DC
mixturés, in a pH range varying frem 3 to 6. The AN/PL

mixture doesgs not significantly incfease_the percentage

" hydrolysis obszerved with each phytase taken separately.

The 2-fold reduction cof the overall .amount provided
(0.04 U/ml) does not induce a 2-fold decrease in
released phosphates. In certain cases, AN/DC and PL/DC
at pH 4 and .pH 5.5, and AN/PL at pHs 4 to 6, the
pefcentages of hydrolysis are equivalent to those
obgerved in the presence of 0.08 U/ml (Table 3).
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Tabie 3: Comparison of the initial rates of hydrolysis
(pmol/ml/min) of phytic acid for the various
combinations, tested at two final concentrations 0.04
and 0.08 U/ml.

The first three columns give the values for the three

phytases alone at the concentration 0.08 U/ml.

AN DC PL AN/DC - AN/DC

(0.08U) (0.08U) {0.08U) (0.08U)  (0.04U)
PH- 3 2.04 1.78 2.52 4.00 (14'27%0)
pH 4 4.98 3.96 5.36 6.49 (24'48%5)
pH 5.5  7.76 1.56 °  4.00 7.26 (12'68%6)
PH 6 7.91 0.39 2.87 7.53 (11‘40%4)
pH 6.5  5.09 0.00 0.85 3.71 ‘z;’z?
PL/DC . PL/DC AN/PL " AN/PL
(0.08U) (0.04U) {0.081) (0.0401)
2 3-88 (l 3'74%5) 218 (1 7_'36%0)
DH 4 8.61 (33'93%3) 4.29 (26'37%3)
pH 5.5 ° 3.79 (02'28%5) 4.56 (26'28%2)
pH 6 - 2.10 ?;}Z? 3.96 (26'66%0)
pH 6.5  0.22 ?62? 1.89 (03'97%4)

The values between parentheses represent the ratio of
the rates obtained with 0.04 U/ml to those 1in the

.presence of 0.08 U/ml.

The combination of phytase therefore makes it possible
to decrease the amount of phytase in the reaction
medium by a factor two, while maintaining an identical
hydrolysis efficiency, within a broad pH range. There
is a clear dose effect on the release of phosphate.

Cn the other hand, the initial rates of phytic acid
hydrolysis are at least two times lower in the presence
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of 0.04 U/ml of phytase than in the presence of
0.08 U/ml (Table 3). These results  support the
hypothesis that the synergy between the phytases
essentially allows complete hydrolysis of the
phosphates present.

The proportion of each phytase in the reaction medium
does not‘appear tc have a gréat.deal of influence on
the hydrolysis efficiency {(Table 4). In all the cases,
an increase 1in the amount: of phosphate releaéed is
observed, with a slight .advantage for a combination
containing 50% of each phytase, mainly for pHs above
5.5.

Table 4: Comparison of the percentage phytic acid

" hydrolysis as a function of the proportion of each

phytase in the mixture. In all cases, the overall
amount remains 0.08 U/ml.

Proportion AN ‘ pC AN/DC AN/DC . AN/DC
of phytases (1/1) (1/2) (2/1})
pH 3 66 82 92 90 a8
pPH 4 69 85 95 93 93
"pPH 5.5 55 63 92 79 79
pH 6 72 42 - 94 87 86
pPH 6.5 63 6 75 52 64
Under our experimental conditions, no phytase

completely hydrolyses phytic acid to inositol and
phosphates, although 4 of them are capable of releasing
all the phosphates according to the literature. Four
phytases SC, PF, DC and PL, hydrolyse 80% of the
phosphate bonds at pH values of 3 and 4. Two mixtures,
DC/AN and SC/AN, hydrolyse from 80% to 100% of the
phosphate bonds at all the pHs tested.
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The combination of phytase of 3-phytase (AN, DC, PF),
4-phytase (B) or .6-phytase (PL) type, with one another,

does not provide any notable improvement.

The complementation and the synergy between phytases
appears to depend on 2 criteria specific to each
phytase: (1) on their profile of activity as a functiocn
of pH, (2) on their ability to hydrolyse, or not, all
thé phosphates.

The use of such combinations in animal nutrition could

make it possible to decrease the amounts of phytases
used by at least 20% and therefore to reduce costs. The
content of phosphate of phytic origin in the feed would
also be increased, improving the food value and thus
making it possible to decrease the intake of inorganic
phosaphate. The pollution caused by unavailable
phosphate waste would thus be decreased.
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CLAIMS

Composition combining at least two phytases for

the hydrolysis of phytic acid (myo-inositol

1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate), characterized in
that it comprises:

a) a first phytase exhibiting at least 80%
iaentity with the phytase of SEQ ID No. 1 or
exhibiting - at least 80% identity with the
phytase of SEQ ID No. 2; |

b) a second phytase exhibiting at 1least 80%
identity with the phytase of SEQ ID No. 3.

Composition according to Claim 1, characterized in

that the first phytase 1is a 3-phytase which
catalyses the hydrolysis of the six phosphate
bonds of phytic acid.

Composition according to one of the preceding
claims, characterized in. that the first phytase
has an optimum temperature of between 55°C and
80°C and an optimum pH of between pH 3.5 and pH 5.

Composition according to one of the preceding
claims, characterized in that the first phytase is
a phytase of the yeast Schwanniomyces castellii or
a phytase of the yeast Debaryomyces castellii.

Composition according to one of the preceding
claims, characterized in that the first phytase is

the phytase of SEQ ID No. 1 or the phytase of SEQ
ID No. 2.

Composgition according to one of the preceding
claims, characterized in that the second phytase
is a 3-phytase which catalyses the hydrolysis of
at least five phosphate bonds of phytic acid.
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10.

11.

12.

13.

Composition according to one of the preceding
claims, characterized in that the second phytase
has an optimum temperature of between 50°C and

60°C and an optimum pH of between pH 2 and pH 6.

"Composition according to one of the preceding

claimsg, characterized in that the second phytase
is an Aspergillus niger phytase.

Composition according to one of the preceding

claims, characterized in that the second phytase
is the phytase of SEQ ID No. 3.

Composition according to one of the preceding
claims, characterized in that it consists of a
nutritional additive for animals or of an animal-
feed.

Use of a composition according to one of Claims 1
to 9, for the manufacture of a nutritional
additive for animals or of an animal feed.

Use of a composition according to one of Claims 1
to 10, for increasing the availability of phytic
phosphorus and improving the digestibility of,
animal feeds.

Method of hydrolyéis of phytic acid (myo-inositol
1,2,3,4,5,6-hexakisphosphate) to ~ inorganic
monophosphates, to myo-inositols with a lower
degree ' of phosphorylation and to free wmyo-
inositol, characterized in that it comprises the
following steps:

a) a first phytase exhibiting at 1least 80%
identity with the phytase of SEQ ID No. 1 or
exhibiting at 1least 80% identity with the
phytase of SEQ ID No. 2 is provided;
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

b) a second phytase exhibiting a least 80%
identity with the phytase of SEQ ID No. 3 is
provided;

¢) the phytic acid is simultaneously brought into

- contact with the first phytase and the second
" phytase. '

Method according to Claim 13, characterized in
that the first phytase 1is a 3-phytase which
catal?ses the hydrolysis of the six phosphate
bonds of phytic acid.

Method according to either of Claims 13 and 14,
characterized in that the first phytase has an
optimum temperature of between 55°C and 80°C and
an optimum pH of between pH 3.5 and pH S.

Method according to one of Claims 13 to 15,
characterized in that the first phytase is a
phytase of the yeast Schwanniomyces castellii or a
phytase of the yeast Debaryomyces castellii.

Method - according to  one of Claims 13 to 16,
characterized in that the first phytase is the
phytase of SEQ ID No. 1 or the phytase of SEQ ID
No. 2.

Method according to one of ‘Claims 13 to 17,
characterized in that the second phytase is a 3-
phytase which catalyses the hydrolysis of at least
five phosphate bonds of phytic acids.

Method according to one of Claims 13 to 18,
characterized in that the second phytase has an
optimum temperature of between 50°C and 60°C and
an optimum pH of between pH 2 and pH 6.
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20.

21.

22.

Method ‘according to. one of Claims 13 to 19,
characterized in that the second phytase is an
Aspergillus niger phytase. '

Method according to one of C(Claims 13 to 20,
characterized in that the second phytase is the
phytase of SEQ ID Na. 3.

Kit or assembly for feeding animals, characterized

in that it comprises: , . A '

a) the Schwanniomyces castellii phytase of SEQ ID
No. 1 or the Debaryomyces_castellii rhytase of
SEQ ID No. 2; » '

b) the Aspergillus niger phytase of SEQ. ID No. 3.
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EFECTO SINERGICO DE LA COMBINACION DE FITASAS SOBRE LA

HIDROLISIS DE ACIDO FiTICO

La invenci6n se relaciona con el efecto sinérgico de la combinacién de fitasas

sobre las hidrélisis de acido fitico.

. Las sales de acido fitico (mio-inositol hexakisfosfato) o fitatos (mio inositol hexakis

dihidrogen fosfato) son la principal forma de almacenamiento de. .fésforo en
cereales, plantas leguminosas y plantas que producen aceite. Ellas constituyen asi
la principal fuente de fésforo en alimentos animales basados en plantas, los
principales componentes en las dietas de animales monogastricos (pollo y cerdos).
Sin emba-r'go, la biodisponibilidad'de este fosforo en los alimentos es limitada paré
estos animales. Esto es porgue ellos no poseen las enzimas intestinales que
degradan los fitatos en cantidad suficiente para permitir la hidrolisis del fitato y asi
suministrar las cantidades de fosfato inorgéniéo que ellos requieren. Ademas, el

acido fitico es un factor antinutricional que forman complejos con proteinas y iones

(Fe¥, Ca®, Zn?*, Mg?') y asi disminuye la biodisponibitidad de éstos elementos.

La toma de alimento del pollo y los cerdos se debe por lo tanto suplementar con
fosfato inorganico, aunque el fésforo y los fitatos se excretan y contribuyen a la

eutoficacién del agua superficial en areas donde existe crianza intensiva de

animales monogastricos.

Las fitasas (mio- inositol hexakisfosfato 3- y 6- fosfohidrolasas EC 3.1.3.8 y
3.1.3.26) son parte de la familia de las fosfatasas de acido histidina. Las fitasas
son hexakisfosfohidrolasas que hidrolizan los enlaces fosfoéster en 4cido fitico o

fitato. Asi, ellos catalizan la hidrélisis de mio- inositol hexakisfosfato (acido fitico,




10-

15

20

25

WO 2007/006952 , 2 ' - PCT/FR2006/001652 ) Q\ :

InsPs) a monofosfatos inorganicos y a fosfatos mio-inositol con un grado mas bajo

de fosforilaciéon (InsPs a InsP4) y a mio- inositol libre en ciertos casos.

Existen dos clases de fitasa, diferenciado solo por la posicién del p'rimer fosfato
hidrolizado. 3-fitasas (EC 3.1.3.8) hidrofiza el fosfato en la posicién 3 y las 6-fitasas

(EC 3.1.3.26) hidroliza el fosfato en la posicion 6.

Estas enzimas,- utilizadas como un aditivo en nutricién animal, hacen posiblé,
primero, incrementar la disponibilidad del fosforo fitico y. segundo, mejorar la
digestibilidad de los alimentos. Ademas, la liberacién de fosfato fitico disminuye
c_:onsiderablemente los costos debido al suplemento con fosfato, y también la

contaminacion causada por un exceso en fosfatos excretados.

Las fitasas son producidas por una gran variedad de organismos: plantas,
animales y especialmente microorganismos. Estas fitasas tienen diferentes

caracteristicas bioquimicas, en particular su actividad como una funcién del pH Yy

su estabilidad a la temperatura, Ademas, estas enzimas exhiben diferencias en

términos: (a) su efectividad para hidrolizar todos los fosfatos, (b) estéreo-

especificidad y (c) su afinidad con respecto a los fosfatos inositol.

Entre los microorganismos que producen fitasa, se hara mencién en particular de:
hongos del genero Aspergillus, Penicillium, Mucor y Rhizopus, bacterias:

seudomonas sp., klebsiella sp., Esqueriquia coli, Enterobacter sp., Bacillus Subtilis

"y levaduras: Saccaromices cerevisiae, candida lropicales, Torulopsis candida,

Debariomices castellii, Debariomices occidentalis (sindénimo Schwanniomices

castelli), Kluiveromices fragilis.
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Numerosas fitasas de microorganismos ya han. sido éstudiados y sé utilizan en
varias aplicaciones agroindustriales. La efectividad de estas enzimas en el
alimento y en el curso de la digestién en el animalA dependen de su capacidad de
mantener su pote"ncial', sin importar las varias condiciones encontradas durante las
etapasv de preparacién del ‘aIiménto y en el tracto digestivo. La preparacién de
eéstos alimentos requiere enzimas termo resistentes, mientras que el rango de
valores de pH, por ejemplo, entre 5.02, 2.75, 6.28‘, 6.63 y 5.98 durante el paso a
través de los varios cultivos, por los combartimentos del estomagox, duodend,

yeyuno e ileo del pollo.

‘La mayoria de las fitasas descritas hasta la fecha solo hidrolizan parcialmente el

acido fitico y algunas con muy lentas cinéticas. Asi, numerosas fitasas hidrolizan

solamente 5 enlaces fosfato de acido fitibo, es decir, 83% del fésforo potencial.

Hasta la fecha, entre la levadura, solamente la fitasa de la levadura

Schwanniomices occidentalis se ha descrito por ser capas de hidrolizar todos los

“enlaces fosfato del fitato (EP 0 699 762 and Segueilhé L., Lambrechts C., Boze H.,

Moulin G., Galzy P., (1992) Purification and properties of a phytase from

Schwanniomyces castellii, J. Ferm. Bioeng., 74, 7-11).

Bajo condiciones experimentales, la hidrélisis completa del fitato o del acido fitico,

sin embargo, no se obtiene.

Con el fin de obtener una hidrélisis mas efectiva del acido fitico, 'se ha propuesto

combinar varias fitasas.

Ngs
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La WO 08/30681 describe la combinacion de fitasas que tiene varios
estereoespecificidades, y en particular la combinacién de 3-fitasa y de 6-fitasa.
Este documento describe en particular la combinacién de una 6-fitasa de

Peniofora licii y una 3- fitasa de Aspergillus niger (fitasa Novo™),

La US 6.183.740 tambiéﬁ describe la combinacion de fitasa de varios

especificidades y también la combinacion con otras fosfatas acidas.

~ La hidroélisis com pleta de acido fitico fosfato 'y a inositol sin embargo, no se

observa.

El problema que la presente invencién pretende resolver consiste en mejorar la
taza y la efectividad de la hidrélisis de &cido fitico con el fin de obtener la hidrélisis
completa de acido fitico en varias aplicaciones agroindustriales.

Este problema se resuelve mediante las composiciones y los métodos de la

presente invencion en los cuales por lo menos dos fitasas especificas se

combinan. De manera ventajosa, las composiciones de la presente invencion
permite la hidrélisis 6ompleta de todos los grupos fosfato de acido fitico en virtud
del efecto sinérgico observado. De manera ventajosa, las composiciones de la
presente invencion son activas en uh rango de pH amplio adecuadamente paré las
aplicaciones agroindustriales de las fitasas, y en particular para ias aplicaciones en
el campo de nutricion animal. Otras ventajas de la presente invencién son que las

fitasas utilizadas son termoestables.

Descripcion de la secuencia
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SEQ ID No. 1: fitasa de Schwanniomices castellii

SEQ ID No. 2: fitasa de Debariomices castellii

. SEQ ID No. 3: fitasa de Aspergillus Niger

SEQ ID No. 4: ﬁtésa de Penicilium funiculosum
SEQ ID No. 5: fitasa de Peniofora licii
SEQ ID No. 6: secuencia que codifica la fitasa de trigo.

SEQ ID No. 7: fitasa de trigo (Triticum aeétivum).

Descripcion de la invencion

Un objeto de la invencidén es una composicién que combina por lo menos dos
fitasas para la hidrolisis de acido fitico (mio- inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexakisfosfato),

que comprende:

- una p;imer fitasa que exhibe por lo menos 80% de identidad con la fitasa
SEQ ID No 1 o que exhibe por lo menos 80% de identidad con la fitasa de

"la SEQ ID No. 2;

-~ una segunda fitasa que exhibe por lo menos 80% de identidad con la fitasa

dela SE(_) ID No. 3.

Preferiblemente, la primera fitasa eé una 3-fitasa que cataliza la hidrélisis de seis

enlaces fosfato de acido fitico.

Preferiblemente, 1a primer fitasa tiene una temperatura 6ptima de entre 55°C vy

80°C y un pH 6ptimo de entre pH 3.5y pH &.
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En una modalidad preferida, la primer fitasa es una fitasa de la levadura

Schwanniomices castellii o una fitasa de la levadura Debariomices castellii.

En otra modalidad préferida, la primer fitasa es la fitasa de la SEQ ID No. 1 0 la

fitasa de la SEQ ID No. 2.

Preferiblemente, la segunda fitasa es una 3-fitasa que cataliza la hidrélisis de por

lo menos cinco enlaces fosfato de acido fitico.

Preferiblementé, la segunda fitasa tiene una temperatura 6ptima de entre 50°C y

60°C y un pH 6ptimo de entre pH 2 y pH 6.
En una modalidad preferida, la segunda fitasa es una fitasa de Aspergillus niger.

En otra modalidad preferida, la segunda fitasa es la fitasa de la SEQ ID No. 3.

Preferiblemente, las composiciones de acuerdo con la invencién consisten de un

aditivo nutricional para animales o de un alimento animal.

Un sujeto de la invencion es también el uso de una composicién de acuerdo con la

invencién, para la elaboracién de un aditivo nutricional para animales o para un

alimento animal.

Un objeto de la invencién también es el uso de una composicién de acuerdo con la
invenciéon, para incrementar la disponibilidad de fosforo fitico y mejorar la

digestibilidad de los alimentds animales.

XX
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La presente invencion también se relaciona con un método de hidrélisis de acido
fitico (mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexakisfosfato) a monofosfatos inorganicos, a
mio-inositoles con un grado mas bajo de fosforilacidon y a mio-inositol libre, que

comprende las siguientes etapas:

- se suministra una primera fitasa que exhibe por lo menos 80% de identidad
con la fitasa de la SEQ ID No. 1 o que exhibe por lo 'menos 80% de
identidad con la fitasa de la SEQ ID No. 2; | |

- se suministra una segunda fitasa que exhibe por io menos 80% de
identidad con la fitasa de la SEQ ID No. 3;

- | el 4cido fitico es simultaneamente puesto en contacto con la primera fitasa

y la segunda fitasa.

Preferiblemente, la primera fitasa es una 3-fitasa que cataliza la hidrélisis de seis

enlaces fosfato de acido fitico.

Preferiblemente, la primera fitasa tiene una temperatura optima de entre 55°C vy

80°C y un pH 6ptimo de entre pH 3.5y pH 5.

En una primera modalidad, la primer fitasa no es una fitasa de la levadura

Schwanniomices castellii o una fitasa de la levadura Debariomices castellii.

En una modalidad particularmente ventajosa, la primer fitasa es la fitasa a la SEQ

ID No. 1 o la fitasa de la SEQ ID No. 2.

Preferiblemente, la segunda fitasa es una 3-fitasa que cataliza la hidrélisis de por

lo menos cinco enlaces fosfato de acido fitico.
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Preferiblemente, la segunda fitasa tiene una temperatura dptima de entre 50°C y

.. 60°C y un pH 6ptimo de entre pH 2y pH 6.

En-una modalidad ventajosa, la segunda fitasa es una fitasa de Aspergillus niger.

. En una modalidad particularmente,ventajosa, como la segunda fitasa es la fitasa

de la SEQ ID No. 3. .

Un objeto de la invencion también es un kit o agrupamiento para alimentar

animales, que comprende:

- la fitasa de Schwanniomices castellii de la SEQ ID No. 1 o la fitasa de la
Debariomices castellii de l1a SEQ ID No. 2;

- lafitasa de Aspergillus niger de la SEQ ID No. 3.

Las composiciones de acuerdo con la invencidén combinan una primera fitasa que

exhibe por lo menos 80% de.identidad con la fitasa de la SEQ ID No. 1 o que
exhibe por lo menos 80% de identidad con la fitasa de la SEQ ID No. 2; y una

segunda fitasa que exhibe por o menos 80% de identidad con la fitasa de la SEQ

ID No. 3.

De manera sorprendente, ésta combinacién especifica de fitasas hacen posible
obtener un efecto sinérgico sobre la hidrdlisis ‘'de acido fitico. Las composiciones

de acuerdo con la invencion catalizan asi una rapida y completa hidrolisis del

~ Acido fitico en un rango de pH amplib.
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El termino “fitasa” pretende significar mio-inositol hexakisfosfato fosfohidrolasas

(EC 3.1.3.8 y 3.1.3.26). Estas enzimas catalizan la hidrélisis de mio-inositol 1, 2, 3,

4, 5, 6-hexakisfosfato (acido fitico, InsPg) a monofosfatos inorganicos y a mio-

inositol fosfato con un grado inferior de fosforilacion (InsPs a InsPy) y a mio-inositol

libre para ciertas fitasas.

Las composiciones de acuerdo con la invencién comprenden una primera fitasa
que exhiben por lo menos 80% de identidad con la fitasa de la SEQ. ID No. 1 0

que exhibe por lo menos 80% de identidad con la fitasa de Ia SEQ. ID No. 2.

La fitasa de la SEQ. ID No. 1 es una fitasa de la levadura Schwanniomices
castellii, mientras que la fitasa dé la SEQ. ID No. 2 es una fitasa de la levadura

Debariomices castellii.

Estas fitasas tiene propiedades cataliticas muy similares y son por .lo . tanto

intercambiables en las combinaciones fitasa de acuerdo con la invencién.

Preferiblemente, la primera fitasa exhibe por lo menos 80%, 90%, 95%, 98%, y

preferiblemente por lo menos 99% de amino acidos que son idénticos con la fitasa

"de la SEQ. ID No. 1 o exhiben por lo menos 80%, 90%, 95%, 98%, vy

preferiblemente por lo-menos 99%, de amino acidos idénticos con la fitasa de la

SEQ. ID No. 2.

Preferiblemente, la primera fitasa tiene las mismas propiedades y en particular las
mismas propiedades cataliticas que la fitasa de la SEQ. ID No. 1 y de la SEQ. ID
No. 2. Preferiblemente, la primera fitasa se aisla de otras sepas de

Schwanniomices castelli y de Debariomices castelli o de otras levaduras.
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Alternativamente, la primera fitasa se puede obtener mediante técnicas de

mutagénesis dirigida de sitio, por ejemplo.

La expresion “amino acidos que son idénticos” pretenden significar amino acidos
que no varian entre dos secuencias. La primera fitasa puede exhibir una

supresion, adicién o sustitucién de por lo menos un amino acido con respecto a las

: ﬁtasas‘de la SEQ. ID No. 1 o de la SEQ. ID No. 2.

Las fitasas de la SEQ. ID No. 1 y de la SEQ. ID No..2 tienen propiedades
cataliticas comuhes. De acuerdo con la invencién, la primera fitasa utilizada en las
composiciones y métodos de acuerdo con la invencion exhibe un grado de
identidad con la fitasa de la SEQ'. ID No. 1 o la SEQ. ID No. 2 y conservan éstas

propiedades cataliticas comunes.

Preferiblemeﬁte, la primera fitasa tiene actividad de 3-fitasa. Preferiblemente, la

primera fitasa cataliza la hidrolisis de los seis enlaces fosfato de acido fitico.
Las 3-fitasas (EC 3.1.3.8) hidrolizan primeramente el fosfato en la posicidon 3.

La fitasa capas de hidrolizar todos los enlaces fosfato del acido fitico (posiciones
1-, 2-, 3-, 4-, 5-, y 6-) catalizan la hidrélisis del mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-
hexakisfosfato (acido fitico, InsPg) a monofosfatos inorganicos y a mio-inositol

libre.

Muchas fitasas hidrolizan solamente 5 enlaces fosfato del acido fitico, es decir, el
83% del fosforo potencial. Estas enzimas hidrolizan el acido fitico a mio-inositol

monofosfato pero no a mio-inositol libre.
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La expresioén “actividad de la fitasa” pretende significar la actividad enzimatica de

la fitasa. Esta activad se expresa en unidades internacionales (1.U.) por miligramo:

de proteina. Un .U. de la actividad enzimatica es la capacidad catalitica de

convertir una micromol de sustrato por unidad de tiempo, en un pH dado y a una

temperatura dada.

Preferiblemente, la primera fitasa tiene una temperatura éptima de entre 55°C y

80°C y un pH éptimo de entre pH 3.5y pH 5.

En una modalidad preferida, la primera fitasa es una fitasa de la levadura

Schwanniomices castellii, o |la fitasa de la levadura Debariomices castellii.

En otra modalidad particularmente ventajosa, la primera fitasa es la fitasa de la

SEQ. ID No. 1 o la fitasa de la SEQ. ID No. 2.

Las composiciones de acuerdo con la invencién comprenden por lo menos una

segunda fitasa que exhibe por lo menos 80% de identidad con la fitasa de la SEQ.

ID No. 3.

La fitasa de la SEQ. ID No. 3 es una fitasa del hongo filamentoso Aspergillus niger.

Preferiblemente, la segunda fitasa exhibe por lo menos 80%, 90%, 95%, 98%, y
preferiblemente por lo menos 99%, de amino 4cidos que son idénticos;‘co'er‘i'la fitasa

de la SEQ. ID No. 3.

T
P
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Preferiblemente, la segunda fitasa conserva las propiedades y en particular las

propiedades cataliticas de la fitasa de la SEQ. ID No. 3. Preferiblemente, ésta

~ fitasa se aisla de otras sepas de Aspergillus niger o de otros hongos filamentosos.

Alternativamente,‘ ésta fitasa se puede obtener mediante técnicas de mutagénesis

dirigida de sitio, por ejemplo.

. La expresién “amino &cidos que son idénticos” pretende significar amino acidos

que no varian entre las dos secuencias. La segunda fitasa puede exhibir una
supresion, una adiciébn o una sustitucidon de por lo menos un amino acido con

respecto a la fitasa de la SEQ. ID No. 3.

De acuerdo con la invencion, la Asegunda fitasa utilizada en las composiciones y
los métodos de la invencion exhiben por lo tanto un grado de identidad con la
fitasa de la SEQ. ID No. 3y conserva las propiedades cataliticas del ultimo.

Preferiblemente,'la segunda fitasa es una 3-fitasa que cataliza la hidrolisis de por

lo menos cinco enlaces fosfato de acido fitico.

Preferiblemente, la segunda fitasa tiene una temperatura Optima entre 50°C y

- 60°C y un pH 6ptimo de entre pH 2 y pH 6. A un mas preferiblemente, la segunda

fitasa tiene un primer pH 6ptimo de entre pH 2.5 y 3.5 y un segundo pH 6pfimo

entre pH 4;5 y.5.5.
En una modalidad preferida, la segunda fitasa es una fitasa de Aspergillus niger.

En una modalidad ventajosa, la segunda fitasa es la fitasa de la SEQ. ID No. 3.
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La actividad enzimatica de la fitasa varia en particular como una funcién del pH.

Las fitasa tienen asi rangos de pH (o esferas) en las cuales su actividad

. enzimatica es mayor u éptima. El termino “rango” pretende significar una esfera o

intervalo de pH dado. Dos fitasa tiene actividades enzimaticas en rangos de pH _
complementarios cuando estas fitasa tienen una actividad en diferentes rangos de
pH. Preferiblemente, estos fangos se traslapan o ISl'Jper imponen parcialmente.
Tipicamente, las fitasa tienen una .activid-ad enzimatica mayor a un pH &cido. Dos
fitasas que tiene rangos de pH complementarios tiene asi, por ejémplo, una
actividad enzimatica maxima entre pH 2 y pH 4 para la primera fitasa y una.
actividad enzimatica maxima entre pH 4 y pH 6 para la segunda fitasa. En las
composiciones y los métodos de la presente invencioén, la primera y segunda fitasa
tiene preferiblemente rangos‘ de pH complementarioé o pH oOptimos
complementarios. Las composiciones y los métodos de acuerdo con la invencién
permiten asi la hidrélisis de acido fitico en un rango de pH amplio.

Los métodos péra medir vy de identificar el grado de identidad entre los
polipéptidos son conocidos por aquellos expertos en la técnica. Se puede hacer,
por ejemplo, uso del vector NTi '9.1.0, programa de aligamiento Alignx (Clustal W

algorithm) (Invitrogen INFORMAX, http://linvitroaen.com). Preferiblemente, se

utilizan parametros por defecto.

Las fitasas de- las composiciones y los métodos dé acuerdo con la invencién se
aislan o se purifican de su ambiente natural. Las fitasas se pueden preparar por
medio de varios métodos. Estos métodos son en particular la purificacién de
fuentes naturales tales como células qué expresan nat\uralmente estas fitasas, la
produccién de fitasa recombfnantes' medianté las células huéspedes apropiadas y

la purificacion subsecuente de éstas, la produccion mediante la sintesis quimica o,
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finalmente, la combinacidn de éstas varias aproximaciones. Estos varios métodos

de produccién son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Asi, las

. fitasas utilizadas en las composiciones y los métodos de la presente invencion se

pueden aislar de Schwanniomices castellii, de Debariomices castelli o de
Aspergillus niger. En otra modalidad, las fitasas de la presente invencion se aislan

de organismos huéspedes recombinantes.

Preferiblemente, las- composiciones de acuerdo con la invencién comprenden un

aditivo nutricional para animales o de alimento para animal.

Un objeto de la invencién también es el uso de una composicién de acuerdo con la
invencion, para la elaboracién de un aditivo nutricional para animales o de un

alimento para animal.

La presente invencion por lo tanto también relaciona los aditivos de alimento que

suministran una actividad fitasa. El suministro de éste tipo de actividad enzimatica

“hace posible mejorar la digestibilidad del alimentos y mejorar su valor nutricional.

El termino “aditivo nutricional” 'pretende significar una sustancia agregada
intencionalmente a un alimento, generalmente en cantidades pequenas, con el fin
de mejorar sus caracteristicas nutricionales o su digestibilidad. Los aditivos
nutricionales _bara animales pueden, por ejemplo, contener vitaminas sales

minerales, amino acidos y enzimas.

La presente invencion también se relaciona con los alimentos animales. Estos
alimentos estan usualmente en la forma de harinas o de granulos en los cuales los

aditivos de acuerdo con la invencion se incorporan. El termino “alimento” pretende

6%
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significar cualquier cosa que se pueda utilizar para alimentar animales. Para la
crianza intensiva de animales, los alimentos de los animales usﬁalmente
comprenden una base nutricional y aditivos nutricionales. El termino “base
nutricional” preteﬁde significar aquello que constituye la mayor parte de_la toma de |
alimento del animal, que consiste, por via de ejemplo, de una mezcla de cereales,

de proteinas de grasa de origen animal y/o vegetal.

Las bases nutriéionales para los animales sc;n adecuadas para la diefa de éstos
animales y bien conocidas por aquellos expertos en la técnica. Usualmente, éstas‘
bases nutricionales comprende, por ejemplo, maiz, trigo, guisantes y frijol de soya.
Estas bases nutricionales son adecuadas para las necesidades de varias especies
animales para las cuales ellas esfén destinadas. Estas bases nutricionales pueden
ya contener aditivos nutricionales tales como vitaminas, sales minerales y amino

acidos.

En una modalidad preferida, la invencion relaciona los alimentos para animales

“monogastricos, y en particular para pollos y cerdos. El pollo comprende en

particular gallinas ponedoras, pollos para carne, pavos y patos. Los cerdos
comprenden en particular cerdos en crecimiento y en terminado y también

lechones.

Un objeto de la invencion también es el uso de una composicién de acuerdo con la
invencién para incrementar la disponibilidad de fésforo fitico y mejorar la

digestibilidad de los alimentos para animal.

Las composiciones y los métodos de acuerdo con la invencidon combinan una

primera fitasa capas de hidrolizar todos los enlaces fosfato de acido fitico,



10

15

20

25

WO 2007/006952 - 16 ‘ PCT/FR2006/001652

escogidos de las fitasas de Schwanniomices castellii y las fitasas de Debariomices
castellii, y una segunda fitasa capas de hidrolizar por lo menos cinco enlaces
fosfato de acido fitico y que tiene una actividad de enzima de un rango de pH

complementario al rango de pH de la primera fitasa.

Fiquras

Figura 1. Comparacion de las cinéticas de hidrélisis de acido fitico a varios pH
para las seis fitasas solas o combinadas en pares. Los resultados se expresan

como porcentajé de los fosfatos teéricos liberados.

Figura 2: Hidrdlisis porcentual del acido fitico mediante las varias fitasas después
de reaccion durante 120 minutos. (A) fitasas solas, (B) fitasas combinadas. Las
lineas punteadas corresponden a la hidrélisis de 5 enlaces fosfato.

Figura 3: Comparacién de las tazas iniciales de hidrdlisis de acido fitico (umol..ml’
' min”') para las 6 fitasas a varios pH. (A) fitasas solas, (B) fitasas combinadas.

Las tazas son calculadas durante los primeros 10 minutos de la reaccién.

Ei mplos

Materiales y métodos

1. Origenes de la fitasa.

e Aspergillus niger Natufos (AN): tanda R2503 o tanda 057NPHO02

(%
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Wim van Hartingsveldt, Cora M. J. van Zeijl, G. Marian Harteveld, Robin J.'Gouka,
Marjon E.G. Suykerbuyk, Ruud G M. Luiten, Peter A. van Paridon, Gera.rd C. M.
Selten, Anne'marie E. Veenstra, Robert F. M. van Gorcom and Cees A. M. J. van
den Hondel; Clonfng, characterization and overexpression Qf the phytase-encoding »

gene (phyA) of Aspergillus niger. Genne, 127, (1) 87-94 (1993)

e Peniofora licii (PL): tanda 172NHS02
Lassens, S.F., Breinholt, J., Ostergaard, P.R., Brugger, R., Bischoff, A., Wyss, M.
and Fuglsang, C.C.; Expression, gene cloning, and characterization of five novel
phytases from four basidiomycete fungi: Peniophora lycii, Agrocybe pediades, a

Ceriporia sp., and Trametes pubest:ens. Appl. Environ. Microbiol. 67 (10), 4701-
4707 (2001)

e Penicillium funiculosum (PF): Godo A1346 tanda 1301

WO 03054199

. 'Trigo (B): Referencia sigma P1259.
WO 0183763

e Schwanniomices castellii (SC): broducida en la tanda de candida boidinii
10059 CN 25

EP 0931837.

e Sepa Debariomices castellii CBS 2923 (DC).

2. Método enzimatico
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La actividad fitasa se mide al seguir la liberacion de fosfato inorganico durante el

tiempo.

La actividad se mvide en la presencia de 8mM de ﬂiato de sodio (sigma) disuelto en
un amortiguador de acetato de sodio de 200mM de amortiguador de ‘acetato de
sodio, pH 5.5, a 37°C (5 vo'lﬁmenes). La reaccién se dispara medianté la adicién
de extracto enzimatico (1 volumen). -La reaccion se detiene mediante la

acidificacién del medio con 20% de acido tricloroacético (1 volumen de medio de

reaccién + 1 volumen de acido). La cantidad de fosfato liberado se determina

después de varios tiempos de incubacion.

Una unidad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que libera un

umol de fosfato inorganico en un minuto. -

3. Condiciones para la hidrélisis de fitato a varios pHs

La hidrélisis se lleva a cabo a 40°C en 10ml de 250mM de amortiguador de

acetato para los pHs 4 a 6.5 o de 200 mM de amortiguador de glicina a pH 3, que
contiene: 0.340 mM de fitato de sodio, 0.04 o 0.08 _Ulrhl de fitasa. Las muestras

son tomadas en varios momentos durante 120 minutos. La reaccién se detiene

" mediante la adicién de acido tricloroacético.

Los fosfatos se ensayan directamente sin dilucién.

4. Ensayo de fosfato

YO
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La cantidad de fosfato liberado se visualiza mediante colorimetria. La solucion de

visualizacién, preparada extemporaneamente, contiene suffato de hierro (380 mM,

1 volumen) y heptamolibdato de amonio {12 mM, '4.volt'1menes). La absorbancia se
mide a 700 nm después de la vfsualizacién durante 30 minutos a temperatura |

5 ambiehte (1 volumen de medio de reaccibn + 1 volumen de solucion de

visualizacion), utilizando un espectrofotdmetro UV/visible (Beckman DU 530).

Se establece una linea de calibracion de antemano con dihidrogen fosfato de

potasio.

‘ 10

R sultados
1. Fitasas probadas

15 Las fitasas ;_)robadas difieren una de la otra de acuerdo a varios criterio: (1)

caracteristicas bioquimicas (pH éptimo, estereoespecificidad: 3, 4, o 6 fitasas), (2)

el nimero de enlaces fosfato hidrolizados.

Todas éstas fitasas tiene un pH de hidroélisis 6ptimo cercano a 5: sin embargo, las
20 fitasas AN y PL tienen un segundo pH optimo en 2.5. Tres hidrolizan
completamente los fosfatos (SC, DC, trigo). La posicion hidrolizada primero es la

posicion tres (AN, PL, DC) o la posicion 6 (PL), o la posicion 4 (trigo) (Tabla 1).

25
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Tabla 1: Comparacién de las caracteristicas bioquimicas de las fitasas.

Nimero de

castellii

236

Origen Km pH | Tempera- Estereoespecifici
1 (rM) | 6ptim tura enlaces dad (orden de
o optima fosfato hidrélisis de los
(°C) hidrolizado | enlaces fosfato)
: s
Aper?illus 40/2 | 2.5- 55/58 5 3/4/5/6/1
niger'"” 7 5.5 ‘
Peniofora licii'" | 33 2.5- 58 5 6/3 (pHs.5)
5.5 : 3.6 (pH3 y 5.5)
Penicillium 550 |4-5 50 506 3/4
funiculosum®® :
Trigo® 22 5.7 55 6 4/3/5/6/1/2
Schwanniomic | 38 4.4 77 6
es castellii'¥
Debariomices 445 |60 6

3/4/5/6/1-2

(1) Ullah, A. H. J. and Sethumadhavan, K., (2003) P'hyA gene product of

Aspergillus ficuum and Peniophora lycii produces dissimilar phytases. Biochemical

and Bibphysical Research Communications 303: 463-468

(2) WO 03054199 filed June 13, 2003 Bohlmann, R., Moussu, F., Nore, O.,

Pierrard, J., Saunier, D., Testeniere, O., New polynucleotide encoding fungal

phytase, useful as feed additive to improve phosphate assimilation, also new strain

of Penicillium.

(3) Nakano, T., Joh, T., Narita, K., Hayakawa, T. (2000) The pathway of

dephosphoryiation of myo-Inositol Hexakisphosphate by Phytases from Wheat

Bran of Tricicum aestivum L. cv Nourin#61. Biosci. Biotechnol. Biochem_., 64: 995-

1003
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(4) Segueilha, L., Lambrechts, C., Boze, H., Moulin, G. and Galzy, P. (1992)

Purification and Properties of the phytase from Schwanniomyces castelli. J.

. Ferment. Bioeng. 74 (1) : 7-11.

2. Comparacion de la efectividad de la hidrélisis de acido fitico mediante 6

fitasas a varios pHs

El estudio seA lleva a-cabo en la presencia de 0.340 mM de fitato. La caﬁtidad de la
enzima introducida corresponde a 0.08 U/ml de fitasa, medida bajo condicionesl
estandar a pH 55 Los valores de pH probados son 3, 4, 5.5, 6, 6.5. La reaccién
es seguida durante 120 minutos. Las muestras son tomadas durante el tiempo, la
reaccion se detiene mediante la acidificacion, y los fosfatos ée ensayan medianté :

calorimetria.

La comparacién de varias fitasas se lleva a cabo como una funcién de la eficiencia
de la hidrélisis, es decir, el porcentaje de fosfato liberado con relaciéon al

porcentaje tedrico. Los resultados se expresan en la Figura 1A.

De acuerdo con la literatura, 4 fitasas (PF, SC, DC, B) son capaces de hidrolizar
completamente el acido fitico a inositol y fosfato; 2 fitasas (AN y PL) hidrolizan

solamente 5 enlaces, es decir, 83% del fésforo potencial.

Bajo las condiciones probadas a pH 3 y pH 4, 4 fitasas (SC, PF, DC y PL)

‘hidrolizan por lo menos 80% del acido fitico. La fitasa de trigo no es muy activa a

pH 3 y pH 4. Para los valores de pH por encima del pH 5.5, ninguna fitasa se
hidroliza mas del 70% del 4cido fitico. Las fitasas PF y DC no son muy activas a

pH 6.5. La fitasa AN es la menos sensible a fas variaciones en el pH; sin embargo,
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&sta libera solamente 60 a 70% de los fosfatos, es decir, VVanres 10 a 20%

inferiores que aquellos esperados (Figura 2A).

La comparacién de las.tazas iniciales de liberacion de fosfato muestran mucha
heterogeneidad entre las fitasas (Figura 3A). La fitasa mas eficiente a pH &cido es

aguella de Schwanniomices castellii, mientras que aquella de A, niger es la mas

- eficiente a valores de pH_por encima de 5.5. La fitasa de trigo es la menos

eficiente sin importar la condicién prebada.

3. Influencia del pH sobre la taza de liberacion de fosfato en la presencia de

. fitasas combinadas.

Con el fin de mejorar 'a eficiencia de la hidrolisis dé acido fitico, se probaron varias
combinaciones de dos fitasas. Cada fitasa se introduce a 0.04 Wml, es decir un
valor total de 0.08 U/ml en el tubo de reaccion. La fitasa DC que hidroliza 6 .
ehlap‘es fosfato, ‘_se pmf:é sistemétican‘_lente_ e.n. combinacion con otras ﬁ;casas, que
hidro_l'izan 506 enlaces fosfato. Otras dos combinaciones también se utilizan para-
comparar, primeramente otras combinaciones-de fitasas cépaces de liberar 6 y 5
fosfa;tés (SC/AN) y. segundo, dos fitasas, PL/AN, que tiéne caractleristicas

bioquimicas muy similares (Figura jB). '

Un anélisié toiai hace posible mostrar que la combinacion de 2 fitasas promueve
principalmente la eficiencia de la hidrélisis de acido fitico. Aungue, bajo Ias,mismaé o
condiéiones, ninguna fitasa hidroliza completamente el acido fitico, p'ara‘ 2 mezclas
(DC/AN y SC/AN), 100% a 85% de los énlaces fosfato SON hidrolizados cualﬁuiera

que sea el pH. Para la combinacion de DC/PL, una ganancia de aproximadamente
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20% a pHs éacidos también se observa. Las combinaciones PL/AN, DC/PF y

DC/SC suministran poca mejora (Figura 2B).

La comparacion de las tazas de hidrélisis iniciales muestran que existe un fuerte
efecto sinérgico para la combinacion SC/AN y para la combinacion DC/AN

comparadas con las fitasas solas y comparadas con otras combinaciones de

. fitasa. Las diferencias relacionadas con el pH en la taza de hidrélisis se minimiza

cuando se utiliza la combinacion. Las otras combinaciones son menos eficientes,
el efecto sinérgico es visible solamente para ciertos pHs, por ejemplo, DC/PL a pH

3y pH 4 (Figura 3).

El efecto §inérgico parece ser debido, a en gran proporcion, a la capacidad de las
fitasas a hidrolizar todos los fosfatos. .Ademés, las mejores combinaciones se
relacionan con las fitasas que tiene pHs compiementarios 6ptimos para la
actividad (2.5—4.5).7 Se debe, sin embargo, notar que existe poco efecto sinérgico
para las fitasas que son menos efectivas en términos de eficiencia de hidrélisis,

tales como aquellas del trigo y de Penicillium funiculosum.

4. Influencia de las concentraciones de las proporciones de fitasa sobre la

- eficiencia de la hidrélisis de acido fitico.

Comparamos vIa influencia de la cantidad de fitasa (efectos de dosis) de las
proporciones de la mezclas de fitasas sobre la hidrdlisis de acido fitico. Se
utilizaron tres combinaciones, DC/AN, DC/PL y AN/PL, y 2 concentraciones de

fitasa (0.04 y 0.08 U/ml) se probaron (Tablas 2 y 3).

AN
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Tabla 2: Comparacién del porcentaje de hidrolisis de acido fitico para varias
combinaciones, probadas en dos concentraciones finales, 0.04 y 0.08 U/ml. Las

primeras tres columnas dan los valores para las tres fitasas solas a la'concertacion

0.08 U/mt.
5
AN DC PL _ ANIDC__AN/DC
(0.08U) (0.08U) (0.08U) (0.08U) (0.04U)
pH 3 66 82 80 92 67
(73%)
pH 4 69 85 83 - 95 96
(101%)
pH55 55 63 67 92 81
| (87%)
pH 8 72 42 64 94 78
| (83%)
pH65 63 6 34 75 42
) (56%)
PLDC PLDC  AN/PL _ AN/PL
(0.08U) (0.04U) (0.08U)  (0.04U)
pH 3 04 70 79 56
(74%) (72%)
pH4 100 93 86 76
(94%) (89%)
pH55 85 71 70 66
| (84%) | (94%)
oH 6 85 47 74 67
(56%) (90%)
pH65 35 10 61 52
(86%)

(30%)

Los valores entre paréntesis representan la proporcion de ios vaiores obtenidos

10 con 0.04 U/ml a aquellos en la presencia de 0.08 U/mi.
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Los porcentajes de hidrolisis durante el estudio con la mezcla de enzimas

- (concentracién total 0.08 U/mi) son mayores que aquellos determinados con las

enzimas solas (0;08 Ulml) y cerca al 100% para las mezclas AN/DC y PL/DC, en

un' rango de pH que varia de 3 .a 6. La mezcla AN/PL no incrementa

significativamente la hidrélisis porcentual observada para cada fitasa tomada

- separadamente. La reduccién de 2 veces de la cantidad total suministrada (0.04

U/ml) no induce una disminucidn de dos veces en los fosfatos liberados. En ciertos

casos, AN/DC y PL/DC a pH 4 y pH 5.5, y AN/PL a pHs 4 a 6, los porcentajes de

hidrélisis son equivalentes aquellos observados en la presencia de 0.08 U/ml

(Tabla 3).

Tabla 3: Comparacién de las tazas iniciales de hidrolisis (umol/mi/min) de acido

fitico para las varias combinaciones probadas a dos concentraciones finales 0.04 y

0.08 U/ml.

Las primeras tres columnas dan los valores para las tres fitasas solas a la

concentracién 0.08 U/ml.

AN DC PL AN/DC  AN/DC

(0.08U) (0.08U) (0.08U) (0.08U) (0.04U)
oH3 204 178 252 400 170

' (42%)
pH4 498 396 536 649 285
| N (44%)
pH55  7.76 156 400  7.26 1.86
(26%)

pH 6 7.91 0.39 2.87 7.53 1.04

¥
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~(14%)
pH65 509 000 085 371 0.26
' (7%)
PLUDC PLIDC _ AN/PL _ AN/PL
. (0.08U) (0.04U) (0.08U) (0.04U)
pH3 388 145 218 160
o 37%) (73%)
pH4 861 333 429 273
(39%) - (63%)
opH55 379 085 456  2.82
(22%) (62%)
pH6 210 004 396 260
2%) 66%)
‘pHE5 022  0.00 180  0.74
T (0%) (39%)

Los valores entre paréntesis representa la proporciéon de las tazas obtenidas con

0.04 U/ml a aquellas en la presencia de 0.08 U/ml,

10

dosis sobre la liberaciéon del fosfato.

La combinaciéon de las fitasas por lo tanto hace posible disminuir la cantidad de
fitasa en el medio de reaccidn por un factor dos, aunque manteniendo una

eficiencia de hidrélisis dentro de u‘n rango de pH amplio. Existe un claro efecto de

De otra parte, las tazas iniciales de hidroélisis de acido fitico son por lo menos dos
veces inferiores en la presencia de 0.04 U/ml de fitasa que en la presencia de 0.08

U/ml (Tabla 3). Estos resultados sostienen la hipdtesis de que la sinergia entre las

fitasas permite esencialmente completar la hidrélisis de los fosfatos presentes.

15
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La proporcidon de cada fitasa en el medio de reaccidén no parece tener mucha

influencia sobre la eficiencia de la hidrélisis (Tabla 4). En todos los casos, se

_observa un incremento en la cantidad de fosfato liberado, con una ligera ventaja

para una combinacién que contiene el 50% de cada fitasa, principalmente para

pHs por encima de 5.5.

. Tabla 4: Comparacién de la hidrélisis porcentual de acido fitico como funcién de la

proporcion de cada fitasa en la mezcla. En todos los casos, la cantidad total

permanece 0.08 U/ml.

Proporcion AN DC ANIDC __ANDC___ ANIDC
de fitasas | (11) (1/2) (2M)
pH 3 66 82 92 90 88
pH 4 69 85 95 93 93
pH55 55 63 92 79 79
pH 6 72 42 94 87 86
oH 65 63 6 75 52 64

Bajo nuestras condiciones experimentales, ninguna fitasa hidrolizé completamente
el acido fiticd a inositol y fosfatos, aunque 4 de ellas son capaces de liberar todos
los fosfatos de acuerdo con la literatura. Cuatro fitasas SC, PF, DC y PL, hidrolizan
el 80% de Iosl enlace; fosfato a valores de pH de 3 y 4. Dos mezclas DC/AN y
SC/AN, hidrolizan del 80% al 100% de los enlaces fosfatos y todos los pHs

probados. -

La combinacion de las fitasas de los tipos 3- fitasa (AN, DC, PF), 4-fitasa (B) o 6-

fitasa (PL), una con ta otra, no suministra ninguna mejora notable.
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La complementacion de la sinergia entre las fitasas parece depender de .dos
criterios especificos a cada fitasa: (1) su perfil de actividad como una funcion del

pH, (2) su capacidad ha hidrolizar, o no, todas las fosfatas.

El uso de tales combinaciones en nutricién animal podria hacer posible disminuir

 las cantidades de fitasas utilizadas mediante por lo menos 20% y por lo tanto

reducir los costos. El contenido de fosfato de origen fitico en el alimento también

se incrementaria, mejorando el valor del alimento y asi haciendo posible disminuir

la toma de fosfato inorganico. La contaminacidn causada por el desperdicio de

fosfato no disponible disminuye asi.

Q0O
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REIVINDICACIONES

1. Composicién gue combina por lo menos dos fitasas para la hidrolisis de

acido fitico (mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-hexakisfosfato), caracterizado por

que ésta comprende:
(a) una primera fitasa que exhibe por lo menos 80% de identidad con la
fitasa de la SEQ. ID No. 1 o que exhibe por lo menos 80% de

identidad con la fitasa de la SEQ. ID No. 2;

(b) una segunda fitasa que exhibe'pof lo menos 80% de identidad con la

fitasa de la SEQ. 1D No. 3.

. Composicién de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada por que la

primera fitasa es una 3-fitasa que cataliza la hidrélisis de seis enlaces

fosfato de acido fitico.

. Composicién de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizada porque la primera fitasa tiene una temperatura 6ptima de

entre 55°C y 80°C y un pH 6ptimo de entre pH 3.5 y pH &.

. Composiciébn de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizadas - porque la primera fitasa es una fitasa de levadura

Schwanniomices castellii o una fitasa de la levadura Debariomices castellii.

. Composiciéon de acuerdo con una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizada porque la primera fitasa es la fitasa de la SEQ. ID No. 1 o0 la

fitasa de la SEQ. ID No. 2.

4]
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6. Composicién de acuerdo a una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada porque la segunda fitasa es una 3-fitasa que cataliza la

hidrélisis de por o menos cinco enlaces fosfato de acido fitico.

7. Composiciéon de acuerdo a una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada porque la segunda fitasa tiene una temperatura 6ptima de

entre 50°C y 60°C y un pH 6ptimo de entre pH 2 y pH 6.

8. Composiciébn de acuerdo a una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizada porque la segunda fitasa es una fitasa de Aspergillus niger.

9. Composicién de acuerdo a una de las reivindicaciones precedentes,

caracterizada porgque la segunda fitasa es la fitasa de la SEQ. ID No. 3.

10. Composicion de acuerdo a una de las reivindicaciones precedentes,
caracterizada porque ésta consiste de un aditivo nutricional para animales o |

de un alimento animal.

11.Uso de una composicién de acuerdo a una de las reivindicaciones 1 a 9,
para la elaboracién de un aditivo nutricional para animales o de un alimento

animal.

12. Uso de una composicidn de acuerdo a una de las reivindicaciones 1 a 10
para incrementar l|a disponibilidad = de fosforo fitico y mejorar la

digestibilidad de alimentos animales.
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13.Método de hidrolisis de acido fitico (mio-inositol 1, 2, 3, 4, 5, 6-
hexakisfosfato) a monofosfatos inorganicos, a mio-inositol con uﬁ grédo
inferior de fosforilécién y a mio-inositol libre, caracterizado porque éste
comprendéA las siguientes etapas:
| (a) se suministra una primera fitasa que exhibe bor lo menos 80% de

identidad con ia fitasa de 1a SEQ. ID No. 1 o que exﬁibe por lo
menos 80% de identidad con la fitasa de la SEQ. 1D No. 2;

(b) se suministra una segunda fitasa que exhibe por lo meﬁos 80% dle
identidad con Ia fitasa de la SEQ. ID No. 3;

(c) el acido fitico es puesfo simultaneamente en contacto ‘con la primerav

fitasa y la segunda fitasa.

14. Metodo de acuerdo a la reivindicacion 13, caracterizado porque la primera

fitasa és una 3-fitasa que cataliza la hidrélisis de 6 enlaces fosfato de 4cido

fitico.

15.Método de acuerdo a cualquiera de las reivindicaciones 13 y 14,
caracterizado porque la primera fitasa tiene una {emperatura éptima de

entre 55°C y 80°C y un pH optimo de entre pH 3.5y pH 5.

'16. Método de acuerdo a una de las reivindicaciones 13 a 15, caracterizado

porgque la primera fitasa es una fitasa de levadura Schwanniomices castellii

o una fitasa de la levadura Debariomices castelli.

17.Método de acuerdo a una de las reivindicaciones 13 a 16, caracterizado
porgue la primera fitasa es la fitasa de fa SEQ. ID No. 1 o la fitasa de la

SEQ. ID No. 2.
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18. Método de acuerdo a una de las reivindicaciones 13 a 17, caracterizada
porque la segunda fitasa es una 3-fitasa que cataliza la hidrolisis de por lo

menos cinco enlaces fosfato de acidos fiticos.

19. Método de acuerdo é una de las reivindicaciones 13 a 18, caracterizada
porque la segunda fitasa tiene una temperatura 6ptima de entre 50°C y

60°C y un pH éptimo de entre pH 2 y pH 6.

20. Método de acuerdo a una de las reivindicaciones 13 a 19, caracterizada

porque la segunda fitasa es una fitasa de Aspergillus niger.

21. Método de acuerdo a una de las reivindicaciones 13 a 20, caracterizado
porque la segunda fitasa es la fitasa de la SEQ. ID No. 3.
22.Kit o agrupamiento paré alimentar animales, caracterizado porque éste
comprende:
(a) la fitasa de Schwanniomices castellii de la SEQ. ID No. 1 o la fitasa
de Debariomices _caSteIIii dela SEQ.'ID No. 2;

(b) la fitasa de Aspergillus niger de la SEQ. ID No. 3.
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SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT

(21) N® de soficitud: (51) Int Ck: C12N 009-016
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante(s) ~ ADISSEQ FRANCE SAS
(30} Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais
0507335 08/07/2005 FR
(72) Inventer(es)  HELENE BOZE
GUY MOULIN
(74) Apoderado:  EMILIO FERRERO
(85) Fecha limite inicio fase nacional:  08/02/2008 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacién de la solicitud PCT Fecha: 18/01/2007
Fecha de presentacion de la soficitud: ~ 07/07/2006 N° publicacion: WO 2007/006852 A1
No. de solicitud PCT/FR2006/001652
(54) Titulo: ~ EFECTO SINERGICO DE LA COMBINACION DE FITASAS SOBRE LA HIDROLISIS DE ACIDO FiTICO

Reivindicacion(es):

1.

Composicién gue combina por lo menos dos fitasas
para la hidrdlisis de acido fitico (mio-inositol 1, 2, 3,
4, 5, 6-hexakisfosfalo), caracterizado por que ésta
comprende:

{a) una primera fitasa que exhibe por lo
menos 80% de identidad con la fitasa de
la SEQ 1D No. 1 ¢ que exhibe por lo
menos 80% de identidad con la fitasa de
la SEQ. ID No. 2;

(b} una segunda fitasa que exhibe por lo
menos 80% de identidad con la fitasa de
la SEQ. ID No. 3.

Composicion de acuerdo con fa reivindicacion 1,
caracterizada por que la primera fitasa es una 3-
fitasa que cataliza la hidrolisis de seis enlaces

fosfato de &cido fitico.

Composicion de acuerdo con una de las
reivindicaciones precedentes, caraclerizada porque
la primera fitasa tiene una temperatura éptima de
entre 55°C y 80°C y un pH optimc de entre pH 3.5y
pH 5.

Composicién de acuerdo con una de las
reivindicaciones precedentes, caraclerizadas porque
la primera fitasa es una fitasa de levadura
Schwanniomices casfellii o una fitasa de la levadura

Debariomices castellii.

10.

Composicion de acuerdo con una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
la primera fitasa es la fitasa de la SEQ. [DNo. 1 0a
fitasa de la SEQ. 1D Ne. 2.

Composicién de acuerdo a una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
la segunda fitasa es una 3-fitasa que cataliza la
nidrolisis de por lo menos cinco enlaces fosfato de
4cido fitico.
Composicién de acuerdo a una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
la segunda fitasa.tiene una temperatura éptima de
entre 50°C y 60°C y un pH éptimo de entre pH 2 y
pH 6.
Composicién  de acuerdo a una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
la sequnda fitasa es una fitasa de Aspergilius niger.
Compasicion de acuerdo a una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
la segunda fitasa es la fitasa de la SEQ. ID No. 3.
Composicion de acuerdo a una de las
reivindicaciones precedentes, caracterizada porque
ésta consiste de un aditivo nutricional para animales

0 de un alimento animal.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [ MODELO DE UTILIDAD [ ]
Indicacién de que se soliéité la concesion de una patente - ["]/
Datos de identificacién del sollcnante 0 de la persona que presenta la salicitud [}
‘Descripcion de la invencion - o [+
Dibujos de ser estos pertinentes , [ ]
Comprobante de pago de las tasas establecidas | P
COMPLETA [] . - INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

RIS

IndicaciOn de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
Representacion gréfica y fotogréflca ‘del Disefio lndustnal o muestra del [
material que incorpora el disefio -* . ’,‘f -
Comprobante de pago de las tasas establemdas [ ]
COMPLETA [ ] o 0 INCOMPLETA [ ]
, |.’ Bt )
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_.ESQUEMA DE TRAZADO [ ] Py LA
¢ Indicacion de.que se solicita el reglstro de un. Esquema de Trazado SN [ ‘]
® Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta’ la solicitud f 1
-4 Representacion grafica del esquema trazado [ ]
-4 Comprobante de pago de las tasas establecidas . : [ ]
COMPLETA [ ] ‘ . ' INCOMPLETA [ ]
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Doctor (a)

FERRERC EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de
ADISSEQO FRANCE SAS

REFERENCIA . Radicacidn No. 8 12275
Solicitud internacional PCT/FR2006/0016652
Fecha inicio fase nacional 08/02/2008
Tramite 11
Evento 379
Actuacidn

Oficio No. 423%24

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn. 486 de la Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes ({PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercioc, se le comunica que:

1. La seclicitud no contiene 1la copia del documento en que consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al solicitante ¢ a su causante. (Art. 26-k)
Decisibén 486.

2. El1 solicitante debe aclarar si la solicitud corresponde al capitulo I o II del
PCT por que 1la indicacién en el petitorio no corresponde a los documentos del
expediente, en caso necesario adjuntar los documentos gue corresponden.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacidn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casc de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacién.

Notifiguese el
e), del capitulo

presente ofi conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal

lo primerc de la Circular Unica No.1l0 de 2001.

ALIX CARMENZA PEDES DE VERGEL

El ante requerimiento fue notificado pox fijacidén en lista de

fecha T2 FEB. 2008

jfernand
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