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DESCRIPCION
Gen abfB-1 de Penicillium funiculosum.

La invencién se refiere al gen abfB-1 aislado de Penicillium funiculosum y al polipéptido ABFB-1 codificado por este
gen que tiene una actividad a-L-arabinofuranosidasa B.

Penicillium funiculosum es un Talaromyces que pertenece a la familia de las Aspergilleae. El aislamiento de este
microorganismo a partir de numerosos sustratos organicos sujetos a una contaminacién aérea o acuosa, indica que
este hongo posee una panoplia de enzimas hidroliticas de una riqueza sorprendente. La utilizacion de este coctel
enzimatico en la alimentacién animal contribuye a la despolimerizacién de las sustancias organicas naturales y
permite mejorar su digestibilidad. El documento WO 99/57325 describe asi una cepa de Penicillium funiculosum
denominada IMI378536 que produce una mezcla de enzimas particularmente adaptada a la alimentacion animal. Sin
embargo, los cocteles enzimaticos producidos por Penicillium funiculosum estan poco caracterizados
bioquimicamente. En efecto, s6lo un nimero restringido de actividades enzimaticas como las xilanasas, las
B-glucanasas se miden generalmente sobre los mostos de fermentacion obtenidos. Estas actividades reflejan s6lo
una fraccién de la poblacion enzimatica presente en el céctel.

Los compuestos hemi-celuloliticos procedentes de la agricultura constituyen la segunda reserva de polisacaridos
después de la celulosa en el seno de los tejidos vegetales. Este grupo se caracteriza por una amplia variedad de
heteropolisacaridos, de los cuales los principales representantes son los xilanos, los arabinanos, los galactanos, los
glucanos, y los mananos. La arabinosa en su forma furfural estd ampliamente representada en el seno de los
heteropolisacaridos tales como los arabinanos y los arabinoxilados. El arabinano es un polimero de residuos
arabinofuranosa unido por unos enlaces a-1-5, y puede estar sustituido con 1 o 2 residuos de arabinosa en posicién
0-2 u 0O-3. Enlo que se refiere a los arabinoxilanos, los residuos a-L-arabinofuranosilo estan unidos sobre la cadena
principal B-1-4-xilopiranosilo por unos enlaces a-1-3 y a-1-2. La presencia de residuos arabinosa sobre estas
cadenas laterales puede restringir la hidrélisis enzimatica de los compuestos hemi-celuloliticos en numerosas
aplicaciones industriales tales como la mejora de la digestibilidad de la alimentacion animal. Las enzimas que
escinden los enlaces a-L-arabinofuranosidicos pueden actuar sinérgicamente con las xilanasas para permitir la
hidroélisis de los arabinoxilanos y arabinanos.

Las actividades arabinasas (endo-, exo-arabinasas y mayoritariamente las actividades o-L-arabinofuranosidasas)
pueden contribuir por lo tanto activamente y de manera sinérgica con las xilanasas a la despolimerizacién de los
compuestos hemi-celuloliticos. Los compuestos hemi-celuloliticos y pécticos pueden representar hasta el 50% de los
carbohidratos totales presentes en las plantas, y constituyen una importante fuente de energia para los animales. La
mejora de la digestibilidad de estos compuestos esta correlacionada con la disminucién del grado de sustitucion de
los residuos arabinosilos en el seno de unos compuestos hemi-celuloliticos (Brice, R.E., Morrison, .M. 1982,
Carbohydr. Res. 101: 93-100).

Se han aislado las enzimas que hidrolizan los enlaces entre unos residuos L-arabinosa a partir de microorganismos
tales como las bacterias o los hongos filamentosos. Las arabinosidasas estan constituidas principalmente por a-L-
arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) que son capaces de hidrolizar los residuos a-L-arabinofuranosilo no reductores
procedentes del L-arabinoxilano o por compuestos tales como los arabinanos, y los arabinogalactanos.

Se han clasificado las a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) en dos familias de glicésidos hidrolasas (GH 51 y GH
54) segun su similitud de secuencia proteica. Estas dos familias difieren debido a su especificidad de sustrato
contenido en los polisacaridos. El primer grupo (GH 51) contiene las arabinofuranosidasas de tipo A que actiian sélo
sobre pequefias estructuras lineales de arabinofuranosil-oligosacaridos unidos en a-1-5. El segundo grupo esta
constituido por arabinofuranosidasas de tipo B (GH 54) que catalizan la hidrdlisis de los enlaces a-1,5; a-1,3 y al,2
de las cadenas laterales contenidas en los compuestos arabinofuranosil-oligosacaridos.

Se han aislado las arabinofuranosidasas B (ABFB) a partir de numerosas bacterias, pero también a partir de hongos
filamentosos. El género Aspergillus es el mas representado, pero se han aislado también a partir de los géneros
Trichoderma, Penicillium, y Fusarium.

Los documentos W096/29416, W096/06935, WO 2004/018662 y US n° 5.989.887 describen unos genes de
arabinofuranosidasa de Aspergillus niger. La alineacién de secuencias proteicas indica que la proteina abfB de A.
niger es 72,4% idéntica a la proteina ABFB-1 de P. funiculosum. En estas solicitudes no se describe ninguna de las
caracteristicas esenciales de la utilizacion del polipéptido en nutricién animal.

Clinche et al. (J. Agric. Food Chem., 45, 2379-2383, 1997) han descrito tres -L-arabinofuranosidasas procedentes de
Aspergillus terreus que tienen una aplicacion potencial en enologia.

Gielkens et al. (Microbiology, 145, 735-741, 1999) han descrito el gen abfB de Aspergillus nidulans.
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Los genes abfB de Aspergillus kawachii y de Aspergillus awamori han sido descritos por Koseki et al. (J. of
Bioscience and Bioengineering, vol. 96, n° 3, 232-241, 2003). Estas enzimas tienen unas aplicaciones en la
fermentacién del licor japonés shochu.

El gen abfB del hongo filamentoso Trichoderma reesei ha sido descrito por Margolles-Clark et al. (Applied and
Environmental Microbiology, 3840-3846, 1996).

Panagiotou et al. han descrito asimismo dos alpha-L-arabinofuranosidasas extracelulares procedentes de Fusarium
oxysporum. (Can J Microbiol. 2003: 49(10):639-4).

Carvallo et al. (Mycol. Res., 107 (4), 388-394, 2003) han descrito la a-L-arabinofuranosidasa B de Penicillium
purpurogenum. La alineacién de secuencias proteicas indica que la proteina abf-1 de P. purpurogenum es 85,6%
idéntica a la proteina ABFB-1 de P. funiculosum. En este articulo no se describe ninguna de las caracteristicas
esenciales de la utilizacion del polipéptido en nutricién animal.

Sakamoto et al. (FEBS Letters 560, 199-204, 2004) han descrito el gen abnx de Penicillium chrysogenum que
codifica sin embargo para una actividad arabinanasa distinta de la actividad de las ABFB.

Sin embargo estas enzimas ABFB no tienen las cualidades oOptimas requeridas para una aplicacién en la
alimentacién animal. En efecto, para ser utilizables en alimentacion animal, las ABFB deben poseer unas
propiedades compatibles con los tratamientos que sufren los alimentos destinados a esta alimentacion. En particular,
la actividad de las enzimas utilizadas debe ser estable en las condiciones de temperatura y de pH de los
procedimientos, y si es posible ser 6ptima en la preparacion de estos alimentos asi como en las condiciones
presentes en el sistema digestivo de los animales que ingieren estos alimentos.

Ademas, estas enzimas deben tener un amplio espectro de accion (desenganche) sobre los heteropolisacaridos
(arabinasas, arabinoxilanos y arabinogalactanos) para permitir una mejora eficaz de la digestibilidad de los alimentos
por los animales. Esta mejora de la digestibilidad de los alimentos para animales permite aumentar su valor
nutricional. Asi, las enzimas que tienen una especificidad (estereo-especificidad, enantioselectividad), una actividad
o una afinidad mejorada frente a los sustratos naturales arabinoxilanos y arabinanos presentan un gran interés para
la alimentacion animal.

La presente invencion describe una L-arabinofuranosidasa B (ABFB-1) de Penicillium funiculosum, adaptada para
una aplicacion en la nutriciébn animal asi como el gen que codifica para esta enzima. La invencion se refiere
asimismo a los homologos, a las variantes y a los fragmentos de la ABFB-1 que conservan las mismas propiedades
cataliticas.

Ventajosamente, las enzimas ABFB segln la invencion presentan una temperatura 6ptima elevada.

Otra ventaja de la presente invencidon es que la expresion de la ABFB-1 de Penicillium funiculosum esta
naturalmente fuertemente inducida en este hongo en unas condiciones de induccién de enzimas celuloliticas y hemi-
celuloliticas (medio de cultivo de tipo industrial para la produccion de enzimas celuloliticas y hemi-celuloliticas).

Las enzimas segun la invencidn tienen asimismo otras aplicaciones industriales o agro-industriales. Se citara en
particular el tratamiento de los zumos de frutas, la fabricacion de papel, la conversién de biomasas hemi-celuloliticas
en carburantes o productos quimicos, la preparacion de bebidas alcoholizadas por fermentacion.

Descripcion de las secuencias

SEC ID n° 1: Secuencia genémica el gen abfB-1 de Penicillium funiculosum.

SEC ID n° 2: Secuencia del polipéptido ABFB-1 de Penicillium funiculosum que tiene una actividad a-L-
arabinofuranosidasa de tipo B.

SEC ID n° 3: Cebador Xbal-abfB.
SEC ID n° 4: Cebador Hindlll-abfB.
Descripcion de la invencion

La presente invencion se refiere a un polipéptido adaptado a la utilizacién en nutricion animal que comprende un
polipéptido seleccionado DE entre los polipéptidos siguientes:

- el polipéptido de la SEC ID n° 2,
- el polipéptido cuya secuencia estd comprendida entre la posicion 28 y la posicién 507 de la SEC ID n° 2.
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La invencién se refiere asimismo a un polinucleétido que codifica para una actividad a-L-arabinofuranosidasa B,
seleccionado de entre los polinucledtidos siguientes:

- el polinucle6tido cuya secuencia estd comprendida entre la posicién 845 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1,
- el polinucleétido cuya secuencia estd comprendida entre la posicion 826 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1.

Otro objeto de la presente invencion es un polinucledtido que tiene la secuencia representada en la SECIDn°1 o la
secuencia complementaria a la SEC ID n° 1.

La invencion se refiere asimismo a unos casetes de expresion que comprenden en el sentido de la transcripcion:

- un promotor funcional en un organismo hospedante;
- un polinucledtido segun la invencion; y
- una secuencia terminadora funcional en el mismo organismo hospedante.

Otro objeto de la invencion es un vector que comprende un polinucleétido segin la invencién y/o un casete de
expresion segun la invencion.

La invencion se refiere asimismo a un organismo hospedante transformado con un polinucleétido segin la invencién,
un casete de expresion segun la invencién y/o un vector segun la invencion.

En un modo de realizacién de la invencion, el organismo hospedante se selecciona de entre las levaduras y los
hongos filamentosos.

Preferentemente, el organismo hospedante es una cepa de Penicillium funiculosum.

La invencion se refiere asimismo a un aditivo nutricional para animales que comprende un polipéptido segin la
invencién, un organismo hospedante segun la invencién y un mosto de fermentacién de un organismo hospedante
segun la invencion.

Preferentemente, este aditivo nutricional se presenta en forma liquida o en forma de polvo.

Otro aspecto de la invencién es un alimento para animales que comprende una base nutricional para animales y un
aditivo nutricional para animales segun la invencion.

La invencion se refiere asimismo a la utilizaciéon de un polipéptido ABFB segln la invencién o de un organismo
hospedante segln la invencién para la fabricacion de un aditivo nutricional para animales o de un alimento para
animales.

Otro objeto de la invencion es la utilizacion de un polipéptido ABFB segun la invencién o de un organismo
hospedante segln la invencidon para la hidrélisis de los enlaces a-L-arabinofuranosilo de los compuestos
arabinofuranosil-oligosacaridos.

Polipéptidos

La presente invencion se refiere por lo tanto a unos polipéptidos ABFB que tienen una actividad ao-L-
arabinofuranosidasa B. Preferentemente, estos polipéptidos estan aislados de Penicillium funiculosum.

Se entiende por "a-L-arabinofuranosidasa B", unas a-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) de tipo B (GH 54) que
catalizan la hidrélisis de los enlaces a-1,5; a-1,3 y a-1,2 de las cadenas laterales contenidas en los compuestos
arabinofuranosil-oligosacaridos.

La a-L-arabinofuranosidasa B de la cepa IMI378536 de Penicillium funiculosum estéa representada en la SEC ID n° 2.

Se entiende por "polipéptido adaptado a la utilizacién en nutricion animal" un polipéptido cuyas caracteristicas son
tales que conviene para la nutricién animal. Las caracteristicas esenciales para una utilizacion en nutricion animal
son en particular el pH y la temperatura a los que se activa la enzima. En efecto, el pH del sistema digestivo de los
animales es acido y es por lo tanto esencial que la enzima permanezca activa a este pH, con el fin de conservar su
actividad en la hidrélisis de los residuos L-arabinosa. Ademas, la puesta en forma de la enzima en un aditivo
nutricional o en el alimento del animal implica unos tratamientos y una temperatura superior a la temperatura
ambiente. La actividad de las enzimas utilizadas debe por lo tanto ser estable en las condiciones de los
procedimientos, en particular las condiciones de temperaturas.

Segun un modo de realizacion de la presente invencion, el polipéptido presenta una actividad o-L-
arabinofuranosidasa B a un pH acido, por ejemplo inferior a 5, preferentemente inferior a 4. Asimismo, segun un
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modo de realizacion de la presente invencion, el polipéptido presenta una actividad a-L-arabinofuranosidasa B
Optima entre pH 2y pH 3,5.

Segun un modo de realizacién preferido de la presente invencion, el polipéptido presenta una actividad a-L-
arabinofuranosidasa B a unas temperaturas superiores a la temperatura ambiente. Preferentemente, el polipéptido
de la presente invencion posee una actividad a-L-arabinofuranosidasa B éptima a una temperatura comprendida
entre 40°C y 70°C, mas preferentemente entre 50°C y 65°C.

En un modo de realizacién preferido, los polipéptidos segun la invencion estan glicosilados. El polipéptido de la SEC
ID n° 2 posee en particular unos sitios de N-glicosilacion en el aminoacido 92 y en el aminoacido 376. En un modo
de realizacion preferido, los residuos asparagina en posicién 92 y 376 del polipéptido de la SEC ID n°® 2 estan
glicosilados.

La a-L-arabinofuranosidasa B de Penicillium funiculosum es una enzima segregada por el hongo en su entorno
extracelular. El polipéptido de la SEC ID n° 2 comprende asi un péptido sefial de 27 aminoacidos. La invencion tiene
asimismo por objeto el polipéptido maduro obtenido después de la escision del péptido sefial. En particular, la
invencion se refiere al polipéptido cuya secuencia estd comprendida entre la posicion 28 y la posicion 507 de la SEC
ID n° 2.

En otro modo de realizacion, el péptido sefial del polipéptido de la SEC ID n° 2 puede ser sustituido por un péptido
sefial heterdlogo para la expresion y la secrecion del polipéptido de la SEC ID n°® 2 por un organismo hospedante
heterdlogo.

La invencién se refiere asimismo a unos fragmentos del polipéptido de la SEC ID n° 2 que tiene una actividad a-L-
arabinofuranosidasa B.

El término "fragmento” de un polipéptido designa un polipéptido que comprende una parte pero no la totalidad del
polipéptido del cual se deriva.

Este fragmento del polipéptido de la SEC ID n° 2 conserva su actividad a-L-arabinofuranosidasa B. La invencién se
refiere por lo tanto a los fragmentos biolégicamente activos del polipéptido de la SEC ID n° 2. El término "fragmento
biolbgicamente activo" designa un fragmento de un polipéptido que conserva la funcion del polipéptido del cual se
deriva. Los fragmentos bioldgicamente activos del polipéptido de la SEC ID n® 2 conservan asi la funcién del
polipéptido ABFB-1 de Penicillium funiculosum. Estos fragmentos bioldgicamente activos tienen una actividad de a-
L-arabinofuranosidasa B.

Los métodos de preparacion de fragmentos de un polipéptido asi como las técnicas de medicion de la actividad a-L-
arabinofuranosidasa B son bien conocidos por el experto en la materia.

Los polipéptidos segun la invencion estan aislados o purificados de su entorno natural. Los polipéptidos pueden ser
preparados por medio de diferentes procedimientos. Estos procedimientos son en particular la purificacion a partir de
fuentes naturales tales como unas células que expresan naturalmente estos polipéptidos, la produccion de
polipéptidos recombinantes por unas células hospedantes apropiadas y su purificacion ulterior, la producciéon por
sintesis quimica o, por Ultimo, una combinacién de estos diferentes enfoques. Estos diferentes procedimientos de
produccién son bien conocidos por el experto en la materia. Asi, los polipéptidos ABFB de la presente invencion
pueden ser aislados a partir de Penicillium funiculosum. En otro modo de realizacion, los polipéptidos ABFB de la
presente invencion son aislados a partir de organismos hospedantes recombinantes que expresan un polipéptido
ABFB segun la invencién.

La invencion tiene asimismo por objeto unas proteinas de fusién, unas proteinas recombinantes o unas proteinas
qguimeras que comprenden los polipéptidos segun la invencién. El término "polipéptido” designa asimismo unas
proteinas asi como unos polipéptidos modificados.

Los polipéptidos segun la invencién tienen una actividad ABFB y conservan preferentemente las propiedades
cataliticas de la enzima ABFB-1 de Penicillium funiculosum. En particular, estos polipéptidos presentan una actividad
Optima a 60°C y a pH 3,4.

Polinucleétidos

La invencion se refiere asimismo a unos polinucleétidos que codifican para una actividad a-L-arabinofuranosidasa B.
Preferentemente, estos polinucledtidos codifican una a-L-arabinofuranosidasa B de Penicillium funiculosum.

Segun la presente invencion, se entiende por "polinucleétido” una cadena nucleotidica monocatenaria o su
complementario que puede ser de tipo ADN o ARN, o una cadena nucleotidica bicatenaria que puede ser de tipo
ADN complementario o gendmico. Preferentemente, los polinucleétidos de la invencion son de tipo ADN, en
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particular de ADN bicatenario. El término "polinucleétido” designa también los polinucleétidos modificados.

Los polinucleétidos de la presente invencion estan aislados o purificados de su entorno natural. Preferentemente, los
polinucleétidos de la invencién pueden ser preparados mediante las técnicas clasicas de biologia molecular tales
como las descritas por Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989) o mediante sintesis quimica.

En un primer modo de realizacién, la invencion se refiere al polinucle6tido cuya secuencia esta comprendida entre la
posicion 845 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1. Este polinucledtido codifica para la enzima ABFB-1 de Penicillium
funiculosum de la SEC ID n° 2.

En un segundo modo de realizacion, la invencion se refiere al polinucleétido cuya secuencia esta comprendida entre
la posicion 926 y la posiciéon 2368 de la SEC ID n° 1. Este polinucledtido codifica para el polipéptido maduro ABFB
de Penicillium funiculosum después de la escision del péptido sefial.

La invencidon se refiere asimismo a unos polinucleétidos capaces de hibridarse de manera selectiva con el
polinucleétido cuya secuencia esta comprendida entre la posicion 845 y la posicién 2368 de la SEC ID n° 1 y/o con el
polinucleétido cuya secuencia estd comprendida entre la posicion 926 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1.
Preferentemente, la hibridacién selectiva se efectlia en unas condiciones de media astringencia y preferentemente
en unas condiciones de fuerte astringencia. Estos polinucledtidos codifican para una actividad o-L-
arabinofuranosidasa B. Preferentemente, estos polinucleétidos codifican para una a-L-arabinofuranosidasa B de
Penicillium funiculosum.

Por "secuencia capaz de hibridarse de manera selectiva”, se entiende seguln la invencion las secuencias que se
hibridan con la secuencia de referencia a un nivel superior al ruido de fondo de manera significativa. El nivel de la
sefial generada por la interaccion entre la secuencia capaz de hibridarse de manera selectiva y las secuencias de
referencia es generalmente 10 veces, preferentemente 100 veces, mas intensa que la de la interaccién de las demas
secuencias de ADN que generan el ruido de fondo. Las condiciones de hibridacién astringentes que permiten una
hibridacion selectiva son bien conocidas por el experto en la materia. En general, la temperatura de hibridacion y de
lavado es inferior en por lo menos 5°C a la Tm de la secuencia de referencia a un pH dado y para una fuerza i6nica
dada. Tipicamente, la temperatura de hibridacion es de por lo menos 30°C para un polinucleétido de 15 a 50
nucleétidos y de por lo menos 60°C para un polinucledtido de mas de 50 nucleétidos. A titulo de ejemplo, la
hibridacion se realiza en el tampon siguiente: 6X SSC, 50 mM de Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM de EDTA, 0,02% de PVP,
0,02% de Ficoll, 0,02% de BSA, 500 pg/ml de esperma de salmén desnaturalizado DNA. Los lavados se realizan por
ejemplo sucesivamente a baja astringencia en un tampén 2X SSC, 0,1% de SDS a media astringencia en un tampén
0,5X SSC, 0,1% de SDS y a fuerte astringencia en un tampén 0,1X SSC, 0,1% de SDS. La hibridacién se puede
efectuar evidentemente segun otros métodos habituales bien conocidos por el experto en la materia (véase en
particular Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 1989). Preferentemente, los polinucleétidos que
se hibridan de manera selectiva a un polinucledétido de referencia conservan la funcion de la secuencia de referencia.
En el presente caso, los polinucleétidos, que se hibridan de manera selectiva con el polinucleétido cuya secuencia
esta comprendida entre la posicion 845 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1 y/o con el polinucleétido cuya secuencia
esta comprendida entre la posicién 926 y la posicién 2368 de la SEC ID n° 1, codifican para una actividad a-L-
arabinofuranosidasa B.

La invencién se refiere de manera general a los polinucleétidos que codifican para los polipéptidos segun la
invencion. Debido a la degenerescencia del codigo genético, diferentes polinucleétidos pueden codificar para un
mismo polipéptido.

Otro objeto de la presente invencién es un polinucledtido cuya secuencia esta representada en la SEC ID n° 1. El
polinucleétido de la SEC ID n° 1 comprende unas secuencias que flanquean el marco abierto de lectura (ORF) del
gen abfB-1 de Penicillium funiculosum. Se trata en particular de las secuencias promotoras y terminadoras del gen
abfB-1. El gen abfB se puede expresar a partir de sus secuencias reguladoras homélogas en particular para una
sobreexpresion en Penicillium funiculosum o en otros hongos filamentosos.

En otro modo de realizacion, el gen abfB se puede expresar en diferentes organismos hospedantes tales como las
bacterias, las levaduras y los hongos por ejemplo. El gen abfB se puede expresar en un organismo hospedante bajo
el control del promotor de la SEC ID n° 1 de la presente invencion o bajo el control de un promotor heterélogo.

Casetes de expresién

Segun un modo de realizacion de la invencion, un polinucleétido que codifica para un polipéptido segin la invencién
se inserta en un casete de expresion utilizando unas técnicas de clonacion bien conocidas por el experto en la
materia. Este casete de expresion comprende los elementos necesarios para la transcripcion y la traduccion de las
secuencias que codifican para los polipéptidos segun la invencion.

Ventajosamente, este casete de expresion comprende al mismo tiempo unos elementos que permiten hacer producir
un polipéptido por una célula hospedante y unos elementos necesarios para la regulacién de esta expresion.
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Estos casetes de expresion comprenden, en el sentido de la transcripcion:

- un promotor funcional en un organismo hospedante;
- un polinucleodtido segun la invencion;
- una secuencia terminadora funcional en el mismo organismo hospedante.

Se puede utilizar cualquier tipo de secuencia promotora en los casetes de expresion segun la invencién. La eleccién
del promotor dependera en particular del organismo hospedante seleccionado para la expresion del gen de interés.
Algunos promotores permiten una expresion constitutiva mientras que otros promotores son por el contrario
inducibles. Entre los promotores funcionales en los hongos, se citara en particular el de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa de Aspergillus nidulans (Roberts et al., Current Genet. 15:177-180, 1989). Entre los promotores
funcionales en las bacterias, se citara en particular el de la ARN polimerasa del bacteriéfago T7 (Studier et al.,
Methods in enzymology 185:60-89, 1990). Entre los promotores funcionales en las levaduras, se citara el promotor
del gen GALL1 (Elledge et al., Proc Natl Acad Sciences, USA. 88:1731-1735, 1991) o los promotores GAL4 y ADH de
S. cerevisiae. Todos estos promotores estan descritos en la bibliografia y son bien conocidos por el experto en la
materia.

Para la expresién en Penicillium funicusolum, se seleccionardn por ejemplo unos casetes de expresion que
comprenden un promotor histona H4.B, un promotor acido aspartilo proteasa o un promotor csl13 (WO 00/68401).

Los casetes de expresion segun la presente invencion pueden incluir ademas cualquier otra secuencia necesaria
para la expresion de los polipéptidos o de los polinucleétidos como, por ejemplo, unos elementos de regulacién o
unas secuencias sefal que permiten la secrecion de los polipéptidos producidos por el organismo hospedante. Se
puede utilizar en particular cualquier secuencia de regulacion que permita aumentar el nivel de expresion de la
secuencia codificante insertada en el casete de expresion. Segun la invencion, se pueden utilizar en particular, en
asociacion con la secuencia de regulacion promotora, otras secuencias de regulacion, que estan situadas entre el
promotor y la secuencia codificante, tales como unos activadores de transcripcion ("enhancer").

Se puede utilizar una gran variedad de secuencias terminadoras en los casetes de expresiéon segun la invencién,
estas secuencias permiten la terminacién de la transcripcion y la poliadenilacion del ARNm. Se puede utilizar
cualquier secuencia terminadora funcional en el organismo hospedante seleccionado.

Para la expresién en Penicillium funiculosum, se seleccionardn por ejemplo unos casetes de expresion que
comprenden un terminador histona H4.B, un terminador &cido aspartilo proteasa o un terminador csl13
(WO 00/68401).

La presente invencioén tiene asimismo por objeto un polinucleétido que comprende un casete de expresién segun la
invencion, ventajosamente los casetes de expresion segun la presente invencion estan insertados en un vector.

Vectores

La presente invencion se refiere por lo tanto también a unos vectores de replicacion o de expresion para la
transformacion de un organismo hospedante que comprende por lo menos un polinucleétido o un casete de
expresion segln la presente invencion. Este vector puede corresponder en particular a un plasmido, a un césmido, a
un bacteri6fago o a un virus en el que esta insertado un polinucledtido o un casete de expresion segun la invencion.
Las técnicas de construccion de estos vectores y de insercion de un polinucleétido de la invencién en estos vectores
son bien conocidas por el experto en la materia. De manera general, se puede utilizar cualquier vector capaz de
mantenerse, de autoreplicarse o de propagarse en una célula hospedante con el fin de inducir en particular la
expresion de un polinucleétido o de un polipéptido. El experto en la materia seleccionara los vectores apropiados en
funcién del organismo hospedante a transformar, y en funcién de la técnica de transformacién utilizada.

Los vectores de la presente invencion se utilizan en particular para transformar un organismo hospedante con vistas
a la replicacion del vector y/o a la expresion de un polipéptido segun la invencién en el organismo hospedante.

La invencion se refiere asimismo a un método para preparar un polipéptido segin la invencién que comprende las
etapas siguientes:

- se transforma un organismo hospedante con un vector de expresion que comprende un casete de expresion
segun la invencién y/o con un polinucleétido segun la invencion,

- se aislan los polipéptidos producidos por el organismo hospedante.

Organismos hospedantes

La presente invencion tiene asimismo por objeto un procedimiento de transformacién de un organismo hospedante
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mediante integracion en dicho organismo hospedante de por lo menos un polinucleétido o de un casete de expresion
0 de un vector segun la invencion. El polinucleétido puede estar integrado en el genoma del organismo hospedante
o replicarse de manera estable en el organismo hospedante. Los métodos de transformacion de los organismos
hospedantes son bien conocidos por el experto en la materia y estadn ampliamente descritos en la bibliografia.

La presente invencion se refiere asimismo a un organismo hospedante transformado con un polinucleétido, un
casete de expresion o un vector segun la invencion. Por organismo hospedante, se entiende en particular segun la
invencion cualquier organismo mono o pluricelular, inferior o superior, seleccionado en particular de entre las
bacterias, las levaduras y los hongos. Por organismo hospedante se entiende un organismo no humano. De manera
ventajosa, las levaduras se seleccionan de entre Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisae, Yarrowia lipolytica y
Schwanniomyces occidentalis. Los hongos se seleccionan de entre los Aspergillus y los Penicilliums,
preferentemente de entre Penicillium funiculosum, Trichoderma reesei, Aspergillus niger, Aspergillus awamori,
Aspergillus kawachii y Trichoderma koningii. En un modo de realizacion preferido, el organismo hospedante es una
cepa de Penicillium funiculosum en la que se expresa o se sobreexpresa un polipéptido ABFB segun la invencion.

Las técnicas de construccion de vectores, de transformacién de organismos hospedantes y de expresion de
proteinas heterdlogas en estos organismos estan ampliamente descritas en la bibliografia (Ausubel F.M. et al.,
"Current Protocols in Molecular Biology" volumenes 1y 2, Greene Publishing Associates y Wiley-Interscience, 1989;
T. Maniatis, E.F. Fritsch, J. Sambrook, Molecular Cloning A laboratory Handbook, 1982).

Aditivos alimenticios y alimentos para animales

La presente invencién se refiere por lo tanto a unos aditivos alimenticios que aportan una actividad a-L-
arabinofuranosidasa B. La aportacion de este tipo de actividad enzimatica permite mejorar la digestibilidad del
alimento y aumentar su valor nutricional.

Se entiende por aditivo nutricional una sustancia afiadida intencionadamente a un alimento, generalmente en
pequefias cantidades, para mejorar sus caracteristicas nutricionales o su digestibilidad. Los aditivos nutricionales
para animales pueden, por ejemplo, contener unas vitaminas, unas sales minerales, unos aminoacidos y unas
enzimas.

Tipicamente, los aditivos nutricionales para animales comprenden un polipéptido segin la invencién, un organismo
hospedante segun la invencién o un mosto de fermentacién de un organismo hospedante segin la invencion. Asi,
los polipéptidos que tienen una actividad a-L-arabinofuranosidasa B segun la invencién pueden ser purificados o
aislados de una cepa de Penicillium funiculosum o de un organismo hospedante recombinante para la fabricacion de
un aditivo nutricional para animales. Alternativamente, una cepa de Penicillium funiculosum o un organismo
hospedante que producen unos polipéptidos AbfB se pueden utilizar directamente para la fabricacién de un aditivo
nutricional para animales. En un modo de realizacion preferido de la invencion, se utiliza el sobrenadante de cultivo o
mosto de fermentacion de una cepa de Penicillium funiculosum o de un organismo hospedante segun la invencion
para la fabricaciéon de aditivos nutricionales para animales. Este modo de realizacién es particularmente ventajoso
cuando los polipéptidos ABFB son segregados por la cepa de Penicillium funiculosum o el organismo hospedante.
Habitualmente, este sobrenadante de cultivo esta concentrado o liofilizado para la fabricacion del aditivo nutricional.

Asi, la invencién se refiere asimismo a un procedimiento de preparacién de enzima ABFB que comprende las etapas
siguientes:

a) puesta en cultivo de una cepa de Penicillium funiculosum o de un organismo hospedante transformado segun
la invencién, en unas condiciones de induccion de la expresion de ABFB,

b) separar el sobrenadante de cultivo que comprende la enzima ABFB.

Este sobrenadante de cultivo o mosto de fermentacion puede ser concentrado o liofilizado a continuacién para la
formulacioén de un aditivo alimenticio o de un alimento para animales.

Si el organismo hospedante no segrega la enzima ABFB en el medio de cultivo, puede ser necesaria una etapa
suplementaria de escision de las células y de purificacion del extracto celular.

Los aditivos nutricionales de la presente invencion comprenden una actividad a-L-arabinofuranosidasa B, pero
pueden también comprender otras sustancias nutricionales como unas vitaminas, unos aminoacidos o unas sales
minerales.

Los aditivos segun la invencién aumentan la digestibilidad de los alimentos, contribuyendo asi a una mejor
valorizacién nutricional de los regimenes a base de cereales (trigo, cebada, maiz, avena, centeno, etc.) y de tortas
oleaginosas (soja, girasol, colza, etc.) en particular.

La presente invencion se refiere asimismo a los alimentos para animales que comprenden una base nutricional y un
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aditivo nutricional segun la invencién. Estos alimentos se presentan habitualmente en forma de harinas o de
granulos en los que estan incorporados los aditivos segun la invencién.

Se entiende por alimento todo lo que puede servir para la nutricion de los animales.

Los alimentos para animales comprenden un polipéptido segun la invencién, un organismo hospedante segun la
invencion o un mosto de fermentacién de un organismo hospedante segun la invencion.

Para la cria intensiva de los animales, estos alimentos comprenden habitualmente una base nutricional y unos
aditivos nutricionales.

Se entiende por base nutricional, lo que constituye lo esencial de la racién alimenticia del animal, constituido a titulo
de ejemplo por una mezcla de cereales, de proteinas y de materias grasas de origen animal y/o vegetal.

Las bases nutricionales para animales estan adaptadas a la alimentaciéon de estos animales y son bien conocidas
por el experto en la materia. Habitualmente, estas bases nutricionales comprenden por ejemplo maiz, trigo, guisante
y soja. Estas bases nutricionales estan adaptadas a las necesidades de las diferentes especies animales a la que
estan destinadas. Estas bases nutricionales pueden ya contener unos aditivos nutricionales como unas vitaminas,
unas sales minerales y unos aminoécidos.

En un modo de realizacion preferido, la invencion se refiere a unos alimentos para animales monogastricos y en
particular para las aves de corral y los cerdos. Las aves de corral comprenden en particular las gallinas ponedoras,
los pollos para carne, los pavos y los patos. Los cerdos comprenden en particular los cerdos de crecimiento y de
cebado asi como los lechones.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Determinacion del pH 6ptimo de la enzima ABFB-1 en una serie de tampén Mc livaine (pH 2,2 a 8) a
40T en presencia de 5 mM de PNPAF.

Figura 2: Determinacion de la temperatura 6ptima de la enzima ABFB-1 a su pH 6ptimo en presencia de 5 mM de
PNPAF. PNPAF.

Figura 3: Determinaciéon de las constantes cinéticas Km y Vm (1/Vi = f(1/S) para ABFB-1 para una gama de
PNPAF que vade 0,5 mMa5mMapH 3,4y 60C.

Figura 4: Valores de expresioén diferencial cuantitativas relativas de los genes abfB-1 y abfB-2 en funcién de las
condiciones de crecimiento de P. funiculosum.

Ejemplos

Puesta a punto de la dosificacién de la actividad L-arabinofuranosidasa B

La actividad L-arabinofuranosidasa se midi6é a partir de un cultivo de P. funiculosum sobre el medio M2 con una
adicién mixta compuesta por 0,15% de Provasoy y 0,3% de celulosa al cabo de 40 h. Se realizaron unas
extracciones a las 48 h 'y 72 h de cultivo. El cultivo se realizo en erlen de 200 ml con un volumen util de 50 ml. La
actividad se determiné mediante hidrélisis de 5 mM de para-nitrofenil-a-L-arabinofuranosidasa (PNPAF) en un
tampon de 50 mM de acetato sddico, pH 5. Se incubaron 50 ul de sobrenadante de cultivo con 250 pl de sustrato
precalentado a 50°C durante 15 minutos. La reaccién se detuvo mediante la adiciéon de 500 ul de 0,5 M de NaOH. La
liberacién del p-nitrofenilo (PNP) se midié a 405 nm con un coeficiente de extincion molar de 17000 M™.cm™. Una
unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de PNPAF por minuto en las
condiciones descritas anteriormente. Para el cultivo de P. funiculosum se obtuvieron 20 mU-mrI* al cabo de 48 h y
112 mU-mI* al cabo de 72 h de cultivo. Estos resultados estan de acuerdo con la bibliografia, en efecto para
Aspergillus niger se encontraron unas actividades del orden de 100 a 600 muU-ml™* segun el inductor utilizado en el
cultivo.

Clonacidn del ORF abfB de P. funiculosum en Saccharomyces cerevisiae

A partir del ADN gendémico de P. funiculosum, se amplificé el gen abfB mediante PCR con la ayuda del par de
cebadores (Hind lll-abfB/Xba I-abfB) en las condiciones siguientes (94C 30 s; 62C 30 s; 1 min. 30 s a 72C)
durante 30 ciclos. El producto PCR se cloné en un vector comercial pPGEM-T(tm) easy.

Secuencia del par de cebador PCR

Xba I-abfB-1: > 5'-TCTAGAATGTTTCCAAGAATAAAACCAG-3'<
Hind Ill-abfB-1: > 5'-AAGCTTTCATGCAAAGGCAGTCT-3'<
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El fragmento Hind lll/Xba | de 1534 bp se escindio del vector pGEM-T y se subclond en los sitios Hind lll/Xba | en un
vector lanzadera pJL 52 (plac195-PGK/CYC1). Para la expresién heteréloga, el gen abfB se encuentra por lo tanto
bajo la dependencia del promotor constitutivo PGK del gen que codifica para la fosfo-glicerato quinasa (S.
cerevisiae) y del terminador CYCL1 (S. cerevisiae) del gen que codifica para una actividad citocromica C oxidasa. El
nuevo casete de expresion se denomina pOT-01.

La cepa S. cerevisiae JF #1194 (CEN.PK113-5D), clon procedente de la cepa CEN.PK 122 que contiene la
auxotrofia ura 3-52, se transformé (método con litio acetato/choque térmico) por el vector de expresion pOT-01. Las
cepas transformantes se seleccionaron por complementacién fenotipica sobre cajas selectivas sin uracilo (marcador
URA3).

Se seleccionaron seis transformantes para ensayar la presencia de una actividad arabinofuranosidasa B en el
sobrenadante de cultivo. Los transformantes se cultivaron en 50 ml de medio YNB sin uracilo (salvo la cepa control
salvaje) durante 24 horas. Se dosificé la actividad arabinofuranosidasa sobre los sobrenadantes de cultivo con la
ayuda del método descrito en el parrafo anterior.

Determinacién del pH éptimo

El gen abfB-1 que codifica para una actividad arabinofuranosidasa B procedente de P. funiculosum se clon6 en S.
cerevisiae. Después de la verificacion de la presencia de una actividad arabinofuranosidasa B en varios
transformantes, se seleccioné un transformante y se dosificé la actividad ABFB sobre el sobrenadante de cultivo
después de 24 h de crecimiento. Los cultivos se han realizado en erlen de 200 ml (Vu 50 ml). La actividad se
determiné en presencia de 5 mM de p-nitrofenil-a-L-arabinofuranosida (PNPAF) en una serie de tampon Mc llivaine
(pH 2,2 a 8,0). Se incubaron 80 pl de sobrenadante de cultivo con 320 pl de sustrato precalentado a 40C durante
10 min. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 1 ml de Na,COs 1M. La liberacion del p-nitrofenil se mide a
405 nm™. Una unidad enzimatica se define como la cantidad de enzima que hidroliza 1 pmol de PNPAF por minuto
en las condiciones definidas anteriormente. La curva de actividad esta representada en la figura 1. Para ABFB-1, la
actividad 6ptima se sitla a pH 3,4 y la enzima conserva el 65% de actividad a pH 5.

Determinacion de la temperatura 6ptima

Segun el mismo protocolo, se determiné la temperatura 6ptima de actividad de ABFB-1. La enzima se incubd
durante 10 minutos a cada una de las temperaturas en un tampoén Mc llvaine a pH 3,4. La curva de actividad esta
presentada en la figura 2. La ABFB-1 de P. funiculosum presenta una actividad 6ptima a 60°C. La ABFB-1 presenta
por lo tanto una temperatura éptima superior a las ABFB descritas. Situandose a los pH y a las temperaturas
Optimas de la enzima ABFB-1 (pH 3,4 y 60°C), se observa que la actividad para ABFB-1 es 4 veces superior a la
actividad determinada en un tamp6n acetato pH 5 y 40°C (424 mU frente a 102 mU).

Determinacion de Km Y Vi

Las constantes cinéticas (Kmy V) de ABFB-1 se determinaron mediante la medicion de la hidrélisis de PNPAF a lo
largo del tiempo, en las condiciones 6ptimas determinadas anteriormente.

Las gamas de concentracion en sustrato (PNPAF) se han establecido entre 0,5 y 5 mM en un tampén pH 3,4. La
cinética de hidrdlisis se siguio durante 10 minutos a 60°C. Los resultados se trataron segin el método de las dobles
inversas (Lineweark y Burk) y estan presentados en la figura 3.

El valor de Km es de 1 mM para ABFB-1. Por comparacion en la bibliografia, los valores de Km para este tipo de
enzima varia de 0,05 a 1,2 mM segun el género y la especie flngica estudiada. La ABFB-1 presenta una velocidad
de hidrélisis maxima (Vi) de 521 moles PNPAF/mol de enzima/min. en las condiciones descritas anteriormente.

Determinacion del peso molecular de la enzima ABFB-1

Con el fin de determinar el peso molecular de la enzima ABFB-1, el sobrenadante de cultivo, procedente del
crecimiento en medio minimo de un mutante (S. cerevisiae), se concentrdé 200 veces, se desnaturalizé por ebulliciéon
a 100°C durante 5 minutos, y después se deposité en un gel de poliacrilamida-SDS.

Se observa que la cantidad de proteinas extracelulares es extremadamente baja en la cepa salvaje. Para los
mutantes, la enzima ABFB-1 esta segregada en el sobrenadante de cultivo. Es mayoritaria con respecto al nivel
basal de las proteinas extracelulares de S. cerevisiae.

La determinacion del peso molecular se efectué con la ayuda del marcador de tamafio SeeBlue (Invitrogen). Los
resultados se presentan en la tabla 1.
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PM predicho PM estimado sobre gel
IABFB-1 53 65

Tabla 1: Peso molecular ABFB-1 en KDa

Se ha comparado el peso molecular predicho por el algoritmo de vector NTi y el peso obtenido por migraciéon
electroforética en un gel desnaturalizante SDS-PAGE. Se observa una sobrestimacion del peso molecular de la
enzima en el gel SAS-PAGE. Una fuerte glicosilacién de la enzima esta sugerida en efecto por la visualizacién sobre
gel de una banda electroforética difusa (O y N glicosilaciones). Estas glicosilaciones aparecen durante la maduracién
de las proteinas en el organismo de expresion.

Andlisis del perfil de expresiéon del gen abfB-1 en Penicillium funiculosum

Penicillium funiculosum posee dos genes que codifican para unas a-L-arabinofuranosidasa B: los genes abfB-1 y
abfB-2. Se han comparado los perfiles de expresion de estos genes en diferentes condiciones de cultivo de de P.
funiculosum.

P. funiculosum se cultivé en unas condiciones de induccion de enzimas celuloliticas y hemi-celuloliticas (medio de
crecimiento industrial de tipo M2) y en unas condiciones de no producciéon (medio minimo glucosa MO). Después de
40 h de crecimiento, se pararon los cultivos, se recuper6 el micelio y se extrajeron los ARN totales. La cantidad y la
calidad de los ARN se apreciaron mediante medicion de la absorbancia a 260 nm y a 280 nm (ratio 260/280 > 1,8).
El nivel de transcritos que codifican para las actividades arabinofuranosidasas de tipo B (ABFB-1 y ABFB-2) se
cuantific6 en cada una de las dos condiciones (MO y M2) mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Se utilizo el gen que codifica para la tubulina (tub-1) de P. funiculosum como control en las dos condiciones. Este
gen codifica para una proteina de estructura indispensable para la integridad de la célula. Este gen se utiliza de
manera habitual como gen de referencia, ya que presenta un nivel de expresion constante, sea cual sea la condicion
de cultivo utilizada (ubiquitaria).

Se han disefiado unos cebadores especificos para la PCR cuantitativa para cada uno de los genes (abfB-1, abfB-2,
y tub-1). Para las dos condiciones de crecimiento (MO y M2), se han retro-transcrito 2 ug de ARN totales. Se ha
realizado una serie de dilucién de los ADN complementarios procedentes de la retro-transcripcién con el fin de
determinar las condiciones o6ptimas de amplificacion de los genes diana (limitaciones del método de PCR
cuantitativa y para la eficacia de estos pares de cebadores).

Los resultados normalizados se presentan en la tabla 2 y la figura 4.

MO M2
abfb 1 1 107
abfb 2 1 1,27

Tabla 2: valores de expresion diferencial de los genes abfB-1 y abfB-2 en funcién de las condiciones de crecimiento
de P. funiculosum.

Se han descrito las regulaciones transcripcionales de los genes que codifican para unas actividades celuloliticas y
hemi-celuloliticas. La expresion de estos genes esta sometida en gran medida a la naturaleza y/o a la complejidad
de la fuente de carbono y de nitrégeno sobre la cual se cultiva el microorganismo. Se ha reportado una fuerte
represion transcripcional de estos genes en presencia de glucosa. Esta regulacion se efectia por medio de una
proteina de represion catabodlica CreA que se fija especificamente sobre el promotor de estos genes y bloquea su
transcripcion. En el presente experimento de cuantificacion por PCR de los mensajeros abfB-1 y abfB-2, el nivel de
expresion de estos 2 genes en la condicion glucosa (MO) es muy bajo. Esto esta en acuerdo con la bibliografia ya
gue se ha demostrado que estos genes presentan un nivel basal de expresion incluso en unas condiciones no
favorables (ausencia de sustratos celuloliticos y/o hemi-celuloliticos). Los resultados obtenidos para la condicién MO
estan en acuerdo con la bibliografia. En lo que se refiere a la expresién del gen abfB-1, se constata un factor de
induccién de 107 veces superior al nivel basal obtenido en la condicion MO, mientras que el gen abfB-2 no esta
sobreexpresado.

Listado de secuencias
<110> ADISSEO FRANCE SAS
<120> Gen abfb-1 de Penicillium funiculosum

<130> KH/SG/BR048786
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido adaptado a la utilizacion en nutricion animal, caracterizado porque comprende un polipéptido
seleccionado de entre los polipéptidos siguientes:

- el polipéptido de la SEC ID n° 2,

- el polipéptido maduro cuya secuencia esta comprendida entre la posicion 28 y la posiciéon 507 de la SEC ID
ne 2.

2. Polinucleodtido que codifica para una actividad a-L-arabinofuranosidasa B, caracterizado porque se selecciona de
entre los polinucledétidos siguientes:

- el polinucle6tido cuya secuencia estad comprendida entre la posicién 845 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1,
- el polinucle6tido cuya secuencia estad comprendida entre la posicién 926 y la posicion 2368 de la SEC ID n° 1.

3. Polinucleodtido caracterizado porque tiene la secuencia de la SEC ID n° 1 o la secuencia complementaria a la
SECID n° 1.

4. Casete de expresion, caracterizado porque comprende en el sentido de la transcripcion:
- un promotor funcional en un organismo hospedante;
- un polinucleétido segun la reivindicacién 2; y

- una secuencia terminadora en el mismo organismo hospedante.

5. Vector que comprende un polinucleétido segin una de las reivindicaciones 2 a 3 y/o un casete de expresion
segun la reivindicacion 4.

6. Organismo hospedante transformado con un polinucle6tido segun una de las reivindicaciones 2 a 3, un casete de
expresion segun la reivindicacion 4 y/o un vector segun la reivindicacion 5.

7. Organismo hospedante segln la reivindicacion 6, caracterizado porque el organismo hospedante se selecciona
de entre las levaduras y los hongos filamentosos.

8. Organismo hospedante segun la reivindicacion 7, caracterizado porque se trata de una cepa de Penicillium
funiculosum.

9. Aditivo nutricional para animales, caracterizado porque comprende un polipéptido segun la reivindicacion 1.
10. Aditivo nutricional para animales, caracterizado porque comprende un organismo hospedante segun una de las
reivindicaciones 6 a 8 y/o un mosto de fermentacién de un organismo hospedante segln una de las reivindicaciones

6 a 8.

11. Aditivo nutricional para animales segln una de las reivindicaciones 9 a 10, caracterizado porque se presenta en
forma liquida o en forma de polvo.

12. Alimento para animales, caracterizado porque comprende una base nutricional para animales y un aditivo
nutricional para animales seguin una de las reivindicaciones 9 a 11.

13. Utilizaciéon de un polipéptido segin la reivindicacion 1 o de un organismo hospedante segin una de las
reivindicaciones 6 a 8 para la fabricacion de un aditivo nutricional para animales o de un alimento para animales.

14. Utilizacion de un polipéptido segin la reivindicacion 1 o de un organismo hospedante segin una de las

reivindicaciones 6 a 8 para la hidrdlisis de los enlaces a-L-arabinofuranosilo de los compuestos arabinofuranosil-
oligosacaridos.
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