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DESCRIPCION
Enzimas de pienso para animales
Referencia a un listado de secuencias
[0001] Esta solicitud contiene un listado de secuencias en la forma legible por ordenador.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

[0002] La presente invencion se refiere a métodos de control del crecimiento de microorganismos en animales y
pienso para animales.

En particular, la presente invencion se refiere a un método de control del crecimiento de microorganismos en
animales con una composicion antimicrobiana, el tratamiento de pienso para animales con un aditivo
antimicrobiano y composiciones antimicrobianas.

Antecedentes de la invenciéon

[0003] En la cria moderna de animales, varios métodos han sido explorados para mejorar la salud animal y el
rendimiento del crecimiento.

Estos incluyen una mejor gestién de la ganaderia, mejor nutricién y la utilizacién de aditivos alimenticios.

Los aditivos alimenticios mas comunes usados son antibidticos, probidticos, enzimas y &cidos organicos
(Bernardeau, M., J.P. Vernoux y M. Gueguen, (2002), "Safety and efficacy of probiotic lactobacilli in promoting
growth in post-weaning Swiss mice", Int J. Food

Microbiol. 77:19-27).

[0004] Sin embargo, el uso extenso de antibiéticos en el pienso puede provocar que los animales se hagan
resistentes a antibidticos usados para tratar infecciones bacterianas en animales al igual que seres humanos
(Mikkelsen L.L., Jensen B.B., (2000), "Effects of fermented liquid feed on the activity and composition of the
microbiodata in the gut of pigs", Pig News Inform. 21:59N-66N).

Esto llevd a una prohibicién de marketing y uso de antibiéticos como promotores de crecimiento en el pienso por
la Comision Europea el 1 de enero de 2006.

La presién de consumidor en otros paises tal como US esta impulsando que la produccion animal elimine el uso
de antibidticos como promotores de crecimiento.

La eliminacion de promotores de crecimiento antimicrobiano de pienso para animales ha provocado el interés de
identificar nuevas alternativas no terapéuticas con efectos de modulacion de crecimiento microbiano para
sostener una microflora intestinal de animal sana (Huyghebart, Ducatelle e Immerseel, (2011), Veterinary J.,
187:182-188).

[0005] Una fuente de bacterias patogénicas en la produccidn animal es pienso para animales contaminado.

El pienso para animales es normalmente tratado con calor para matar bacterias nocivas y patégenos.

Sin embargo, el tratamiento térmico incompleto puede resultar en 10-15% de Salmonella restante, y/o el
almacenamiento incorrecto de pienso para animales puede ademdas suponer un alimento contaminado con
bacterias (ver F.T. Jones, 2011, Poult. Sci. 83:384-391 para una revision general).

Cuando el animal se come el pienso contaminado, el animal puede infectarse con las bacterias, lo que finalmente
acaba con la compra de comida contaminada del consumidor en el supermercado.

El uso de &cidos orgéanicos, frecuentemente mezclados con formaldehido ha sido usado para controlar la
cantidad de Salmonella en el pienso después del proceso de granulacion.

Sin embargo, el formaldehido puede dar salidas reguladoras y acidos organicos solos frecuentemente necesitan
diferentes dias a indices de inclusion de 1% para destruir bacterias existentes.

Estos altos niveles de &cidos pueden ser costosos, ser corrosivos para molienda y equipo de alimentacion y
tienen efectos adversos con palatabilidad de pienso y la disponibilidad de vitaminas para animales.

Descripcion de las técnicas relacionadas

[0006] La US4320116 describe el uso de un sistema antibacteriano capaz de ser activado en el tracto
gastrointestinal de un animal que comprende una lactoperoxidasa, un tiocianato y un donador de peréxido
hidrosoluble tal como un percarbonato de alcali o alcali perédido.

La US 5389369 describe el uso de una haloperoxidasa y un agente intensificador de actividad antimicrobiana, tal
como un &cido de alfa-amino, para matar o inhibir el crecimiento de levadura de microorganismos esporulares en
el tratamiento de sujetos humanos o animales y aplicaciones de desinfeccién in vitro.
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[0007] La WO00/21381 describe el uso de dos enzimas antimicrobianas, tal como una lisozima y una oxidasa,
junto con un intensificador, tal como un acido graso poliinsaturado, para mejorar el crecimiento e indice de
conversion alimenticia (FCR) en por ejemplo aves, cerdos y vacas.

[0008] La US5747078 describe un método para la conservacion a largo plazo de productos alimenticios, tal como
gueso, que incluye una oxidorreductasa que genera peréxido de hidrogeno a partir de un sustrato y una
lactoperoxidasa.

La US5310541 describe un chicle para animales que contiene una oxidorreductasa y sustrato correspondiente
(tal como glucosa-oxidasa y glucosa) que genera un agente antimicrobiano cuando se mastica para ayudar a
prevenir por ejemplo la cavies y enfermedades periodontales en animales.

[0009] La US2002/0119136 describe un método para matar o inhibir unos microorganismos por ejemplo en la
lavanderia, en superficies duras, en la piel humana o en el cuidado bucal, que comprende el contacto de dicho
microorganismo con una composicion que contiene una peroxidasa, peroxido de hidrégeno o una fuente de
peroxidos de hidrégeno tal como glucosa oxidasa/glucosa, y un intensificador tal como un derivado de fenotiazina
o un derivado de siringato.

La US4726948 describe una composicion antibacteriana capaz de ser activada en el Gl tracto de mamiferos que
comprende lactoferrina, una lactoperoxidasa y un sistema de activacién tal como glucosa/glucosa oxidasa.

[0010] La US2011/229598 divulga un producto de leche antimicrobiana que comprende una lactoperoxidasa, una
glucosa-oxidasa, glucosa y un agente oxidable para alimentar a terneros.

La EP1068871 describe un complemento de pienso antimicrobiano para terneros o pasta dental para animales
domeésticos que comprende una lactoperoxidasa, una glucosa-oxidasa, glucosa, tiocianato, lactoferrina, lisozima,
factores de inmunoglobulina y crecimiento.

La EP2510944 divulga un complemento de pienso antimicrobiano para vacas que comprende una
lactoperoxidasa o cloroperoxidasa, una glucosa-oxidasa, yoduro y bien glucosa o una beta-galactosidasa.

Resumen de la invencién
[0011] La invencién se define por las reivindicaciones.

[0012] En un aspecto, la invencion se refiere a una composicién antimicrobiana para usar en el control del
crecimiento de microorganismos en un animal que comprende la alimentacién del animal con una composicion
antimicrobiana que comprende lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un método para el tratamiento de pienso para animales que
comprende la mezcla del pienso para animales con una 0 mas lactosa oxidasas y una o mas haloperoxidasas de
vanadio.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere al uso de una composicién que comprende lactosa oxidasa y
haloperoxidasa de vanadio para controlar el crecimiento de microorganismos en un animal.

En el cuarto aspecto, la invencion se refiere a una composicién antimicrobiana que comprende una o mas
lactosa oxidasas y una o mas haloperoxidasas de vanadio junto con una 0 mas vitaminas y/o uno o mas
minerales para controlar el crecimiento de microorganismos en un animal.

En un quinto aspecto, la invencion se refiere a un método para la preparacion de una composicion de pienso
para animales.

Resumen del listado de secuencias

[0013]
SEQ ID N.°: 1 es la secuencia de aminoacido de una lactosa oxidasa de Microdochium nivale CBS 100236.
SEQ ID N.°: 2 es la secuencia de aminoacido de una haloperoxidasa de vanadio de Curvularia verruculosa
CBS 147.63.
SEQ ID N.°: 3 es la secuencia de aminoacido de una haloperoxidasa de vanadio de Curvularia inequalis CBS
102.42
SEQ ID N.°% 4 es la secuencia de aminoacido de una aminoacidoxidasa de Trichoderma harzianum CBS
223.93.
SEQ ID N.°: 5 es la secuencia de aminoacido de una haloperoxidasa de vanadio de Dreschlera hartlebii.
SEQ ID N.°%: 6 es la secuencia de aminoacido de una haloperoxidasa de vanadio de Dendryphiella salina.
SEQ ID N.° 7 es la secuencia de aminoacido de una haloperoxidasa de vanadio de Phaeotrichoconis
crotalariae.
SEQ ID N.°: 8 es la secuencia de aminoacido de una haloperoxidasa de vanadio de Geniculosporium sp.

Breve descripcion de las figuras

[0014] La Figura 1 muestra el nimero de E. Coli K12 superviviente después del tratamiento a pH 3 o pH 6 con
una lactosa oxidasa (COX), una haloperoxidasa de vanadio (HAP) y/o una aminoacidoxidasa (AAO).
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Definiciones

[0015] La actividad de aminoacido oxidasa: el término 'actividad de aminoacido oxidasa' se define aqui como la
actividad enzimatica que cataliza la reaccién de un aminoacido, agua y oxigeno al acido alfa ceto de alfa
correspondiente, peréxido e i6n de amonio.

Para fines de la presente invencién, la actividad de aminoacidoxidasa se puede determinar de la siguiente
manera.

Pipetear en cubetas Worthington peroxidasa (0.01 ml de 10 mg/ml solucién acuosa) y 0.2 M de tampo6n de
trietanolamina pH 7.6 que contiene 0.1% L-leucina y 0.0065% o-dianisidina (2.9 ml).

Incubar en el espectrofotometro a 25°C durante 4-5 minutos para conseguir el equilibro de temperatura y forma
preliminar de registro.

Afiadir 0.1 ml de enzima a una concentracién de 0.05-0.2 unidades por mililitro y aumento de registro en la
absorbancia a 436 nm durante 4-5 minutos.

Célcular ® A436 de la porcion lineal inicial de la pendiente.

Actividad = unidades/mg=(® A436 x 3.0 x dilucién)/(8.1 x 0.1 X(mg/ml)).

[0016] Animal: el término "animal" incluye todos los animales.

En una forma de realizacion, el término "animal" excluye seres humanos.

Los ejemplos de animales son no rumiantes y rumiantes.

Los animales rumiantes incluyen, por ejemplo, animales tales como oveja, cabra y ganado bovino, por ejemplo
vaca tal como ganado vacuno y vacas lecheras.

En una forma de realizacion particular, el animal es un animal no rumiante.

Los animales no rumiantes incluyen animales domésticos, por ejemplo caballos, gatos y perros; animales
monogastricos, por ejemplo cerdo o ganado porcino (incluido, pero no limitado a lechones, cerdos en crecimiento
y cerdas); aves tales como pavos, patos y pollos (incluidos pero no limitados a pollos para asar, capas); pescado
(incluidos pero no limitados a salmén, trucha, tilapia, siluro y carpa); y crustaceos (incluidos pero no limitados a
gamba y langostino), terneros (rumiantes jovenes sin panza funcional o con panza en desarrollo).

Los animales preferidos son animales monogastricos, preferiblemente aves y puercos (definidos aqui).

[0017] La composicién antimicrobiana: el término "composicion antimicrobiana” significa un polipéptido o una
composicion quimica que tiene actividad antimicrobiana.

[0018] La actividad antimicrobiana o efecto antimicrobiano: el término "actividad antimicrobiana" o "efecto
antimicrobiano” significa la capacidad de matar y/o inhibir el crecimiento de células microbianas.

Los ejemplos de células microbianas son las células de microorganismos.

La actividad antimicrobiana puede, por ejemplo, bactericida y/o un bacterioestatico y/o fungicida y/o fungistatico
y/o virucida.

[0019] Bactericida: el término "bactericida" significa un agente que es capaz de matar células bacterianas.

La actividad bactericida se mide como una reduccidn logaritmica (reduccién log) en el nimero de células vivas o
unidades formadoras de colonias por mL (CFU/ml), por ejemplo 1 reduccién log corresponde a una reduccién en
el nimero de células vivas de Escherichia coli K12 o Enterococcus faecalis DSM2570 de Y x 10X CFU/m (CFU:
unidades formadoras de colonias; M: mL o g) a Y x 10** CFU/m, donde X puedeser1, 2,3,4,5,6,7,8,9,100
11y Y puede ser cualquier nimero de 0 a 10.

El nimero de células vivas se determina como el nimero de E. Coli o E. faecalis, respectivamente, que puede
crecer en placas de Agar de triptona de soja (#CM129, Oxoid, Inglaterra) a 30°C.

[0020] Bacterioestatico: el término "bacterioestatico” significa que es capaz de la inhibicion del crecimiento
bacteriano, es decir, inhibicion del crecimiento de células bacterianas.

[0021] La actividad de carbohidrato oxidasa: el término "actividad de carbohydrato oxidasa" se define aqui como
actividad enzimdtica que cataliza la oxidacion del alcohol primario en varios mono- u oligosacaridos
acompafiados por reduccion de oxigeno molecular a peroxido de hidrégeno.

Para fines de la presente invencion, la actividad de oxidasa de carbohidrasa se determina segun el
procedimiento descrito por Blake et al. (1989) Analytical Biochemistry 177: 156-160.

Una unidad de actividad de carbohidrato oxidasa iguala la cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de
perdxido de hidrogeno por minuto a pH 6.0,25 grados Celsius.

La actividad de lactosa oxidasa puede también ser determinada utilizando este método, pero donde la lactosa se
usa como sustrato.

[0022] Controlar el crecimiento de microorganismos: el término "controlar el crecimiento de microorganismos"
significa que el microorganismo bien se mata o inhibe, de manera que los microorganismos estan en un estado
de no crecimiento, es decir, que ellos no son capaces de propagarse.
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Controlar el crecimiento de microorganismos significa ademas que hay un cambio en la composicién de la
microflora intestinal del animal a una composiciéon de microflora que es beneficiosa para el animal, beneficioso
para el rendimiento animal, beneficioso para usos alimenticios (tal como FCR) y/o limita el crecimiento de
patégenos en el sistema digestivo del animal.

[0023] Fungicida: el término "fungicida" significa que es capaz de matar células flngicas.

[0024] EI fungistatico: el término "fungistatico" significa que es capaz de inhibir el crecimiento fungico, es decir,
inhibir el crecimiento de células fungicas.

[0025] Gastricamente estable: el término "gastricamente estable" significa que la enzima(s) son estables a las
condiciones encontradas en el tracto gastrointestinal de un animal, o representativas en condiciones in vitro tal y
como se define aqui, de manera que la enzima(s) puede reducir calculos CFU al menos 10 veces, tal como al
menos 100 veces, al menos 500 veces o al menos 1000 veces después de tal tratamiento.

Con motivo de la presente invencion, la estabilidad gastrica se determind utilizando jugos géstricos simulados,
como se describe en el ejemplo 2.

En resumen, la enzima(s) fueron incubadas con 0.001 M HCI, 35 nM NaCl y 1.1 unidad de pepsina/ml a 40°C
durante 15 minutos y luego se evalué la actividad antimicrobiana.

Las enzimas(s) se clasifican como estables en las vias gastricas si estas reducen los calculos CFU al menos 10
veces después de tal tratamiento en comparacion con una muestra de control por la cual la enzima(s) no han
sufrido incubacidn con los jugos géstricos simulados.

[0026] Intestino: el término "intestino” dignifica el tracto gastrointestinal o digestivo (también referido como el tubo
digestivo) de un animal, y se refiere al sistema de 6rganos incluido el eséfago, estbmago, intestino delgado
(incluido duodeno, yeyuno e ileon) e intestino grueso (incluido intestino ciego, colon y recto) dentro de animales
multicelulares que absorbe la comida, la digiere para extraer energia y nutrientes, y excreta los residuos
restantes.

La microflora del intestino se refiere a los cultivos microbianos naturales que residen en el intestino que
mantienen la salud buena de un animal para ayudar a una digestién apropiada y/o soportar funciones de sistema
inmunoldégico.

[0027] La actividad de haloperoxidasa: el término 'haloperoxidasa’ se define aqui como actividad enzimatica que
cataliza la oxidacion de haluros (por ejemplo Cl-, Br- o I-) en presencia de perdxido de hidrégeno al
correspondiente acido hipohaloso.

Para fines de la presente invencion, la actividad de haloperoxidasa se puede determinar mediante la mezcla 100
uL de muestra de haloperoxidasa (aproximadamente 0.2 pg/mL) y 100 uL de tampén 0.3 M de fosfato sédico pH
7 - 0.5 M bromuro de potasio - 0.008% rojo de fenol, afiadiendo la solucién a 10 pL de 0.3% H»0, y midiendo la
absorcién a 595 nm en funcién del tiempo.

[0028] Un ensayo alternativo que usa monoclorodimedona (Sigma M4632, 3. = 20000 Mlem™ a 290 nm) como
un sustrato se puede llevar a cabo por medicion de la reduccion en la absorcién a 290 nm en funcion del tiempo.
El ensayo se hace en una solucion acuosa de 0.1 M fosfato sddico o 0.1 M acetato sédico, 50 puM
monoclorodimedona, 10 mM KBr/KCI, 1 mM H»0, y aproximadamente 1 pg/mL haloperoxidasa.

Una unidad de haloperoxidasa (HU) se define como 1 micromol de monoclorodimedona clorurado o brominado
por minuto a pH 5y 30°C.

[0029] El microorganismo: el término "microorganismo” incluye bacterias, protozoos, algas, hongos (incluyendo
levadura) y virus.

[0030] Identidad de secuencia: la relacién entre dos secuencias de aminoacido o entre dos secuencias de
nucleétidos se describe por el parametro "identidad de secuencia”.

[0031] Para fines de la presente invencién, el grado de identidad de secuencia entre dos secuencias de
aminoacidos se determina utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J.
Mol.Biol. 48: 443-453) implementado en el programa de Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European
Molecular Biology Open Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), preferiblemente version
3.0.0 o posterior. Se uso6 la version 6.1.0. Los parametros opcionales usados son penalizacion por apertura de
espacio de 10, penalizaciéon por extension de espacio de 0.5 y la matriz de sustitucion EBLOSUM®62 (version
EMBOSS de BLOSUM62).

La emision de Needle etiquetada "identidad mas larga" (obtenida utilizando la opcién -nobrief) se usa como el
porcentaje de identidad y se calcula de la siguiente manera:

( Residuos idénticos x 100)/(Longitud de alineamiento - namero total de espacios en alineamiento)
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[0032] Virucida: el término "virucida" significa que es capaz de inactivar o matar virus.
Descripcion detallada de la invencion

[0033] En jurisdicciones donde el objeto sobre el tratamiento del cuerpo animal 0 humano se considera que no es
patentable o es una excepcion para patentabilidad, luego dicho objeto se deniega aqui en toda la solicitud.

[0034] Hemos descubierto sorprendentemente que una composicién antimicrobiana que comprende lactosa
oxidasa y haloperoxidasa de vanadio es altamente eficaz para el control del crecimiento de microorganismos
que, por ejemplo, residen en el pienso para animales contaminado.

Mientras las composiciones antimicrobianas que comprenden una lactoperoxidasa/mieloperoxidasa y glucosa-
oxidasa se conocen en la técnica, la combinacién de una lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio no ha sido
previamente mostrada para tener propiedades antimicrobianas, al menos para condiciones pertinentes para uso
como pienso para animales.

Ademas, la lactoperoxidasa/mieloperoxidasa y soluciones de glucosa-oxidasa conocidas de la necesidad de la
técnica de incorporar sustratos (por ejemplo, glucosa para glucosa-oxidasa o tiocianato/bromuro/cloruro para
lactoperoxidasa) en la formulacién para que las enzimas tengan un efecto antimicrobiano.

[0035] Los inventores han mostrado sorprendentemente que la composicién antimicrobiana de la invencion
funciona sin el requisito de que los sustratos para las enzimas se agregan a la composicion.

En cambio, las enzimas pueden utilizar el sustrato requerido directamente de una amplia gama de piensos que
se usa en pienso para animales, reduciendo asi el coste del pienso para el agricultor.

Métodos de control del crecimiento de microorganismos en un animal

[0036] En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una composicion antimicrobiana para usar en el
control del crecimiento de microorganismos en un animal, que comprende la alimentacion del animal con una
composicion antimicrobiana que comprende una lactosa oxidasa y una haloperoxidasa de vanadio.

En una forma de realizacion, la composicion antimicrobiana para usar en el control del crecimiento de
microorganismos comprende la alimentacion de un animal que no es humano con una composicion
antimicrobiana que comprende una lactosa oxidasa y una haloperoxidasa de vanadio.

En un aspecto, el control del crecimiento de microorganismos con la composicién antimicrobiana de la invencion
se produce en el intestino del animal.

[0037] En una forma de realizacion, la lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio son géastricamente estables.
La composicion antimicrobiana de la invencion también puede comprender una o mas fuentes de haluro,
peroxido de hidrogeno y/o una o més fuentes de perdxido de hidrogeno, tal como celobiosa, lactosa, maltosa y/o
rafinosa.

En otro aspecto, la composicion antimicrobiana de la invencion comprende ademés forraje, concentrados,
vitaminas, minerales, aminoacidos, enzimas y/o otros constituyentes de pienso, tal y como se definen aqui.

[0038] ElI método para el control del crecimiento de microorganismos en un animal se puede realizar con una
cantidad eficaz de la composicion antimicrobiana de la invencién, donde una cantidad eficaz es la cantidad
adecuada para obtener el efecto antimicrobiano requerido en la aplicacion elegida.

En un aspecto, la composicion antimicrobiana para usar en el control del crecimiento de microorganismos en un
animal comprende la alimentacion del animal con una composicion antimicrobiana de la invencién que inhibe el
crecimiento de células microbianas, por ejemplo la composicion antimicrobiana es un bacterioestatico.

[0039] En otra forma de realizacién, la composicién antimicrobiana para usar en el control del crecimiento de
microorganismos en un animal comprende la alimentacion del animal con una composicién antimicrobiana de la
invencion que mata el crecimiento de células microbianas, por ejemplo la composicion antimicrobiana es
bactericida.

En una forma de realizacién preferida, la composicion antimicrobiana para usar en el control del crecimiento de
microorganismos en un animal comprende la alimentacién del animal con una composicioén antimicrobiana de la
invencion que mata al menos 90%, tal como al menos 99%, al menos 99.5%, al menos 99.7%, al menos 99.9%,
al menos 99.95%, al menos 99.97%, al menos 99.99% del nimero de bacterias, donde la bacteria es del género
Salmonella, Escherichia, Campylobacter, Listeria y/o Clostridium, preferiblemente de Escherichia, mas
preferiblemente de E. Coli, ain mas preferiblemente de E. Coli K12.

[0040] En otra forma de realizacién, la composicién antimicrobiana para usar en el control del crecimiento de
microorganismos en un animal comprende la alimentacién del animal un pienso para animales que comprende
una 0 mas lactosa oxidasas de la invencién y una o mas haloperoxidasas de vanadio de la invencién junto con
una 0 mas vitaminas y/o uno o mas minerales.

Una forma de realizacion preferida es pienso para animales que no contiene lactoferrina.
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[0041] En otra forma de realizacién, la composicién antimicrobiana para usar en el control del crecimiento de
microorganismos en un animal comprende alimentar al animal con una composicion antimicrobiana de la
invencion, donde la composicién antimicrobiana es un componente de pienso para animales.

El pienso para animales puede comprender ademas una 0 mas vitaminas y/o uno o0 mas minerales.

Una forma de realizacion preferida es pienso para animales que no contiene lactoferrina.

[0042] En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°%: 7.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.%: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

Uso de las composiciones para controlar el crecimiento de microorganismos en animales

[0043] Otro aspecto de la invencién es el uso de una composicién que comprende una lactosa oxidasa y una
haloperoxidasa de vanadio para controlar el crecimiento de microorganismos en un animal.

En una forma de realizaciéon, el uso de una composicion que comprende una lactosa oxidasa y una
haloperoxidasa de vanadio para controlar el crecimiento de microorganismos esta en un animal que no es
humano.

En una forma de realizacion, la lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio son gastricamente estables.

[0044] La composicion también puede comprender una o mas fuentes de haluro, peréxido de hidrégeno y/o una o
mas fuentes de perdxido de hidrégeno, tal como celobiosa, lactosa, maltosa y/o rafinosa.

En otro aspecto, la composicion antimicrobiana de la invencion comprende ademas forraje, concentrados,
vitaminas, minerales, aminoacidos, enzimas y/o otros constituyentes de pienso, tal y como se definen aqui.

[0045] EI uso de una composicién que comprende una lactosa oxidasa y una haloperoxidasa de vanadio para
controlar el crecimiento de microorganismos en un animal se puede realizar con una cantidad eficaz de la
composicion de la invencion, donde una cantidad eficaz es la cantidad adecuada para obtener el efecto
antimicrobiano requerido en la aplicacion elegida.

En un aspecto, el uso de la composicion de la invencion en un animal inhibe el crecimiento de células
microbianas, por ejemplo la composicion antimicrobiana es un bacterioestatico.

[0046] En otra forma de realizacién, el uso de una composiciébn que comprende una lactosa oxidasa y una
haloperoxidasa de vanadio para controlar el crecimiento de microorganismos en un animal comprende la
alimentacién del animal con una composicién antimicrobiana que mata el crecimiento de células microbianas, por
ejemplo la composicién antimicrobiana es bactericida.

En una forma de realizacion preferida, el uso de la composicion de la invencién en un animal comprende la
alimentacion del animal con una composicion antimicrobiana que mata al menos 90%, tal como al menos 99%, al
menos 99.5%, al menos 99.7%, al menos 99.9%, al menos 99.95%, al menos 99.97%, al menos 99.99% del
numero de bacterias, donde la bacteria es del género Salmonella, Escherichia, Campylobacter, Listeria y/o
Clostridium, preferiblemente de Escherichia, mas preferiblemente de E. Coli, ain mas preferiblemente de E. Coli
K12.

[0047] En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

Composiciones que comprenden lactosa oxidasas y haloperoxidasas de vanadio
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[0048] Un aspecto adicional de la invencion es una composicion que comprende una o mas lactosa oxidasas y
una o mas haloperoxidasas de vanadio.

En una forma de realizacion, la composicion comprende ademas uno o mas compuestos adicionales
seleccionados de la lista que consiste en forraje, concentrados, vitaminas, minerales, aminoacidos, enzimas y
otros constituyentes de pienso, tal y como se definen aqui.

En otra forma de realizacién, la composicidn se usa para controlar el crecimiento de microorganismos en un
animal.

En una forma de realizacion, la composicion controla el crecimiento de microorganismos en un animal que no es
humano.

En una forma de realizacién, la composicion no contiene ninguna lactoferrina.

En una forma de realizacion, la lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio son gastricamente estables.

[0049] En otro aspecto de la invencidn, la composicion es un aditivo de pienso o premezcla, que comprende una
0 mas lactosa oxidasas, una 0 méas haloperoxidasas de vanadio y uno o mas componentes seleccionados de la
lista que consiste en vitaminas, minerales, aminoacidos, enzimas y otros constituyentes de pienso.

En una forma de realizacion, el aditivo de pienso comprende una o mas oxidasas de lactosa, una 0 mas
haloperoxidasas de vanadio y una o mas vitaminas.

En una forma de realizacién, el aditivo de pienso comprende una 0 mas oxidasas de lactosa, una o méas
haloperoxidasas de vanadio y uno o mas minerales.

En una forma de realizacion, el aditivo de pienso comprende una o mas oxidasas de lactosa, una 0 mas
haloperoxidasas de vanadio y uno o mas aminoécidos.

En una forma de realizacion, el aditivo de pienso comprende una o mas oxidasas de lactosa, una 0 mas
haloperoxidasas de vanadio y una o mas enzimas.

[0050] En otro aspecto de la invencion, la composicién es un pienso para animales, que comprende una 0 mas
lactosa oxidasas, una o mas haloperoxidasas de vanadio, forraje y concentrado opcionalmente y/o una
premezcla.

En otro aspecto de la invencién, la composicién es un pienso para animales, que comprende una o mas oxidasas
de lactosa, una o mas haloperoxidasas de vanadio, concentrados y opcionalmente forraje y/o una premezcla.

La premezcla comprende uno o mas componentes seleccionados de la lista que consiste en vitaminas,
minerales, amino&cidos, enzimas y otros constituyentes de pienso.

[0051] Una forma de realizacion preferida es un pienso para animales que comprende una o méas lactosa
oxidasas, una o mas haloperoxidasas de vanadio, uno o méas polipéptidos seleccionados de la lista amilasas;
fitasas; xilanasas; galactanasas; alfa-galactosidasas; proteasas, fosfolipasas, beta-glucanasas o cualquier
mezcla de las mismas, junto con una 0 mas vitaminas y/o uno o0 mas minerales.

En una forma de realizacion, la composicidn no contiene lactoferrina.

[0052] En otra forma de realizacién, la composicion que comprende una lactosa oxidasa y una haloperoxidasa de
vanadio mata el crecimiento de células microbianas, por ejemplo la composicion antimicrobiana es bactericida.
En una forma de realizacion preferida, la composicion de la invencion mata al menos 90%, tal como al menos
99%, al menos 99.5%, al menos 99.7%, al menos 99.9%, al menos 99.95%, al menos 99.97%, al menos 99.99%
del nimero de bacterias, donde la bacteria es del género Salmonella, Escherichia, Campylobacter, Listeria y/o
Clostridium, preferiblemente de Escherichia, mas preferiblemente de E. Coli, aln mas preferiblemente de E. Coli
K12.

[0053] En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

Métodos para el tratamiento de pienso para animales

[0054] Otro aspecto de la invencion es un método para el tratamiento de pienso para animales que comprende la
mezcla del pienso para animales con una 0 mas lactosa oxidasas y una o mas haloperoxidasas de vanadio.
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El aditivo antimicrobiano, que comprende lactosa oxidasas y haloperoxidasas de vanadio, preferiblemente se
afiade al pienso triturado que luego se acondiciona, granula y enfria.

Dicho pienso para animales luego comprende una o mas lactosa oxidasas y una o mas haloperoxidasas de
vanadio que pueden actuar como un agente antimicrobiano mientras el pienso se almacena.

Asi cuando el animal consume el pienso, se reduce asi el riesgo de que el animal consuma pienso contaminado.
El pienso para animales puede actuar ademas como un agente antimicrobiano en el intestino del animal como se
describe en la aqui en otros aspectos de la invencion.

[0055] En una forma de realizacion, la lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio son gastricamente estables.
La composicién también puede comprender una o méas fuentes de haluro, peréxido de hidrégeno y/o una o méas
fuentes de peréxido de hidrégeno, tal como celobiosa, lactosa, maltosa y/o rafinosa.

En otro aspecto, la composicion antimicrobiana de la invencion comprende ademas forraje, concentrados,
vitaminas, minerales, aminoacidos, enzimas y/o otros constituyentes de pienso, tal y como se definen aqui.

[0056] ElI método para el tratamiento de pienso para animales se puede realizar con una cantidad eficaz del
aditivo antimicrobiano de la invencién, donde una cantidad eficaz es la cantidad adecuada para obtener el efecto
antimicrobiano requerido en la aplicacion elegida.

En un aspecto, el método para el tratamiento de pienso para animales comprende la mezcla del pienso para
animales con el aditivo antimicrobiano de la invencién que inhibe el crecimiento de células microbianas en el
pienso para animales, por ejemplo el aditivo antimicrobiano es un bacterioestatico.

[0057] En otra forma de realizacion, el método para el tratamiento de pienso para animales comprende la mezcla
del pienso para animales con un aditivo que comprende una 0 mas lactosa oxidasas y una 0 mas
haloperoxidasas de vanadio de manera que la composicion mata el crecimiento de células microbianas, por
ejemplo el aditivo es bactericida.

En una forma de realizacion preferida, el método para el tratamiento de pienso para animales comprende la
mezcla del pienso para animales con un aditivo antimicrobiano de la invencion que mata al menos 90%, tal como
al menos 99%, al menos 99.5%, al menos 99.7%, al menos 99.9%, al menos 99.95%, al menos 99.97%, al
menos 99.99% del nimero de bacterias en el pienso para animales, donde la bacteria es del género Salmonella,
Escherichia, Campylobacter, Listeria y/o Clostridium, preferiblemente de Escherichia, mas preferiblemente de E.
Coli, ain mas preferiblemente de E. Coli K12.

[0058] En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.
En otra forma de realizacidn, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.% 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.
En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de SEQ ID N.°: 1 y la haloperoxidasa de
vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

Pienso para animales

[0059] En el contexto de esta invencién, un pienso para animales o aditivo de pienso es una preparacion
enzimatica que comprende una o0 mas enzima(s) y portadores adecuados y/o excipientes, y donde la preparacion
de enzima esta prevista en una forma que sea adecuada para afiadir al pienso para animales.

El aditivo de pienso de la invencion se puede preparar conforme a métodos conocidos en la técnica y puede ser
en forma de una preparacion seca o liquida.

La enzima para ser incluida en la preparacion puede opcionalmente ser estabilizada conforme a métodos
conocidos en la técnica.

[0060] En un aspecto, el pienso para animales, comprende forraje y puede comprender ademas concentrados al
igual que vitaminas, minerales, enzimas, aminoacidos y/o otros constituyentes de pienso (incorporados de por
ejemplo una premezcla).

Tal pienso para animales es generalmente adecuado para rumiantes, tales como ovejas, cabras y ganado
bovino, etc. En otro aspecto, el pienso para animales, comprende concentrados y puede comprender ademas
vitaminas, minerales, enzimas, aminoacidos y/o otros constituyentes de pienso (incorporados por ejemplo de una
premezcla) y opcionalmente forraje.

Tal pienso para animales es generalmente adecuado para no rumiantes, tales como cerdos y aves, etc.
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[0061] Asi otro aspecto de la invencién es un método para preparacién de una composicion de pienso para
animales, que comprende la mezcla de una lactosa oxidasa, una haloperoxidasa de vanadio y uno o mas
constituyentes de pienso para animales seleccionados de la lista que consiste en forraje, concentrados,
vitaminas, minerales, aminoacidos y enzimas de pienso para animales.

Forraje

[0062] Forraje tal y como se define aqui también incluye forraje basto.

El forraje es material vegetal fresco tal como heno y ensilaje de plantas de forraje, césped y otras plantas de
forraje, césped y otras plantas de forraje, alga, granos brotados y leguminosas o cualquier combinacion de los
mismos.

Los ejemplos de plantas de forraje son Alfalfa (alfalfa), trébol de serradella, brassica (por ejemplo col, semilla de
colza (canola), colinabo (sueco); colirdbano), trébol (por ejemplo trébol hibrido, trébol rojo, trébol subterraneo,
trébol blanco), césped (por ejemplo pasto bermuda, bromo, hierba de avena alevada, huerto, césped de brezo,
gramineas de prados, césped de vergel, ray-grass, Timothy-grass), granos de maiz (maiz), mijo, cebada, avena,
centeno, sorgo, semillas de soja y trigo y verduras tales como remolachas.

Las plantas de cultivo adecuadas para ensilaje son las hierbas ordinarias, tréboles, alfalfa, algarrobas, avena,
centeno y maiz.

El forraje ademas incluye residuos de planta de cultivo de produccion de grano (tal como forraje de maiz; paja de
trigo, cebada, avena, centeno y otros granos); residuos de verduras como remolacha azucarera; residuos de
produccion oleaginosa como tallos y hojas forman alubias de soja, semilla de colza y otras leguminosas; y
fracciones de la refinacion de granos para consumo animal o humano o de produccion de combustible u otras
industrias.

[0063] Forraje voluminoso es material vegetal seco generalmente con altos niveles de fibra, tal como fibra,
salvado, céscaras de semillas y granos y residuos de planta de cultivo (tal como forraje, copra, paja, paja
menuda, residuos de remolacha azucarera).

Concentrados

[0064] Los concentrados son pienso con altas concentraciones de proteina y de energia, tal como harina de
pescado, melaza, oligosacéaridos, sorgo, semillas y granos (bien enteros o preparados por trituracion, molienda,
etc. de por ejemplo maiz, avena, centeno, cebada, trigo), tortas prensadas oleaginosas (por ejemplo, de semilla
de algodon, alazor, girasol, soja, semilla de colza/canola, cacahuete o cacahuete), torta de palmiste, material
derivado de levadura y granos de destiladores (tales comos granos destilados himedors (WDS) y granos
destilados secos con solubles (DDGS)).

Premezcla o aditivo de pienso

[0065] En una forma de realizacion, el pienso para animales puede incluir una premezcla (también llamada
aditivo de pienso), que comprende por ejemplo vitaminas, minerales, enzimas, conservantes, antibiéticos, otros
constituyentes de pienso o cualquier combinacién de los mismos que se mezcla en el pienso para animales.

Vitaminas y minerales

[0066] El pienso para animales puede incluir una o mas vitaminas, tal como una 0 mas vitaminas liposolubles y/o
una o mas vitaminas hidrosolubles.

En otra forma de realizacion, el pienso para animales puede opcionalmente incluir uno o mas minerales, tal como
uno o mas oligoelementos y/o uno 0 mas macrominerales.

[0067] Vitaminas normalmente grasas e hidrosolubles, al igual que oligoelementos forman parte de una
denominada premezcla destinada a la adiciéon al pienso, mientras que los macrominerales estan normalmente
separadamente afadidos al pienso.

Los ejemplos no limitativos de vitaminas liposolubles incluyen vitamina A, vitamina D3, vitamina E, y vitamina K,
por ejemplo, vitamina K3.

Los ejemplos no limitativos de vitaminas hidrosolubles incluyen vitamina B12, biotina y colina, vitamina B1,
vitamina B2, vitamina B6, niacina, acido folico y pantotenato, por ejemplo, ca-D-pantotenato.

Los ejemplos no limitativos de oligoelementos incluyen boro, cobalto, cloruro, cromo, cobre, fluoruro, yodo,
hierro, manganeso, molibdeno, selenio y zinc.

Ejemplos no limitativos de macrominerales incluyen calcio, magnesio, potasio y sodio.

Enzimas

[0068] En otra forma de realizacién, el pienso para animales descrito aqui opcionalmente incluye una o mas
enzimas.
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Las enzimas se pueden clasificar basandose en el manual de nomeclatura enzimatica NC-IUBBM, 1992), ver
también el sitio web ENZYME: http://www.expasy.ch/enzyme/.

La enzima es un repositorio de informacion relativo a la nomenclatura de enzimas.

Principalmente se basa en las recomendaciones del Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUB-MB), Academic Press, Inc., 1992, y este describe cada tipo de enzima
caracterizada para lo que un namero EC (comision enzimatica) se ha previsto (Bairoch A. The ENZYME
database, 2000, Nucleic Acids Res 28:304-305).

Esta nomeclatura enzimatica IUB-MB se basa en su especificidad de sustrato y ocasionalmente en su
mecanismo molecular; tal clasificacién no refleja las caracteristicas estructurales de estas enzimas.

[0069] Otra clasificacion de determinadas enzimas hidrolasa de glicdsido, tales como endoglucanasa, xilanasa,
galactanasa, mananasa, dextranasa y alfa-galactosidasa, en familias basadas en similitudes de secuencia de
aminoécidos se han propuesto hace unos afios.

Estos actualmente se categorizan en 90 familias diferentes: ver el sitio web CAZi(ModO) (Coutinho, P.M. &
Henrissat, B. (1999) Carbohydrate-Active Enzymes server at URL: http://afmb.cnrs-mrs.fr/~cazy/CAZY/index.html
(corresponding papers: Coutinho, P.M. & Henrissat, B. (1999) Carbohydrate-active enzymes: an integrated
database approach. En "Recent Advances in Carbohydrate Bioengineering”, H.J. Gilbert, G. Davies, B. Henrissat
and B. Svensson eds., The Royal Society of Chemistry, Cambridge, pp. 3-12; Coutinho, P.M. & Henrissat, B.
(1999) The modular structure of cellulases and other carbohydrate-active enzymes: an integrated database
approach. En "Genetics, Biochemistry and Ecology of Cellulose Degradation”., K. Ohmiya, K. Hayashi, K. Sakka,
Y. Kobayashi, S. Karita and T. Kimura eds., Uni Publishers Co., Tokyo, pp. 15-23).

[0070] Asi el pienso para animales también puede comprender al menos otra enzima seleccionada del grupo que
comprende fitasa (EC 3.1.3.8 0 3.1.3.26); xilanasa (EC 3.2.1.8); galactanasa (EC 3.2.1.89); alfa-galactosidasa
(EC 3.2.1.22); proteasa (EC 3.4); fosfolipasa Al (EC 3.1.1.32); fosfolipasa A2 (EC 3.1.1.4); lisofosfolipasa (EC
3.1.1.5); fosfolipasa C (3.1.4.3); fosfolipasa D (EC 3.1.4.4); amilasa tal como, por ejemplo, alfa-amilasa (EC
3.2.1.1) lisozima (EC 3.2.1.17) y beta-glucanasa (EC 3.2.1.4 o0 EC 3.2.1.6) o cualquier mezcla de las mismas.

[0071] En una forma de realizacién particular, el pienso para animales comprende una fitasa (EC 3.1.3.8 o
3.1.3.26).

Los ejemplos de fitasas disponibles comercialmente incluyen fitasa de Bio-Feed™ (Novozymes), Ronozyme® P
e HiPhos™ ((DSM Nutritional Products), Natuphos™ (BASF), Finase® y Quantum® Blue (AB Enzymes), el
Phyzyme® XP (Verenium/DuPont) y Axtra® PHY (DuPont).

Otras fitasas preferidas incluyen aquellas descritas en por ejemplo WO 98/28408, WO 00/43503 y WO
03/066847.

[0072] En una forma de realizacion particular, el pienso para animales comprende una xilanasa (EC 3.2.1.8).

Los ejemplos de xilanasas disponibles comercialmente incluyen Ronozyme® WX y G2 (DSM productos
nutricionales), Econase® XT y cebada (AB Vista), Xylathin® (Verenium) y Axtra® XB (Xilanasa/beta-glucanasa;
DuPont)

[0073] En una forma de realizacion particular, el pienso para animales comprende una proteasa (EC 3.4). Los
ejemplos de proteasas disponibles comercialmente incluyen Ronozyme® ProAct (DSM Nutritional Products).

Aminoécidos

[0074] El pienso para animales puede comprender ademas uno o mas aminoacidos.

Los ejemplos de aminoacidos que se usan en pienso para animales son lisina, alanina, beta-alanina, treonina,
metionina y triptéfano.

Otros constituyentes de pienso

[0075] El pienso para animales puede comprender ademas agentes colorantes, estabilizadores, aditivos de
mejora del crecimiento y compuestos aromatizantes/aromas, acidos grasos poliinsaturados (PUFA); especies
generadoras de oxigeno reactivo, péptidos anti-microbianos y polipéptidos anti-fungicos.

[0076] Los ejemplos de agentes colorantes son carotenoides tales como beta-caroteno, astaxantina y luteina.
[0077] Los ejemplos de compuestos aromatizantes/aromas son creosol, anetol, deca-, undeca-y/o
dodecalactonas, iononas, irona, gingerol, piperidina, ftalida de propilideno, ftalida de butilideno, capsaicina y
tanino.

[0078] Los ejemplos de péptidos antimicrobianos (AMP) son CAP18, Leucocina A, Tritrpticin, Protegrina-1,
Tanatina, defensina, lactoferrina, lactoferricina y ovispirina tal como novispirina (Robert Lehrer, 2000), plectasinas

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 665420 T3

y estatinas, con los compuestos y polipéptidos descritos en la WO 03/044049 y WO 03/048148, al igual que
variantes o fragmentos de las anteriores que retienen actividad antimicrobiana.

[0079] Los ejemplos de polipéptidos antiflingicos (AFP) son el Aspergillus giganteus y péptidos de Aspergillus
niger, al igual que variantes y fragmentos de los mismos que retienen actividad antifingica, como se describe en
la WO 94/01459 y la WO 02/090384.

[0080] Los ejemplos de acidos grasos poliinsaturados son acidos grasos poliinsaturados C18; C20 y C22, tales
como acido araquidénico, acido docosahexaenoico, acido eicosapentanoico y acido gamma-linolénico.

[0081] Los ejemplos de especies generadoras de oxigeno reactivo son productos quimicos tal como perborato,
persulfato o percarbonato; y enzimas tal como una oxidasa, una oxigenasa 0 una sintetasa.

Fabricacién

[0082] Las dietas para animales pueden por ejemplo ser fabricadas como pienso triturado (no granulado) o
pienso granulado.

Tipicamente, los piensos molidos se mezclan y cantidades suficientes de vitaminas esenciales y minerales se
agregan segun las especificaciones para las especies en cuestion.

Los cultivos de bacterias y opcionalmente enzimas se pueden adicionar como formulaciones sélidas o liquidas.
Por ejemplo, para pienso triturado se puede adicionar una formulacion sélida o liquida de cultivo antes o durante
la etapa de mezcla del ingrediente.

Para pienso granulado la preparacién de cultivo (liquida o sélida) también se puede adicionar antes o durante la
etapa de ingrediente de pienso.

Tipicamente una preparacion de cultivo liquida comprende el cultivo de la invencién opcionalmente con un poliol,
tal como glicerol, etilenglicol o propilenglicol, y se afiade después del paso de granulacion, tal como pulverizacion
de la formulacion liquida sobre los granulos.

Las enzimas también se pueden incorporar en un aditivo de pienso o premezcla.

[0083] Las enzimas se pueden afiadir a la mezcla de pienso como un granulo, que opcionalmente se granula o
se extrude.

El granulo tipicamente comprende una particula de nicleo y uno o mas recubrimientos, que tipicamente son sal
y/o recubrimientos de cera.

La particula de nicleo puede bien ser una mezcla homogénea de un compuesto activo opcionalmente junto con
sales (por ejemplo zinc organico o inorgéanico o sal calcica) o una particula inerte con un compuesto activo
aplicado sobre esta.

El compuesto activo es el cultivo de la invencidon opcionalmente combinado con las enzimas de la invencion.

La particula inerte puede ser de agua soluble o agua insoluble, por ejemplo almidén, un azucar (tal como
sacarosa o lactosa) o una sal (tal como NaCl, Na;SO,).

El recubrimiento de sal es tipicamente al menos 1 um de grosor y puede bien ser una sal particular o una mezcla
de sales, tal como NaxSO4, K2SO4, MgSO4 y/o citrato sédico.

Otros ejemplos son aquellos descritos en por ejemplo la WO 2008/017659, WO 2006/034710, WO 1997/05245,
WO 1998/54980, WO 1998/55599, WO 2000/70034 o recubrimiento de polimero tal como se describe en la WO
2001/00042.

[0084] Alternativamente, las enzimas de la invencidon se pueden preparar por congelacion de una mezcla de
solucidn de cultivo liquido con un agente de carga tal como harina de soja molida y luego liofilizando la mezcla.

Lactosa oxidasa

[0085] Las oxidorreductasas son enzimas que catalizan la transferencia de electrones de una molécula a otra.
Las dehidogenasas y oxidasas pertenecen a la clase enzimatica de oxidorreductasas.

Generalmente, las deshidrogenasas necesitan la presencia de un cofactor, por ejemplo NAD/NADP o una
coenzima de flavina tal como FAD o FMN, pero este también puede ser el caso de oxidasas.

A menos que se sugiera otra cosa, las enzimas descritas abajo y en toda la descripcidon son enzimas aisladas
con cofactor, si es necesario.

[0086] Una categoria de oxidorreductasas son oxidasas de carbohidrato que catalizan una reaccion de
oxidacion/reduccion que implica oxigeno molecular (O2) como el aceptor de electrones y un azucar.
En estas reacciones, el oxigeno se reduce a agua (H20) o peréxido de hidrégeno (H205).
El esquema de reaccion neto se puede describir como:
Azucar + O, + H,0 = acidos de azlcar + H,0-

[0087] Una clase preferida de carbohidrato oxidasa es una lactosa oxidasa.
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Segun esta invencion, las lactosa oxidasas son enzimas que tienen al menos una actividad de celobiosa oxidasa
(también llamada deshidrogenasa de celobiosa, EC 1.1.99.18, formalmente EC 1.1.3.25), actividad de lactosa
oxidasa o actividad de oxidasa de maltosa.

Asi, estas son capazes de oxidar celobiosa, lactosa, maltosa, rafinosa, glucosa, lactulosa y/o xilosa,
preferiblemente celobiosa, lactosa, maltosa y/o rafinosa.

[0088] Las enzimas con actividad de celobiosa oxidasa, por ejemplo oxidasas de celobiosa son capaces de la
oxidacion de diferentes sacaridos con celobiosa, celooligosacaridos solubles, lactosa, xilobiosa y maltosa.

Las enzimas de la clase de oxidasas de celobiosa son enzimas preferidas también en la presente invencion.

La celobiosa oxidasa es una enzima extracelular producida por varios hongos que degradan la madera, tales
como el hongo de podredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium, hongo de podredumbre marrén
Coniophora puteana y hongos de pudricion blanda tales como Monilia sp., chaetomium, cellulolyticum,
Myceliophthora (Sporotrichum) thermophila, Sclerotium rolfsii y Humicola insolens (Schou et al.,, 1998,
Biochemical Journal 330: 565-571).

[0089] Las lactosa oxidasas tienen significativamente una especificidad de sustrato méas-amplia sobre otras
oxidasas de carbohidrato, tales como glucosa oxidasas, lo que es ventajoso ya que existe una oportunidad mas
alta de hallar un sustrato pertinente en el pienso para animales para actuar sobre la enzima.

Esto puede claramente verse en la tabla 1, donde la especificidad de la lactosa oxidasa de Microdochium nivale
depositada bajo CBS 100236 (SEQ ID N.°: 1) se compara con una glucosa-oxidasa de Aspergillus niger
(UNIPROT: P13006)

Tabla 1: actividades relativas de una lactosa oxidasa y glucosa-oxidasa

Sustrato % actividad para lactosa oxidasa de | % actividad para glucosa-oxidasa de
Microdochium nivale Aspergillus niger

D-(+)-Cellobiosa 88

D-lactosa 100 0

D-maltosa 99 0

D-rafinosa 53 0

D-(+)-Glucosa 43 100

Lactulosa 31 0

D-(+)-Xilosa 22 0

2-Deoxi-D-glucosa 4 16

[0090] La actividad se fija a la actividad 6ptima para esa enzima a pH 7 (lactosa para lactosa oxidasa, glucosa
para glucosa-oxidasa) como se ha determinado utilizando el método descrito en el ejemplo 12 de la
US2003/0180416.

Todas las otras actividades relativas evaluadas estan por debajo del 10% para lactosa oxidasa y 1% para
glucosa-oxidasa y estan excluidas de la tabla.

[0091] En otra forma de realizacion preferida, la lactosa oxidasa preferiblemente se obtiene a partir de un hongo
del género Microdochium, mas preferiblemente Microdochium nivale e incluso mas preferiblemente
Microdochium nivale depositado bajo CBS 100236.

La lactosa oxidasa aislada de CBS 100236 se describe en detalle en la WO 99/31990 (SEQ ID N.°: 2 de la WO
99/31990; mostrada también como la SEQ ID N.°: 1 de la presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos de la lactosa oxidasa tiene al menos un 70%
de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 1.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoéacidos de la lactosa oxidasa tiene al menos un
80% de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 1.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoéacidos de la lactosa oxidasa tiene al menos un
90% de identidad de secuencia con el polipéptido de la SEQ ID N.°: 1.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoéacidos de la lactosa oxidasa tiene al menos un
95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con el
polipéptido de SEQ ID N.°: 1. En otra forma de realizacion, la lactosa oxidasa es el polipéptido de la SEQ ID N.°:
1.

[0092] En otro aspecto, la lactosa oxidasa difiere en no mas de treinta aminoacidos, por ejemplo, por veinticinco
aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminoacidos, por doce aminoacidos, por diez aminoacidos, por
nueve aminoacidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoacidos, por seis aminoacidos, por cinco aminoacidos,
por cuatro aminoacidos, por tres aminoacidos, por dos aminoacidos y por un aminoacido del polipéptido de la
SEQ ID N.°: 1.

[0093] Los cambios aminoacidos pueden ser de una naturaleza menor, que es sustituciones de aminoacidos
conservadoras o inserciones que significativamente no afectan al plegado y/o actividad de la proteina; deleciones
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pequefias, tipicamente de 1-30 aminoacidos; pequefias extensiones amino o carboxilo terminales, tal como un
residuo de metionina aminoterminal; un pequefio péptido enlazador de hasta 20-25 residuos; o una extension
pequefia que facilita la purificacion por el cambio de la carga de red de cambio u otra funcién, tal como un tracto
de polihistidina, un epitopo antigénico o un dominio de unién.

[0094] Los ejemplos de sustituciones conservadoras estan en los grupos de aminoacidos basicos (arginina, lisina
e histidina), aminoacidos acidicos (acido glutdmico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y
asparagina), aminoacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptéfano y tirosina) y aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina).

Las sustituciones de aminoacidos que generalmente no alteran actividad especifica se conocen en la técnica y
se describen, por ejemplo, por H. Neurath y R.L. Hill, 1979, en, The Proteins, Academic Press, New York.

Las sustituciones comuines son Ala/Ser, Vall/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,
Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leul/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly.

[0095] Los aminoé&cidos esenciales en un polipéptido se pueden identificar segin procedimientos conocidos en la
técnica, tal como mutagénesis dirigida al sitio 0 mutagénesis de escaneado de alanina (Cunningham and Wells,
1989, Science 244: 1081-1085).

En la técnica anterior, las mutaciones de alanina Unicas se introducen en cada residuo en la molécula y las
moléculas mutantes resultantes se evalian en su actividad de haloperoxidasa para identificar residuos de
amino&cidos que son criticos para la actividad de la molécula.

Ver también, Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708.

El sitio activo de la enzima u otra interaccion bioldgica puede también ser determinado por andlisis fisico de
estructura, determinado por tales técnicas como resonancia magnética nuclear, cristalografia, difraccion
electronica o marcaje por fotoafinidad, conjuntamente con la mutacion de aminoécidos de sitio de contacto
putativo.

Ver, por ejemplo, de Vos et al.,, 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904;
Wlodaver et al., 1992, FEBS Lett. 309: 59-64. La identidad de aminoéacidos esenciales también puede ser inferida
de un alineamiento con un polipéptido relativo.

[0096] Las sustituciones de aminoacidos Unicas o multiples, deleciones y/o inserciones se pueden hacer y
evaluar usando métodos conocidos de mutagénesis, recombinacién y/o redistribucion, seguido de un
procedimiento de seleccion pertinente, tales como los descritos por Reidhaar-Olson y Sauer, 1988, Science 241:
53-57; Bowie and Sauer, 1989, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 86: 2152-2156; WO 95/17413; o WO 95/22625.

Otros métodos que se pueden usar incluyen PCR con tendencia al error, presentacion en fagos (por ejemplo,
Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10837; patente U.S. n° 5,223,409; WO 92/06204) y mutagénesis
dirigida por regién (Derbyshire et al., 1986, Gene 46: 145; Ner et al., 1988, ADN 7: 127).

[0097] La concentraciéon de la lactosa oxidasa es tipicamente en el rango de 0.01-10000 ppm de proteina
enzimatica por kg de pienso, preferiblemente 0.1-5000 ppm, mas preferiblemente 0.5-2500 ppm, ain mas
preferiblemente 2-1000 ppm y de la forma mas preferible 5-500 ppm de proteina enzimatica por kg de pienso,
que corresponde a 5-500 mg por kg pienso.

Haloperoxidasa de vanadio

[0098] Las haloperoxidasas forman una clase de enzimas que son capaces de oxidar haluros (X = Cl-, Br-, 0 I-)
en presencia de perdxido de hidrogeno al correspondiente hipohalous acido (HOX) segun:

H202 + X + H" (1 H0 + HOX

[0099] Si un aceptor nucleofilico conveniente esta presente, se producira una reaccién con HOX por la cual una
diversidad de productos reactivos halogenados se puede formar.

[0100] Las haloperoxidasas forman una clase de enzimas que son capaces de oxidacion de haluros (CI', Br, I y
tiocianato (SCN’) en presencia de perdxido de hidrégeno o un sistema generador de perdxido de hidrogeno al
correspondiente acidos hipohalosos o hipohalitas; o en el caso de tiocianato, para &cido hipotiocianoso o
hipotiocianita.

[0101] Las haloperoxidasas se clasifican segun su especificidad para iones de haluro.

Las cloroperoxidasas (E.C. 1.11.1.10) catalizan la formacién de hipoclorito de iones de cloruro, hipobromita de
iones de bromuro e hipoiodita de iones de yoduro; y bromoperoxidasas (E.C. 1.11.1.18) catalizan la formacion de
hipobromita de iones de bromuro e hipoiodita de iones de yoduro.

La hipoiodita, sin embargo, con disproportionatos de yoduro para formar yodo elemental y, por tanto, yodo es el
producto observado.

Los compuestos de hipohalita pueden posteriormente reaccionar con otros compuestos que forman compuestos
halogenados.
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[0102] Las haloperoxidasas han sido aisladas de varios organismos: mamiferos, animales marinos, plantas,
algas, liquen, hongos y bacterias.

Generalmente se acepta que las haloperoxidasas sean las enzimas responsables de la formacion de
compuestos halogenados en la naturaleza, aunque otras enzimas se pueden implicar.

[0103] La haloperoxidasa de la invencién es una haloperoxidasa de vanadio, es decir una haloperoxidasa que
contiene vanadato.

Las haloperoxidasas de vanadio pueden ser una cloroperoxidasa de vanadio o una bromoperoxidasa de vanadio,
preferiblemente una cloroperoxidasa de vanadio y son diferentes de otras haloperoxidasas en las que el grupo
protésico en estas enzimas tiene caracteristicas estructurales similares al vanadato (vanadio V), mientras que las
otras haloperoxidasas son hemeperoxidasas.

Las haloperoxidasas de vanadio han sido aisladas de varios organismos tales como mamiferos, animales
marinos, plantas, algas, liquen, hongos y bacterias (ver Johannes, W.P.M. Et al, 1993, Biochimica et Biophyisica
Acta - Protein Structure and Molecular Enzymology 1161: 249-256).

[0104] En una forma de realizacion preferida, la haloperoxidasa de vanadio es derivable de unas especies de
Curvularia.

En una forma de realizacion preferida, la haloperoxidasa es derivable de Curvularia verruculosa, tal como C.
Verruculosa CBS 147.63 o C. Verruculosa CBS 444.70, como se describe en la WO 97/04102 (ver SEQ ID N.°: 2
en WO 97/04102; mostrada también como la SEQ ID N.°%: 2 de la presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene al
menos 70% de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 75% de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 80% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 85% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 90% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% identidad de secuencia
con el polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

En otra forma de realizacion, la haloperoxidasa de vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°%: 2.

[0105] En otro aspecto, la haloperoxidasa de vanadio difiere en no mas de treinta aminoéacidos, por ejemplo, por
veinticinco aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminoacidos, por doce aminoacidos, por diez
aminoacidos, por nueve aminodcidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoacidos, por seis aminoacidos, por
cinco aminoécidos, por cuatro aminodcidos, por tres aminoacidos, por dos aminoacidos y por un aminoéacido del
polipéptido de SEQ ID N.°: 2.

[0106] En otra forma de realizacion preferida, la haloperoxidasa de vanadio es derivable de Curvularia inequalis,
tal como C. Inaequalis CBS 102.42, como se describe en la WO 95/27046 (una haloperoxidasa de vanadio
codificada por la secuencia de ADN de la WO 95/27046, la Figura 2; también mostrada como SEQ ID N.°: 3 de la
presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene al
menos un 70% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 75% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

En una forma de realizacién més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 80% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 85% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 90% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% de identidad de
secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

En otra forma de realizacion, la haloperoxidasa de vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 3.

[0107] En otro aspecto, la haloperoxidasa de vanadio difiere en no mas de treinta aminoacidos, por ejemplo, por
veinticinco aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminodacidos, por doce aminoacidos, por diez
aminoacidos, por nueve aminodacidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoacidos, por seis aminoacidos, por
cinco aminoacidos, por cuatro aminoacidos, por tres aminoacidos, por dos aminoacidos y por un aminoéacido del
polipéptido de SEQ ID N.°: 3.
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[0108] En otra forma de realizacion preferida, la haloperoxidasa de vanadio es derivable de Drechslera hartlebii
como se describe en la WO 01/79459 (SEQ ID N.°: 5 de la presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene al
menos 70% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.

En una forma de realizacién mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 75% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°; 5.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 80% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 85% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.

En una forma de realizacién mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 90% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% identidad de secuencia
con el polipéptido de SEQ ID N.°: 5.

En otra forma de realizacion, la haloperoxidasa de vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.%: 5.

[0109] En otro aspecto, la haloperoxidasa de vanadio difiere en no mas de treinta aminoacidos, por ejemplo, por
veinticinco aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminoacidos, por doce aminoacidos, por diez
aminoéacidos, por nueve aminoacidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoécidos, por seis aminoacidos, por
cinco aminoacidos, por cuatro aminoacidos, por tres aminoacidos, por dos aminoacidos y por un aminoéacido del
polipéptido de SEQ ID N.°: 5.

[0110] En otra forma de realizacion preferida, la haloperoxidasa de vanadio es derivable de Dendryphiella salina,
como se describe en la WO 01/79458 (SEQ ID N.°: 6 de la presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminodcidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene al
menos 70% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 75% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoéacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 80% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 85% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 90% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% identidad de secuencia
con el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

En otra forma de realizacion, la haloperoxidasa de vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

[0111] En otro aspecto, la haloperoxidasa de vanadio difiere en no mas de treinta aminoéacidos, por ejemplo, por
veinticinco aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminoacidos, por doce aminodcidos, por diez
aminoacidos, por nueve aminodacidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoacidos, por seis aminoacidos, por
cinco aminodcidos, por cuatro aminoacidos, por tres aminoacidos, por dos aminoacidos y por un aminoacido
desde el polipéptido de SEQ ID N.°: 6.

[0112] En otra forma de realizacion preferida, la haloperoxidasa de vanadio es derivable de Phaeotrichoconis
crotalarie, como se describe en la WO 01/79461 (SEQ ID N.°: 7 de la presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene al
menos 70% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 75% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 80% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 85% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 90% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98%, o al menos 99% identidad de secuencia
con el polipéptido de SEQ ID N.°: 7.

En otra forma de realizacion, la haloperoxidasa de vanadio es el polipéptido de SEQ ID N.°%: 7.
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[0113] En otro aspecto, la haloperoxidasa de vanadio difiere en no mas de treinta aminoacidos, por ejemplo, por
veinticinco aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminoacidos, por doce aminoacidos, por diez
aminoacidos, por nueve aminodacidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoacidos, por seis aminoacidos, por
cinco aminoacidos, por cuatro aminoacidos, por tres aminoacidos, por dos aminoacidos y por un aminoacido del
polipéptido de SEQ ID N.%: 7.

[0114] En otra forma de realizacién preferida, la haloperoxidasa de vanadio es derivable de Geniculosporium sp.,
como se describe en la WO 01/79460 (SEQ ID N.°: 8 de la presente solicitud).

En una forma de realizacion preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene al
menos 70% de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

En una forma de realizacion mas preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 75% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoécidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 80% de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 85% de identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

En una forma de realizacion més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 90% identidad de secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

En una forma de realizacién més preferida, la secuencia de aminoacidos de la haloperoxidasa de vanadio tiene
al menos 95%, tal como al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99% de identidad de
secuencia con el polipéptido de SEQ ID N.°: 8. En otra forma de realizacion, la haloperoxidasa de vanadio es el
polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

[0115] En otro aspecto, la haloperoxidasa de vanadio difiere en no mas de treinta aminoéacidos, por ejemplo, por
veinticinco aminoacidos, por veinte aminoacidos, por quince aminodcidos, por doce aminoéacidos, por diez
aminoacidos, por nueve aminoacidos, por ocho aminoacidos, por siete aminoacidos, por seis aminoacidos, por
cinco aminoécidos, por cuatro aminoacidos, por tres aminoacidos, por dos aminoécidos y por un aminoacido del
polipéptido de SEQ ID N.°: 8.

[0116] Los cambios aminoécidos pueden ser de una naturaleza menor, es decir, sustituciones de amino4cidos
conservadoras o inserciones que significativamente no afectan al plegado y/o actividad de la proteina; pequefias
deleciones, tipicamente de 1-30 aminodcidos; pequefias extensiones amino o carboxilo terminales, tales como
un residuo de metionina aminoterminal; un pequefio péptido enlazador de hasta 20-25 residuos; o una pequefa
extension que facilita la purificacion por cambio de carga de red u otra funcién, tal como un tracto de polihistidina,
un epitopo antigénico o un dominio de union.

[0117] Los ejemplos de sustituciones conservadoras estan en los grupos de aminoacidos basicos (arginina, lisina
e histidina), aminoacidos acidicos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina y
asparagina), aminodacidos hidrofébicos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina,
triptéfano y tirosina) y aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina).

Las sustituciones de aminoacidos que generalmente no alteran la actividad especifica se conocen en la técnica y
se describen, por ejemplo, por H. Neurath and R.L. Hill, 1979, In, The Proteins, Academic Press, New York.

Las sustituciones comunes son Ala/Ser, Vall/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly,
Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly.

[0118] Los aminoacidos esenciales y sitios activos en un polipéptido se pueden identificar tal y como se describe
anteriormente.

Las sustituciones de aminoacidos Unicas o multiples, deleciones y/o inserciones se pueden hacer y evaluar
usando métodos conocidos como se ha descrito anteriormente.

La identidad de secuencia de SEQ ID N.%: 2, 3, 5, 6,7 y 8, cuando se ha calculado tal y como se define aqui,
muestra que las secuencias estan bien conservadas de manera que todas las secuencias son al menos 75%
idénticas entre si.

[0119] La concentracion de la haloperoxidasa de vanadio esta tipicamente en el rango de 0.01-10000 proteina
enzimatica de ppm, preferiblemente 0.1-2500 ppm, mas preferiblemente 0.5-1000 ppm, ain mas preferiblemente
1-400 ppm y de la forma mas preferible 2-200 proteina enzimatica de ppm, que corresponde a 2-200 mg por kg
de pienso.

Fuentes de peréxido de hidrégeno

[0120] EI peréxido de hidrégeno requerido por la haloperoxidasa de vanadio puede estar previsto como una
solucion acuosa de peréxido de hidrégeno o un precursor de peréxido de hidrégeno para la produccion in situ de
perdxido de hidrégeno.

Cualquier entidad solida que libera sobre la disoluciéon de un peréxido, que es utilizable por la haloperoxidasa de
vanadio, puede servir como una fuente de peroxido de hidrégeno.
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Los compuestos que producen peréxido de hidrégeno sobre la disoluciéon en el agua o un medio basado en agua
apropiado incluyen pero de forma no limitativa perdxidos metalicos, percarbonatos, persulfatos, perfosfatos,
peroxiacidos, alquiperoxidos, acilperoxidos, peroxiésteres, peréxido de urea, perboratos y acidos
peroxicarboxilicos o sales derivadas.

[0121] Otra fuente de peroxido de hidrégeno es un sistema de enzima generadora de peroxido de hidrégeno, tal
como una lactosa oxidasa junto con un sustrato para la oxidasa.

Los ejemplos de sustratos con los cuales funciona la lactosa oxidasa son celobiosa, lactosa, maltosa, rafinosa,
glucosa, lactulosa y/o xilosa, preferiblemente celobiosa, lactosa, maltosa y/o rafinosa.

[0122] Puede ser ventajoso usar peréxido de hidrogeno generado enzimaticamente, ya que esta fuente produce
una concentracion relativamente baja de peréxido de hidrégeno bajo las condiciones pertinentes biolégicamente.
Las concentraciones bajas de peréxido de hidrégeno suponen un aumento del indice de reaccion catalizada de
haloperoxidasa.

Fuentes de haluro

[0123] Generalmente, los haluros necesitados para reaccion con la haloperoxidasa de vanadio estan disponibles
en cantidades suficientes en las composiciones de pienso (por ejemplo, como la sal de cloruro de un compuesto
en la premezcla).

Sin embargo, si es necesario, una fuente de iones de haluro se pueden afiadir a la composicion tal como
afadiendo una sal de haluro.

La sal(es) de haluro puede ser sal(es) de cloruro tal como cloruro sodico (NaCl), cloruro potésico (KCI) o cloruro
amonico (NH4CI), sal(es) de bromuro tales como bromuro sédico (NaBr), bromuro de potasio (KBr) o bromuro de
amonio (NH4Br), sal(es) de yoduro tal como yoduro sédico (Nal), yoduro potasico (KI) o yoduro aménico (NHal),
sal(es) de tiocianato tales como tiocianato sddico (NaSCN), tiocianato potasico (KSCN) o tiocianato amonico
(NH4SCN) o cualquier mezcla derivada.

[0124] La concentracion de cloruro, bromuro, yoduro, y/o iones de tiocianato estan colectivamente o
individualmente en el rango de 0.1-10000 cloruro de ppm, bromuro, yoduro y/o tiocianato por kg de pienso,
preferiblemente en el rango de 1-5000 ppm de cloruro, bromuro, yoduro y/o tiocianato por kg de pienso, mas
preferiblemente en el rango 10 - 2000 ppm de cloruro, bromuro, yoduro y/o tiocianato por kg de pienso.

[0125] La presente invencion posteriormente se describe por los ejemplos siguientes que no deberian ser
interpretados como limitacién del ambito de la invencién.

Ejemplos

Ejemplo 1: actividad antimicrobiana de una composicion que comprende una lactosa oxidasa y una
haloperoxidasa de vanadio

[0126] La lactosa oxidasa (COX) usada fue aislada de Microdochium nivale CBS 100236 y descrita en detalle en
la WO 99/31990 (SEQ ID N.°: 2 de WO 99/31990; mostrada también como SEQ ID N.° 1 de la presente solicitud)
a una concentracion de 15 mg de proteina enziméatica/ml.

[0127] La haloperoxidasa de vanadio (HAP) usada fue aislada de Curvularia verruculosa CBS 147.63, como se
describe en la WO 97/04102 (ver SEQ ID N.°: 2 en la WO 97/04102; mostrada también como SEQ ID N.°: 2 de la
presente solicitud) a una concentracion de 33 mg de proteina enzimatica/ml.

[0128] La aminoacidoxidasa (AAO) es una L-lisina-oxidasa y fue aislada de Trichoderma harzianum CBS 223,93,
como se describe en US 6,248,575 (mostrada también como SEQ ID N.°%: 4 de la presente solicitud).

[0129] La actividad antibacteriana de lactosa oxidasa(COX), haloperoxidasa de vanadio (HAP) vy
aminoacidoxidasa (AAO) contra el Escherichia coli fue estudiada.

E. Coli K12 fue inoculada en 10mL de caldo de luria (LB) y se dej6 durante toda la noche a 37°C.

El tampdn tris fue diluido a 10X en agua MQ.

El tampdn diluido tris fue ajustado a pH 6.3 utilizando 1M acido clorhidrico.

El pienso para pollos (30:70 proporcion en peso de mezcla de harina de semilla de soja y harina de maiz, 2 g) se
peso y transfirié a cada uno de dos tubos de 50mL que contienen bien 10 mL de 0.1M a pH de tampdn acetato 3
0 10 mL de 0.1M tris a pH de tampdn 6.3. 100uL de E. Coli del cultivo durante toda la noche se transfierio a cada
una de las dos suspensiones de pienso. Se realizaron 5 X 1 mL partes alicuotas de cada suspensién de pienso.
Las enzimas de lactosa oxidasa, haloperoxidasa de vanadio y aminoacidoxidasa se afadieron a las partes
alicuotas como se muestra en la tabla 2 en comparacién con dos controles sin enzimas con pH 3 y 6
respectivamente.

El tratamiento enzimatico del pienso se efectué a 40°C durante una hora a 300 r.p.m..
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Después del tratamiento una gama de dilucién de 10 se efectud en una solucién de cloruro sodico estéril 0.9%
(100pL a 900uL de cloruro sddico en el agua).

Las diluciones se marcaron con puntos en las placas de LB agar (10uL por punto) y se incubaron durante toda la
noche a 37°C.

Las unidades formadoras de colonias (CFU) se contaron en puntos con menos de 30 colonias.

Los resultados se dan en la figura 1 y tabla 3.

Tabla 2: cantidad de lactosa oxidasa, haloperoxidasa de vanadio y aminoacidoxidasa usada

Experimento pH Lactosa oxidasa | Aminoacidoxidasa Haloperoxidasa de
(uL) (uL) vanadio (pL)
1 3 10 - 1
2 3 10 - -
3 3 - - 1
4 6 - 10 1
5 6 - 10
6 6 - - 1
7 3 - 10 1
8 6 10 - 1
control 1 3 - - -
control 2 6 - - -

Tabla 3: E. Coli superviviente K12 en el pienso contaminado cuando se trata con una lactosa oxidasa,
haloperoxidasa de vanadio y/o aminoacidoxidasa

Experimento CFU Factor de dilucion E. Coli superviviente K12
(CFU/mI)
1 0 100 <100
2 6 10° 6.000.000
3 30 10° 30. 000.000
4 <100 10° 100.000.000
5 <80 10° 80. 000.000
6 <100 10° 100.000.000
7 23 10° 23.000.000
8 0 100 <100
pH 3 39 10° 39. 000.000
pH 6 <50 10° 50. 000.000

[0130] Como se puede observar en la tabla 3 y la figura 1, el tratamiento de pienso contaminado con E. Coli K12
con una lactosa oxidasa y una haloperoxidasa de vanadio fue capaz de matar eficazmente sobre el 99.99% de
las células E. Coli K12 en el caldo de pienso contaminado tanto a pH 3 como pH 6.

Sin embargo, ni una lactosa oxidasa, una haloperoxidasa de vanadio o aminoacidoxidasa y haloperoxidasa de
vanadio fueron capaces de reducir el CFU de células E. Coli K12 en méas de una unidad logaritmica.

Ejemplo 2: actividad antimicrobiana residual de una composicion que comprende una lactosa oxidasa y una
haloperoxidasa de vanadio después de la incubacion en el jugo gastrico simulado

[0131] La lactosa oxidasa (COX) usada fue aislada de Microdochium nivale CBS 100236 y descrita en detalle en
la WO 99/31990 (SEQ ID N.°: 2 de WO 99/31990; mostrada también como SEQ ID N.°: 1 de la presente solicitud)
a una concentracion de 15 mg de proteina enzimatica/ml.

[0132] La haloperoxidasa de vanadio (HAP) usada fue aislada de Curvularia verruculosa CBS 147.63, como se
describe en la WO 97/04102 (ver SEQ ID N.°: 2 en WO 97/04102; mostrada también como SEQ ID N.°: 2 de la
presente solicitud) a una concentracién de 33 mg de proteina enzimatica/ml.

[0133] La actividad antibacteriana residual, seguida de la incubacién a condiciones gastricas simuladas, de
lactosa oxidasa (COX) y haloperoxidasa de vanadio (HAP) contra la Escherichia coli en unos antecedentes de
suspensiones de pienso fue estudiada. E. Coli K12 fue inoculada en 10mL caldo de luria (LB) y se dej6 durante
toda la noche a 37°C.

[0134] La composicion de jugo gastrico simulada consistia en 0.001 M HCI, 35 nM NaCl y 1.1 unidad pepsina/ml.

Los volimenes diferentes de lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio se afiadieron a 9 mL de jugo gastrico
simulado precalentado a 40°C como se muestra en la tabla 4.
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Las incubaciones de control sin desafio gastrico 28 fueron detenidas por aumento de pH a pH 6.5 por adicion de
1 mL de acido citrico de pH 6.5 - tampén Na;HPO, a t = 0 min y antes de la adicién de las enzimas.

Las muestras géstricas desafiadas fueron detenidas por adicién de 1 mL de &cido citrico de pH 6.5 - tampén
Na;HPO, at = 15 min.

[0135] El pienso para pollos (30:70 proporcién en peso de mezcla de harina de semilla de soja y harina de maiz,
2 g) se peso y transfirié a cada incubacion junto con 100 pL de E. Coli durante toda la noche.

La incubacion con enzimas gastricas desafiadas, E. Coli y pienso se efectué a 40°C durante una hora a 300
r.p.m.

Después del tratamiento, se efectué un rango de dilucién de 10™ en una solucion de cloruro sédico estéril de
0.9% (100 pL a 900 pL de cloruro sédico en el agua).

Las diluciones fueron marcadas en puntos en las placas de LB agar (10 uL por punto) e incubadas durante toda
la noche a 37°C.

Las unidades formadoras de colonias (CFU) fueron contadas en puntos con menos de 30 colonias.

Los resultados se dan en la tabla 5.

Tabla 4: cantidad de lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio usada

Experimento Desafio gastrico pH 3 Lactosa oxidasa (L) Haloperoxidasa de
vanadio (uL)
1 No 10 1
2 No 100 10
3 No 100 1
4 No 10 10
5 Si 10 1
6 Si 100 10
7 Si 100 1
8 Si 10 10
Control 1 No - -
Control 2 Si - -

Tabla 5: E. Coli superviviente en el pienso contaminado cuando se trata con lactosa oxidasa desafiada géastrica 'y
haloperoxidasa de vanadio

Experimento CFU Factor de dilucion E. Coli superviviente K12
(CFU/ml)
1 13 104 130.000
2 1 10 10
3 0 <10 <10
4 6 104 60.000
5 1 105 100.000
6 0 <10 <10
7 3 10 30
8 6 104 60.000
Control 1 3 105 300.000
Control 2 2 105 200.000

[0136] Como se puede observar en la tabla 5, cuando el pienso contaminado con E. Coli K12 fue tratado con
lactosa oxidasa y haloperoxidasa de vanadio, el nimero de células E. Coli K12 en el caldo de pienso
contaminado se redujo por mas de 10000 veces utilizando 100 pL lactosa oxidasa en combinacion con 1 o 10 pL
haloperoxidasa de vanadio.

Ademas, incluso después de que las enzimas fueran tratadas con un jugo gastrico simulado, la lactosa oxidasa y
haloperoxidasa de vanadio todavia redujeron el ndmero de células E. Coli K12 en el caldo de pienso
contaminado en mas de 10000 veces utilizando 100 pL de lactosa oxidasa en combinacion con 10 pL de
haloperoxidasa de vanadio y mas de 1000 veces cuando 100 pL de lactosa oxidasa se afiadié en combinacion
con 1 pL haloperoxidasa de vanadio.

Esto muestra que la haloperoxidasa de vanadio y lactosa oxidasa son estables bajo desafio de jugo gastrico
simulado y por lo tanto estaria previsto que las enzimas sobrevivan al pasaje a través del tracto Gl de un animal.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> ©Novozymes A/S
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ES 2 665420 T3

REIVINDICACIONES

1. Método para el tratamiento de pienso para animales que comprende la mezcla del pienso para animales con
una o mas lactosa oxidasas y una o mas haloperoxidasas de vanadio.

2. Método, segun la reivindicacion 1, donde la haloperoxidasa de vanadio y la lactosa oxidasa son estables en
las vias gastricas.

3. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, donde la concentracion de lactosa oxidasa esta en el
rango de 0.01-200 ppm de proteina enzimatica por kg de pienso.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la concentracién de haloperoxidasa de vanadio
esta en el rango de 0.01-200 ppm de proteina enzimatica por kg de pienso.

5. Composicion que comprende una lactosa oxidasa y una haloperoxidasa de vanadio para usar en el control del
crecimiento de microorganismos patogénicos en un animal.

6. Composicion para uso segun la reivindicacion 5, donde el control del crecimiento de microorganismos
patogénicos se produce en el intestino del animal.

7. Composicion para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, donde el microorganismo patogénico es
un tipo de bacteria, tal como del género Salmonella, Escherichia, Campylobacter, Listeria o Clostridium.

8. Composicién para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, donde la haloperoxidasa de vanadio y la
lactosa oxidasa son estables en las vias gastricas.

9. Composicién para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde la composicion antimicrobiana es
un componente de pienso para animales.

10. Composicién antimicrobiana que comprende una 0 mas lactosa oxidasas y una 0 mas haloperoxidasas de
vanadio.

11. Composicion segun la reivindicacion 10, donde la haloperoxidasa de vanadio y la lactosa oxidasa son
estables en las vias géstricas.

12. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 10-11, donde la composicién comprende ademas uno
0 mas compuestos adicionales seleccionados de la lista que consiste en forraje, concentrados, vitaminas,
minerales, aminoacidos, enzimas y otros constituyentes de pienso.

13. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 10-12, donde la composicion controla el crecimiento
de microorganismos patogénicos en un animal.

14. Método para la preparacién de una composicion de pienso para animales, que comprende la mezcla de una
lactosa oxidasa, una haloperoxidasa de vanadio y uno 0 mas constituyentes de pienso para animales
seleccionados de la lista que consta de forraje, concentrados, vitaminas, minerales, aminoacidos y enzimas de
pienso para animales.
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