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DESCRIPCION

Polipéptido para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o derivados de zearalenona, polinucleétido aislado del
mismo, asi como un aditivo que contiene un polipéptido, uso del mismo, asi como procedimiento

La presente invencion se refiere a un polipéptido para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o de derivados de
zearalenona, a un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido de este tipo, asi como a un aditivo que contiene
un polipéptido de este tipo y a un uso del mismo, asi como a un procedimiento para la disociacion hidrolitica de
zearalenona y/o de derivados de zearalenona.

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos. Un representante importante de
las mismas es la zearalenona (ZEN), difundida por todo el mundo, anteriormente conocida como toxina F-2, que es
producida por una pluralidad de hongos Fusarium. Estos hongos infestan, entre otros, plantas de cultivo tales como
distintas especies de cereales, manifestandose por norma general la infestacion por parte del hongo antes de la
cosecha, en donde el crecimiento del hongo o bien la producciéon de micotoxinas puede tener lugar antes y/o, en el
caso de un almacenamiento no apropiado, también después de la cosecha. La Organizacién para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO) estima que en todo el mundo el 25% de los productos agrarios estan contaminados con
micotoxinas, lo cual conduce a considerables pérdidas econémicas. En un estudio actual llevado a cabo en todo el
mundo de |. Rodrigues y K. Naehrer, Toxins, 2012, 4, 663-675, en el espacio de tiempo de enero de 2009 a
diciembre de 2011 se analizaron en total 23.781 muestras, comprobandose un 81% positivas a al menos una
micotoxina y un 45% positivas a ZEN. ZEN podia encontrarse en todas las regiones del mundo, asi como en todas
las clases de cereales y piensos sometidas a ensayo tales como, por ejemplo, maiz, harina de soja, trigo, salvado de
trigo, DDGS (granos secos de destileria con solubles) asi como en mezclas de pienso completo con una frecuencia
de hasta 100%.

ZEN es una lactona no esteroide, estrégena, macrociclica, sintetizada a través de la via metabdlica de los
policétidos de la formula estructural:

\//’\v/ fo)

y los nombres de nomenclatura del IUPAC (2E,11S)-15,17-dihidroxi-11-metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-
1(18),2,14,16-tetraeno-7,13-diona.

Sin embargo, en la naturaleza se presentan también una pluralidad de derivados de ZEN que se forman mediante
modificaciones enzimaticas o quimicas de ZEN. Ejemplos de ello son conjugados de ZEN glicosidicos o con
contenido en sulfato que se forman mediante hongos, plantas o el metabolismo de los mamiferos, asi como
metabolitos de ZEN que se forman, entre otros, en el organismo humano o animal. En lo que sigue, por derivados de
ZEN se entienden conjugados de ZEN o metabolitos de ZEN que se presentan en la naturaleza o preparados
mediante sintesis quimica o bioquimica, pero en especial a-zearalenol (a-ZEL; (2E,7R,11S)-7,15,17-trihidroxi-11-
metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),2,14,16-tetraen-13-ona),  B-zearalenol (B-ZEL; (2E,7S,11S)-7,15,17-
trihidroxi-11-metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),2,14,16-tetraen-13-ona), a-Zearalanol (a-ZAL; (7R,11S)-
7,15,17-trihidroxi-11-metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca1(18),14,16-trien-13-ona), B-zearalanol (B-ZAL; (7S,11S)-
7,15,17-trihidroxi-11-metil-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(14),15,17-trien-13-ona), sulfato de zearalenona-14 (Z14S;
[(2E,11S)-15-hidroxi-11-metil-7,13-dioxo-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18),2,14,16-tetraen-17-il]hidrogenosulfato),
zearalenona-14-glicésido (214G; (2E,11S)-15-hidroxi-11-metil-17-[(3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
(hidroximetil)tetrahidropiran-2-ilJoxi-12-oxabiciclo[12.4.0]octadeca-1(18)2,14,16-tetraeno-7,13-diona), asi  como
zearalanona (ZAN; (11S)-15,17-dihidroxi-11-metil-12-oxa-biciclo[12.4.0]octadeca-1(18),14,16-trieno-7,13-diona).

ZEN, al igual que derivados de ZEN, ante todo a-ZEL, B-ZEL, Z14S, a-ZAL, B-ZAL, Z14G y ZAN pueden detectarse
también, en virtud de su elevada estabilidad quimica vy fisica, en alimentos o alimentos para animales elaborados
tales como, p. €j., pan o cerveza.

ZEN se une al receptor de estrogenos y puede provocar trastornos hormonales, en donde inmediatamente después
de la ingesta oral es absorbido y es transformado por los mamiferos en los dos metabolitos estereoisémeros a-ZEL o
bien B-ZEL. En este caso, p. €j., a-ZEL pero también a-ZAL o bien ZAN presentan un efecto estrogeno mucho mas
intenso que ZEN. Derivados de ZEN conjugados presentan, en ocasiones, una estrogenicidad menor que ZEN, pero
eventualmente a partir de estos derivados de ZEN se puede liberar en el tracto digestivo de nuevo ZEN.

A pesar de que ZEN presenta una toxicidad aguda relativamente baja y posee un valor DL50 oral de hasta 20.000
mg/kg de peso corporal, en el caso de una ingesta prolongada pueden manifestarse efectos toxicos sub-agudos y/o
2
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sub-cronicos tales como, por ejemplo, efectos teratdgenos, carcindgenos, estrégenos e inmunosupresores en
animales o en el hombre. Alimento para animales contaminado con ZEN conduce a trastornos en el desarrollo en
mamiferos, en donde cerdos y, en especial animales jovenes, son extremadamente sensibles frente a ZEN.
Concentraciones de ZEN en el alimento para animales superiores a 0,5 ppm conducen a trastornos en el desarrollo,
pudiendo conducir, p. €j., concentraciones superiores a 1,5 ppm, a una hiperestrogenicidad en el caso de cerdos, y
concentraciones de 12 ppm de ZEN fueron responsabilizadas de abortos en ganado vacuno. Dado que zearalenona
es absorbida rapidamente a través de las mucosas, en particular a través de la mucosa del estémago, pero también
a través de la mucosa oral, es necesaria una desactivacion inmediata y, ante todo, cuantitativa. Ya 30 minutos
después de la administracion oral de ZEN puede detectarse ésta en la sangre. En este caso, el empleo de enzimas
aisladas frente a microorganismos presenta ventajas tales como una mayor actividad especifica o un efecto mas
rapido. En virtud del efecto nocivo de ZEN indicado, en la Unién Europea existen limites superiores de ZEN
vinculantes en alimentos, asi como consejos para limites superiores de ZEN en alimentos para animales (EC NO:
1881/2006).

La estrategia primaria para reducir la contaminacién de ZEN de alimentos o alimentos para animales es la limitacion
del crecimiento de hongos, por ejemplo, mediante el cumplimiento de la “buena practica agricola”. A ella pertenece,
entre otros, el que el material de siembra esté exento de parasitos y de una infestacién por hongos o el que
productos de desecho de la agricultura sean eliminados a tiempo del campo. Ademas, mediante el empleo de
fungicidas se puede reducir el desarrollo de hongos en el campo. Después de la cosecha, el material de cosecha
deberia almacenarse a una humedad residual inferior a 15% y a baja temperatura, con el fin de impedir el
crecimiento de hongos. Asimismo, antes del tratamiento ulterior deberia eliminarse el material contaminado
mediante la infestacion por hongos. A pesar de esta lista de medidas, |I. Rodrigues y K. Naehrer (2012) informaron
que incluso en regiones con las normas agricolas mas elevadas, tales como EE.UU. y Europa Central, en los afios
2009 a 2011 el 29% o bien el 39% de las muestras de maiz sometidas a ensayo estaban contaminadas con ZEN.

Otras posibilidades para la separacién de ZEN a partir de alimentos para animales o alimentos son la adsorcién o
bien la transformacién de la micotixina. Para ello, es necesario que la uniéon de la micotoxina al adsorbente sea
fuerte y especifica a lo largo de un amplio intervalo de pH y permanezca siendo estable durante todo el proceso de
digestion en el tracto gastrointestinal. A pesar de que algunos agentes de adsorcién no bioldgicos tales como, p. €j.,
carbon activo, silicatos o polimeros sintéticos tales como colestiramina, se pueden emplear de manera eficaz para
aflatoxinas, su empleo para otras micotoxinas esta limitado. El inconveniente esencial de los agentes de adsorcion
es la unién no especifica de otras moléculas que, en parte, son esenciales para la alimentacion. Agentes de
adsorcion bioldgicos tales como, p. €j., levaduras o extractos de levadura, se describen asimismo en la bibliografia,
pero tienen una limitacién similar a la de agentes de adsorcion no bioldgicos.

También esta limitada la destoxificacion de ZEN mediante tratamientos fisicos y quimicos. Mediante tratamiento
térmico, ZEN no puede ser desactivado de manera efectiva, no obstante, el contenido en ZEN puede reducirse en
un 83,9% mediante extrusion y tratamiento con agentes oxidantes, p. €j., durante 16 h a 80°C con solucién de
peréxido de hidrogeno al 10%. El empleo de procedimientos de extrusion y agentes oxidantes tales como ozono o
peroxido de hidrégeno en la preparacion de alimentos para animales y alimentos esta limitado en virtud de los
elevados costes, la pérdida de calidad, la eficiencia parcialmente baja y la escasa especificidad.

También la biotransformacion de ZEN mediante microorganismos tales como, p. ej., cepas de Trichosporon
mycotoxinivorans, Gliocladium roseum o Bacillus subtilis o bien enzimas aisladas a partir de las mismas tales como
hidrolasas o peroxidasas se ha descrito, p. €j., en E. Vekiru et al., en Appl. and Environ, Microb. 2010, 76, 7, 2353-
2359.

A partir del documento EP 0 938 575 B1 se han dado a conocer propiedades degradables de bacterias del género
Rhodococcus y Nocardia, en particular R. globerulus, R. erythropolis y N. globerula.

Del documento WO 02/076205 se puede deducir el efecto degradante de ZEN de enzimas aisladas de Gliocladium
roseum, entre otros, de la a/B-hidrolasa, zearalenona hidrolasa 1 (ZHD1), que catalizan la degradacion de ZEN
mediante una triada catalitica.

A partir del documento WO 2012/113827 se pueden deducir zonasas recombinantes, a saber, enzimas degradantes
de ZEN que permanecen siendo estables en el tracto gastrointestinal, en particular en el mismo se describen
microorganismos tales como Thermobifida fusca, Streptomyces exfoliatus, Acidovorans delafieldii y Streptomyces sp.

Polipéptidos o enzimas que estan en condiciones de hidrolizar ZEN y/o al menos un derivado de ZEN pueden
denominarse también como zonasas.

Las expresiones utilizadas en lo que sigue se pueden deducir del lenguaje cientifico y se utilizan en cada caso, a no
ser que se indique de otro modo, en los significados habituales. Asi, el término “polinucledétido” se refiere a todos los
tipos de material genético de todas las longitudes y secuencias tales como, p. ej., moléculas de ADN y ARN de
cadena sencilla y de doble cadena, inclusive elementos reguladores, elementos estructurales, grupos de genes,
plasmidos, genomas completos y fragmentos de los mismos. El término “polipéptido” comprende proteinas tales
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como, por ejemplo, enzimas, anticuerpos, asi como polipéptidos con hasta 500 aminoacidos tales como, por
ejemplo, inhibidores peptidicos, dominios de proteinas pero también polipéptidos cortos con pequefias longitudes de
secuencia, p. €j., menos de 10 aminoacidos tales como receptores, ligandos, hormonas peptidicas, etiquetas y
similares. La denominacién “posicién” en un polinucleétido o polipéptido se refiere a una base o aminoacido
especifico individual en la secuencia del polinucleétido o del polipéptido.

La presente invencion tiene entonces por objetivo proporcionar un polipéptido con el que se consiga transformar
ZEN y/o derivados de ZEN rapidamente y de manera fiable en ZEN hidrolizado y/o en derivados de ZEN
hidrolizados.

Para la solucion de este problema, la presente invencién se caracteriza esencialmente porque el polipéptido
presenta una secuencia de aminoacidos que presenta un grado de identidad de la secuencia con la secuencia de
aminoacidos con una secuencia ID NO 1 de al menos 70 %, preferiblemente al menos 84 %, en particular
preferiblemente de al menos 92 % y lo mas preferiblemente al menos 98 %, o contiene un fragmento funcional de la
misma.

La expresién “identidad de la secuencia” correspondiente a la presente invencion se refiere a una identidad de la
secuencia porcentual. Para secuencias de aminoacidos y secuencias de nucleétidos, la identidad de la secuencia se
puede determinar visualmente, pero preferiblemente se calcula con un programa de ordenador. Como secuencia de
referencia se define la secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO 1. La comparacion de la secuencia se lleva a cabo
también dentro de segmentos de la secuencia, entendiéndose como segmento una secuencia general de la
secuencia de referencia y preferiblemente comprende una region conservada de la secuencia.

En el presente caso, la identidad de la secuencia se llevé a cabo con ayuda del programa NCBI BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool — herramienta de busqueda de alineamiento local basico), en particular con BLASTP para
polipéptidos y BLASTN para polinucleétidos que son proporcionados en la pagina web del “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Con ello, es posible comparar entre si dos o mas
secuencias segun el algoritmo de Altschul et al.,1997 (Nucleic Acids Res., 25:3389-3402). En este caso, los
programas se utilizaron en la version del 15 de mayo de 2013. Como ajustes del programa se recurrio a los ajustes
base, pero en particular para la comparacién de la secuencia de aminoacidos: “secuencia diana max” = 100; “umbral
esperado” = 10; “tamanio de la palabra” = 3; “matriz’ = BLOSOM®62; “costes de huecos” = “Existencia: 11; Extension:
1”; “ajuste computacional” = “ajuste de la matriz de puntuacion composicional condicional’; asi como para la
comparacion de las secuencias de nucleétidos Tamafio de la Palabra: 11; Valor esperado: 10; Costos de huecos:
Existencia = 5, Extension = 2; Filtro = activado de baja complejidad; Puntuaciones de coincidencia/no coincidencia:
2, -3; cadena de filtro: L; m.

La expresién “variante poliipeptidica” o el término “variante” se refiere, por una parte, a “variantes alélicas” del
polipéptido y, por otra, a “modificacion” del polipéptido parental, en donde la funcién enzimatica esta esencialmente
no modificada. La expresién “variante alélica” se refiere a un polipéptido que resulta por mutacién o mutaciones de la
secuencia de nucledtidos que se presentan ocasionalmente en la naturaleza y que determinan una modificacion de
la secuencia de aminoacidos, no estando influenciada por ello la funciéon enzimatica. “Modificaciones” pueden ser,
por ejemplo, fusiones C- o N-terminales con polipéptidos o polipéptidos mutados, pudiendo obtenerse las
mutaciones por sustitucion, insercion o delecién de al menos un aminoacido, en particular mediante mutagénesis
especifica para el sitio o bien mutagénesis casual, recombinaciéon y/o cualquier otro método de modificacion de
proteinas por ingenieria genética. Los términos sustitucion, insercién y delecion se utilizan en el significado habitual
en la técnica genética y familiar para el experto en la materia.

La expresion “fragmento funcional” aqui utilizada se refiere a una parte o bien a una secuencia parcial de un
polipéptido o a una parte o bien a una secuencia parcial de una variante del mismo, manteniéndose esencialmente
la funcién enzimatica.

Mediante la eleccion de una secuencia de aminoacidos de este tipo, de un fragmento funcional de la misma, se
comprobd una hidrdlisis sorprendentemente rapida y completa de ZEN y/o de derivados de ZEN, pudiendo
comprobarse valores de actividad particularmente elevados en comparacion con los polipéptidos degradantes de
ZEN hasta ahora conocidos.

Se pudieron alcanzar resultados constantemente buenos cuando, como esto corresponde a un perfeccionamiento de
la invencion, la variante polipeptidica presenta al menos una modificacion de aminoacidos elegida del grupo
sustitucion, delecion e insercion de uno o varios aminoacidos.

Al estar perfeccionada la invencion de modo que el polipéptido presenta una actividad especifica de al menos 0,01
U/mg, preferiblemente al menos 0,1 U/mg, en particular al menos 1 U/mg; y/o presenta un valor Ky de la disociacion
hidrolitica de ZEN de a lo sumo 50 uM, preferiblemente a lo sumo 3,5 uM, en particular a lo sumo 0,5 PM; y/o posee
un valor keat de la disociacion hidrolitica de ZEN de al menos 0,05 3'1, preferiblemente al menos 0,6 s, en particular
al menos 5 3'1; y/o posee un valor vmsx de la disociacion hidrolitica de ZEN de al menos 0,00001 uM'1s'1,
preferiblemente al menos 0,0001 uM'1s'1, en particular al menos 0,001 uM'1s'1, ZEN y/o derivados de ZEN pueden
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ser hidrolizados de manera particularmente rapida y completa, en particular destoxificados.

Ademas de ello, el polipéptido puede elegirse de modo que es una a/B-hidrolasa adecuada para la disociacion
hidrolitica, independiente del oxigeno y exenta de cofactor, de la agrupacion éster de la zearalenona y/o de los
derivados de ZEN, de modo que presenta una triada de aminoacidos catalizadores de la disociacién hidrolitica,
consistente en serina, un aminoacido de caracter acido, elegido de acido glutamico y acido aspartico, en particular
acido aspartico, asi como histidina, y de modo que la triada catalitica es S128, D264 y H303, estando representado
el posicionamiento con respecto a la secuencia con la SEQ ID NO: 1.

La hidrdlisis de ZEN y/o de derivados de ZEN se consigue con cada uno de los polipéptidos de la secuencia ID NO 1
a 14 en el grupo éster de la zearalenona o de sus derivaos segun el siguiente mecanismo de reaccion:

ZEN HZEN DHZEN
gH C CR, OH CH, o cH
€9 *
0 st oe!
HO Z o HO & 0 o & o

La hidrdlisis de ZEN para dar zearalenona hidrolizada (HZEN) no venenosa o bien derivados de ZEN hidrolizados
tiene lugar mediante los polipéptidos de acuerdo con la invencidon, en particular las a/B-hidrolasas. La
descarboxilacion ulterior de HZEN para dar ZEN hidrolizado (DHZEN) descarboxilado o bien derivados de ZEN
hidrolizados descarboxilados tiene lugar, por norma general, de forma espontanea.

En particular, mediante la triada catalitica arriba mencionada se consigue hidrolizar por completo ZEN y/o derivados
de ZEN, presentando la reaccién de degradacion una buena estabilidad al pH, en particular valores de pH en el
intervalo acido.

Sorprendentemente, se ha comprobado que se consigue lograr resultados constantemente buenos con un
polipéptido que en un segmento de secuencia consistente en 3 aminoacidos delante y en 3 aminoacidos detras de la
serina de la triada catalitica arriba mencionada, contiene al menos un aminoacido polar elegidode Y, Q, N, T, K, R,
E, D y al menos un aminoacido no polar, elegido de F, M, L, I, V, A, G, P y, ademas de ello, mejorar un parametro de
cinética enzimatica.

En un perfeccionamiento preferido de la invencion, el polipéptido presenta al menos una mutacién de la secuencia
de aminoacidos en relacion con la SEQ ID NO 1 en al menos una de las siguientes posiciones: 22, 23, 25, 26, 27,
29, 31, 32, 35, 37, 42, 43, 46, 51, 53, 54, 57, 60, 69, 72, 73, 78, 80, 84, 88, 95, 97, 99, 114, 118, 119, 123, 132, 141,
146, 148, 149, 154, 163, 164, 165, 169, 170, 172, 176, 180, 182, 183, 190, 191, 194, 196, 197, 198, 201, 204, 205,
206, 207, 208, 209, 210, 212, 213, 214, 216, 217, 220, 221, 222, 229, 231, 233, 238, 240, 244, 245, 246, 248, 249,
251, 254, 256, 260, 262, 263, 266, 269, 271, 277, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 292, 296, 298, 302, 307,
308, 309, 311, 314, 317, 319, 321, 323, 325 y 326. Estas posiciones resultan de las diferencias de secuencia del
polipéptido con la secuencia ID NO 1y de los polipéptidos con las secuencias ID NO 2 a 6 que presentan un elevado
grado de identidad con respecto a esta secuencia y particularmente activos. Al ser modificado el polipéptido con la
secuencia ID NO 1 en al menos una de estas posiciones de modo que en esta posicién son tomadas las variantes
de aminoacidos de las secuencias ID NO 2 a 6, se consigue demostrar que estas posiciones poseen una influencia
importante sobre los parametros de cinética enzimatica del polipéptido y que, ademas, combinaciones de la
secuencia con la secuencia ID NO 1 con las secuencias ID NO 2 a 6 que presentan un elevado grado de identidad
de la secuencia conducen a actividades elevadas.

De acuerdo con un perfeccionamiento de la invencion, el polipéptido presenta al menos una mutacion elegida del
grupo: D22A, S23Q, S23L, N25D, 126V, F27Y, F27H, S29P, R31A, F32Y, R35K, R35Q, V37A, V42l, V43T, F46Y,
S51E, S51D, D53G, N54M, N54R, L57V, L60I, S69G, P72E, V73A, A78S, N80H, F84Y, 188L, T95S, T97A, RI9K,
1114M, 1118V, K119R, V123l, L132V, A141S, 1146V, 1146L, A148G, A149V, A154P, P163T, A164T, Y165C, Y165H,
V169I, L170R, A172G, A176M, A176V, Y180F, D182T, F183Y, 1190V, G191S, K194T, K194E, F196Y, V197C,
V197R, E198R, E198S, K201D, K201G, P204S, P204A, A205S, K206P, A207M, M208A, Q209R, L210A, L210S,
AP212, T213V, P214A, E216T, E216G, A2171, N220H, L221M, K222R, K222Q, G229A, A231V, F233W, F233Y,
F233H, A238G, H240N, H240S, D244E, R245Q, M246L, S248T, S248N, S248G, Q249R, K251N, 1254V, 1256L,
A260M, T262D, T262G, 1263T, E266D, E269H, E269N, L271V, L277E, E280A, E280L, H281R, H281Q, A282V,
Q283R, D284L, D284R, 1285L, 1286M, R287E, R287D, R292K, R292T, Q296A, Q296E, H298V, L302S, L307Q,
F308S, D309A, A311P, A314V, L317F, S319Q, S319P, S319R, S321A, S321T, T323A, P325A, A326P en la
secuencia de aminoacidos en relacion con la secuencia ID NO 1. Con un polipéptido de este tipo se consigue
hidrolizar, en particular, destoxificar por completo ZEN en un breve tiempo, ascendiendo la actividad especifica del
polipéptido al menos a 6,00 U/mg, preferiblemente al menos a 7,00 U/mg, en particular a al menos 8,00 U/mg. La
unidad “U” o también “unidad” es una medida para la actividad catalitica absoluta y se define por la hidrdlisis de 1
pmol de ZEN por minuto a 32 °C, en tampén Tris-HCI 50 mM (pH 8,2), entendiéndose — como “actividad catalitica” la
reaccion enzimatica de un sustrato bajo condiciones de reaccidon definidas, y entendiéndose por “actividad
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especifica”, la relacion de la actividad catalitica y de la concentracion en masa del polipéptido (masa por unidad de
volumen).

Al estar configurado el polipéptido de manera que al menos esta contenido uno de los siguientes motivos de
aminoacidos con las secuencias ID NO 30 a 48, se consigue proporcionar polipéptidos que presenten una actividad
especifica de al menos 7,00 U/mg, preferiblemente al menos 8,00 U/mg. Sorprendentemente, se ha demostrado que
cuando esta contenido al menos uno de los siguientes motivos de aminoacidos con las secuencias ID NO 49 a 56, la
actividad enzimatica del polipéptido se continua aumentando, por ejemplo, frente a un motivo que contiene 7
aminoacidos. Una actividad especifica todavia mas elevada se alcanza cuando esta contenido al menos uno de los
siguientes motivos de aminoacidos con las secuencias ID NO 57 a 67.

De acuerdo con un perfeccionamiento de la invencion, el polipéptido contiene una secuencia de aminoacidos de la
secuencia ID NO 1 o al menos un fragmento funcional de la misma. Este polipéptido no sélo muestra una muy
elevada actividad especifica en la hidrdlisis, en particular la destoxificacion de ZEN y/o de derivados de ZEN, sino
que, ademas, esta en condiciones de mantener una actividad en un amplio intervalo de valores del pH tal como, p.
€j., pH 4 a 9 y un intervalo de temperaturas entre 15y 65 °C.

De acuerdo con un perfeccionamiento de la invencion, el polipéptido contiene al menos una sustitucion conservativa
de aminoacidos en al menos una posicion, y la sustitucion conservativa de aminoacidos se elige de sustituciones de
polipéptidos GaA;0AaG,S;oVal,L,LAT,S;olaV,L,M;oLal,M,V;oMal,l V;oPaA S,N;oFaY,W,
H;oYaF,W,HoWaY,F,H;oRaK E,D;oKaR,E,D;oHaQ,N,S;oDaN,E,K,R,Q;0EaQ,D,K, R, N;
oSaT,A;oTaS,V,A;0CaS, T,A;oNaD,Q,H,S;0QakE,N,H,K, R, refiriéndose la expresiéon sustitucion
conservativa de aminoacidos a la sustitucién de aminoacidos por otros aminoacidos que son considerados como
conservativos por el experto en la materia, es decir, poseen las mismas propiedades especificas. Propiedades
especificas de este tipo son, por ejemplo, su tamafio, polaridad, hidrofobicidad, carga o el valor pK del aminoacido.
Por una mutacion conservativa se entiende, por lo tanto, p. €j., una sustitucion de un aminoacido de caracter acido
por otro aminoacido de caracter acido, un aminoacido de caracter basico por otro aminoacido de caracter basico o
un aminoacido polar por otro aminoacido polar.

Con sustituciones conservativas de aminoacidos de este tipo se consigue preparar variantes de polipéptidos, cuya
actividad especifica sea aproximadamente de igual intensidad en comparacion con el polipéptido parental, pero
preferiblemente pueda ser aumentada en al menos 0,1 U/mg.

La presente invencion se dirige, ademas, a proporcionar un polinucleétido aislado con el que se consiga preparar un
polipéptido para la disociacion hidrolitica, rapida y fiable, de ZEN y/o de derivados de ZEN.

Para la solucién de este problema, la invencién se caracteriza porque la secuencia de nucleétidos codifica un
polipéptido que posee una propiedad hidrolizante de zearalenona y/o derivados de zearalenona, y/o presenta un
grado de identidad de la secuencia con al menos el grupo P elegido de las secuencias de nucledtidos de la
secuencia ID NO 15 o 16, de al menos 70%.

Secuencias de nucledtidos a expresar, en particular sus tripletes (codones) se modifican por norma general en
funcién de la célula huésped, de modo que el coddn Bias es optimizado en cada caso segun la célula huésped. Esto
resulta en que también polinucledtidos con un grado de identidad de la secuencia bastante inferior a 80%, pero
también inferior a 70% o inferior a 60% puedan codificar uno y el mismo polipéptido. La comparacion de las
secuencias para la determinacion del grado de identidad de la secuencia debe llevarse a cabo también dentro de
segmentos de la secuencia, debiéndose entender un segmento como una secuencia general de la secuencia de
referencia. La longitud de los segmentos de la secuencia asciende normalmente para secuencias de nucleodtidos a
15 a 600.

Con ayuda de las secuencias de nucleétidos o segmentos de secuencia mencionados se consigue generar sondas
de acidos nucleicos que poseen una longitud de por norma general al menos 15, 30 o 40 nucleétidos. Con ayuda de
sondas de este tipo que tipicamente son marcadas de manera adicional, p. €j., mediante 3H, 32P, 35S, biotina o
avidina, pueden identificarse, aplicando métodos convencionales, secuencias de nucledtidos que codifican
polipéptidos con un efecto degradante de ZEN y/o derivados de ZEN. Como material de partida para la identificacion
de secuencias de este tipo puede recurrirse, p. ej., a ADN, ARN o ADNc de microorganismos individuales, bancos
de ADN genomicos o bancos de ADNc.

Para secuencias de nucleotidos o bien sondas de nucleétidos con una longitud de al menos 100 nucleétidos, las
condiciones de rigurosidad media se definen como pre-hibridacion e hibridacion a 42°C en tampon Na-EDTA
mezclado con 5 veces NaCl (SSPE, NaCl 0,9 M, NaH,PO, 60 mM, EDTA 6 mM) que contiene dodecilsulfato sodico
(SDS) al 0,3%, 200 pg/ml de ADN de esperma de salmon cortado y desnaturalizado y formamida al 35%, seguido de
condiciones de transferencia Southern convencionales (J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor, Nueva York), lavandose el material de soporte al final
tres veces durante 15 minutos con tampon 2 X cloruro de sodio-citrato (SSC, NaCl 300 mM vy citrato trisédico 30 mM,
SDS al 0,2%) a 55°C.
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Para secuencias de nucleotidos o bien sondas de nucleétidos con una longitud de 15 nucleétidos a 100 nucledtidos,
las condiciones de rigurosidad media se definen como pre-hibridacién e hibridacion en tampon consistente en NaCl
0,9 M, Tris-HCI 0,09 M pH = 7,6, EDTA 6 mM, NP-40 al 0,5%, solucion 1X de Denhardt, pirofosfato sédico 1 mM,
dihidrégeno-fosfato soédico 1 mM, ATP 0,1 mM y 0,2 mg/ml de ARN de levadura, pre-hibridando e hibridando a una
temperatura que se encuentra 5°C a 10°C por debajo de la temperatura de fusion (Tm) calculada, determinandose
Tm mediante el calculo segun Bolton y McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48:
1390). A continuacion, el ensayo se contintia realizando en condiciones convencionales de transferencia Southern
(J. Sambrook, E. F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 22 edicién, Cold Spring
Harbor, Nueva York). El material de soporte se lava al final una vez durante 15 minutos con tampén 6X SCC que
contiene SDS al 0,1% y dos veces durante 15 minutos con tampén 6X SSC, en cada caso a 5°C hasta 10°C por
debajo de la Tm calculada.

La presente invencion se dirige, ademas, a proporcionar un aditivo con el que se consiga una disociacién hidrolitica
rapida y fiable de ZEN y/o de derivados de ZEN en una matriz definida o compleja tal como, por ejemplo, en
alimentos para animales o alimentos.

Para la solucién de este problema se emplea un polipéptido conforme a la invencién, capacitado para la disociacion
hidrolitica de zearalenona y/o de derivados de zearalenona. Con un aditivo de este tipo se consigue la
transformacion bioquimica de ZEN y/o de derivados de ZEN en ZEN hidrolizado y/o en derivados de ZEN
hidrolizados. A este aditivo se puede recurrir, por ejemplo, también para la hidrdlisis estereoselectiva de ZEN y/o de
derivados de ZEN en procesos industriales.

En un perfeccionamiento preferido de la invencion, el aditivo esta configurado de modo que adicionalmente esté
contenido al menos un soporte inerte, asi como, eventualmente, otros componentes tales como vitaminas y/o
sustancias minerales y/o enzimas y/u otros componentes para la destoxificacion de micotoxinas. Mediante el empleo
de un aditivo de este tipo se puede asegurar, por ejemplo, en alimentos para animales o alimentos, que las
cantidades eventualmente contenidas de ZEN y/o de derivados de ZEN sean hidrolizadas, en particular
destoxificadas con seguridad en la medida en que no se dé un efecto nocivo sobre el organismo del sujeto que
recibe este alimento para animales o alimento.

En este caso, un polipéptido de acuerdo con la invencién puede presentarse también en una preparacién enzimatica
que, junto a al menos un polipéptido conforme a la invencién, contenga adicionalmente al menos una enzima que
participe, por ejemplo, en la degradacion de proteinas tales como, p. e€j., proteasas, o que participe en el
metabolismo de almiddn o fibras o grasa o glicégeno, tal como, p. €j., amilasa, celulasa o glucanasa, asi como, por
ejemplo, hidrolasas, enzimas lipoliticas, manosidasas, oxidasas, Oxido-reductasas, fitasas, xilanasas y/o
combinaciones de las mismas.

Otros sectores de aplicacion de la invencion son preparaciones enzimaticas que, junto a al menos un polipéptido de
acuerdo con la invencién, contienen al menos un componente para la destoxificacion de micotoxinas, tal como una
enzima degradante de micotoxinas tal como, p. €j., aflatoxina oxidasa, ergotamina hidrolasas, ergotamina amidasas,
zearalenona esterasas, zearalenona lactonasas, ocratoxina amidasas, fumonisina carboxilesterasas, fumonisina
aminotransferasas, aminopoliol aminooxidasas, desoxinivalenol epoxihidrolasas y/o al menos un microorganismo
degradante de micotoxinas tal como Bacillus subtilis; y/o al menos un componente de unién a micotoxinas, por
ejemplo paredes celulares microbianas o materiales inorganicos tales como bentonitas.

De acuerdo con un perfeccionamiento particularmente preferido de la invencién, el polipéptido esta contenido en el
aditivo en una concentracion de a lo sumo 10.000 U/g, preferiblemente a lo sumo 1.000 U/g, mas preferiblemente a
lo sumo 100 U/g y lo mas preferiblemente a lo sumo 10 U/g, con lo cual se consigue transformar ZEN y/o derivados
de ZEN de forma rapida y, en particular ya antes de su resorcion por parte del cuerpo de un sujeto que ingiere
alimentos para animales o alimentos contaminados, en particular el ser humano o animal util, en metabolitos no
toxicos o bien menos toxicos, en particular HZEN y DHZEN.

De acuerdo con un perfeccionamiento de la invencion, el polipéptido se presenta en forma encapsulada o recubierta,
pudiendo recurrirse para la encapsulacion o el recubrimiento a métodos convencionales tal como se describen, p.
€j., en el documento WO 92/12645. Mediante la encapsulaciéon o bien el recubrimiento se consigue transportar el
polipéptido sin modificacién, en particular sin degradacion ni deterioro, a su lugar de uso, de modo que sélo después
de la disolucion de la envuelta protectora, por ejemplo en el tracto digestivo de animales, el polipéptido comienza a
actuar, con lo cual puede conseguirse una degradacion todavia mas preestablecida, rapida y completa de ZEN y/o
de derivados de ZEN, también en un medio acido, rico en proteasas y anaerobio. Ademas, mediante la
encapsulacion o el recubrimiento se consigue aumentar la estabilidad a la temperatura de los polipéptidos en el
aditivo.

La presente invencion se dirige, ademas, a un uso del aditivo para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o de
derivados de zearalenona en alimentos para animales, en particular para cerdos, aves de corral y el acuacultivo; en
alimentos; o en granos secos de destileria con solubles. Mediante el uso de acuerdo con la invencién del aditivo se
consigue hidrolizar o bien destoxificar ZEN y/o derivados de ZEN contenidos en el alimento o alimento para animales
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o bien en los granos secos de destileria con solubles, consiguiéndose una destoxificacion de este tipo ya en el caso
de concentraciones de polipéptidos de aproximadamente 1 U/g de alimento para animales o alimento contaminado.

La presente invencion se dirige, ademas, a proporcionar un procedimiento con el que se posibilite una disociacion
hidrolitica rapida y fiable de ZEN y/o de derivados de ZEN por hidrélisis mediante un polipéptido.

Para la solucién de este problema, el procedimiento se realiza de modo que zearalenona y/o al menos un derivado
de zearalenona es hidrolizado por un polipéptido conforme a la invencién y/o un aditivo conforme a la invencion.

De acuerdo con un perfeccionamiento preferido, el procedimiento se realiza de modo que el polipéptido o el aditivo
se mezcla con alimento para animales o alimento contaminado con zearalenona y/o con al menos un derivado de
zearalenona, de modo que el alimento para animales o alimento contaminado se pone en contacto con humedad y
de modo que el polipéptido o el aditivo hidroliza en el tracto digestivo la zearalenona y/o al menos un derivado de
zearalenona contenido en el alimento para animales o alimento contaminado. En el caso de alimentos para animales
o alimentos humedos, tales como mosto o purés, la hidrélisis de la zearalenona y/o del al menos un derivado de
zearalenona tiene lugar antes de la ingesta oral en el alimento para animales o alimento humedo. Mediante este
procedimiento se puede garantizar que los efectos nocivos de zearalenona y/o de derivados de zearalenona sean
muy ampliamente eliminados en el hombre y los animales. Por humedad se entiende en este caso la presencia de
agua o de liquidos con contenido en agua, estando incluidos entre ellos también, p. €j., saliva u otros liquidos
presentes en el tracto digestivo. Como tracto digestivo se define la cavidad bucal, la faringe, el eséfago y el tracto
gastrointestinal o equivalentes de los mismos, pudiendo presentarse diferentes denominaciones en el caso de
animales o bien pudiendo no estar presentes componentes individuales en el tracto digestivo de animales.

El procedimiento de acuerdo con la invencién puede realizarse también de modo que el alimento para animales o
alimento se granula antes de la ingesta oral.

De acuerdo con un perfeccionamiento de la invencion, el procedimiento se realiza de modo que con el mismo se
hidrolizan al menos 70%, preferiblemente al menos 80%, en particular al menos 90% de la zearalenona y/o de al
menos un derivado de zearalenona.

La invencion se explica a continuacion con mayor detalle con ayuda de ejemplos de realizacion, asi como dibujos.
En estos, muestran:

La Fig. 1, la degradacion en el tiempo de ZEN y el aumento de los metabolitos HZEN y DHZEN por parte
del polipéptido con la SEQ ID NO: 1, en donde en la Fig. 1A, el polipéptido no esta etiquetado, en la Fig. 1B
posee una etiqueta 6xHis C-terminal y en la Fig. 1C posee una etiqueta 6xHis N-terminal,

La Fig. 2, la cinética de Michaelis-Menten del polipéptido con la SEQ ID NO: 1.

Ejemplo 1: Maodificacion, clonacion y expresion de polinucledtidos que codifican polipéptidos con efecto hidrolizante
de ZEN y/o derivados de ZEN

Sustituciones, inserciones o deleciones de aminoacidos se llevaron a cabo mediante mutacion de las secuencias de
nucleotidos mediante PRC utilizando el kit “Quick-change Site directed Mutagenesis Kits” (Stratagene) de acuerdo
con las instrucciones. Alternativamente a ello, se adquirieron también secuencias de nucleotidos completas (Gene
Art). Las secuencias de nucledtidos generadas mediante mutagénesis por PCR o bien adquiridas de Gene Art
contenian en el plano de aminoacidos de manera opcional, adicionalmente, una etiqueta 6xHis C- o N-terminal y se
integraron mediante métodos convencionales en vectores de expresion para la expresion en E. coli o P. pastoris, se
transformaron en E. coli o P. pastoris, asi como se expresaron en E. coli o P. pastoris (J.M. Cregg, Pichia Protocols,
segunda Edicion, ISBN-10: 1588294293, 2007; J.Sambrook et al. 2012, MolecularCloning, A Laboratory Manual 42
Edicion, Cold Spring Harbor), pudiendo recurrirse para esta misién también a cualquier otra célula huésped
adecuada.

La expresién “vector de expresion” se refiere a una construccion de ADN que esta en condiciones de expresar in
vivo o in vitro un gen. En particular, bajo la misma se entienden construcciones de ADN que son adecuadas para
transferir a la célula huésped la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido, con el fin de integrarla alli en el
genoma o de presentarla libremente en el espacio extra-cromosdmico y de expresar de manera intracelular la
secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido y expulsar eventualmente de la célula el polipéptido.

La expresion “célula huésped” se refiere a las células que contienen una secuencia de nucleétidos a expresar o un
vector de expresion y que estan en condiciones de preparar una enzima o bien polipéptido conforme a la invencion.
En particular, bajo dicha expresién se entienden células procarioticas y/o eucaritticas, preferiblemente P. pastoris, E.
coli, Bacillus subtilis, Streptomyces, Hansenula, Trichoderma, Lactobacillus, Aspergillus, células vegetales y/o
esporas de Bacillus, Trichoderma o Aspergillus.

Para la determinacion de las propiedades cataliticas de los polipéptidos se recurrié al lisado celular soluble en el
8
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caso de E. coli, o bien al sobrenadante del cultivo en el caso de P. pastoris. Para la determinacién del valor Ky, de
Vmax, Keat ¥ de la actividad especifica, los polipéptidos se enriquecieron selectivamente mediante métodos
convencionales mediante cromatografia sobre columnas de niquel-Sepharose. La determinacion de la concentracion
de proteinas tuvo lugar mediante métodos convencionales, ya sea con el método BCA (Pierce BCA Protein Assay
KitProd N° 33225), pero de preferencia fotométricamente con los coeficientes de extincion especificos para las
respectivas proteinas que se calcularon con el programa “ProtParam”, disponible en linea en
http://web.expasy.org/protparam (Gasteiger E. et al.; Herramientas de Identificacion y Analisis de Proteinas en el
Servidor ExPASYy; (En) John M. Walker (ed): The Proteomics Protocols Handbook, Humana Press, 2005, pags. 571-
607).

Ejemplo 2: Determinacion de la identidad de la secuencia, asi como de las regiones conservadas.

La determinacion de la identidad de la secuencia porcentual a lo largo de toda longitud de los polipéptidos con las
secuencias de aminoacidos con la secuencia ID-NOs 1 a 15 en relacion entre si (Tabla 1) se llevo a cabo con ayuda
del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), en particular con BLASTP que puede ser tomado de la
pagina web del “National Center for Biotechnology Information” (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Con ello, es
posible comparar dos o mas secuencias entre si segun el algoritmo de Altschul et al.,1997 (Nucleic Acids Res.
(1997) 25:3389-3402). Como ajustes del programa se recurrié a los ajustes base, pero en particular a “secuencia
diana max” = 100; “umbral esperado” = 10; “tamafio de la palabra” = 3; “matriz” = BLOSOMG62; “costos de huecos” =
“Existencia: 11; Extensién: 1”; “ajuste computacional” = “ajuste de la matriz de puntuacion composicional
condicional”.

Para la determinaciéon de las regiones conservadas de los polipéptidos con las secuencias ID NOs 1 a 6, estas
secuencias, que poseen una identidad de la secuencia de al menos 70% entre si, se compararon con ayuda del
software COBALT (J.S. Papadopoulus y R. Agarwala, 2007, COBALT: herramienta de alineamiento mudltiple de
secuencias basada en restricciones, Bioinformatics 23: 1073-79), recurriendo a los parametros convencionales, en
particular a los parametros (“Penalizaciones de huecos”: -11, -1; “Penalizaciones de Huecos Extremos”: -5, -1; “Uso
de RPS BLAST": conectado; “valor Blast E”: 0,003; “Encontrar columnas Conservadas y Re-ordenar”: conectado,
“utilizar clusters de consulta”: conectado; “tamafio de la palabra” 4; “distancia de posible cluster”: 0,8; “Alfabeto”:
regular; “Ajuste de la conversacion de homologias”: 3 bits). El resultado de este analisis representa los aminoacidos
conservados. Como regiones conservadas se definieron las siguientes zonas de al menos 5 aminoacidos
conservados consecutivos, a saber, en relacion con la secuencia ID NO 1 regién A de la posicion +24 a la posicion
+50, B de +52 a +77, C de +79 a +87, D de +89 a +145, E de +150 a +171, F de +177 a +193, G de +223 a +228, H
de +230 a + 237, | de +239 a +247, J de +249 a +255, K de +257 a +261, L de +263 a +270, M de +272 a +279, N
de +297 a +301 y O de +303 a +313.

La determinacion de la identidad porcentual de la secuencia de las regiones conservadas de las distintas secuencias
con relacion a la region conservada de la secuencia con la SEQ ID NO: 1 (Tabla 2, columna 3 y columna 4) se llevé
a cabo tal como se describe arriba, por medio del programa COBALT.

Tabla 1: Identidad porcentual de la secuencia a lo largo de toda la longitud del polipéptido y de dos regiones de D y
G conservadas elegidas.

Identidad de la secuencia con relacion a SEQ ID-NO 1

Polipéptido Polipéptido completo Region D conservada Region G conservada
SEQ ID-NO 1 100% 100% 100%
SEQ ID-NO 2 70% 87,7% 100%
SEQ ID-NO 3 71% 89,5% 100%
SEQ ID-NO 4 71% 91,2% 100%
SEQ ID-NO 5 71% 87,7% 100%
SEQ ID-NO 6 71% 91,2% 100%
SEQID-NO 7 64% 78,9% 100%
SEQ ID-NO 8 57% 82,5% 100%
SEQ ID-NO 9 50% 73,7% 100%
SEQ ID-NO 10 55% 75,4% 100%
SEQ ID-NO 11 53% 71,9% 100%
SEQ ID-NO 12 50% 71,9% 100%
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Identidad de la secuencia con relacion a SEQ ID-NO 1

Polipéptido Polipéptido completo Region D conservada Region G conservada
SEQ ID-NO 13 55% 77,2% 100%
SEQ ID-NO 14 73% 84,2% 0%

Ejemplo 3: Hidrdlisis de ZEN mediante polipéptidos en lisados celulares

Para la determinacion de su capacidad de degradar ZEN en los metabolitos HZEN y DHZEN no toéxicos o bien
menos toxicos, se preparo el polipéptido con la SEQ ID NO 1, codificado por la secuencia de nucleétidos con la SEQ
ID NO 15, como tal y con una etiqueta 6xHis C- o bien N-terminal en E. coli, tal como se describe en el Ejemplo 1.
En cada caso 100 ml de un cultivo de E. coli con una densidad 6ptica (DO 600 nm) de 2,0 - 2,5 se recogieron
mediante centrifugacion a 4°C y se resuspendieron en 20 ml de medio mineral de Brunner (medio de
microorganismos de DSMZ numero 462, 2012). La suspension de células se lisé mediante tratamiento durante 3
veces con una prensa French a 20.000 psi. El lisado celular, obtenido de esta manera, se empleé en una dilucién
1:10, una dilucién 1:100 o una dilucién 1:1.000 que se preparé en medio mineral de Brunner, incluidos 0,1 mg/ml de
BSA (albumina de suero bovino). Para un ensayo de degradacion de ZEN se emplearon 9,9 ml de medio mineral de
Brunner, incluidos 0,1 mg/ml de BSA, 0,1 ml de lisado celular diluido y 31 pl de solucion madre de sustrato de ZEN.
En total, los lisados celulares se diluyeron en la relaciéon 1:1.000, 1:10.000 o bien 1:100.000. Como solucién madre
del sustrato de ZEN servia una solucion de ZEN 2,08 mM (40% en vol. de ACN + 60% en vol. de HO). Para la
preparacion de esta solucion, ZEN se peso y disolvi6 de manera correspondiente en forma cristalina (Biopure
Standard de Romer Labs, Art. N° 001109, pureza al menos 98%). Cada una de las tandas de degradacion se llevo a
cabo en frasquitos de vidrio de 25 ml y se incubd a 25°C bajo agitacion con 100 rpm durante un total de 120 h. En
los momentos, 0; 0,5; 1; 2; 5; 24; 47; 72 y 120 h se recogi6 en cada caso una muestra de 1 ml, los polipéptidos se
inactivaron por calor durante 10 min a 99 °C y se almacenaron a -20 °C. Después de la descongelacion de las
muestras, los componentes no solubles se separaron mediante centrifugacion. ZEN, HZEN y DHZEN se analizaron
mediante LC/MS/MS. Para ello, los metabolitos se separaron por cromatografia mediante una columna Phenomenex
Luna C18(2) con las dimensiones 250 mm x 3 mm y un tamafio de particula de 5 um. Como eluyente servia una
mezcla de acetonitrilo y agua con una concentracion de aminoacidos de 1 ml/l. La sefial UV se registré a 270 nm.
Como fuente de ionizacion servia la ionizaciéon por proyeccion de electrones (ESI). ZEN, HZEN y DHZEN se
cuantificaron mediante QTrap/LC/MS/MS (cuadrupolo triple, Applied Biosystems) en el “Modo potenciado”.

En la Fig. 1 se puede ver la degradacién en el tiempo de ZEN y el aumento de HZEN, asi como de DHZEN a modo
de ejemplo para una solucion de lisado celular diluida en la relacion 1:10.000 para polipéptido no etiquetado (Fig.
1A), como también para polipéptido etiquetado con 6xHis C-terminal (Fig. 1B) y etiquetado con 6xHis N-terminal
(Fig. 1C), con la SEQ ID NO 1. De ello se puede ver claramente que, en primer lugar, la reaccion de ZEN tiene lugar
de manera inmediata y completa, dado que ya en la 12 muestra (0 h) que se recogié inmediatamente después del
inicio del ensayo, ya no se podia detectar casi ZEN alguna y 2. mediante la adicién de una etiqueta, en posicion C- o
N-terminal, no se produjeron pérdidas de actividad dignas de mencion.

Ejemplo 4: Hidrolisis de derivados de ZEN mediante polipéptidos en lisados celulares

Para la determinacion de la capacidad de los polipéptidos de transformar junto a ZEN también derivados de ZEN en
metabolitos no téxicos o bien menos téxicos, los polipéptidos con la secuencia ID NO 1 a 14, tal como se describe
en el Ejemplo 3, se prepararon con la etiqueta His C-terminal y se emplearon como lisados celulares en el ensayo de
degradacion. Para la preparacion de los polipéptidos con la secuencia ID NO 1 a 14, se recurrié a las respectivas
secuencias de nucleotidos sintéticas con las secuencias ID NO 16 a 29.

Los ensayos de degradacion se llevaron a cabo tal como se describe en el Ejemplo 3, sometiendo a ensayo cada
uno de los polipéptidos con cada uno de los derivados de ZEN a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL, Z14G, Z14S y ZAN. Los
lisados celulares se emplearon en una dilucién total de 1:10.000. Como solucién madre del sustrato se empled, en
lugar de una solucién ZEN 2,08 mM (40% en vol. de ACN + 60% en vol. de H2O), soluciones equimolares, es decir,
soluciones 2,08 mM de los derivados de ZEN. a-ZEL, B-ZEL, a-ZAL, B-ZAL y ZAN se adquirieron de Sigma y se
emplearon como patrones para el analisis. Z14G y Z14S se prepararon con una pureza de al menos 90%, segun los
procedimientos tal como se describen en P. Krenn et al., 2007 (Micotoxin Research, 23, 4, 180-184 y M. Sulyok et
al., Anal. Bioanal. Chem., 289, 1505-1523) y se emplearon como patrones para el analisis. Otra diferencia con el
Ejemplo 3 es que Unicamente se tomd una muestra después de 24 h. La reduccion de la concentracion de los
derivados de ZEN durante el ensayo de degradacion se cuantificé mediante LC/MS/MS. a-ZEL, B-ZEL, Z14G y Z14S
se midieron segun el método de M. Sulyok et al. (2010, Food Chemistry, 119, 408-416); a-ZAL, B-ZAL, y ZAN se
midieron segun el método de P. Songsermaskul et al. (2011, J. of Animal Physiol. and Animal Nutr., 97, 155-161).
Sorprendentemente, se ha comprobado que después de 24 h de incubacion ya sélo estaba presente 0 a como
maximo 13% de las cantidades de partida de los derivados de ZEN.

Ejemplo 5: Actividad especifica, asi como parametros de cinética enzimatica de los polipéptidos, asi como de

10



10

15

20

25

30

35

40

ES 2675026 T3

variantes de los mismos

La determinacion de la actividad especifica de los polipéptidos asi como de variantes de los mismos tuvo lugar
fotométricamente, presentando todos los polipéptidos empleados una etiqueta 6xHis C-terminal. La preparacion, el
enriquecimiento y la purificacion de los polipéptidos o bien de variantes de los mismos tuvo lugar tal como se
describe en el Ejemplo 1. La degradacion de ZEN en HZEN se midi6 a través de la disminucién de la absorcion a la
longitud de onda de 315 nm. Los coeficientes de extincion molar [¢] de ZEN 1y HZEN se determinaron
experimentalmente y ascendieron a 0,0078895 L umol'1 cm” y a 0,0030857 L pmol cm™. Los coeficientes de
extincion son fuertemente dependientes del pH y, por lo tanto, la medicién de la actividad debe llevarse a cabo
siempre a exactamente el mismo valor del pH vy, preferiblemente, también en la misma matriz. Las mediciones se
llevaron a cabo en una solucion tampoén Tris-HCI 50 mM pH = 8,2 en cubetas de cuarzo en un intervalo de longitudes
de onda de 200 a 2500 nm en un fotémetro UV-VIS (Hitachi U-2001) a 32 °C.

Como solucion madre del sustrato ZEN servia una solucion de ZEN 2,08 mM (40% en vol. de ACN + 60% en vol. de
H20). Para la preparacion de esta solucién, ZEN se peso y disolvio de manera correspondiente en forma cristalina
(Biopure Standard de Romer Labs, Art. N° 001109, pureza al menos 98%). Las diluciones del sustrato de ZEN (0,79
UM, 1,57 uM, 2,36 uM, 3,14 uM, 4,71 uM, 6,28 uM, 7,85 uM, 9,42 uM, 10,99 pM, 12,56 uM, 14,13 puM, 15,71 pM,
17,28 uM, 18,85 pM) se prepararon con Tris-HCI 50 mM pH = 8,2. Las soluciones polipeptidicas se diluyeron con
tampon Tris-HCI 50 mM pH = 8,2 hasta una concentracion final de aprox. 70 ng/ml. Las diluciones de sustrato ZEN
se precalentaron en un bafio de agua hasta 32 °C.

100 pl de la dilucion de sustrato de ZEN respectiva se mezclaron con 0,2 pl de solucién polipeptidica, y la absorcion
se midié durante 5 min, midiéndose cada una de las combinaciones a base de solucién peptidica - diluciéon de
sustrato de ZEN al menos dos veces.

Teniendo en cuenta los coeficientes de extincion de ZEN y HZEN, a través del aumento de la absorcion se calculé la
velocidad de la reaccion para cada una de las concentraciones de sustrato.

Las expresiones “valor Ky” o “constante de Michaelis-Menten” se refieren a un parametro para la descripcion de la
actividad enzimatica que posee las unidades [uM] o [mM] y se calcula con ayuda de la grafica lineal de Hanes segun
H. Bisswang (2002, Enzyme Kinetics, ISBN 3-527-30343-X, pagina 19), utilizandose para ello preferiblemente la
funcién “Cinética Enzimatica, Sustrato Individual” del programa SigmaPlot 12.0. Las expresiones “constante
catalitica de la reaccién enzimatica” o el “valor keat” se refieren a un parametro para la descripcion de la tasa de
conversion de un polipéptido o bien enzima que se indica en [s]'1 y preferiblemente se calcula con ayuda de la
funcién “Cinética Enzimatica, Sustrato Individual” del programa Sigma Plot 12.0. La “velocidad enzimatica maxima” o
el “valor vmsx” se indican en las unidades [uM/s] o [mM/s] y se determinan analogamente al valor Ky con ayuda de la
grafica lineal de Hanes, utilizandose para ello preferiblemente la funcion “Cinética Enzimatica, Sustrato Individual”
del programa SigmaPlot 12.0.

Mediante vmax y la concentracion enzimatica empleada se calculd la actividad especifica conforme a la férmula

vmax [uM/s] x 60 [s/min]

Actividad especifica [U/mg] = ' —
Concentracién enzimatica [mg/1]

)

definiéndose una unidad como hidrdlisis de 1 pmol de ZEN por minuto a 32°C en solucién tampoén Tris-HCI 50 mM,
pH =8,2.

Seguidamente se indican los datos en bruto para la determinacion de los parametros enzimaticos Ku, Vmax, Kcat, asi
como de la actividad especifica a modo de ejemplo para el polipéptido con la secuencia ID NO 1. La Tabla 2 muestra
la velocidad de reaccion a las concentraciones de sustrato de ZEN respectivas, la Fig. 2 las graficas de Michaelis-
Menten respectivas y en la Tabla 3 se indican los parametros de cinética enzimatica correspondientes. La solucion
enzimatica empleada tenia una concentracion de 68 ngl/l.

Tabla 2. Velocidades de reaccién del polipéptido con la secuencia ID NO 1 a diferentes concentraciones de ZEN

Dilucion del sustrato de ZEN |Medicion 1 de la velocidad de reaccion | Medicion 2 de la velocidad de reaccion

[uM] [M/s] [M/s]
0,79 0,0073 0,0071
1,57 0,0087 0,0082
2,36 0,0095 0,0080
3,14 0,0101 0,0073
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Dilucion del sustrato de ZEN |Medicion 1 de la velocidad de reaccion | Medicion 2 de la velocidad de reaccion

[uM] [uM/s] [uM/s]
4,71 0,0103 0,0087
6,28 0,0096 0,0088
7,85 0,0084 0,0088
9,42 0,0111 0,0087
10,99 0,0093 0,0081
12,56 0,0100 0,0086
14,13 0,0089 0,0101
15,71 0,0089 0,0090
17,28 0,0100 0,0074
18,85 0,0100 0,0085

Tabla 3: Parametros de cinética enzimatica del polipéptido con la secuencia ID NO 1

Vmax [uM/s] Kwm [uM] Keat [S”'] Actividad esp. [U/mg]
Medicion 1 2 1 2 1 2 1 2
Valor 0,00993 0,008756 0,2172 0,1898 544 479 (8,76 7,73
Valor medio | 0,009343 0,2035 5,12 8,25

La actividad especifica de los polipéptidos investigados asciende para la secuencia ID NO 1 a 8,25 U/mg, para la
secuencia ID NO 2 a 10,56 U/mg, para la secuencia ID NO 8 a 36 U/mg, para la secuencia ID NO 4 a 8,3 U/mg, para
la secuencia ID NO 5 a 8,58 U/mg, para la secuencia ID NO 6 a 9,95 U/mg, para la secuencia ID NO 7 a 3,83 U/mg,
para la secuencia ID NO 8 a 2,57 U/mg, para la secuencia ID NO 9 a 4,87 U/mg, para la secuencia ID NO 10 a 5,12
U/mg, para la secuencia ID NO 11 a 3,88 U/mg, para la secuencia ID NO 12 a 2,78 U/mg, para la secuencia ID NO
13 a 6,43 U/mg, para la secuencia ID NO 14 a 3,33 U/mg.

Las actividades especificas de las variantes de polipéptidos investigadas se enumeran en la Tabla 4 y la Tabla 5.

Tabla 4: Actividad especifica de variantes del polipéptido con SEQ ID NO: 1, zona o zonas conservadas en las que
se encuentran la o las mutaciones e identidades de las secuencias de las variantes con respecto a la secuencia
parental con la secuencia ID NO 1. La posicién de la o las mutaciones se indica con relaciéon a la secuencia de
aminoacidos con la secuencia ID NO 1. La identidad de la secuencia se determiné mediante BLAST, tal como se
describe en el Ejemplo 2.

Variante Mutacion(es) Mutacién(es) |ldentidad Actividad
en la zona con esp.
Secuencia |[U/mg]
ID-NO 1
ZH1-A-001 N25D A 99,7% 8,10
ZH1-A-002 F27Y A 99,7% 7,93
ZH1-A-003 F27H A 99,7% 7,78
ZH1-A-004 R35K A 99,7% 8,98
ZH1-A-005 R35Q A 99,7% 8,56
ZH1-A-006 N25D/S29P/V42I/V43T A 98,8% 7,84
ZH1-A-007 126V/R31A/F32Y/F46Y A 98,8% 8,61
ZH1-A-S02 N25D/I126V/F27Y/S29P/R31A/F32Y/R35K/V37AIN42I/V43T/F46Y A 96,6% 8,73
ZH1-A-S03 N25D/126V/F27H/S29P/R31A/F32Y/R35Q/V42I/V43T/F46Y A 97,0% 8,52
ZH1-B-001 D53G B 99,7% 8,10
ZH1-B-002 N54M B 99,7% 8,41
ZH1-B-003 N54R B 99,7% 8,33
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Variante Mutacion(es) Mutacién(es) |ldentidad Actividad
en la zona con esp.
Secuencia |[U/mg]
ID-NO 1
\ZH1-B-004  |S69G B 199,7% 18,06
\ZH1B-005  |P72E B 199,7% 8,65
\ZH1-B-006 | P72R B 199,7% 8,78
|ZH1-B-S02 | N54M/L57V/L60I/S69G/PT2ENT3A B 98,2% 8,51
|ZH1-B-S03 | D53G/N54R/L57VILEOIPT2ENT3A B 98,2% 8,56
\ZH1-B-S04 | N54R/L57V/L60IP72ENT3A B 98,5% 8,96
(ZH1-B-S14 | N54R/L58V/L59P/L60V/T64G/PT2RIGT5PILT7P B 97,6% 8,68
\ZH1-C-001 | N8OH c 199,7% 8,24
\ZH1-C-002  |N8OD c 199,7% 8,48
\ZH1-C-003 | F8aY c 199,7% 18,65
|ZH1-C-S06 | NBOH/F84Y c 199,4% 8,88
|ZH1-C-S10 | NBOH/F84H c 199,4% 8,32
\ZH1-C-S14 | E79RINSOD c 199,4% 18,45
\ZH1-D-001 | T95S D 199,7% 8,53
\ZH1-D-002  |R99K D 199,7% 18,25
\ZH1-D-003 | V123] D 199,7% 18,17
\ZH1D-004  |A125G D 199,7% 8,36
\ZH1-D-005  |G126A D 199,7% 18,41
\ZH1-D-006  |G130A D 199,7% 18,69
\ZH1D-007 | G130V D 199,7% 8,54
\ZH1-D-008  |G131A D 199,7% 18,71
\ZH1-D-009  |N127D D 199,7% 18,29
\ZH1D-010  |N127Q D 199,7% 8,34
\ZH1-D-011  |A141S D 199,7% 8,67
\ZH1-D-012 | F106W D 199,7% 7,84
\ZH1D-013 |18V D 199,7% 8,37
\ZH1-D-014  |1118V/V123L D 199,4% 8,55
\ZH1-D-015  |1118V/K119R/L132V D 199,1% 8,86
|ZH1-D-016 | W9BQ/F106W/L116G/V122A D 98,8% 8,65
\ZH1-D-017 | QOIR/N105D/K119G/A141S/M142K D 98,5% 8,46
|ZH1-D-S02 | T95S/TI7A/RIOK/I118V/V123I/L132V/A141S D 197,7% 18,66
|ZH1-D-S03 | TO5S/R99K/1118V/K119R/L132V/A141S D 98,2% 9,32
|ZH1-D-S04 | T95S/R99K/I118V/L132V/A141S D 98,5% 9,15
|ZH1-D-S05 | T95S/R99K/I114M/1118V/K119R/L132V/A141S D 197,7% 8,84
ZH1-D-S07 | R99G/A115D/K119G/P121T/V1231/A125S/L132V/L133V/S138A/Y 140F/ |D 96,3% 8,79
A141S/M142L
|ZH1-D-S08  |R93K/W9BQ/RIIG/D104N/N105L/F106M/A115S/V1231/A1255/G144N | D 197,0% 8,86
ZH1-D-S09 | R99G/S102N/D104N/N105T/F106W/L110V/V111E/A115D/K119GV122 |D 95,4% 8,99
TV123L/L132V/L1331/S138A/M142K
|ZH1-D-S10 | W9BR/S102T/F1061/1114L/ D 96,0% 9,12
| | A115S/L116G/K119G/V122A/V123F/A1255/A134S/Y 140F/M142E | | |
ZH1-D-S11 | W9BR/R99G/S102T/F106V/I114L/A115D/L116G/K119G/V122AN123F/ |D 95,1% 8,54
A125S/N127L/L133A/A134S/Y140F/M142K
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Variante Mutacion(es) Mutacién(es) |ldentidad Actividad
en la zona con esp.
Secuencia |[U/mg]
ID-NO 1
ZH1-D-S12 | S94T/R99G/S102T/N105I/L110V/A115D/K119G/P121EN122TV123LNV |D 95,1% 8,69
1241/L1331/A134G/S138A/Y 140F/M142K
ZH1-D-S13 | R93Q/RI9G/N105T/R112K/A115D/L1161/A1255/N127L/L132V/L133V/A |D 96,0% 8,47
134S/Y140F/M142K
(ZH1-D-S14 | QOIR/WIBRIN105D/1114L/1118V/K119RV122A/L132V/L13TS D 97,3% 8,55
|ZH1-E-001 | Y165C |E 199,7% 8,46
\ZH1-E-002 | Y165H |E 199,7% 8,33
\ZH1-E-003  |P163T E 199,7% 7,95
\ZH1-E-004  |A154P/Y165C |E 199,4% 8,13
|ZH1-E-S02 | P163T/A164T/Y165C/V169I/L170R |E 98,5% 8,83
|ZH1-E-S05 | A154P/Y165H/L170R E 199,1% 9.65
\ZH1-F-001 | Y180F F 199,7% 8,35
\ZH1-F-002  |D182T F 199,7% 8,41
\ZH1-F-003  |D182K F 199,7% 8,19
|ZH1-F-004 | Y180F/R181V/1190V F 199,1% 18,56
\ZH1-F-S04 | Y180F/D182T/F183Y/1190V/G191S F 98,5% 18,56
\ZH1-F-S06 | Y180F/D182T/F183Y/1190V F 98,8% 8,64
\ZH1-F-S10 | E178A/R181V/D182K/F183 F 98,8% 7,55
| v | —
\ZH1H-001 | T236K H 199,7% 18,09
\ZH1-H-002  |V237F H 199,7% 8,11
\ZH1-H-003  |E234G H 199,7% 8,54
\ZH1H-S02  |F233W H 199,7% 8,37
\ZH1-H-S03 | F233Y H 199,7% 8,64
\ZH1-H-S04  |F233H H 199,7% 18,36
\ZH1-H-S06 | A231V/F233Y H 199,4% 8,54
|ZH1-H-S09 | F232W/F233A/E234T/G235D/L239A H 98,5% 8,83
| ZH1-1-001 |H240N I 199,7% 8,54
\ZH11-002  |H240S I 199,7% 8,79
|ZH1--003 | D244E/R245Y I 199,4% 8,42
|ZH1--S02 | D244E/R245Q/M246L I 199,1% 18,36
|ZH11-S03 | H240N/D244E I 199,4% 9.26
|ZH1--S06 | H240S/D244E I 199,4% 9,02
|ZH1--S07 | L239Q/H240T/R245Y I 199,1% 8,41
(ZH1J-001 | Q249R K 199,7% 8,36
(ZH1-J-002 | T252V K 199,7% 7,94
\ZH1-J-502 1254V K 199,7% 8,55
(ZH1J-S03 | Q249R/K251N/I254V K 199,1% 9,03
(ZH1-J-507 | T252V/1254M K 199,4% 7.81
(ZH1-J-S10 | T252V/1254V K 199,4% 7,97
|ZH1K-S05  |A260M K 199,7% 8,64
\ZH1K-S11 | A260F K 199,7% 8,82
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Variante

ZH1-K-S13
ZH1-L-001
ZH1-L-002
ZH1-L-003
ZH1-L-004
ZH1-L-005
ZH1-L-S02
ZH1-L-S04
ZH1-L-S06
ZH1-L-S13
ZH1-M-001
ZH1-M-002
ZH1-M-S02
ZH1-M-S07
ZH1-M-S08
ZH1-M-S11
ZH1-N-001
ZH1-N-002
ZH1-N-S02
ZH1-N-S09
ZH1-0-001
ZH1-0-002
ZH1-0-S02
ZH1-0-S03
ZH1-0-S06
ZH1-B/H-001
ZH1-C/D-001
ZH1-D/K-001
ZH1-D/M-001
ZH1-K/N-001
ZH1-K/L-001
ZH1-K/L-002
ZH1-N/O-001
ZH1-N/O-002

ZH1-C/D/J-
001

ZH1-B/D/K-
001

ZH-J/K/L-001

ZH1-J/K/LM-
001

ZH1-B/C/D/J-
002
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Mutacion(es)

A260S

E266Y

E266D

T262G

T262D/E266D/

T262G/1263T/

E266D/E269H

1263T/E269N

E269N

E266Y/E269N

L274M

L274C

L277E

L274M/A279V

L274T/L277F

L274C/L277I

H297L

H298V/L302S

H298V

H298L/P299D

L307Q

F308S

L307Q/A311P

L307Q/F308S

L307Q/F308S/D309A
D53G/N54R/L57V/L60I/P72E/VT3AIF233V/IE234G/V237F
N80H/F84Y/T95S/R99K/1118V/K119R/L132V/A141S
T95S/T97A/RI9K/I1118V/V123I/L132V/A141S/A260M
T95S/T97A/RI9K/I118V/IV123I/L132VIA141S/L27TE
A260M/H298V

A260M/T262D/E266D/E269H
A260M/T262G/I1263T/E269N
Q296A/H298V/L307Q/A311P
Q296E/H298V/L302S/L307Q/F308S
N8OH/F84Y/T95S/R99K/1118V/L132V/A141S/Q249R/K251N/1254V

D53G/N54R/L57V/L60I/P72E/VT3AIT95S/RIO9K/1114M/1118V/IK119R/L1
32V/A141S/A260M

1254V/1256L/A260M/T262G/1263T/E269N
1254V/1256L/A260M/T262D/E266D/E269H/L271V

E79R/N80D/D53G/N54R/L57V/L60I/P72E/NV73A/W96R/R99G/S102T/F1
06V/I114L/A115D/L116G/K119G/V122A/V123F/A125S/N127L/L133A/A
134S/Y140F/M142K/T252V/1254V
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Mutacion(es)
en la zona

ololol|lolo|lz|lz|lzlzlzlzzlzzz(rr|r|fr|fr|lr| || X

B+H
C+D
D+K
D+M
K+N
K+L
K+L
N+O
N+O
C+D+J

B+D+K

J+K+L
J+K+L+M

B+C+D+J

Identidad
con
Secuencia
ID-NO 1

99,7%
99,7%
99,7%
99,7%
99,4%
99,4%
99,4%
99,4%
99,7%
99,4%
99,7%
99,7%
99,7%
99,4%
99,4%
99,4%
99,7%
99,4%
99,7%
99,4%
99,7%
99,7%
99,4%
99,4%
99,1%
97,3%
97,6%
97,6%
97,6%
99,4%
98,8%
98,8%
98,8%
98,5%
97,0%

95,7%

98,2%
97,7%

92,1%

Actividad
esp.
[U/mg]

9,01
8,46
8,31
8,32
8,56
8,68
8,59
8,73
8,69
8,33
8,29
8,37
8,96
8,23
8,63
8,51
8,27
9,03
8,94
8,37
8,62
8,57
8,34
8,74
9,18
9,26
9,31
9,66
10,63
8,94
9,03
8,84
9,26
9,46
9,97

10,78

9,11
9,14

11,31
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Variante Mutacion(es) Mutacién(es) |ldentidad Actividad
en la zona con esp.
Secuencia |[U/mg]
ID-NO 1
ZH1-DEL-001 |AP212 - 99,7% 8,56
ZH1-DEL-002 |AG5/AT6/AR7/AS8/AEQ/AA10/AA11/AD12/AA13/AA14/AT15/AQ16/AAT |- 95,4% 8,37
7/AR18/AQ19
ZH1-DEL-003 |AN327/AD328 - 99,4% 8,27
ZH1-A/B/C- N25D/I126V/F27Y/S29P/R31A/F32Y/R35K/V37A/NV421/VA3T/FA6YINS4R/ | A+B+C 89,6% 9,54
001 L58V/L59P/L60V/T64G/P72R/G75P/L77P/R99G/S102N/D104N/N105T/
F106W/L110V/V111E/A115D/K119G/V122T/V123L/L132V/L1331/S138A
/M142K
ZH1- AG5/AT6/AR7/AS8/AEQ/AA10/AA11/AD12/AA13/AA14/AT15/AQ16/AA1 | B+C+D+J 86,6% 11,52
DEL/B/C/D/J- | 7/AR18/AQ19/AP212/AN327/AD328/E79R/N80D/D53G/N54R/L57V/L60
001 I/P72E/N73A/W96R/R99G/S102T/F106V/1114L/A115D/L116G/K119G/V
122A/NV123F/A125S/N127L/L133A/A134S/Y140F/M142K/T252V/1254V
ZH1- AG5/AT6/AR7/AS8/AEQ/AA10/AA11/AD12/AA13/AA14/AT15/AQ16/AA1 |A+B+C+D+J |83,3% 10,92
DEL/A/B/C/D/J | 7/AR18/AQ19/AP212/AN327/AD328/N25D/126V/F27Y/S29P/R31A/F32
-001 Y/R35K/V37AINV42I/NV4A3T/FA6Y/E7T9R/N80D/D53G/N54R/L57V/L6E0I/P7

2E/V73A/W9O6R/R99G/S102T/F106V/I114L/A115D/L116G/K119G/V122
ANV123F/A125S/N127L/L133A/A134S/Y140F/M142K/T252V/1254V

ZH1-001 L302S - 99,7% 8,31

Tabla 5: Actividades especificas de variantes del polipéptido con la secuencia ID NO 2. La posicion de la o las
mutaciones se indica con relacién a la secuencia de aminoacidos con la secuencia ID NO 2. Las identidades de la
secuencia se determinaron mediante BLAST, tal como se describe en el Ejemplo 2.

Variante |Mutacion(es) Identidad | Actividad
con esp.
Secuencia |[U/mg]
ID-NO 2
ZH2-001 |D3D(GTRSEAADAATQARAQL) 93,6% 10,15
ZH2-002 | D8N/VOI/Y10F 99,0% 10,42
ZH2-003 | M37N/E55P/A56V/V1011/S124A/F194FP/T146P/T147A/C148Y 97,0% 10,58
ZH2-004 | S187P/S188A/P189K/M190A/A191M/R192Q/Y193L 97,7% 10,43
ZH2-005 | A262E/R263H/R265Q/L266D/L2671/M268I/E269R 97,7% 10,68
ZH2-006 | D3D(GTRSEAADAATQARQL)/M37N/E55P/A56V/V1011/S124A/F194FP/T146P/T147A/C148Y/S | 86,1% 10,71
187P/S188A/P189K/M190A/A191M/R192Q/Y193L/A262E/R263H/R265Q/L266D/L2671/M268I/E
269R

Ejemplo 6: Degradacion de ZEN y derivados de ZEN en maiz contaminado

Para la determinacion de la capacidad de los polipéptidos de degradar ZEN y derivados de ZEN que se presentan
de forma natural en una matriz compleja y a un valor de pH bajo, maiz contaminado se mezclé con diferentes
concentraciones de en cada caso uno de los polipéptidos con la secuencia ID NO 1 a 6 y se vigil6 la degradacion de
ZEN vy derivados de ZEN.

El maiz contaminado se molié y se empled en el ensayo de degradacion, consistiendo una tanda de 1 g de maiz
molido y contaminado, 8,9 ml de tampdn acetato 100 mM, pH = 4,0 y 0,1 ml de solucién polipeptidica. Se prepararon
soluciones polipeptidicas enriquecidas y purificadas tal como se describe en el Ejemplo 5, diluyéndose éstas hasta
una concentracion de 10 mU/ml, 100 mU/ml o bien 1.000 mU/ml. En la tanda se emplearon, por consiguiente,
absolutamente 1 mU (= 1 mU/g de maiz), 10 mU (= 10 mU/g de maiz), o bien 100 mU (= 100 mU/g de maiz). Cada
una de las tandas de degradacion se llevé a cabo en frasquitos de vidrio de 25 ml y se incubd a 37 °C bajo agitacion
con 100 rpm. Antes de la adicién de la enzima o bien después de incubacién durante 1 hora, se tomé en cada caso
una muestra de 1 ml, el polipéptido se inactivd por calor durante 10 min a 99 °C y la muestra se almacend a -20 °C.
Después de la descongelacion de la muestra, los componentes no solubles se separaron mediante centrifugacion.
Concentraciones en ZEN, asi como en derivados de ZEN se midieron mediante LC/MS/MS tal como se describe en
M. Sulyok et al. (2007, Anal. Bioanal. Chem., 289, 1505-1523). El contenido de ZEN y derivados de ZEN en este
maiz ascendi6 para ZEN a 238 ppb, para a-ZEL a 15 ppb, para B-ZEL a 23 ppb, para Z14G a 32 ppb y para Z14S a
81 ppb. En la Tabla 6 se representa la disminucién porcentual del contenido de ZEN y de derivados de ZEN en el
ensayo de degradacion.
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Tabla 6: Reduccidon en porcentaje de ZEN y derivados de ZEN referida al contenido inicial del ensayo de
degradacion de diferentes polipéptidos y mezclas de polipéptidos

Polipéptido Cantidad en la tanda ZEN a-ZEL B-ZEL 214G 2148
Secuencia ID NO 1 0,1muU 83% 280% 70% 78% 80%
1muU 96% 280% 76% 280% 92%

10muU 97% 280% 285% 280% 94%

Secuencia ID NO 2 0,1muU 87% 280% 73% 280% 84%
1muU 97% 280% 78% 280% 90%

10muU 99% 280% 285% 280% 96%

Secuencia ID NO 3 0,1muU 79% 79% 67% 73% 75%
1muU 85% 280% 72% 79% 82%

10muU 92% 280% 78% 280% 88%

Secuencia ID NO 4 0,1muU 82% 78% 65% 76% 80%
1muU 89% 280% 73% 280% 86%

10muU 93% 280% 82% 280% 91%

Secuencia ID NO 5 0,1muU 79% 76% 66% 78% 80%
1muU 83% 280% 73% 280% 81%

10muU 91% 280% 79% 280% 86%

Secuencia ID NO 6 0,1muU 93% 280% 75% 280% 90%
1muU 95% 280% 82% 280% 92%

10muU 98% 280% 285% 280% 96%

Ejemplo 7: Aditivos que contienen polipéptidos para la disociacion hidrolitica de ZEN y/o derivados de ZEN

Para la preparacion de aditivos para la disociacion hidrolitica de ZEN, sobrenadantes de la fermentacion de
polipéptidos expresados mediante P. pastoris con la secuencia ID NO 1, secuencia ID NO 2, secuencia ID NO 6 y
secuencia ID NO 13 se purificaron mediante microfiltracion y ultrafiltracion (limite de exclusion: 10 kDa) bajo
condiciones convencionales y se concentraron hasta una concentracion de sustancia seca de aproximadamente 9%
en peso. A continuacioén, estas soluciones con contenido en polipéptidos se continuaron elaborando con un secador
de pulverizacion (Mini B290 de Buchi), asimismo bajo condiciones convencionales, para formar polvos secos. Estos
cuatro polvos se designaron sucesivamente como aditivos Z1, Z2, Z6 y Z13. Z1, Z2, Z6 o bien Z13 se mezclaron,
ademas, con bentonita con un tamafio medio de grano de aprox. 1 ym, en una relacion de 1% en peso de aditivo Z1,
Z2, 76 o bien Z13 y 99% en peso de bentonita en un agitador rotatorio Los aditivos, asi contenidos, se designan
aditivo Z1.B, aditivo Z2.B, Z6.B y Z13.B. Ademas, Z1, Z2, Z6 y Z13 se mezclaron con bentonita y en un concentrado
de elementos traza de vitaminas en una relacién de 0,1% en peso de aditivo Z1, Z2, Z6 o bien Z13, 0,9% en peso de
concentrado de elementos traza de vitaminas y 99% en peso de bentonita en un agitador rotario. Los aditivos, asi
contenidos, se designaron aditivo Z1.BVS, Z2.BVS, Z6.BVS y Z13.BVS. 100 g de los aditivos Z1.BVS, Z2.BVS,
Z6.BVS y Z13.BVS contenian 200 mg de sulfato de hierro, 50 mg de sulfato de cobre, 130 mg de éxido de estario,
130 mg de 6xido de manganeso, 2,55 mg de carbonato de calcio, 160 mg de vitamina E, 6,5 mg de vitamina K3, 6,5
mg de vitamina B1, 14 mg de vitamina B2, 15 mg de vitamina B6, 0,15 mg de vitamina B12, 150 mg de acido
nicotinico, 30 mg de acido pantoténico y 5,3 mg de acido folico.

Los aditivos se extrajeron en un tampén Tris-HCI 50 mM pH = 8,2 durante 30 minutos y se continué diluyendo en el
mismo tampon de modo que la concentracion final de polipéptidos se encontraba en aprox. 70 ng/ml.

A continuacion, se determiné el efecto degradante de zearalenona de estas soluciones tal como se describe en el
Ejemplo 5. Las correspondientes actividades eran para Z18. 230 U/g, para Z29. 310 U/g, para Z69. 214 U/g, para
Z1.B 83 U/g, para Z2.B 92U/g, para Z2.C 90 U/g, para Z13. B57 U/g, para Z1.BVS 8 U/g, para Z2.BVS 9 U/g, para
Z6.BVS 9 U/g y para Z13.BVS 6U/g.

La capacidad para la degradacion de los derivados de ZEN, a-ZEL, B-ZEL, o-ZAL, B-ZAL, Z14G, Z14S y ZAN por
parte de los aditivos Z1, Z2, 76, Z13, Z1.B, Z2.B, Z6.B, Z13.B, Z1.BVS, Z2.BVS, Z6.BVS y Z13.BVS se llev6 a cabo
tal como se describe en el Ejemplo 4, pero en lugar de 100 pl de un lisado celular se emplearon 100 ul de una
solucion polipeptidica con una concentracion de polipéptidos de aprox. 70 ng/ml. Después de incubacién durante 6
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horas ya solo estaba presente como maximo 15% de la cantidad de partida en forma de un derivado de ZEN no
hidrolizado.

Listado de secuencias

<110> Erber Aktiengesellschaft
<120> Polipéptido para la escision hidrolitica de derivados de zearalenona y/o zearalenona
<130> P05342PCT

<160> 67

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 328

<212> PRT

<213> Rhodococcus erythropolis
<400> 1

Met Ala Glu Glu Gly Thr Arg Ser Glu Ala Ala Asp Ala Ala Thr Gln
1 5 10 15

Ala Arg GIn Leu Pro Asp Ser Arg Asn Ile Phe val Ser His Arg Phe
20 25 30

Pro Glu Arg Gln val Asp Leu Gly Glu val val Met Asn Phe Ala Glu
35 40 45

Ala Gly Ser Pro Asp Asn Pro Ala Leu Leu Leu Leu Pro Glu Gln Thr
50 55 60

Gly Ser Trp Trp Ser Tyr Glu Pro val Met Gly Leu Leu Ala Glu Asn
65 70 75 80

Phe His val pPhe Ala val Asp Ile Arg Gly GIn Gly Arg Ser Thr Trp
85 90 95

Thr Pro Arg Arg Tyr Ser Leu Asp Asn Phe Gly Asn Asp Leu val Arg
100 105 110

Phe I7e Ala Leu val Ile Lys Arg Pro val val val Ala Gly Asn Ser
115 120 125

Ser Gly Gly Leu Leu Ala Ala Trp Leu Ser Ala Tyr Ala Met Pro Gly
130 135 140

Gln Ile Arg Ala Ala Leu Cys Glu Asp Ala Pro Phe Phe Ala Ser Glu
145 150 155 160

Leu val Pro Ala Tyr Gly His Ser val Leu GIn Ala Ala Gly Pro Ala
165 170 175

Phe Glu Leu Tyr Arg Asp Phe Leu Gly Asp GIn Trp Ser Ile Gly Asp
180 185 190
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Trp

Ccys

Thr

Ala

Ala

Met

305

ser

Lys

Leu

210

Pro

Pro

His

Leu

Gly

290

His

Ala

<210> 2

<211> 308
<212> PRT
<213> Streptomyces violaceusniger

<400> 2

Met
1
Glu
Gly
Ser
His
65

Pro

Ile

Ala

Lys

Glu

Trp

50

val

Lys

Ala

Gly

Phe

Glu

His

His

Ser

275

val

Leu

Thr

Phe

Pro

Trp

Asp

Ala

260

Asp

Arg

Phe

Leu

val Glu

Thr

Gly Arg
2

Arg
245

Arg

Leu Gln

val

Asp

Pro

Thr

Asp

Pro

Ala

Asp

Ala

Leu

Ile

Ala

Tyr

Ala

200

Glu

Phe

ser

Asp

Glu

Lys

Ala

Phe

Gln

Pro
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Ala

Ser Pro Ala

205

Pro Gln Asn Leu

220

250

265

280

295

310

Pro Ala

325

Asp Pro Ala
5

Gln

Pro

35

Trp

Tyr

Arg

Leu

Ala

20

Asp

Gly

Ala

Tyr

val

Asp

Met

Tyr

val

Ser

85

val

Gln

Leu

Pro

Glu

Asp

70

Leu

Lys

Ala

Asn

Arg

Gly

Ala

Glu

55

Leu

Asp

Arg

Gln

Arg

ASp

Asp

Glu

val

40

Ala

Arg

AsSn

Pro

His

ser

Tyr

val

Ile

25

Leu

Met

Gly

Phe

val

Glu Gly Thr val

val Lys Thr Pro

Glu Thr Gly Glu

Ala GIn Asp Ile

285

His Pro Asp Ala

300

315

Tyr val
10

Thr Met

Leu Ile

Gly Leu

GIn Gly
75

Gly Asn
90

Ile val

Ala Glu Ile Leu

Pro

Asn

Pro

Leu

60

Arg

ASp

Ala

19

Lys

Lys

Ala

Ile

Leu

270

Ile

Leu

Thr

His

Tyr

Glu

45

Ala

Ser

Leu

Gly

Ala

Glu

Leu

Leu

255

Leu

Arg

His

Ser

Ala

Ala

30

Gln

Glu

ser

val

Asn

Met

Tyr

His

240

Gly

ser

Met

Trp
320

Tyr

15

Glu

Thr

Asn

Trp

Arg

95

ser

Pro

Ala

Gly

Phe

Ala

80

Phe

ser



Gly

val

val

145

Glu

Thr

Tyr

Glu

His

225

His

ser

val

Gln

Thr
305

Gly

Arg

130

Thr

Leu

Gly

Phe

Trp

210

Glu

Met

Asp

Lys

Phe

290

Leu

<210> 3
<211> 309
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor

<400> 3
Met val Thr Ser Pro Ala Leu Arg Asp val His val Pro His Ala Tyr
1 5 10 15

val

115

Gly

Thr

Phe

Tyr

val

195

Ala

Gln

Arg

Glu

val

275

Asp

Ala

100

Leu

Ala

Cys

Arg

cys

180

Ala

Arg

Leu

Asp

Gln

260

Asp

Pro

Ala

Ala

Leu

Gly

Thr

165

Arg

Asp

Ala

Leu

Ile

245

Ala

Tyr

Pro

Ala

Cys

His

150

Tyr

Ala

Glu

Phe

Thr

230

Asp

Ala

Ala

Arg

Trp

Glu

Ser

Leu

Ala

Ile

Trp

215

GIn

Pro

Arg

Ser

Tyr
295

Leu

120

ASp

Ile

Gly

Asp

Pro

200

Glu

val

Asp

Ala

val

280

val
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105

Ser

Ala

Arg

ASp

Ala

185

Gln

Gly

Lys

Thr

Arg

Pro

Glu

Ala

Pro

Gln

Gln

170

Ser

His

Thr

Thr

Gly

Leu

Asp

Ile

Tyr

Phe

Ala

155

Trp

ser

Met

val

Pro

235

His

Leu

Ala

Phe

ser

Phe

140

Ala

ser

sSer

Arg

Ala

220

val

Leu

Met

Leu

Thr
300

Met

125

Ala

Gly

val

Pro

Glu

205

Leu

Leu

val

Glu

His

285

Gln

110

Pro

Ser

Pro

Gly

Met

190

Tyr

His

Leu

Gly

Ser

270

Met

Trp

Gly

Glu

Met

175

Ala

Asp

cys

Thr

Ala

255

Ala

Met

Ala

Gln

Leu

Phe

160

Trp

Arg

Pro

Pro

His

240

Leu

Gly

His

Ala

Pro Glu Gln GIn val Asp Leu Gly Glu Ile Thr Met Asn Tyr Ala Glu
20 25 30
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Ala

Gly

Phe

65

Thr

Phe

ser

Gln

Leu

145

Phe

Trp

Arg

Pro

Pro

225

His

Leu

Gly

His

Ala
305

Gly

ser

50

His

Pro

Ile

Gly

Ile

130

val

Glu

Glu

ser

Glu

210

His

His

ser

val

Glin
290

Ala

<210> 4

<211> 309

Asp

35

Trp

val

Lys

Ala

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

Phe

195

Trp

Glu

Met

Asp

Lys

Ser

Leu

<212> PRT
<213> Streptomyces rapamycinicus

<400> 4

Pro

Trp

Tyr

Arg

Leu

100

val

Gly

Ala

phe

Phe

180

val

Ala

Arg

Arg

Glu

260

val

ASp

Ala

Gly

Ser

Ala

Tyr

85

val

Leu

val

His

Arg

165

Arg

Ala

Arg

Met

Gly

Gln

Asp

Pro

Pro

Arg

Tyr

val

70

Ser

val

Ala

Leu

Gly

Thr

ser

Asp

Ala

Leu

230

Thr

Ala

Tyr

Ala

Pro

Glu

55

Asp

Leu

Arg

Ala

cys

135

His

Tyr

Ala

Thr

Phe

215

Asn

Asp

Ala

Glu

Arg
295

Ala

40

Glu

Leu

ASD

Arg

Trp

Glu

Ser

Leu

Ala

Ile

200

TYr

Arg

Pro

GIn

ser

280

TYyr
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val

Ala

Arg

Asn

Pro

105

Leu

Asp

val

Gly

Glu

val

Glu

val

265

val

Ala

Leu

Met

Gly

Phe

90

val

ser

Pro

Arg

170

Ala

Glin

Gly

Asn

Thr

250

Arg

Pro

Glu

Leu

Gly

Gin

75

Gly

val

Ala

Pro

Ser

His

Thr

Thr

235

Gly

Arg

Asp

Ile

Ile

Leu

60

Gly

Asn

val

Tyr

Phe

140

Gly

Trp

Ala

Leu

val

220

Pro

Asn

Leu

Ala

Leu
300

21

Pro

45

Leu

Arg

Asp

Ala

Ser

125

Phe

Ala

ser

ser

Lys

Gly

val

Leu

Met

ser

285

Thr

Glu

Ala

ser

Leu

Gly

Met

Ala

Gly

val

Pro

190

Glu

Leu

Leu

Leu

Glu

270

His

Pro

Gln

Glu

Ser

val

95

Asn

Pro

Ser

Pro

Gly

Met

Tyr

Asn

Leu

Met

Trp

Thr

Trp
80
Arg

Ser

Gly

val
160

Asp

Asp

Cys

Thr

240

Ala

Met

Thr



Met

Pro

Ala

Gly

Phe

65

Thr

Phe

ser

GlIn

Leu

145

Phe

Trp

Arg

Pro

Pro

225

His

Leu

Gly

His

Ala
305

val

Glu

Gly

Ser

50

His

Pro

Ile

Gly

Leu

130

val

Glu

Glu

Ser

Glu
210

His

His

ser

val

Gln

290

Ala

Thr

Gln

Asp

35

Trp

val

Lys

Ala

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

Phe

195

Trp

Glu

Met

Asp

Arg

275

Ser

Leu

Ser

Gln

20

Pro

Trp

Tyr

Arg

Leu

100

val

Gly

Ala

Phe

Phe

180

val

Ala

Arg

Arg

Glu

260

val

Asp

Ala

Pro

val

Asp

Ser

Ala

Tyr

85

val

Leu

val

His

Cys

Ala

Arg

Met

Gly

Gln

Asp

Pro

Pro

Ala

Asp

Arg

Tyr

val

70

Ser

val

Ala

Leu

Arg

Asp

Ala

Leu

230

Thr

Ala

Tyr

Ala

Leu

Leu

Pro

Glu

55

Asp

Leu

Lys

Ala

Tyr

Ala

Gly

Phe
215

Gly

Asp

Ala

Glu

Arg

Arg

Gly

Ala

40

Glu

Leu

Asp

Arg

Trp

120

Glu

ser

Leu

Ala

Ile

200

His

Arg

Pro

Gln

Ser

280

Tyr
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Asp

Glu

25

val

Ala

Arg

Asn

Pro

105

Leu

Asp

val

Gly

Gly

Pro

Glu

val
Glu
Ala
265

val

Ala

val
10
Ile
Leu
Met
Gly
Phe
90
val
Ser
Pro
Arg
Asp
1
Ala

Gln

Gly

Asn
Thr
250
Arg

Pro

Glu

His

Thr

Leu

Gly

Gln

75

Gly

val

Ala

Pro

Gln

155

Glin

ser

His

Thr

Thr

235

Gly

Leu

Asp

Ile

val

Met

Ile

Leu

60

Gly

Asn

val

Tyr

Phe

140

Gly

Trp

Ala

Leu

val
220

Pro

Asn

Leu

Ala

Phe
300

22

Pro

Asn

Pro

45

Leu

Arg

Asp

Ala

ser

125

Phe

Ala

ser

ser

val

Leu

Met

Ser

285

Thr

His

TYyr

30

Glu

Ala

Ser

Leu

Gly

Met

Ala

Gly

val

Pro

190

Glu

Leu

Leu
Leu
Glu
270

His

Arg

Ala

15

Ala

Glin

Glu

Ser

val

95

Asn

Pro

ser

Pro

Ser

175

Met

TYyr

Asn

Leu

Gly

ser

Met

Trp

Tyr

Glu

Thr

His

Trp

80

Arg

Ser

Gly

Glu

val

160

Asp

Ala

Asp

cys

Thr

240

Ala

Ala

Met

Ala



<210>5
<211> 309

<212> PRT
<213> Streptomyces lividans

<400> 5

Met val Thr Ser

1

Pro Glu
Ala Gly
Gly ser
50
Phe His
65
Thr Pro
Phe Met

Ser Gly

Gln 1le
130

Gln

Asp

35

Trp

val

Lys

Ala

Gly

Arg

Gln

20

Pro

Trp

Tyr

Arg

Leu

100

val

Gly

Pro

val

Gly

Ser

Ala

Tyr

85

val

Leu

val

Ala

Asp

Arg

Tyr

val

70

ser

val

Ala

Leu

Leu

Leu

Pro

Glu

55

Asp

Leu

Arg

Ala

Ccys

Arg

Gly

Ala

40

Glu

Leu

Asp

Arg

Trp

120

Glu

ES 2675026 T3

Asp

Glu

25

val

Ala

Arg

Asn

Pro

105

Leu

Asp

val

10

Ile

Leu

Met

Gly

Phe

90

val

Ser

Pro

His

Thr

Leu

Gly

Gln

75

Gly

val

Ala

Pro

val

Met

Ile

Leu

60

Gly

AsSn

val

Tyr

Phe
140

23

Pro

Asn

Pro

45

Leu

Arg

Asp

Ala

Ser

125

Phe

His

Tyr

30

Glu

Ala

ser

Leu

Gly

Met

Ala

Ala

15

Ala

Gln

Glu

Ser

val

95

Asn

Pro

ser

Tyr

Glu

Thr

His

Trp

80

Arg

ser

Gly

Glu



Leu val pPro Ala
145

Phe Glu Leu Phe

Trp Glu Gly Phe
180

Arg Ser Phe val
195

Pro Glu Trp Ala
210

Pro His Glu Arg
225

His His Met Arg

Leu Ser Asp Glu
260

Gly val Lys val

His GIn Ser Asp
290

Ala Ala Leu Ala
305

<210>6
<211> 309
<212> PRT

His

Arg

165

Arg

Ala

Arg

Met

Gly

Gln

Asp

Pro

Pro

Gly

Thr

Ser

Asp

Ala

Leu

230

Thr

Ala

Tyr

Ala

His

Tyr

Ala

Thr

Phe

215

Asn

Asp

Ala

Glu

Arg
295

<213> streptomyces coelicoflavus

<400> 6
Met val Thr Ser
1

Pro Glu GIn Gln
Ala Gly Asp Pro
35
Gly ser Trp Trp
50

Phe His val Tyr

Pro Ala Leu
5

val Asp Leu

Asp Arg Pro

Ser Tyr Glu
55

Ala val Asp

ES 2675026 T3

Ser val

Leu Gly

Ala Gly

Ile Pro
200

Tyr Glu

Arg val

Pro Glu

Gln Ala
265

Ser val
280

Tyr Ala

Arg Asp

Gly Glu
25

Ala val
40

Glu Ala

Leu Arg

Arg

ASp

170

Ala

Gln

Gly

AsSnh

Thr

250

Arg

Pro

Glu

val

10

Ile

Leu

Met

Gly

Gln

155

GlIn

ser

His

Thr

Thr

235

Gly

Arg

Asp

Ile

His

Thr

Leu

Gly

Gln

Gly

Trp

Ala

Leu

val

220

Pro

Asn

Leu

Ala

Leu
300

val

Met

Leu
60

Gly

24

Ala

ser

Ser

Lys

Gly

val

Leu

Met

ser

285

Thr

Pro

Asn

Pro

45

Leu

Arg

Gly

val

Pro

190

Glu

Leu

Leu

Leu

Glu

270

His

Pro

His

Tyr

30

Glu

Ser

Ser

Pro

Gly

Met

Tyr

Asn

Leu

Gly

ser

Met

Trp

Ala
15

Ala
Gln

Glu

ser

val

160

Asp

Ala

Asp

Cys

Thr

240

Ala

Ala

Met

Ala

Tyr

Glu

Thr

His

Trp



65

Thr

Phe

Ser

Gln

Leu

145

Phe

Trp

Arg

Pro

Pro

225

His

Leu

Gly

His

Ala
305

Pro

Ile

Gly

Leu

130

val

Glu

Glu

ser

Glu

210

His

His

ser

val

Gln

290

Ala

<210>7

<211> 300

Lys

Ala

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

Phe

195

Trp

Glu

Met

Asp

Thr

275

ser

Leu

<212> PRT
<213> Rhodococcus triatome

<400> 7

Arg

Leu

100

val

Gly

Ala

Phe

Phe

180

val

Ala

Arg

Arg

Glu

260

val

Ala

Ala

TYrr

85

val

Leu

val

His

165

Cys

Ala

Arg

Met

Gly

Gln

Asp

Pro

Pro

70

Ser

val

Ala

Leu

Gly

Thr

Arg

Asp

val

Leu

230

Ile

Ala

Tyr

Ala

Leu

Lys

Ala

cys

His

Tyr

Ala

Gly

Phe

215

Gly

Asp

Leu

Glu

Arg
295

Asp

Arg

Trp

120

Glu

ser

Leu

Ala

Ile

200

Tyr

Gln

Pro

Arg

Ser

280

Tyr

ES 2675026 T3

Asn

Pro

105

Leu

Asp

val

Gly

Gly

Pro

Glu

val

Glu

Ala

265

val

val

~ s~

Phe Gly Ash
90

val

Ser

Pro

Arg

Asp

170

Ala

Gln

Gly

Lys

Thr

250

Arg

Pro

Glu

val

Ala

Pro

Gln

155

Gln

ser

His

Thr

Thr

235

Gly

Arg

Asp

Ile

val

Tyr

Phe

140

Gly

Trp

Ala

Leu

val

220

Pro

Asn

Leu

Ala

Phe
300

25

Asp

Ala

ser

125

Phe

Ala

Ser

ser

GIn

205

Gly

val

Leu

Met

ser

285

Thr

Leu

Gly

Met

Ala

Gly

val

Pro

190

Glu

Leu

Leu

Leu

270

His

Arg

val

95

Asn

Pro

Ser

Pro

Gly

Met

Tyr

ser

Leu

Gly

p Ser

Met

Trp

80

Arg

Ser

Gly

val

160

ASp

Ala

Asp

cys

Thr

240

Ala

Met



Met Pro

Leu Asn

Ile Pro

Leu Leu
50

Gly Arg
65

Asn Asp

val Ser

Phe ser

Phe Phe
130

Ala Ala
145

Trp Ser

Glu val

Asn Leu

Thr val
210

val Pro
225

Ser Gly

Glu Ile

Glu Ala

Ile Leu
290

<210> 8
<211> 307

His

Tyr

Ser

35

Ala

Ser

Leu

Gly

Leu

115

Ala

Gly

val

Pro

Leu

195

Ala

Met

Leu

Ile

Pro
275

Asn

<212> PRT
<213> Hirschia baltica

Asp

Ala

20

Gln

Glu

Thr

val

Asn

100

Pro

Ser

His

Gly

Met

180

Glu

Gln

Leu

val

Arg
260

Tyr
5
Glu
Ser
Asp
Trp
Arg
85
Ser
Gly
Glu
Ile
Asp
Leu
Tyr
Thr
val
Gly

245

Gly

His Ile

Asn Trp

Glu

Ala

Glu

Tyr

Thr

70

Phe

ser

Gln

Leu

Phe

150

Tyr

Arg

Asp

Ccys

Thr

230

Ala

Thr

Leu

val

Glu

Gly

Ser

His

55

Pro

Ile

Gly

val

Ala

Gln

Pro

Pro

215

His

Met

Gly

His

Glu
295

Lys

Ser

Trp

40

val

Gly

Asp

Gly

120

Pro

Asn

Gly

val

Glu

200

His

His

Ser

val

Gln
280

Lys

ES 2675026 T3

Leu

Pro

25

Trp

Phe

Arg

Leu

val

105

Ala

Lys

Trp

Phe

Pro

185

Trp

Asp

Ala

Asp

Gln
265

val

10

ASp

Gly

Ala

Tyr

val

90

val

Ala

val

Arg

Leu

170

Leu

Ala

Tyr

Arg

Leu

250

val

Leu Ala

Leu

Pro

Asp

Lys

Tyr

val

ser

75

Ile

Ala

Leu

Gly

Asp

155

Lys

Pro

Arg

Met

Met

235

Gln

Asp

Pro

Pro

Leu

Pro

Glu

ASp

60

Leu

Gly

Ala

Ala

His

140

Tyr

Ala

Glu

Ala

Leu

220

Ile

val

val

Lys

val
300

26

Gly

Ala

Glu

45

Met

ASp

Arg

Trp

Glu

Thr

Leu

Met

Thr

Phe

205

Ser

Asp

Glin

val

Glu

Leu

30

Ala

Arg

Asn

Thr

Leu

110

Asp

Ile

Gly

Lys

Ala

190

Tyr

GlIn

Glu

Lys

Asp
270

Ile

15

Leu

Met

Gly

Phe

val

95

Ala

Ala

Arg

Asp

ser

175

Pro

Glu

val

Ala

Ala

255

Leu

Asp

Leu

Gly

Gln

Gly

80

Ile

Ala

Pro

Gln
160

ser

Gly

Lys

Thr

240

Ala

Pro

Glu Tyr val Glu
285



<400> 8

Met
1
val
val
Gly
Ala
65
Tyr
val
Leu
Ile
Tyr
145
Ser

Lys

Gln
Gly
Thr
225
Arg
Phe
Phe

Asp

Asn
305

Ile

Asp

ser

Phe

50

Ile

ser

Ile

Ala

His

130

Gly

Lys

Ala

val

Arg

210

Leu

Phe

Gln

Glu

Pro

290

Leu

Gln

Leu

Pro

35

Glu

ASp

Leu

Lys

Ala

115

cys

His

Phe

Ala

Glu
195

Ala

Leu

Glu

Ala

Leu

275

Gln

Asn

Gly

20

Ala

Ala

Leu

Asn

Arg

100

Trp

Glu

Ala

Leu

Gln

180

Gln

Phe

Ser

Asp

ser

260

Ile

Arg

Asn

Glu

Leu

Ala

Arg

Leu

85

Pro

Leu

Asp

Ile

Gly

Ala

Pro

Ile

Asp

Pro

245

Lys

ASp

Phe

Lys

Ile

Leu

Ile

Gly

70

Met

val

Ser

Ala

Gln

150

Asp

Lys

Pro

Glu

Ile

230

Gln

Ile

Ala

val

Thr

Lys

Leu

Glu

55

Gln

Gly

Ile

Ala

Pro

135

Gln

Gln

Asp

Gln

Gly

Lys

Thr

Lys

Pro

Asp

Ala

Met

Ile

40

Lys

Gly

Asnh

val

Tyr

Phe

Ala

Trp

Thr

His

200

Lys

Thr

Gly

Glu

Asp

Ile

ES 2675026 T3

Pro

Asn

25

Pro

Leu

Lys

Asp

ser

105

Ala

Phe

Ala

ser

His

185

Leu

Phe

Pro

Leu

Ile

265

Ala

Leu

Tyr

10

Tyr

Gly

Glu

Ser

Leu

90

Gly

Met

Thr

Gly

Ile

170

Pro

Lys

Asn

Met

Leu

250

Ala

Phe

Thr

Lys

Ile

Gln

ser

Thr

75

val

ASNn

Pro

Ala

Pro

155

Asn

Ala

Glu

Leu

Leu

235

Ile

Leu

His

Ser

Tyr

val

Thr

Asn

60

Gln

Arg

ser

Asn

Glu

140

Ile

Asn

Asn

Tyr

Asn
220
Tyr
Gly

Lys

ser

300

27

Lys

Ala

Glu

45

Phe

Thr

Phe

Ser

Lys

Phe

Trp

Lys

Asp
205

Ser

Thr

Ala

Thr

Met

285

Ile

Glu

Gly

30

ser

GlIn

Pro

Ile

Gly

110

Ile

Ala

Ser

Glu

Met

190

Pro

Pro

His

Thr

Gly

His

Glu

Trp

val

Gly

ser

95

Gly

Arg

Pro

Leu

Gly

Ile

Glu

His

His

Ser

255

Asn

Glu

Arg

Leu

Asp

Trp

Phe

Arg

80

Leu

Leu

Ala

Leu

Met

160

Leu

Ser

Trp

His

Met

240

Asp

ser

Ala

Leu



<210>9

<211> 321

<212> PRT
<213> Nocardia brasiliensis

<400> 9
Met Gly Ile Ser
1

Lys

val

Gln

Asn

65

Thr

Glu

Asn

Phe

Ala

Gly

50

AsSp

Trp

Arg

Ser

Glu

Ala

35

Glu

Phe

Thr

Phe

Ser
115

Glu

20

Gly

ser

Arg

Pro

Ile

100

Gly

Glu
5
Gln
Asp
Trp
val
Gly
85

AsSp

Gly

Ala

Leu

Pro

Trp

Phe

70

Arg

Leu

val

Ala

val

Thr

Gly

55

Ala

Tyr

val

Ile

Asp

Asp

Ser

40

Tyr

Ile

Asn

Ile

Ala
120

ES 2675026 T3

Arg

Leu

25

Pro

Glu

Asp

Leu

Gly

Ala

Ala

10

Gly

Ala

AsSn

Leu

Asn

90

Arg

Trp

Asp

Glu

Leu

Ala

Arg

75

Thr

Pro

Leu

Thr

Ile

Leu

Ile

60

Gly

Trp

Thr

Ala

28

Phe

Arg

Leu

45

Thr

Gln

Gly

Leu

Ala
125

val

Met

30

Ile

Leu

Gly

Asn

val

110

Tyr

Ala

15

Asn

Pro

Leu

Arg

Asp

95

Ala

Ala

Tyr

Ala

Ala

Ser

80

val

Gly

Lys



ES 2675026 T3

Pro Gly GIn Ile Arg Gly Ala Met Leu Glu Asp Pro Pro Leu Phe Ala
130 135 140

Ser GIn Ala Ala Pro Pro Tyr Gly Pro Gly Ile Met Gln Thr Leu Gly
145 150 155 160

Pro Ile pPhe val Leu Trp Ala Lys Trp Leu Gly Pro GIn Trp Ser val
165 170 175

Gly Asp Trp Asp Gly Met val Ala Ala Ala Pro Arg Glu Leu Pro Glu
180 185 190

Phe Leu His Pro Gly Ile Ala Phe Leu Phe Gly Asp Gly Thr Gly Glu
195 200 205

Gly Ala Ala Ala Thr Pro Pro Gln His Leu Lys Glu Tyr Asp Pro Glu
210 215 220

Trp Ala GIn Ala Trp Ala Thr Asp val Ala Asn Ala Gly Cys Asp His
225 230 235 240

Ala Thr Met Leu Ala GIn Asn Arg val Pro val Leu Leu Thr His His
245 250 255

Phe His Leu Thr Asp Pro Asp Thr Gly Gln Leu Met Gly Ala Met Thr
260 265 270

Asp Ile GIn Ala GlIn Gln Ala Arg Arg Leu Leu Ala Ala Thr Gly Gln
275 280 285

Pro val Thr Phe Thr Ala Leu Asp Ala Pro His Thr Met His Asp Pro
290 295 300

Glu Pro Glu Arg Tyr Phe Glu val Leu Thr Glu Trp Ala Ser Ala Leu
305 310 315 320

Asp

<210> 10

<211> 319

<212> PRT

<213> Mycobacterium vaccae

<400> 10

Met Gly Arg Tyr Ala Gly val Phe Gly Pro His Ala Pro Glu Ser Thr
1 5 1 15

Tyr val Gly His Ala Tyr Pro Glu GlIn Leu Phe Asp Thr Gly Glu val
20 25 0

Arg Leu Asn Tyr Ala val Ala Gly Asp Ala Ser Ala Ser Pro Leu Leu

29



Leu

Gly

65

Gln

Gly

Phe

Ala

Pro

145

ser

Gln

Glu

Glu

Phe

225

Ser

Asp

Ala

Arg

Leu

305

Ile

50

Leu

Gly

Asn

val

Phe

130

Phe

Thr

Trp

Leu

Pro

210

val

Gln

AsSp

Arg

ser

290

Phe

<210> 11
<211> 319
<212> PRT
<213> Mycobacterium gilvum

<400> 11

35

Pro

Leu

Arg

Asp

Ser

115

Ala

Phe

val

Ser

Ala

195

Pro

Gly

val

Glu

val

275

Phe

Ala

Gly

Ala

ser

Leu

100

Gly

Glu

ser

Gly

Ile

180

Gly

Gln

Gly

Lys

Ser

260

val

Pro

Gly

Gln

Glu

Thr

85

val

Leu

Pro

Ser

Pro

165

Gly

Trp

His

Thr

val

245

Gly

Glu

Met

Thr

Thr

His

70

Arg

Arg

ser

Gly

Glu

150

Leu

ASp

Gln

Leu

Phe

230

Pro

Ser

Leu

Met

Leu

310

Glu

55

Phe

Thr

Phe

Ser

Gln

135

Leu

Phe

Trp

Ala

Lys

Thr

val

Leu

val

Gly

val

40

Ser

His

Pro

Leu

Gly

val

Asp

Ala

ASp

His

200

Glu

Thr

Leu

Ile

Glu

280

His

Asp

Trp

val

Arg

Asp

Gly

Leu

Pro

Leu

Gly

val

Tyr

Gly

Phe

Gly

Asn

Ser

Trp

ES 2675026 T3

Trp
His
Arg
90
Gly
Leu
Ala
val
Tyr
170
Phe
Ala
ASp
Cys
Thr
250
Ala
Ser

Met

Phe

Gly
Ala
75

Tyr
val

Leu

Ala

val
Leu
Pro
Pro
235
His
Ala
Gly
His

Thr

315

Tyr

60

val

Thr

Ile

Ser

cys

140

Gly

Lys

Ala

Ala

Glu

220

His

His

Thr

Ala

Ala

300

Ala

30

45

Glu

Asp

Leu

Gly

Ala

125

Tyr

Pro

Tyr

Gly

Gly

Trp

Gln

Phe

Asp

Pro

285

Gln

Ala

Pro

Leu

AsSp

Arg

Trp

Glu

Gly

Leu

Ala

190

Gly

Gly

val

Arg

Asp

Leu

Asp

Arg

Ala

Arg

Asn

95

Pro

Leu

Asp

Leu

Gly

Pro

Thr

Arg

Met

Met

255

Gln

Thr

Pro

Ser

Met

Gly

80

Ile

Ala

Ser

Pro

Met

160

Asp

Gln

Ala

Ala

Leu

240

Leu

Ala

Tyr

Ala



Met

Tyr

Gln

Leu

Pro

65

Gln

Gly

Phe

Ala

Pro

145

ASp

GlIn

Glu

Asp

Phe
225

Ser

Asp

Gly

Arg

Leu
305

Gly

val

Leu

Ile

50

Leu

Gly

Asn

val

Phe

130

Phe

ser

Trp

Leu

Pro

210

Ile

Lys

Glu

Arg

ser

290

Phe

Arg

Glu

Ash

35

Pro

Leu

Arg

Asp

Ser

115

Ala

Phe

Ile

ser

Ala

195

Pro

Thr

val

Gly

val

275

Phe

Ser

Tyr

His

20

Tyr

Gly

Ala

Ser

Leu

100

Gly

LYyS

Ser

Gly

val

180

Asp

Gln

Gly

Lys

Ser

260

Thr

Pro

Glu

Ala

Gly

val

Gln

Arg

Thr

85

val

Leu

Pro

ser

Pro

165

Gly

Trp

Asn

Thr

val

245

Gly

Gln

Met

Thr

Gly

Tyr

val

Ser

His

70

Arg

Arg

ser

Gly

Glu

150

Leu

AsSp

Gln

Leu

Phe
230

Pro

Gly

Leu

Met

Leu
310

val

Pro

Ala

Glu

55

phe

Thr

Phe

ser

GIn

135

Thr

Phe

Trp

Ala

Arg

Ala

val

Leu

Ala

Ala

295

val

Phe

Glu

Gly

40

ser

His

Pro

Leu

Gly

val

Ala

Gly

Asp

His

200

Glu

Ala

Leu

Ile

Lys

His

Glu

ES 2675026 T3

Gly

Arg

25

ASp

Trp

val

Gly

Asp

Gly

val

Pro

Met

Gly

val

TYyr

Ser

Tyr

Gly

ser

ser

Trp

Pro

10

Leu

Ala

Trp

His

Arg

90

Gly

Leu

Ala

Ile

Trp

Phe

Ala

ASp

Cys

His

Phe

Ala

Gly

Ala

75

Tyr

val

Ala

Ala

val

155

Ala

val

Leu

Pro

Pro

Ala

Asp

Ala

Tyr

60

val

Thr

Ile

Ser

Cys

140

Gly

Arg

Ala

val

Glu

220

His

235

Thr

250

Ala

Gly

Met

Phe

His

cys

Gly

His

ser
315

His

Ser

Arg

Gly

Arg

31

Pro

Thr

Pro

45

Glu

ASp

Leu

Gly

Ala

125

Trp

Pro

Tyr

Ala

val

205

Trp

His

Phe

Asp

ser

285

Gln

Phe

Glu

Gly

30

Pro

Ala

Leu

Asp

Arg

Trp

Glu

Pro

Leu

val

190

Gly

Gly

val

Arg

Ile

270

val

Asp

Thr

Ala

15

Glu

Leu

Ala

Arg

Asn

95

Pro

Leu

Asp

Ile

Gly

Pro

Thr

Lys

Met

Met

255

Gln

Thr

Pro

Gly

Thr

val

Leu

Ile

Gly

80

val

Ala

Ser

Pro

Thr

160

ASp

Thr

Ala

Ala

Leu

240

Ile

Ala

Tyr

Ala



<210> 12

<211> 322

<212> PRT
<213> Gordonia effusa

<400> 12

Met
1

Asp
val

GlIn

val
Ash
Pro

Ser
145

Pro

Phe

val

Gly

50

His

Trp

Arg

Ser

Gly

Glu

Lys

Lys

GlIn

35

Glu

Phe

Thr

Phe

Ser

115

GIn

Ile

Ser

Glu

20

Gly

ser

GlIn

Pro

Ile

100

Gly

val

Arg

Glu

5

Asn

Asn

Trp

val

Gly

85

Asp

Gly

Arg

Pro

Ala

Ile

Lys

Trp

Phe

70

Arg

Leu

Leu

Ala

Pro
150

Ala

val

Lys

Gly

55

Ala

Tyr

val

Ile

val

135

Tyr

ASp

Asp

ser

40

Tyr

Ile

Thr

Ile

Gly

Met

Gly

ES 2675026 T3

Arg

Leu

25

Pro

Glu

Asp

Leu

Gly

Ala

Leu

Pro

Ala

10

Gly

Ala

Ala

Leu

ASp

90

Arg

Trp

Glu

Gly

ASp

Glu

Leu

Ala

Arg

75

Ile

Leu

ASsp

Ile
155

Ser

Ile

Leu

Ile

60

Gly

Phe

Thr

Ala

Pro

140

Trp

32

Phe

Arg

Leu

45

Pro

Gln

Leu

Ala

125

Pro

Gln

val

Met

30

Ile

Leu

Gly

Asn

Ile

110

Phe

Leu

Gly

ser

15

Asn

Pro

Leu

Arg

Asp

95

Ala

Ala

Phe

Leu

His

Tyr

Ala

Ala

Thr

80

val

Gly

Lys

Ala

Gly



Pro

Gly

Asp

Gly

Phe

Asp

Gln

Pro

305

Leu

Met

Asp

Leu

Ala

210

Gly

Ala

Arg

Leu

Glu

290

Gln

Gly

<210> 13

<211> 328

Phe

Trp

Leu

195

Ala

Ala

val

Glin

Gln

275

val

Pro

<212> PRT
<213> Togninia minimos

<400> 13
Met Asnh Tyr Ala Thr
1 5

Ala

180

Pro

Pro

ser

Ile

Ile

260

Ala

Thr

Glu

Ala

165

Gly

Gly

Thr

Trp

Ser

245

Asn

Ala

Tyr

Arg

val pPro Gly GlIn ser
20

Leu Leu l§ys Asp Asp
5

Gly Gln Ser Thr Trp

50

Trp

Met

Ile

Pro

Ala

230

Gln

Glu

Glin

val

Tyr
310

Ala

Glu

Tyr

Thr

Ala

val

Gly

Pro

215

ser

val

Glu

val

ser

295

Thr

Gly

Ser

Gln

Pro
55

Lys

Lys

Phe

200

Gln

Gly

Arg

Thr

Arg

280

Leu

AsSp

ser
Trp
val
40

Gly

ES 2675026 T3

Trp

Ala

185

Met

His

Phe

val

Gly

His

Asp

val

ser
Trp
25

Phe

Arg

Leu

170

Leu

Leu

Leu

Ala

Pro

250

His

Ile

Ala

Leu

Asp
10
Gly

Ala

Tyr

Gly

Pro

Gly

Lys

Asn

235

val

Leu

Ile

Pro

Leu
315

Lys

Tyr

va'l

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

220

Thr

Leu

Met

Glu

His

300

Asp

Pro

Glu

Asp

Leu
60

33

Gln

Glu

Gly

Tyr

Gly

Leu

Gly

Glu

285

Thr

Trp

Ala

Met

Met

45

Asp

Trp

Leu

190

Glu

AsSp

cys

Thr

Ala

270

val

Met

val

Leu

Ala

30

Arg

Thr

ser

175

Pro

ser

Pro

Glu

His

Leu

Ala

His

Lys

Leu
15
Met

Gly

Phe

Ile

Glu

Asp

Glu

His

240

His

Ser

Gly

Glu

Lys

Leu

Trp

Gln

Gly



Asn

65

val

Phe

Leu

Thr

Glin

145

Glu

Pro

His

Met

Ala

225

GlIn

Phe

Asp

Gly

ser

305

Thr

Asp

Ser

Ala

Phe

val

130

Trp

Ile

Thr

Gly

Leu

210

Ile

val

Thr

Pro

Ile

290

Ala

ser

<210> 14

<211> 280

Leu

Gly

Lys

Ala

115

Ala

Thr

Pro

Gly

Phe

195

Thr

ASp

ser

Leu

Ala

275

Gly

Gln

Ala

<212> PRT
<213> Actinosynnema mirum

<400> 14

val

Leu

Pro

100

ser

Gly

Ile

Ala

Leu

180

val

His

Pro

TYyr

Lys

260

Thr

Ser

val

Pro

Lys

Ser

85

Gly

Gln

Pro

Gly

Trp

Asp

Ser

val

Tyr

Ala

245

Asn

Tyr

Ala

Ser

Ser
325

Phe

70

ser

GlIn

Ser

Phe

Asp

Ile

Leu

Gly

Lys

Thr

230

Gln

Phe

val

val

Ala

310

Thr

Ile

Gly

Ile

Lys

Phe

135

GlIn

Leu

Thr

Thr

val

215

Gly

Gly

Pro

ser

Ile

295

Ala

Gly

Asp

Gly

Arg

Pro

120

Asn

Ala

Gln

Leu

val

200

Pro

Asn

Leu

Leu

Ala

280

Pro

ser

His

ES 2675026 T3

Ile

val

Ala

105

Ala

Leu

Gly

Tyr

Asn

185

Asp

val

Leu

Ile

Ala

265

Ile

Gly

Thr

val

val

90

Ala

Ile

Trp

Met

Leu

170

Glu

Ala

Leu

Ile

Thr

250

Ser

Thr

Pro

Ala

Ile

75

ser

val

Gly

Tyr

val

155

Gly

Tyr

Thr

Phe

Gly

Thr

His

Thr

val

Pro
315

Lys

Ala

Tyr

Gln

Lys

140

Ala

Asn

Asp

cys

Thr

220

ser

Ash

Asp

Trp

Lys

Pro

34

Arg

Trp

Glu

ser

125

Trp

Ala

Thr

Pro

Asp

205

His

val

Gly

Met

Met

285

val

Ser

Pro

Leu

Asp

110

val

Leu

Met

Thr

Glu

190

His

His

ser

Asn

His

270

Ala

Ala

Cys

val

ser

95

Pro

Met

Gly

Pro

ser

175

Trp

Glu

ser

ASp

Ser

Ser

Thr

val

80

Ala

Pro

Gln

Ala

Gly

Gly

Ala

Arg

Thr

240

Ser

ser

Leu

Ser
320



Met

val

Asp

Ser

Ala

65

Tyr

val

Leu

val

cys

145

Ser

His

val

Ala

Arg

Ile

Thr

ASp

Arg

TYyr

val

Ser

val

Ala

Leu

130

Gly

Thr

Gly

Ala

Arg

Gly

ser

Gln

Arg

<210> 15

<211> 987

val

Leu

Pro

35

Glu

ASp

Leu

Arg

Ala

115

Leu

Pro

His

Gly

Arg

Arg

Trp

Ala
275

<212> ADN
<213> Rhodococcus erythropolis

<220>

val

Gly

20

Ala

Arg

Leu

Asp

Arg

Trp

Glu

Gly

Leu

val

180

Arg

Arg

Glu

Thr

Trp
260

Asp

Asp
5
Glu
Leu
val
Arg
Asp
85
Pro
Ser
Asp
val
Gly
Pro
Ala
Pro
Arg

Ser

245

Ala

val

Pro

val

val

Met

Gly

70

Phe

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Arg

Ala

Ala

Thr

230

Gly

Gly

Arg

Pro

val

Pro

Pro

55

Arg

Gly

val

Ala

Pro

135

Gln

Gln

Leu

Ala

Gly

Gly

Thr

Gly

Thr

Leu

val

40

Leu

Gly

Asn

val

Tyr

120

Leu

Ala

Trp

Gly

Thr

200

val

Thr

Gly

Ala

Arg
280

ES 2675026 T3

Pro

Asn

25

Pro

Pro

Arg

Asp

Ala

105

Ala

Phe

Ala

Gly

Leu

185

Asp

Gly

Thr

Arg

Arg

Arg

10

His

Glu

Ala

ser

Leu

90

Gly

Met

Ser

Gly

Ala

Gly

Thr

Ccys

250

AsSp

Ala

Gln

Arg

Thr

75

val

Asn

Pro

ser

Pro

155

Gly

Ala

Arg

Ala

val

235

Arg

Phe

Glu

Gly

Asp

60

Arg

Arg

Ser

Gly

Glu

140

Leu

Arg

Ala

Gly

Ala

220

Leu

Lys

Gly Pro Pro

35

Pro

Ala

Gly

45

Phe

Thr

Phe

Ser

Gln

125

Leu

Phe

Pro

Ala

Ser

Pro

Pro

Glu

Gly

30

ser

His

Pro

Leu

Gly

110

val

Thr

Glu

Gly

Ala

190

Pro

Arg

Gly

Phe

Pro
270

Leu

15

Ser

Trp

val

Arg

Ala

95

Gly

Arg

Pro

Leu

Arg

val

Gly

Gly

Leu

Arg

255

Leu

Pro

Trp

Phe

Arg

80

Leu

val

Ala

val

Leu

160

val

Arg

Ala

Arg

Thr

240

Leu

Arg Gln
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<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 1

<400> 15
atggccgaag

cccgattege
gaagtggtga
cccgagcaga
tttcatgtct
tacagcctgg
cctgtegteg
gcgatgcccg
ttggtccceg
cgggacttcc
aaagcgtcgce
ctcaaggaat
tgcccacacg
cggacgatcg
catgcgcagg
gcgcttcaca

tccgeaacac

<210> 16
<211> 987
<212> ADN

aaggaactag
ggaacatctt
tgaacttecgce
ccgggtegtg
ttyccgtega
acaacttcgg
tggcagggaa
gccagatecg
catacggtca
tcggggacca
cggcaaaggc
acgacccgga
acaggatgct
accccgagac
acatcattcg
tgatgcatct

tgcctgegaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 1

<400> 16

gtccgaagca
tgtctcgcac
ggaggcgggc
gtggagttac
tatccgtggg
caatgatctg
ctcctecgggg
tgcagcattg
ctcggttctg
gtggtcgatt
tatgcaatta
atgggggcgce
ctcgcaagte
gggcgagctg
gtctgcgggc
gttcgatcce

cgactag

ES 2675026 T3

gcggatgetg
cgatttccgg
tctecggaca
gagccagtga
caaggtcegea
gtgcgtttca
gggctgctygg
tgtgaggacg
Caggcggcegg
ggggactgga
tttccgaccc
gcattctteg
aagacaccaa
ttgggcgege
gttcgggtgg
gctcgttacg

ccacacaagc
aaaggcaggt
acccggeact
tgggtcttct
gtacctggac
tcgctctggt
ccgectgget
caccgttett
gtccggecatt
aagggttcgt
cggatgaggc
aagggactgt
ttctcatcac
tctcecgacct
actatcagtc

cggagatctt

36

gagacagcta
cgatctcggt
gctectectce
ggcagagaac
gccacggega
catcaagcge
ctcggegtac
tgcgtcggag
cgagttgtac
tgaggcagcec
gccgeagaat
ggcactgcac
tcaccacgcg
tcaggcagag
gcaccccgac

gacatcctgg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
987
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atggcagaag
ccggatagec
gaagttgtta
ccggaacaga
tttcatgttt
tatagcctgg
ccggttgttg
gcaatgccty
ctggttectg
cgtgattttc
aaagcaagtc
ctgaaagaat
tgtccgcatg
cgtaccatcg
catgcacagg
gcactgcaca

agcgcaaccc

<210> 17
<211> 927
<212> ADN

aaggcacccg
gtaacatttt
tgaattttgc
ccggtagttg
ttgcagttga
ataattttgg
ttgcaggtaa
gtcagattcy
cctatggtca
tgggtgatca
cggctaaagc
atgatccgga
atcgtatget
atccggaaac
atattattcg
tgatgcacct

tgcctgcaaa

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 2

<400> 17
atggcagatc

gatctgggty
ctgctgatte
gcagaaaact
ccgaaacgtt
gttaaacgtc

agcgcatata

cggcacagcg
aaattaccat
cggaacagac
ttcatgttta
atagcctgga
cggttattgt
gcatgcctgg

tagcgaagca
tgttagccat
agaagcaggt
gtggtcttat
tattcgtggt
taatgatctg
tagcagcggt
tgcagcactg
tagcgttctg
gtggtcaatt
aatgcagctg
atggggtcgt
gagccaggtt
cggtgaactg
tagtgccggt
gtttgatccg

tgattaa

tgatgtttat
gaattatgcc
cggtagttgg
tgcagttgat
taattttggt
tgcaggtaat

tcaggttcgt

ES 2675026 T3

gcagatgcag
cgttttecegg
agtccggata
gaaccggtta
cagggtcgta
gtgcgtttta
ggcctgctyg
tgtgaagatg
caggcagcag
ggtgattgga
tttccgacac
gcatttttty
aaaaccccga
ctgggtgcac
gttcgtgttg

gcacgttatg

gttccgeatg
gaagccggty
tggggttatg
ctgcgtggtce
aatgatctgg
agcagcggtg
ggtgcactgt

caacccaggc
aacgtcaggt
atccggecatt
tgggtctgcet
gcacctggac
ttgcectggt
ctgcatggct
caccgttttt
gtccggeatt
aaggttttgt
cggatgaagc
aaggcaccgt
ttctgattac
tgagtgatct
attatcagag

cagaaattct

catatccgga
aacctgatat
aagaagcaat
agggtcgtag
tgcgttttat
gtgttctggc

gtgaagatgc

37

acgtcagcty
tgatctgggt
actgctgcetg
ggcagaaaac
accgegtegt
tattaaacgt
gagcgcectat
tgcaagcgaa
tgaactgtat
tgaagcagca
accgcagaat
tgcactgcat
ccatcatgca
gcaggccgaa
ccatcctgat

gaccagttgg

aaaacaggca
gcctgeagtt
gggtctgctg
cagctgggca
tgccctggtt
agcatggctg

accgtttttt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
987

60
120
180
240
300
360
420
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15

20

gcaagcgaac
gaactgtttc
cgtgcagcag
cagcacatgce
ctgcattgtc
cacatgcgcg
gcagcccgtyg
ccggatgeac
cagtgggcag

<210> 18
<211> 930
<212> ADN

tggttaccac
gtacctatct
atgcaagcag
gtgaatatga
cgcatgaaca
atattgatcc
cacgtctgct
tgcacatgat

caaccctggc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN atrtificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 3

<400> 18
atggttacca

gttgatctgg
gttctgctga
ctggcagaac
accccgaaac
gttgttecgtc
ctgagcgeat
tttgcaagcg
tttgaactgt
cgtagcgcag
ccgcageatc
ggtctgaatt
catcacatgc
caggcagcac
gttcecggatg

accccgtgga

<210> 19
<211> 930
<212> ADN

gtccggeact
gtgaaattac
tccecggaaca
attttcatgt
gttatagcct
gtcecggttgt
atagcatgcc
aactggttcc
ttcgtaccta
cagatgcaag
tgaaagaata
gtccgcatga
gtggcaccga
aggtgcgtcg
caagccacat

ccgcagcact

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 4

ctgtggtcat
gggcgatcag
cagcccgatg
tcecggaatgy
gctgctgacc
tgataccggt
gatggaaagt
gcaccagttt

agcataa

gcgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgcagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagatt
ggcacatggt
tctgggcgat
cgcaagccecg
tgatccggaa
acgtatgctg
tccggaaacc
tctgatggaa
gatgcaccag

ggcaccgtaa
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agcattcgtc
tggtcagttg
gcacgttatt
gcacgtgceat
caggttaaaa
catctggttg
gccggtgtta

gatccgcectc

catgttccge
gccgaagcecg
tggtggtctt
gatctgcgtg
ggtaatgatc
aatagcagcg
cgtggtgtge
catagcgttc
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtg
aatcgtgtta
ggtaatctgc
agtgccggty
agcgatccgg

aggcagcagg
gtgattggac
ttgttgcaga
tttgggaagg
caccggtgct
gtgcecctgag
aagttgatta

gttatgttga

atgcatatcc
gtgatccggg
atgaagaagc
gtcagggtcg
tggtgcgttt
gtggtgttct
tgtgtgaaga
gtcagggtgc
ttggtgattg
gctttgttge
cattttatga
atacaccggt
tgggtgcact
ttaaagttga

cacgttatgc

38

tccgatgttt
cggctattgt
tgaaattccg
caccgttgca
gctgacacat
tgatgaacag
tgcaagegtt

aatctttacc

ggaacagcag
tcgtccggea
aatgggtctg
tagcagctgg
tattgccctg
ggcagcatgg
tccgeetttt
aggtcecggtt
ggaaggtttt
agataccatt
aggcaccgtt
gctgctgacc
gagtgatgaa
ttatgaaagc

agaaattctg

480
540
600
660
720
780
840
900
927

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
930
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<400> 19
atggttacca

gttgatctgg
gttctgctga
ctyggcagaac
accccgaaac
gttgttaaac
ctgagcgeat
tttgcaageg
tttgaactgt
tgtcgtgeag
ccgcageatc
ggtctgaatt
catcatatgc
caggcagcac
gttccggatg

acccgttggg

<210> 20
<211> 930
<212> ADN

gtccggeact
gtgaaattac
tcccggaaca
attttcatgt
gttatagect
gtccggttgt
atagcatgcc
aactggttcc
ttcgtaccta
ccggtgcaag
tgaaagaata
gtccgcatga
gtggcaccga
aggcacgtct
caagccatat

cagcagccct

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 5

<400> 20

gcgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgcagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagctyg
ggcacatggt
tctgggcgat
cgcaageccyg
tgatccggaa
acgtatgctg
tccggaaacc
gctgatggaa
gatgcaccag

ggcaccgtaa

ES 2675026 T3

catgttcege
gccgaagecy
tggtggtcat
gatctgcgtg
ggtaatgatc
aatagcagcg
cgtggtgtge
catagcgttc
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtg
ggtcgtgtta
ggtaatctgce
agtgceggtg
agcgatcegy

atgcatatcc
gtgatcctga
atgaagaagc
gtcagggtcy
tggtgegttt
gtggtgttct
tgtgtgaaga
gtcagggtge
ttagcgatty
gctttgttge
catttcatga
atacaccggt
tgggtgcact
ttcgtgttga

cacgttatgc

ggaacagcag
tcgtecggea
aatgggtctg
tagcagctgg
tattgcectg
ggcagcatgg
tccgectttt
aggtccggtt
ggaaggtttt
agatggtatt
aggcaccgtt
gctgectgacc
gagtgatgaa
ttatgaaagc

agaaatcttt

atggttacca gtccggcact gegtgatgtt catgttccge atgcatatcc ggaacagcag

gttgatctgyg gtgaaattac catgaattat gccgaagecg gtgatccggg tcgtccggea

gttctgctga tcccggaaca gaccggtagt tggtggtctt atgaagaagc aatgggtctg

39

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
930

60

120
180
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15

ctggcagaac
accccgaaac
gttgttcgtc
ctgagcgeat
tttgcaageg
tttgaactgt
cgtagcgcag
ccgcageatce
ggtctgaatt
catcacatgc
caggcagcac
gttccggatg

accccgtggg

<210> 21
<211> 930
<212> ADN

attttcatgt
gttatagect
gtccggttgt
atagcatgcec
aactggttcc
ttcgtaccta
ccggtgcaag
tgaaagaata
gtccgcatga
gtggcaccga
aggcacgtcg
caagccacat

cagcagcect

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 6

<400> 21
atggttacca

gttgatctgg
gttctgctga
ctgagcgaac
accccgaaac
gttgttaaac
ctgagcgcat
tttgcaagcg
tttgaactgt
tgtcgtgcag
ccgcagceatc
ggtctgagct
catcacatgc
caggccctgce
gttccggatg
acccgttggg

<210> 22
<211> 903
<212> ADN

gtccggeact
gtgaaattac
tccecggaaca
attttcatgt
gttatagcct
gtccggttgt
atagcatgcc
aactggttcc
ttcgtaccta
ccggtgeaag
tgcaagaata
gtccgecatga
gtggtatcga
gtgcacgtcg
caagccacat

cagcagcect

<213> Secuencia artificial

ttatgcagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagatt
ggcacatggt
tctgggcgat
cgcaagccecyg
tgatccggaa
acgtatgctg
tccggaaacc
tctgatggaa
gatgcaccag

ggcaccgtaa

gcgtgatgtt
catgaattat
gaccggtagt
ttatgcagtt
ggataatttt
tgttgcaggt
tggtcagctyg
ggcacatggt
tctgggcgat
cgcaageeceg
tgatccggaa
acgtatgctg
tccggaaacc
tctgatggat
gatgcaccag

ggcaccgtaa

ES 2675026 T3

gatctgegtg
ggtaatgatc
aatagcagceg
cgtggtgtgce
catagegttc
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtg
aatcgtgtta
ggtaatctgc
agtgccggty
agcgatccgg

catgtteccge
gccgaagecg
tggtggtctt
gatctgegty
ggtaatgatc
aatagcagcg
cgtggtgtge
catagcgttc
cagtggtcag
atggcacgta
tgggcacgtg
ggtcaggtta

ggtaatctgc

agtgccggtg

agcgcaccgg

gtcagggtcyg
tggtgcgttt
gtggtgttct
tgtgtgaaga
gtcagggtgce
ttggtgattg
gctttgttgce
cattttatga
atacaccggt
tgggtgcact
ttaaagttga

cacgttatgce

atgcatatcc
gtgatcctga
atgaagaagc
gtcagggtcyg
tggtgegttt
gtggtgttct
tgtgtgaaga
gtcagggtgc
ttggtgattg
getttgttge
ttttttatga
aaacaccygt

tgggtgcact

ttaccgttga

cacgttatgt

40

tagcagctyg
tatggcactg
ggcagcatgg
tcecgeetttt
aggtccggtt
ggaaggtttt
agataccatt
aggcaccgtt
gctgctgacc
gagtgatgaa
ttatgaaagc

agaaattctg

ggaacagcag
tcgteceggca
aatgggtctg
tagcagctgg
tattgecctyg
ggcagcatgg
tccgectttt
aggtccggtt
ggaaggtttt
agatggtatt
aggcaccgtt
gctgctgacce

gagtgatgaa

ttatgaaagc

tgaaatcttt

240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
840
900
930

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

840
900
930
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15

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 7

<400> 22
atgccgceacg

gaagcaggta
tggggctatg
atgcgtggtc
aatgatctgg
agcageggtg
gcagcactgg
accattcgtc
tggtcagttg
ctgcgtcagg
tgggcacgtg
agccaggtta
agcggtctgg
ggcaccggtg
ctggcaccga

taa

<210> 23
<211> 924
<212> ADN

attatgaaga
gtccggataa
aagaagcaat
agggtcgtag
tgcgetttat
gtgttgttgc
cagaagatgc
aggcagcagg
gtgattatgc
ttecgetgec
cattttatga
aagtgcctat
ttggtgcaat
ttcaggttga

aagaatatgt

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 8

<400> 23

aaaactggtt
accggcactg
gggtctgctg
cacctggaca
cgatctggtt
agcatggctg
accgtttttt
tcatattttt
aggttttctg
ggaaaccgca
aggcaccgtt
gctggttacc
gagcgatctg
tgttgttgat

ggaaattctg

ES 2675026 T3

gatctgggcg
ctgctgattc
gccgaagatt
ccgggtegtt
attggtcgta
gcagcattta
gcaagcgaac
gttaactggc
aaagcaatga
ccgcagaatc
gcacagacct
catcatgcac
caggttcaga
ctgccggaag

aataactggg

aaatcgatct
cgagccagag
atcatgtttt
atagcctgga
ccgttattgt
gcectygectgy
tggacccgaa
gtgattatct
aaagcagcga
tgctggaata
gtccgcatga
gtatgattga
aagcagcaga
caccgcatat

tggaaaaact

41

gaattatgca
cgaaagttgg
tgcagttgat
taattttggt
tagcggtaat
tcaggttegt
agtgggtcat
gggtgatcag
agttccgatg
tgatccggaa
ttatatgctg
tgaagcaacc
aattattcgt
tctgcatcag

gccteeggtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
903
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atgatccaga
gaaatcaaaa
ccgggtcaga
tttcaggtgt
tatagcctga
ccggttattg
gcaatgccga
aaagcaccgc
agcaaatttc
gcaaaagata
ctgaaagaat
agtccgcatc
cgttttgaag
aaaatcaaag
gcatttcata

attgaacgtc

<210> 24
<211> 966
<212> ADN

acaataaaac
tgaactatat
ccgaaagttg
ttgcaattga
atctgatggg
ttagcggtaa
atcagattcg
tgtatggtca
tgggtgatca
cccatceggce
atgatccgga
ataccctgcet
atccgcagac
aaattgccect
gtatgcatga

tgaatctgca

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 9

<400> 24
atgggtatta

cagctggttg
ccggcactgce
accctgetgg
acctggacac
gatctggtta
gcatggctgg
cctctgttty

ccgatttttg

gcgaagcagce
atctgggtga
tgctgattcc
caaatgattt
cgggtecgtta
ttggtcgtcc
cagcctatgce
caagccaggc

ttctgtgggc

cgcaccgtat
tgttgceggt
gtggggrttt
tctgcgtggt
taatgatctg
tagcagcggt
tgcaattcat
tgcaattcag
gtggtcaatt
aaacaaaatg
atggggtcgt
gagcgacatt
aggtctgctg
gaaaaccggc
agccgatccy

gtaa

agatcgtgca
aattcgtatg
ggcacagggt
tegtgttttt
taatctgaat
gaccctggtt
aaaaccgggt
agcaccgect

aaaatggctg

ES 2675026 T3

aaatacaaag
gcagatgtta
gaagcagcaa
cagggtaaaa
gttcgtttta
ggtctgctyg
tgtgaagatg
caggcagcag
aacaattggg
attagccagg
gcatttattg
aaaaccccga
attggtgcaa
aatagcttcg

cagcgttttg

gatacctttg
aattatgttg
gaaagttggt
gcaattgatc
acctggggta
gcaggtaata
cagattcgtyg
tatggtccgy

ggtccgcagt

aaaaactggt
gtccggcact
ttgagaaact
gcacccagac
ttagcctggt
cagcatggct
caccgttttt
gtccgatttt
aaggtctgaa
ttgaacagcc
aaggcaaatt
tgctgtatac
ccagcgattt
aactgattga

ttgatattct

ttgcacataa
cagccggtga
ggggttatga
tgcgtggtca
atgatgtgga
gcagcggtgg
gtgcaatgct
gtattatgca

ggtcagttgg

42

tgatctgggce
gctgctgatt
ggaaagcaac
accgggtegt
tattaaacgt
gagcgcectat
taccgcagaa
tagcctgatg
agcagcacag
tccgeageat
taacctgaac
ccatcacatg
tcaggcaagce
tgcaccggat

gaccagctgg

atttgaagaa
tccgaccagt
aaatgcaatt
gggtcgtagce
acgcrttatt
tgttattgca
ggaagatccy
gaccctgggt
tgattgggat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
924

60
120
180
240
300
360
420
480
540
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15

20

ggtatggttg
ctgtttggtg
tatgatccgg
gcaaccatgc
gatccggata
cgtctgetgg
atgcatgatc

gattaa

<210> 25
<211> 960
<212> ADN

cagcggcacc
atggcaccgg
aatgggcaca
tggcacagaa
caggccagct
cagcaaccgg

ctgaacctga

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 10

<400> 25
atgggtegtt

gcatatccgg
gatgcaagcy
gaaccggcaa
cagggtcgta
gtgcgttttc
ggtctgctga
tatgaagatc
agcaccgttg
ggtgattggg
gttgcactgg
tggggtcgty
agccaggtta
ggtagcctga
aatagtggty
caagatccgg
<210> 26

<211> 960
<212> ADN

atgceggtgt
aacaactgtt
caagtcecgcet
tgggtctgct
gcacccgtac
tggatggtgt
gcgcatggcet
cgcectttttt
gtccgetgtt
atggttttgt
caggcggtac
catttgttyg
aagttccggt
ttggtgcagc
caccgcetgac

cactgtttgc

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 11

gcgtgaactg
tgaaggtgca
ggcatgggea
tcgtgttecg
gatgggtgca
tcagceggtt

acgttatttt

ttttggtecg
tgataccggt
gctgctgatt
ggcagaacat
accgcgtegt
tattggtcgt
gagcgecttt
tagcagcgaa
tgcactgtat
tgcaggcgea
agcagaaccy
tggcaccttt
tctgtttacc
aaccgatgat
ctatcgtage

aggcaccctg

ES 2675026 T3

ccggaatttc
gcagcaaccc
accgatgttg
gttctgctga
atgaccgata
acctttaccg

gaagttctga

catgcaccgg
gaagttcgtc
ccgggtcaga
tttcatgttc
tataccctgg
ccggcatttg
gcagaaccgg
ctggacccyg
gttaaatatc
ccgcaagaac
cctcageatc
accaccggtt
catcattttc
caggcagceac
tttcegatga

gttgattggt

tgcatccggg
ctccgcagcea
caaatgcagg
cccatcattt
ttcaggcaca
cactggatgc

ccgaatgggc

aaagcaccta
tgaattatgc
ccgaaagttg
atgcagttga
ataatattgg
ttagcggtct
gtcaggttct
tgattggtcc
tgggtgatca
tggcaggttg
tgaaagaata
gtccgeatca
gtatgctgga
gtgttgttga
tgggtcatag

ttaccgcagc

43

tatcgcattt
tctgaaagaa
ttgtgatcat
tcatctgacc
gcaggcacgt
accgcatacc

aagtgcactg

tgttggtcat
agttgccggt
gtggggttat
tctgecgtggt
taatgatctg
gagcagcggt
ggcagcatgt
gggtctgatg
gtggtcaatt
gcaggcacat
tgatccggaa
ggttatgctg
tgatgaaagc
actggttgaa
tatgcatgcea

acgtagctaa

600
660
720
780
840
900
960
966

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
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<400> 26
atgggtcgtt

ggttatccgg
gatgcagcag
gaagcagcaa
cagggtcgta
gtgcgttttc
ggtctggcaa
tgggaagatc
gatagcattg
ggtgattggg
gttgcactygg
tggggtaaag
agcaaagtta
ggtggtctga
tcaggtggtc

caagatccgg

<210> 27
<211> 969
<212> ADN

atgecggtgt
aacgtctgtt
caccgectet
ttcegetget
gcacccgtac
tggatggtgt
gcgcatggcet
cgcetttttt
gtccgetgtt
atggttttgt
ttgttggcac
catttattac
aagttcecggt
ttggtgcatg
gtagcgttac

cactgtttag

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 12

<400> 27
atgccgaaaa

aacattgtgg
ccggeactygce

ccgetgetyy

gcgaagcagce
atctgggcga
tgctgattce

Caaaacattt

ttttggtccg
tgataccggt
gctgctgatt
ggcacgtcat
accgggtecge
tattggtcgt
gagcgcattt
tagcagcgaa
tggtatgtgg
tgccgeagtt
cgcagatcct
cggcaccttt
tctgtatacc
tagcgatatt
ctatcgtagce

cgaaaccctg

ES 2675026 T3

catgcaccgg
gaagtgcagc
ccgggtcaga
tttcatgttc
tataccctgg
ccggeatttg
gcaaaaccgg
accgcaccga
gcacgttatc
ccgaccgaac
ccgcagaatc
gcagcaagct
catcactttc
caggcaggtc
tttccgatga

gttgaatggt

aagcaaccta
tgaattatgt
gcgaaagttg
atgcagttga
ataatgttgg
ttagcggtcet
gtcaggttgt
ttgttggtce
tgggtgatca
tggcagattg
tgcgtgaata
gtccgcatca
gcatgattga
gtgttaccca
tggcacatag

ttagccgttt

tgttgaacat
tgttgeccggt
gtggggttat
tctgegtggt
taatgatctg
gagcagcggt
tgcagcatgt
gcctattacc
gtggtcagtt
gcaggcacat
tgatccggaa
tgttatgctg
tgaaggtagt
gctggcaaaa
catgcatggt

taccggttaa

agatcgtgca gatagctttg ttagccatga tttcaaagaa

aatccgcatg aattatgttg ttcagggcaa caaaaaaagt

ggcacagggt gaaagttggt ggggttatga agcagcaatt

tcaggttttt gcaattgatc tgcgtggtca gggtcgtacc

44

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

60
120
180
240
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15

acctggacac
gatctggtta
gcatggctgg
cctetgttty
ccgatgtttg
ggtatggtta
atgctgogtyg
tatgatccgg
gaagcagtta
aatgaagaaa
catatcattg
accatgcatg

ctgggttaa

<210> 28
<211> 987
<212> ADN

cgggtcgtta
ttggtcgtga
cagcatttgc
caagcgaaat
cagcatgggc
aagcactgcc
atggtgaaag
aatggggtgc
ttagccaggt
ccggtcatct
aagaagttgc

aaccgcagcec

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 13

<400> 28
atgaattatg

agcgaaagtt
tttgcagttg
gatacctttg
gttagcggtc
ggtcagattc
gcaattggtc
tggctgggtg
gaaattccgg
gatctgacac
gatgcaacct
catcatagcc

caggttagct

aacttteccge
attaccacct
gttgcaageg

accagcgeac

<210> 29

caaccgcagg
ggtggggtta
atatgcgtgg
gtaatgatct
tgagcagegg
gtgcagcagt
agagtgttat
cacagtggac
catggattct
tgaatgaata
gtgatcatga
gtgcaattga

atgcacaggg

tggcaagcca
ggatggcaag
caagcgcaca

cgagcaccgg

taccctggat
aaccctgatt
aaaaccgggt
tcgtecgect
aaaatggctg
ggatgaactg
tgatggtgca
aagctgggca
gcgtgttecg
gatgggtgca
aggtcaagag
ggaacgttat

tagcagcgat
tgaaatggca
tcagggtcag
ggtgaaattc
tggtgttgty
ttatgaagat
gcagaccgtt
cattggtgat
gcagtatctg
tgatccggaa
agcaatgcty
tcegtatacce

tctgattacc

tgatatgcat
cctgggtatt
ggttagcgcea

tcattaa

ES 2675026 T3

atttttggta atgatgtggt

gcaggtaata
caggttcgtg
tatggtccgg
ggtccgcagt
ccggaagatc
gcaccgaccc
agcggtttty
gttctgctga
ctgagcgatc
gttacctatg

accgatgttc

aaaccggcac
atgtggctgce
agtacctgga
atcgatatcg
agcgcatggce
ccgectetgt
gcaggtccgt
caggcaggta
ggtaatacca
tggggtcatg
acccatgtta
ggtaatctga

accaatggca

aattctgatc

ggtagtgcag

gcaagcaccy

gcagcggtgg
cagttatgct
gtatttggca
ggtcaattgg
tgctgectgyg
ctccgcagcea
ccaataccgg
cccatcattt
tgcaggcagce
ttagcctgga

tgctggattg

tgctgetggt
tgaaagatga
caccgggtcyg
tgattaaacg
tgagcgcatt
ttgcaagcca
tttttaacct
tggttgcage
ccagtggtcc
gttttgttag
aagttccggt
ttggtagegt
atcagagctt

cggcaaccta
ttattccggg

caccgcctag

45

gcgctttatce
tctgattggt
ggaagatccg
gggtctgggt
tgattgggat
tattggtttt
tctgaaagaa
ttgtgaacat
tcgtcagatt
acaggttcgt
tgcaccgeat

ggttaaaaaa

tccgggteag
ttatcaggtt
ttatagcctg
tccggttgtt
tgcaaaacct
gagcaaaccyg
gtggtataaa
aatgccgaaa
gaccggtctg
tggcaccgtt
tctgtttacc
tagcgatacc

taccctgaaa

tgttagcgeca
tccggttaaa

ctgtaccagc

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
969

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

840
900
960
987
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<211> 843
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> ORF era codon optimizado y, por lo tanto, diferente de la secuencia de ADN natural.

<220>

<221> caracteristica_misc
<223> La secuencia de ADN artificial codifica el polipéptido con la SEQ ID NO: 14

<400> 29
atgaccgttg

gaagttgttc
ccggaacagg
tttcatgtrt
tatagcctgg
ccggcagttg
gcaatgcctg
ctgacaccgg
agcacccatc
ccgegtctgg
gatgcacgtg
cgtcgeggtc
ggtagccgta
gcaggcggtg
taa

<210> 30
<211>7
<212> PRT

ttgatccgec
tgaatcatgc
gtggtagttg
ttgcagttga
atgattttgg
ttgcaggtaa
gtcaggttcg
tttgtggtcc
tgggcgatca
gtctggcage
gtcgeectgg
gcggtggtcg
ccagcggceac

cccgtggtec

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2675026 T3

tgcaccgegt gattttccgg aactgctggt

agaagcaggt
gtggtcttat
tctgcgtggt
taatgatctg
tagcagcggt
tgcagttctg
gggtgttcgt
gtggggtggt
cgcagcagcea
tgcagcacgt
tgaacgcacc
cggtcgttgt

tcctecgect

<223> motivo de aminodacidos

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(7)

<400> 30

§1a Gly Asn ser Ser Gly Gly
5

<210> 31
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo de aminodacidos

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(7)

<400> 31

agtccggatc
gaacgtgtta
cgtggtcgta
gttcgttttc
ggtgttctgg
ctggaagatc
caggcagcag
ggtcgtccgy
gttcgtgtty
ggacgtcctg
ggtacaacca
cgtaaaccgt

cgtcagattc

gtccggeact
tgccgetgece
gcacccgtac
tggccctggt
cagcatggtc
cgcetetgtt
gtccgetgtt
gtcgtgttca
cacgtcgtgce
ccggtgttgg
ccgttctgag
ttcgtctgeg

gcgcagatgt

46

tgatctgggt
ggttccggty
tgcacgcgat
accgcgtcegt
tgttcgeegt
aagcgcctat
tagcagcgaa
tgaactgctg
tggtggcgtt
agcagcaacc
tggtgcagct
cggtctgacc
tcagtggtgg
tcgtaccegt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
843
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Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr
1 5

<210> 32

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 32
Asp Ala Leu His Met Met His
1 5

<210> 33

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 33
Ala Gly Asp Ser Eer Gly Gly
1

<210> 34

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminodacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 34
Ala Gly Asp Ser Ser Leu Gly
1 5

<210> 35

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 35

Ala Gly Gln Sser ser Gly Gly
1 5
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<210> 36

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 36
Ala Gly His ser §er Gly Gly
1

<210> 37

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 37
Ala Gly Ser Ser Ser Gly Gly

1 5

<210> 38

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 38
ier Gly Asn Ser Ser Gly Gly
5

<210> 39

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 39
Ser Gly Asp Ser ger Gly Gly
1

<210> 40
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<211>7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 40
ser Gly GlIn ser ger Gly Gly
1

<210> 41

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 41

Ser Gly His Ser ser Gly Gly
1 5

<210> 42

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 42
ser Gly Ser Ser Ser Gly Gly
1 5

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 43
Arg Thr I1e Asp Pro Glu Thr
1 5

<210> 44

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 44
Arg Asp Ile Asp Pro Asp Thr
1 5

<210> 45

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 45
ﬁrg Gly Thr Asp Pro Glu Thr
5

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 46
Arg Gly Ile Asp Pro Glu Thr
1 5

<210> 47

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 47
Asp Ala Leu His Met Met His
1 5

<210> 48

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(7)

<400> 48

Asp Ala Ser His Met Met His
1 5

<210> 49

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 49
val val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly igu Leu
1 5

<210> 50

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 50
Ile val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly X81 Leu
1 5

<210> 51

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 51
His Ala Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr %y Glu
1 5

<210> 52

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)
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<400> 52
His Met Arg Asp Ile Asp Pro Asp Thr Gly His
1 5 10

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 53

His Met Arg Gly Thr Asp Pro Glu Thr %gy Asnh
1 5

<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 54

His Pro Asp Ala Leu His Met Met His LSu Phe
1 5 1

<210> 55

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 55
\1/a1 Pro Asp Ala Leu His Met Met His GIn Phe
5 10

<210> 56

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(11)

<400> 56
val Pro Asp Ala Ser His Met Met His Gln Ser
1 5
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<210> 57

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 57
ITe Lys Arg Pro val val val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly igu Leu
1 5 10

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 58

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 58
val Lys Arg Pro val Ile val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly \{gﬂ Leu
1 5

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 59

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 59

val Arg Arg Pro val val val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly val Leu
1 5 10 15

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 60

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos
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<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 60
val Lys Arg Pro val val val Ala Gly Asn Ser Ser Gly Gly Vesﬂ Leu
1 5 10 1

Ala Ala Trp Leu Ser
20

<210> 61

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 61

Ile Leu Ile Thr His His Ala Arg Thr Ile Asp Pro Glu Thr Gly Glu
1 5 10 15

Leu Leu Gly Ala Leu

20

<210> 62

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 62
val Leu Leu Thr His His Met Arg Asp Ile Asp Pro Asp Thr Gly His
1 5 10 15

Leu val Gly Ala Leu
20

<210> 63

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 63
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val Leu Leu Thr His His Met Arg Gly Thr Asp Pro Glu Thr Gly Asn
1 5 10 15

Leu Leu Gly Ala Leu
20

<210> 64

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 64
val Leu Leu Thr His His Pro Asp Ala Leu His Met Met His Leu Phe
1 5

Leu Leu Gly Ala Leu
20

<210> 65

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 65
val Asp Tyr Gln Ser His Pro Asp Ala Leu His Met Met His Leu Phe
1 5 10

Asp Pro Ala Arg Tyr
20

<210> 66

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> motivo de aminoacidos

<220>
<221> PEPTIDO
<222> (1)..(21)

<400> 66
val Asp Tyr Ala Ser val Pro Asp Ala Leu His Met Met His GIn Phe
1 5 10

Asp Pro Pro Arg Tyr
20

<210> 67
<211>21
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial
<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1)..(21)

<400> 67
val Asp Tyr Glu Ser val Pro Asp Ala Ser His Met Met His GIn Ser
1 5 10 15

Ala Pro Ala Arg Tyr
20
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o de derivados de zearalenona, caracterizado por que
el polipéptido presenta una secuencia de aminoacidos que presenta un grado de identidad de la secuencia con la
secuencia de aminoacidos con una secuencia ID NO 1 de al menos 70%, preferiblemente al menos 84%, en
particular preferiblemente al menos 92% y lo mas preferiblemente al menos 98%, o contiene un fragmento funcional
del mismo.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la variante presenta una modificaciéon de aminoacidos
elegida del grupo sustitucion, delecién e insercion de uno o varios aminoacidos.

3. Polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizado por que la enzima presenta una actividad
especifica de al menos 0,01 U/mg, preferiblemente al menos 0,1 U/mg, en particular al menos 1 U/mg; y/o presenta
un valor Ky de la disociacion hidrolitica de ZEN de a lo sumo 50 uM, preferiblemente a lo sumo 3,5 uM, en particular
a lo sumo 0,5 pM; y/o posee un valor kest de la disociacion hidrolitica de ZEN de al menos 0,05 3'1, preferiblemente al
menos 0,6 3'1, en particular al menos 5 3'1; y/o posee un valor vmsx de la disociacion hidrolitica de ZEN de al menos
0,00001 uM'1s'1, preferiblemente al menos 0,0001 pM'1s'1, en particular al menos 0,001 pM'1s'1.

4. Polipéptido seguin una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por que presenta al menos una mutacion de la
secuencia de aminoacidos en relacion con la secuencia ID NO 1 en al menos una de las siguientes posiciones: 22,
23, 25, 26, 27, 29, 31, 32, 35, 37, 42, 43, 46, 51, 53, 54, 57, 60, 69, 72, 73, 78, 80, 84, 88, 95, 97, 99, 114, 118, 119,
123, 132, 141, 146, 148, 149, 154, 163, 164, 165, 169, 170, 172, 176, 180, 182, 183, 190, 191, 194, 196, 197, 198,
201, 204, 205, 206, 207, 208, 209, 210, 212, 213, 214, 216, 217, 220, 221, 222, 229, 231, 233, 238, 240, 244, 245,
246, 248, 249, 251, 254, 256, 260, 262, 263, 266, 269, 271, 277, 280, 281, 282, 283, 284, 285, 286, 287, 292, 296,
298, 302, 307, 308, 309, 311, 314, 317, 319, 321, 323, 325y 326.

5. Polipéptido segun la reivindicacion 4, caracterizado por que el polipéptido presenta al menos una mutacion
elegida del grupo: D22A, S23Q, S23L, N25D, 126V, F27Y, F27H, S29P, R31A, F32Y, R35K, R35Q, V37A, V42|,
V43T, F46Y, S51E, S51D, D53G, N54M, N54R, L57V, L60Il, S69G, P72E, V73A, A78S, N80H, F84Y, I88L, T95S,
TI97A, R99K, 1114M, 1118V, K119R, V123I, L132V, A141S, 1146V, 1146L, A148G, A149V, A154P, P163T, A164T,
Y165C, Y165H, V169, L170R, A172G, A176M, A176V, Y180F, D182T, F183Y, 1190V, G191S, K194T, K194E,
F196Y, V197C, V197R, E198R, E198S, K201D, K201G, P204S, P204A, A205S, K206P, A207M, M208A, Q209R,
L210A, L210S, AP212, T213V, P214A, E216T, E216G, A2171, N220H, L221M, K222R, K222Q, G229A, A231V,
F233W, F233Y, F233H, A238G, H240N, H240S, D244E, R245Q, M246L, S248T, S248N, S248G, Q249R, K251N,
1254V, 1256L, A260M, T262D, T262G, 1263T, E266D, E269H, E269N, L271V, L277E, E280A, E280L, H281R,
H281Q, A282V, Q283R, D284L, D284R, 1285L, 1286M, R287E, R287D, R292K, R292T, Q296A, Q296E, H298V,
L302S, L307Q, F308S, D309A, A311P, A314V, L317F, S319Q, S319P, S319R, S321A, S321T, T323A, P325A,
A326P en la secuencia de aminoacidos en relacién con la secuencia ID NO 1.

6. Polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado por que esta contenido al menos uno de los
siguientes motivos de aminoacidos elegidos del grupo de la secuencia ID NO 30 a 67.

7. Polipéptido segun una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado por que esta contenida al menos una secuencia
de aminoacidos de la secuencia ID NO 1 o al menos un fragmento funcional de la misma.

8. Polipéptido segun la reivindicacion 7, caracterizado por que el polipéptido contiene al menos una sustitucion
conservativa de aminoacidos en al menos una posicion, y la sustitucion conservativa de aminoacidos se elige de
sustituciones de polipéptidos GaA;0AaG,S;oVal,L,A T, S;olaV,L,M;oLal,M,V;oMal,l V;oPaA,
S,N;oFaY,W,HoYaF, W HoWaY,F,HoRaK E D;oKaR,E,D;oHaQ,N,S;oDaN,E,K,R,Q;0E
aQD,KR,N;oSaT,A;oTaS,V,A;oCaS, T,A;oNaD,QH,S;0QaE,N,H, K, R.

9. Polinucléetrido aislado, caracterizado por que la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido que posee una
propiedad hidrolizante de zearalenona y/o derivados de zearalenona y/o presenta un grado de identidad de la
secuencia con al menos el grupo elegido de las secuencias de nucleétidos ID NO 15 o 16 de al menos 70%.

10. Aditivo, caracterizado por que esta contenido al menos un polipéptido capacitado para la disociacién hidrolitica
de zearalenona y/o de derivados de zearalenona segun una de las reivindicaciones 1 a 8.

11. Aditivo segun la reivindicacién 10, caracterizado por que adicionalmente estan contenidos al menos un soporte
inerte, asi como, eventualmente, otros componentes tales como vitaminas y/o sustancias minerales y/o enzimas y/o
otros componentes para la destoxificacion de micotoxinas.

12. Aditivo segun una de las reivindicaciones 10 u 11, caracterizado por que el polipéptido segun una de las

reivindicaciones 1 a 8 esta contenido en el aditivo en una concentracién de a lo sumo 10.000 U/g, preferiblemente a
lo sumo 1.000 U/g, mas preferiblemente a lo sumo 100 U/g y lo mas preferiblemente a lo sumo 10 U/g.
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13. Aditivo segun una de las reivindicaciones 10, 11 o 12, caracterizado por que el polipéptido segun una de las
reivindicaciones 1 a 8 esta presente en forma encapsulada o recubierta.

14. Procedimiento para la disociacion hidrolitica de zearalenona y/o de derivados de zearalenona, caracterizado por
que zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona se hidroliza mediante un polipéptido segun una de las
reivindicaciones 1 a 8 y/o un aditivo segun una de las reivindicaciones 10 a 13.

15. Procedimiento segun la reivindicacion 14, caracterizado por que el polipéptido o el aditivo se mezcla con un
alimento para animales o alimento, que esta contaminado con zearalenona y/o con al menos un derivado de
zearalenona, por que un animal o un ser humano ingiere el alimento para animales o alimento contaminado y por
que el polipéptido o el aditivo hidroliza en el tracto digestivo la zearalenona y/o al menos un derivado de zearalenona
contenido en el alimento para animales o alimento contaminado, en donde en el caso de alimento para animales o
alimento hiumedo la hidrdlisis de la zearalenona y/o del al menos un derivado de zearalenona puede tener lugar
antes de la ingesta oral en el alimento para animales o alimento hiumedo.

16. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 14 a 15, caracterizado por que se hidroliza al menos 70%,

preferiblemente al menos 80%, en particular al menos 90% de la zearalenona y/o del al menos un derivado de
zearalenona.
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