el

Al ey o

M

THSORES
3

mt @0 AT 507 363 B1 2011-05-15
(12) Patentschrift
(21) Anmeldenummer: A 8024/2009 (51) Int. Cl. : C12N 15/52 (2006.01)
(22) Anmeldetag: 18.09.2008 A23L 1015 (2006.01)
(45) Verdffentlicht am: 15.05.2011

(66) Umwandlung von GM 501/2008 (73) Patentinhaber:
ERBER AKTIENGESELLSCHAFT

(56) Entgegenhaltungen: A-3130 HERZOGENBURG (AT)

WO 2006/053357A2
WO 2004/085624A2 (72) Erfinder:
WO 2003/053161A1 MOLL WULF-DIETER DR.

STOCKERAU (AT)
HARTINGER DORIS MAG.
WIEN (AT)

GRIESSLER KARIN DIPL.ING.
POTTENBRUNN (AT)
BINDER EVA MARIA DR.
TULLN (AT)

SCHATZMAYR GERD DR.
TULLN (AT)

(54) VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES ZUSATZSTOFFES FUR DEN ENZYMATISCHEN ABBAU VON
MYKOTOXINEN SOWIE ZUSATZSTOFF UND VERWENDUNG DESSELBEN

(57) Bei einem Verfahren zur Herstellung eines
Zusatzstoffes flir den enzymatischen Abbau von
Mykotoxinen, insbesondere  Fumonisinen, st
vorgesehen, dass wenigstens eine

E 60
Nukleinsduresequenz von Genen entsprechend S 45
Sequenz ID-Nr. 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, = ;jgﬁ
22 und 24 vorgelegt wird, die wenigstens eine 30 5
Nukleinsduresequenz in  prokaryotischen oder =
eukaryotischen Wirtszellen exprimiert wird und 151
wenigstens ein dadurch hergestellies Enzym ;jgf Inkubalionszai 1]
entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 0 i B % i )

17, 19, 21, 23 und 25 oder wenigstens ein
kompletter, rekombinanter Wirtsorganismus sowie
gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat in

—po— E.coll negativer Vergleich
—0— SeqID 18 exprimiert In E.cofi

—x— SeqID2¢ sxprimiertin E.col

AT 507 363 B1 2011-05-15

einem pflanzlichen Rohstoff eingesetzt werden.

Fig. 3

DVR 0078018



> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
l/ patentamt

Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines Zusatz-
stoffes flir den enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen, in einem
pflanzlichen Rohstoff, einen Zusatzstoff zum enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, insbe-
sondere Fumonisinen, in einem pflanzlichen Rohstoff und Mischungen, die pflanzliche Rohstof-
fe enthalten, sowie eine Verwendung des Zusatzstoffes.

[0002] Mykotoxine treten auf landwirtschatftlichen, pflanzlichen Produkten sehr haufig auf und
verursachen je nach Art der Mykotoxine schwere wirtschattliche Schéden, insbesondere in den
aus den landwirtschaftlichen Produkten hergestellten Nahrungsmitteln und auch bei mit derarti-
gen Nahrungsmitteln ernahrten Tieren und Menschen, wobei derartige Schaden duBerst vielfal-
tig sind. Es wurden bereits zahlreiche Methoden entwickelt, mit welchen versucht wird, derartige
Mykotoxine zu entgiften bzw. abzubauen oder unschadlich zu machen, um durch die Mykotoxi-
ne verursachte Schéden in den Bereichen von tierischer und menschlicher Ernéhrung, der
Tierzucht, Verarbeitung von Futter- und Lebensmitteln und dgl. hintanzuhalten.

[0003] Unter den bekannten Mykotoxinen existiert eine Vielzahl von untereinander strukturell
verwandten Mykotoxinen, wie beispielsweise die Fumonisine, von welchen Fumonisin B1 das
am haufigsten vorkommende Toxin der Gruppe ist. Jedoch sind zahlreiche Derivate und ver-
wandte Molekiile bekannt, welche ebenfalls giftige Wirkungen bei Menschen und Tieren auf-
weisen. So ist es bekannt, dass die Fumonisine den Sphingolipidstoffwechsel durch eine Wech-
selwirkung mit dem Enzym Ceramidsynthase behindern. Sphingolipide sind nicht nur Bestand-
teil von Zellmembranen, sondern spielen auch eine wichtige Rolle als Signal- und Botenmolekdi-
le in vielen elementaren, zellularen Prozessen, wie dem Zellwachstum, der Zellwanderung und
Zellanbindung, bei entziindlichen Prozessen und intrazellularen Transportvorgangen. Aufgrund
dieser Behinderung des Sphingolipidstoffwechsels werden Fumonisine fiir die giftige Wirkung
auf unterschiedlichste Tierarten und auch fir den Menschen verantwortlich gemacht. So konnte
nachgewiesen werden, dass Fumonisine bei Nagetieren krebserregend wirken, und sie wurden
durch epidemiologische Daten mit Speiserdhrenkrebs und dem Neuralrohrdefekt bei Menschen
in Zusammenhang gebracht. Bei verschiedenen Tierarten, wie beispielsweise Schweinen,
werden sie fiir die typische Toxikose durch Lungenddeme verantwortlich gemacht. Fumonisine
sind in diesem Zusammenhang eine nahezu allgegenwartige Kontamination auf verschiedens-
ten Getreidearten und insbesondere auf Mais sowie auf Nissen und Gemise sind, ist dieser
stark negative Effekt in bezug auf die Gesundheit von Menschen und Tieren nicht vernachlas-
sigbar.

[0004] Der mikrobielle Abbau von Fumonisinen wurde bereits in der EP-A 1 860 954 bzw. der
Wo 2006/053357 beschrieben, gemaRl welcher Mikroorganismen zur Entgiftung von Fumonisi-
nen und Fumonisinderivaten eingesetzt werden, bei welchen die detoxifizierenden Bakterien
oder Hefen, gewdhlt aus genau definierten Stdmmen zur Entgiftung von Fumonisinen, Futter-
mitteln zugesetzt werden.

[0005] Auch wurden bereits katabolische Stoffwechselwege fiir den biologischen Abbau von
Fumonisinen und die hiefir verantwortlichen Gene und Enzyme beschrieben. So beschreibt
beispielsweise die EP 0 988 383 Fumonisin entgiftende Zusammensetzungen und Verfahren,
wobei die eingesetzten, Fumonisin abbauenden Enzyme in erster Linie in transgenen Pflanzen
produziert werden, bei welchen die Entgiftung von Fumonisinen mit Hilte einer Aminooxidase,
welche fiir ihre enzymatische Aktivitat molekularen Sauerstoff benétigt, erfolgt.

[0006] Des Weiteren beschreibt die WO 2004/085624 Transaminasen, Deaminasen und Ami-
nomutasen und Zusammensetzungen und Verfahren zur enzymatischen Detoxifizierung, wobei
insbesondere aminierte Toxine, beispielsweise Fumonisine, entgiftet werden. In diesem Zu-
sammenhang werden Polypeptide, welche eine Deaminaseaktivitat besitzen, zur Entgiftung
eingesetzt.

[0007] Bisher bekannten Verfahren ist jedoch gemeinsam, dass sie flr eine Detoxifizierung der
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Mykotoxine molekularen Sauerstoff fir die beschriebenen, katabolischen Stoffwechselwege
bendtigen, wobei die insbesondere erforderlichen Aminooxidasen unter Sauerstoff unabhéngi-
gen Bedingungen nicht arbeiten kénnen. Ein Einsatz von derartigen Genen und Enzymen zur
Detoxifizierung von Futtermitteln, beispielsweise im Verdauungstrakt von Tieren, ist aufgrund
des im Wesentlichen sauerstoffireien Milieus in dem Verdauungstrakt von Tieren nicht méglich
bzw. zeigen die bekannten Gene und Enzyme keinerlei Wirkung.

[0008] Die Erfindung zielt nun darauf ab, ein Verfahren zur Herstellung eines Zusatzstoftes flr
den enzymatischen Abbau von Mykotoxinen zur Verfligung zu stellen, mit welchem es gelingt,
Mykotoxine und insbesondere Fumonisine sicher und zuverlassig zu toxikologisch unbedenkli-
chen Substanzen abzubauen bzw. zu entgiften.

[0009] Zur Lsung dieser Aufgaben ist das erfindungsgemaBe Verfahren derart gefihrt, dass
wenigstens eine Nukleinséuresequenz von Genen entsprechend Sequenz ID-Nr. 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt wird, die wenigstens eine Nukleinsduresequenz in
prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtszellen exprimiert wird und wenigstens ein dadurch
hergestelltes Enzym entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25
oder wenigstens ein kompletter, diese Sequenzen enthaltender, rekombinanter Wirtsorganis-
mus sowie gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat in einem pflanzlichen Rohstoff
eingesetzt werden. Dadurch, dass wenigstens eine Nukleinsauresequenz von Genen entspre-
chend den nachfolgenden Sequenz ID-Nr. 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorge-
legt wird, gelingt es, spezifische, Fumonisine bzw. Mykotoxine abbauende Gene zu klonieren
und zu exprimieren, wobei beispielsweise die Expression in E. coli und Pichia pastoris unter
Verwendung von Standardverfahren durchgefiihrt wird, bei welcher Expression Enzyme ent-
sprechend den Sequenz ID-Nr. 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder auch ein kom-
pletter, diese Sequenzen enthaltender, rekombinanter Wirtsorganismus gewonnen werden
kdnnen, wobei das wenigstens eine Enzym gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat
auf einem zu behandelnden Rohmaterial eingesetzt wird. Mit einem nach einem derartigen
Verfahren hergestellten Zusatzstoff gelingt es, einerseits beispielsweise Mykotoxine direkt auf
dem Rohmaterial vollstéandig und zuverlassig abzubauen, wobei die spezifischen bei diesem
Vertahren produzierten Enzyme den Abbau von Fumonisinen und von Zwischenprodukten des
Abbauweges katalysieren, und andererseits Mykotoxine beispielsweise auch direkt bei der
Bioethanolherstellung in der Maische fur die Alkoholherstellung abzubauen oder auch bei der
Herstellung von Nahrungsmitteln direkt in dem Herstellverfahren abzubauen bzw. unschadlich
zu machen.

[0010] Als pflanzliche Rohstoffe werden hiebei Getreide bzw. Getreideprodukte, Gréser, Obst
oder Gemiise sowie Zwischenprodukte welche diese Stoffe zu Herstellung von Nahrungs- oder
Futtermittel enthalten, wie beispielsweise Silage, Obstmaische oder dgl. verstanden.

[0011] Als Zusatzstoffe werden vor allem Futtermittelzusatze, Nahrungsmittelzusatze sowie
Zusatze zur Bioethanolherstellung verstanden.

[0012] Mit einem derartigen Verfahren gelingt es weiterhin, den Sphingolipidstoffwechsel, der
durch eine Wechselwirkung der Fumonisine mit dem Enzym Ceramidsynthase behindert wird,
aufrecht zu erhalten und gleichzeitig die Fumonisine biologisch zu nicht toxischen Substanzen
abzubauen. SchlieBlich kénnen technologische Anwendungen der Detoxifizierung erzielt wer-
den, da dieses Verfahren auch im gréBeren technischen MaBstab anwendbar ist, so dass mit
dem erfindungsgeméaBen Verfahren sicher und zuverlassig mykotoxinfreie Produkte hergestellt
werden konnen.

[0013] Die in dem erfindungsgemé&Ben Verfahren eingesetzten Nukleins&uresequenzen bzw.
die mittels dieser Nukleinsiuresequenzen in prokaryotischen und eukaryotischen Wirtszellen
exprimierten, in sauerstoffunabhangigem Milieu katalytisch wirkenden Enzyme sind nachfol-
gend aufgelistet.
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Sequenzen:

>Seq ID 1 (fum (Fumonisinkatabolismus) Gencluster, 15.420 bp)
TETCCGCGATCRGTARACTTCTACCGTGATCCTCGTTCGCCCACAKCATACATCACAGACRTCGGGATTTCCARCTGAAC
GGATCCCEGCCTACCGGCCCACATTTCCCGGAACECCATATGGGTGATTTCGACAATCCGGTTCCAGGCGARGATGGGTG
CGCCCCATTTAACCGCGGRTCGAAAGAGGTCGATCTGETCTTGTCCCTGARAGGTTTTTGGCGTGCAGGGATARACGACA
CCAAGTTGATGCTGGGACGTTATTGCGACGAAGGGAACCCCTTCGTGECGTGCCGTCACGACTCCAGGCAGAAGGTTTCC
CGTACCGGGACCCGGATTCGTGACAATCGCGGCEACCTETCCGGTGGTCTTGTAAATGCCCTCGGCCATATAGGCTGCGE
CGGCOTORTACCGCACCEGEACGAACAATATCCCATTGTCTTCGAGCGCAGCCAGGAGCGGATCCACCTCCGGCGACATE
AGGCCGAAGACATACCGGACGCCTTCGACGGCCARACATCGTGCCAATAATTCTCCGCCCGTGAGGCGCATGACGATCTC
CAGTACGAAAGETGACTGCCCAGGTTCCGECACATTCGCTGTGGTTAGT TGATGCGCTGATCGGCCAACCGACTGAGTGE
ACTTGGATGECCGCACCTTACCCTCTCGCGCATAACTCTCAGAT CCGGARACGGACCCCGACATTARRATAGCGECCGAC
CGGATCATAGGCAGAGCTCETCGGGCTGGARRAACTGCTGGGGTCATTCGTCGCTATTGGCGGATCTCGGTCGARCAAAT
TATTGACCGATAGAARCAGCTGCTGCTTCTGECCAAAAGCCGCGATGTCGARGGTCAATGTCGCGTCGETGTACCARACC
GCCGGAGCETGGTTCAAATTCGTATCGACGCCCTCCACATTGTCGGCATTGAACACCGATGCTGCGATGAAGCGCTGCTG
CACGAGAAGOGCCCAATCGTCCGTCGAATATCGCGCCTGGARGTTGGCCGACCAT TTTGECGTGTCCGETTETCCGAGCG
AACGGATGCCCGCCEAGCCGETCGCGATGCOATAGGCAGAGATATGGTGCGTTGCCAGCGCACGAAGACTGAACGTGCCG
CCGCCGACGGGGCETGAGTARTAGGCCTCGARGTCAATTCCCGCCGCTTTCTGGACAGCCAGGTTGAGATTGGGACCCGT
CACTGTGATGETGCCGTCCGGATTCTCCATTATGACCTCGCAGARGARGGTGTTTCCTGCATCGCACGCGTCGATTTCCT
GCTGGGEARCCAGGAAATCGATCGCGCCCTTCACCTTCACCACATAGCGATCGACCGARAACTGARACCCCGRCACGAAG
GCGGEECGTAGCACCGCGCCGAATGTAAGGACGTCCGCCTTTTCAGGGCGCARATCCGCGTTGCCGRCGRTARAGAACCG
CGTCTGCACAGCCTGTCCGCCATARATTGAATTGAGCETCGCCTGACGGCCGGEETCGARTAGCTCGACARGGCTTCECC
CGCGGATATCTOGCGARCGAETCGCGCEGARCCTGACGCCGTCGATCGGCTCATATTCTCCGCCCAGCTTCCAGGTTGTT
ACTCCACCGGACTGGCTGTAATCGGCATATCGGACGGCGCCGTTTARGT TCAGCGARCGTCCCAGCGCGCTGTCCTTCAG
AATCGEGACGCCGATTTCGACAAAACCTTCCTTGATGTCATAGCTTCCCGAGAAGGGAAGTCCGTTGTAGAGATTGARGC
CTCCAGGCCGACCTGCCTACGCCGCCGEAGCCCCCCTEATTCCCGTGATCGAGGTCRTCGCCTGCGATATCGCGTCGETT
P CCTGCCGRGCCTTCTCCTTGCGATATTCGATACCAGCGGCGACCGAGACCGRGCCCGCGCCGAACGACAGGCTATCGCC
GAGGTCGCCGGAAATCGTGAGTCCCGCCACATATTGCTCAAGCCTCAGCTGAGCGACGCCAT CAGCGGTGACATAGTCGA
TGGCCRACGCGCTCEGCAAGCCTETGCCGARGAGATTGAGCGECACGCARTCTTGGTCGACGCCGGCCAGTGTTGAACGG
CAGACGATATTGCCCGCGAGATCGCGEACCGCATCGACGECGGOGTAGAGATTGCGGTTGATGGTGAGATTGTTTTCACG
AAGCTCGAGGTCCGTARGGCCAAAGGAGGCCGAGCCATCGAGTTTCCAGCCATTGCCAATGTCTGCCCGGARGCCGECAG
CGCCGCGGTAGACCTTTGCGAAATTCTCGATTTCGACCAAGGGAAAGTCGCTTGAGAAGCGACCGACAACGATCGAAGCE
TGGGCATTTCTGTCCATGAGCGTCGCGAGTCGAGCCGGAAGGAAGGCGTTATCACGGARGATCCGGARATTATTCGAGCC
ACCGACATGCGATATTACGAATGCACCCAGETTGGTGTGGGARTARGCATAGGTGCCCTCCGCATACACCTGCACAGTGT
CGGACACATCATATGCGGCGCGTAGGAACGCGTTGTAGCGAAGCTGATCCGGGGCCARGCCGATATTCACGCGCGETCCA
TCGCCGCCGCTCTGGAACGACGAGCTCGTARAAT TCCCGTAGTCGAAGG TCCCTAGGACTCCTCCGGGCAARRACGCGAT
GCOTTTCAGAGEGCCAGACGTGACAAGTCCGCCATAGGATCCGCGAGAACTGCGARTATCGGGCACGACCGTCACGCCTG
TCGTAGCECCGEECACGEGATATTGGECCGGCGECGATGTCGARCCAGCGECGACCCGTTGCTTCATCBGCCCAGATTCCG
TCCTGTCGAAARTATTCGAAGCTGCCGAGCAAGTGCAACCGGTCGTCGGCARACGAAGTGCCGAAGGCEATCCARCCGCC
GTAGGACGGGAGGTCGCCGCGEGTTGAAACACCCEACTGGAGCTCGGCCCTGATECCTTCCAGATCTTCGTCGAGCACGA
AGTTGATGACGCCCGAAACGGCATCGGAACCGTACGCGECCGAGGCGCCGCCCETCACGACATCGACGCGCTTGACCARC
GCCTGCGGCAGCACGTTGATATCGACCGAGCCTGTGARATTGGTCGCGACGAAACGRT TGCCGTTCAGCAGGACGAGGTT
CCGGTTTGACCCOAGECCECGCATGTTGAGCAGETTCTGACCGCTGTTCCCCOTTCCAGRTATCGTGCCAGGGTTGGAGG
TOTTCAAGCTGTCOTTAAACACGEGCAGCTGGTTCAGTGCETCGGCAAGGTTGGTCGGAGATGCCTCCTTCARCTGCTCE
CTGGATACGECTGTAACCEECGTCAGCGAATTGARGCCGTTCTGRAGGCGGCTGCCGGTCACGACGATTTCGCTCETTCS
CCGRTCCGTETCCGCTTCETCCGECTGACCTATCCATGCGGGATCGCTATCCTGAGCACTGECAGAGACAGGARATGCGA
GGGTGCCCAGCGCTACTGCGCCGAGCARACTATT TGCCTTGCCGGGCTTTTCGATTCTGAACT TCCGATACATCTGCAGT
CCOTCCCGAATTGATAGGGACTCCATTTGAGTCCCCTTGTTTCTTGACGCCGCCGTCGCTCACCACGGTCCGETCGGAGE
CTAAGCGTCGGGCCTAAGGACCCGCAATTTGAACATCARATGCARTGAT CGGAGGCTTCATTGCACTTCGCGCATAGACT
GGCGCGGTAGCTGARAGTGCCAATAATCAGGGATTTTGCTGAACAGTTGCGGCATGACGTCCGGCATCGGCCACGCGRTT
GGCGQCATCEACGTGECTTTCGCETCGCCGCCCCTCARGCACCGGCGAGT TGCATTAARATGGGATGAGGCTGGAGAGAC
CCAAAATCTCTGAGGACCGCGCTGARCGCGCGATCCGTCGCCTCGAGGGTCTCCGTTACATCGTCAACTGTATGEGCCGC
AGAGAGAAACATATTGTGATAGGGATGAACATAGACGCCGCCCTTCAGGCACGCCGCGGCCCACCCATAGCCGATCCGAA
AATCGGGATCGTCCGCARAGAATATTTGCGGCATCTGCGCCGGGCCCETCTGCTTCAACTCARGACCATGGCGCTGRGAC
TGTGCCTCCAGECCTACCCECAGGGCAGCGCCECTGECCATCAGCGTTTCGAGATARGGCGTCTCTCGAATGATCCTCAG
GETTTCGATCGCGECCECCATCGGTACCGCAGAGRACCAGAAGGAGCCGGTCACARATATATCCCGCGCCGCATCGCECE
CCTTGTTCGAGCCCAGCAGEGCGGAGATCGGATAGCCATTCCCANAGCATTTTCCCCAGCAACTGAGATCGGGTTCGATA
CCCABATGCGTCCAGCTGCAATCGCGCGCCACCCGGAAACCTGCGCGCACATCGTCARCGACCAGRAGCGCACCGGTCTC
GTCACAACATTTTCGAGCGATGCGCGCGAACTCAAGCTGGGCGAGGGCCTGGTCCTCARATACTTCGTGTCOGARAGGTG
TGGCAMAGACAGCCGCAATATCGCCATCGTGCGCCTTGAACGCGTCCGATAAGCTTTGGGCGTCGTTATAGGTATARTAT
GCGACATGCACGCGATCGGARGCGAGAATCCCGECAGTATGCGGAGTATTCCACGEGGARGCGCCATGATAGGCGCCTTT
GGOGCATAATATGGTTTTGCGCCCCCTATGAGCACCCGCGAGAACCATCGCCGTTGAGGTGGCATCGCTGCCATTTTTGC
AGAACATCGCCCAATCCGCATGACGGACCATGCCCACARAGGCTTCGGCGAGGTTGACCATGATCTCCGAASGACCGETC
ATGGTGTCGCCGAGAAGTCGCTGCGCATCAGCCGCGGCTTCGATTTCGGAT TCCCGETARCCGAGCARATTTGGCCCATA
CGCGCACATATAGTCGATATAGGGCTGCTCGTCGECGTCCCARATTCGTGCCCCCAGCACGCGCCTGARGAACTGGGEGA
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ATTCTGGCGGCAGCAACCGTGTCGACTCGTGGCCGTACATCCCGCCCGGAATGACCCGTTCGGCGCGTTCTCTGAGATCT
TTCTGCCTTGTTCCGTTCGCCATAATGCACCTCTCGCGATAAATAATGGGTAAAAATCCACGAAATTCAACGATTCGTGA
TCTGAAAGAGATATATCTTGTAATATACTGTATAATTATACACAATGCGCAATCGGACGACGGGATAGCGGGGCAGGGAG
GACGGGGAAATCTATGCGGAACGTCAGCGACAAGGCGCCGCCCCACGAGACGCTCACCGTAGTCGTCGCGGCAATGATCG
TTGGCACGGCCGCCTTGATGGTGCTTGGAATACAGCCCATCL11LrLbbCGCCL11blAGAGGAGGGGCGTATTCCCGCC
GAGGGGTTGGGATCGGCGGCAACGGTGGAAATACTGGCGATCGCGGCGGGAACATGCATCGGACCCGTTCTTATGAAGAC
GGGATAICTGCGGGCGAAATGCGCGGCACTCTGCTTAATGCTCGCCGCAATCAACTTCGGATTGACGTTGCCGGGTTTCG
ATTTGCCCATCGTGGCTTGCCGAGCGGCAGCGGGAGCCCTGGAAGGTCTTTCGCTCAGCGCGGCGATCCTGATCATGACT
CATAATCGGCGGCCGGACCGGCTGAGCGGAATATTTCTGGGCGCGCAGACGATACCGCAGGTAATATCTGCTTATTTGCT
CCCGACGGAGATTATTCCGCGCTGGGGGAGCGCAGGCGGCTTCACGATCCTGGGCATTCTCGCGGCGATCGCCGCGATCG
CGGCTCTGTGCCTCGTCGATCGCGTTGAGCTCGATCCGACGACCGTTAACGACGACTTGCAGTGGTCACCCGCGGCGATC
GTCATTTCGATGGCGGCATTCGTTCAATTCTCGGGGGTCGGTGCCGCATGGAGCTATCTGGAGCGACTGGCTGCGCAGCA
CGGATTTTCGGGAGAAACGATCGGTATCGCCATTTCCGGGAGTTTGCTTTGCCAGGTAGGCGGGGCTTGGCTGGCCGCTT
GGATCGGTGGGCGGGTCGGATATCGCTTCGCCTTAATCGCTGGGAGCCTGCTTCAGGCGGGCAACGTGATCGCATTGGCG
GTGGCCGATCAGCCAAGCTGGTTTATTTCCGCTTCCTGTGCTTTCGGCCTGTTCTGGTTGGCGATGCAGCCCTTCCAAAT
CCGCTTCGCGATCGCGATAGATAACAGCCGGCAGCTTGCTGTACTGCTGACGCCGATCGCCCTCGTCGGGTTGAGCGCGG
GGCCCTTGTTGCTCTCTCGCTTTGCCGGGGCGACCGACTTGCGCTGGATCTTTGTGGGGAGTTCGACCTTGTTGCTGGCC
AGCGCGCTTCTGTATCTTTGCGCTTCTCTGTTTCAACCGCGCGGAAAGGTGATCGCTGAAACGGTGGACGTATGAAAAAG
ACGGATCGGGGTTCGCGATGACATCGCAGGTCAAGCTTCGTAGCGCGGCAAAGCGGCCGCGCAGTCCTAAAAGCGAGCGA
GGTCTTGCTCGTTACGAGTCCTTGCTTGATGCGACCGACAGGCTGTTGGTCGATCTAGACCCCGATCAGGTCGGTCTCTA
TCAGATTGCAGAGGAAGCGGGTGCCTCACCGTCGTCCGTCTATCATTTCTTTCCGACCAAGGAAGTGGCTCATCTCGCTC
TGATGCGCCGCTATCTGGAGGGGCTCCGGAATCTCGACGCGATGGAAGTCGACATCGGCCAGCTCGAAAGCTGGCAGGAC
CTGATGAAGTTGGATCAGATCAGGGCGCGAGACTATTATAATAGCCACCCGCCCGCCCTCAAGCTTCTGTTCGGCGGATA
TGGCGGGGTCGAGGCCAGAAAGCTTGACGAGCGATACTCCGAGGAAATCGTGAGCTCCATGTATGGCAGATACAACGGCA
TTTTCCATATGCCGCAAATGGAGAATGAGGCTCTCATGTTCACGATCTGCTTCGCAATTCTCGACGCGGTATGGGCCGTC
TCCTTTCGCCGGTTCGGTGAAATTACGTCGGATTTTCTTCGGGAGGGGCAAGCGGCTTGCATTGCCTATTGCCGACACTA
TCTGCCCGAGCGAACGCCATCAGCGTGAATCCGTTCAACGATATGCAGGAATGTCCGTTGCGTTGAGTTCGGTTCTGAGT
TCGGTCGGTTAGGAGGCCCCGCGATAAACCAACGCTCTTCTGTCGAAGGGATGTCGCCTGGTTCGACCAGGCCCTGCGAA
GTCAGCCGCAATCAACGAGGCAGATGTCAACGTGGCCAGCAAGTTCAACTGTGAGTTACTCGATCTGCGATCATTTGTTG
CGGTGTATGAAACGCGAAGTTTTAGCCACGCCGCGCGGCTTCTGAATCAATCGCAGCCCGCGCTCAGCCGGAGAATCCAG
CGCCTCGAGAGTCTCGTGGGCGGTCCGTTGTTCGAGCGGACCAGTCGGTCGCTTGCCGAAACGGCGCTCGGCAAAGAGTT
GCTCCCGGTCGCCCACCGAGCGTTGGAACTTGTCGATACGTCGCTGTTTGCGTCGCCCAATGTCCGGGAGTTCCGCTGGA
CAGACATCACGATTGCCTGTGTACAGACCGCCGCCTTCCATGTTCTCCCGCGAGCTGCGCGCTTGTACATGGATCAAAAT
CCGAGGGTCCGACTCCGCATCCTTGACGTGCCGGCGGTCGAGGCTGCGGACCTGGTTGCGAGCGGCGAGGCGGAGTTCGG
CATCAGCATTGAGAGCCTGTTGCCATCAAGCCTGCGGTTCGATGCGCTCCACGAGGACCCGTTCGGCCTGGCATGCCACC
GAAGCCATCCGCTGGCGTCGCTCGAGATCCTTGAATGGACGCAATTGAAAGGTGAAAGCCTGATCGCCGTTCACCGTGCG
AGCCGGAACCGCACGTTGCTCGATGCCGAACTCGCGCGCAACAATATCGCGCTGGAATGGCGGTATGAGGTCGCGCATCT
GACGACGGCGCTGGGATTGATCGATGCGCAATTGGGTGTCGCTGTTATGCCCCGCATGGTTATGCCCCGCTCGGGTCGGT
CGGAGGTCGTCTGGCGCCCCGTCGTCGCGCCGGTCGTCCAACGCACGATCGGCATCGTTCAGCGCCGCACCGGCTCGATG
CACCCTGCCGCACAGCAATTGCTTGCGCGGCTCCGCGCGGCCTGGTCGTCCGCCAATCTGGGCGACATCGCGTCTCGCGA
AGATGGGGCATCGTGACACGCGTTCTATGCGCCTGCAGCATCGATGCTCACGATCATTGCATTTGCTGAGAGACGAACGC
GAAGATACCGCTGGGTCACAGGATATCAGTCCATCGAGGCGGGAGAGAAATGTGTGAAAGAGCACCAATGCCGTGGCGGC
CGGGCGTCCCCCGCTGCGCCCGCCACGTGGCTTGCGCGGATCAGCGTTTCCCGGGGGGCCTCCGCCATCGCCTGGACCTT
CATGCTTGGCGCAACTGCCATTCCCGTGGCTGCGCAAACTGACGATCCGAAGCTCGTTCGTCATACCCAGTCGGGCGCCG
TCGAGGGCGTCGAGGGCGACGTCGAGACTTTTTTGGGAATACCCTTCGCGGCTCCGCCGGTCGGCGACCTGCGATGGCGG
CCGCCGGCTCCGCCGAGGGCGTGGGCGGGCACCAGGGACGGCCGCCGCTTTGCGCCCGATTGCATCGGGAACGAGCGGCT
TAGAGAGGGGAGCCGGGCTGCCGGGACGAGCGAAGACTGCCTCTATCTGAATATCTGGTCTCCCAAACAGGTCGGTAAGG
GGGGGCTCCCCGTCATGATCTGGGTTTACGGCGGTGGGTTTAGCGGCGGTTCTGGCGCGGTGCCATATTATGACGGCTCT
GCGCTCGCGCAGAAGGGCGTGGTGGTCGTCACGTTCAACTATCGCGCCGGGATTCTGGGCTTTCTTGCCCATCCGGCGCT
TTCAAAGGAAAGTCCGAATGGCGTGTCGGGCAACTATGGTCTTCTCGACATGCTCGCGGCGTTCAAATGGGTTCAGAACA
ACATAAGGGAGTTCGGCGGAGACCCGAACCGTGTCACGGTCTTTGGCGAGTCCGCCGGCGCGAGCGCGCTCGGACTGCTC
CTGACCTCGCCGCTCAGTGAGAGCGCCTTCAATCAGGCGATACTGCAAAGTCCGGGTCTGGCCAGGCCGCTCGCCACGCT
TTCTGAAAGCGAAGCGAATGGGCTGGAGCTGGGAGCCGATATTTCTGCTCTACGGCGTGCCGATGCGGGCGAATTGACGA
AGATCGCGCAATCGCGAATACCCATGTCGCGCCAGTTCACCAAGCCGCGGCCGATGGGTCCGATTCTGGACGGCTATGTT
TTGCGCACCCTTGACGTCGATGCCTTCGCCAAGGGGGCCTTCCGCAAGATACCCGTTCTGGTCGGCGGAAACGCCGACGA
AGGGCGCGCTTTTACGGATCGCCTGCCGGTCAAAACGGTCCTTGAATATCGAGCCTATCTCACAGAACAATTTGGTGACG
AGGCGGACGCATGGGAGCGTTGTTATCCCGCGAACTCCGACGCCGACGTCCCCGLLbLLb1leCCGLLLLLLLhGGGAT
AGTCAGTTCAACAACGGGATCGAGCTGCTCTCGGCAGCCTTCGCGAAATGGCGAACGCCGCTTTGGAGATATCGCTTTAC
GGGCATTCCAGGAGCCGGCCGTCGCCCCGCCACGCATGGAGACGAAATTCCCTATGTCTTCGCAAATCTGGGGCCGTCGT
CCGTATCTATGTTTGGGTCGCTCGAAGGCGGCGCCGGGGCGTCGGACATCAAACTTGCGACCGAAATGTCCGCGGCCTGG
GTGAGCTTCGCGGTGCACGGGGTCCCCGATCAGGGCACGAAATCGCACTGGCCGCGCTTCGAGCGGCGAGGGGAGATCAT
GACTTTTGGTTCGCAGGTTGGCTCTGGGGAAGGTCTTGGAGTTTCGCCGAGCAAAGCCTGCCAACCCTCAAAATAGCGCC
CGGCCTGTGCGTGCTTCAGCACGCCGTCCCGCTTTGCGGGCGACGGGCTGTGCCCTCTGCCTAGAAGGAAGTAAGTTGCG
CTACGACGTCGCGATAATTGGAGGTGGCAACGCTGCATTGACGGCAGCCGTGACGGCGCGTGAAGCGGGGGCCTCGGTTC
TTGTGATCGAGCATGCGCCGCGCGCCATGCGCGGCGGCAACAGTCGTCACACACGCAATATGCGTACGATGCACGAACGT
CCCCTGTCGCCGTTGACCGGTGAATATTCGGCGGACGAATATTGGAATGATCTTGTCCGCGTCACGGGGGGGCGCACCGA
CGAAGAACTCGCGCGGCTCGTTATCCGCAACACCACCGACGCTATTCCCTTCATGACGCGCTGCGGTGTGCGTTTCCAGC
COTCGECTETCEEECACGCTGAGTTTATCGCGAACCAACGCATTCTTCCTTGGCGGCGGGAAGGCGCTTGTARACGUATAT

4/65



patentamt

> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15

TACGCCACGECCGAACGGCTAGGCGTCCGATATTCTCTATGATTCTGAGGTGACCGAGATCAACCTTCAGCAAGGCGTCGT
GCAGCATCTGCAATTGCGCAGCCGGGEATTCCCTGTCEAAGTGGAAGCCAAGGECTGCCATCGCCTCGTCCGGAGGATTCC
AGGCAAATCTTGACTGGCTCTCARGCGCATGGEGECCTGCTGCGGCGARCT TCATCGTACGGGGCACGCCATATGCGACT
GGCACGETGCTCAAGAACCTETTGGAGCAAGGCGTCECCTCGGTGGGAGATCCAACCCAATGCCATGCTGTCGCGATCGA
TGGGCEAGCGCCCAAATACGACGGCCECATCGTCACACEACTGGACTGCGTTCCCTTCTCGATCGTCGTCAACAAGGALG
COTTGCGCTTCTACGATCAASGCCARGATGTGTGGCCGAAGCGTTACGCCATATGGAGTCGCTTGGTGGCACAGCAGCCT
GATCAGATCGCTTTCAGCATAATCGATCGGCAGGCCGAAGACCTCTTCATGCCGTCAGTGTTCCCCCCCGTGCAAGCGGA
CACCATCGCGRCTCTEECOGAGAAACTCCGTCTCGAATCCCGTAACCCTGGAACGCACGGTGGCCGAATTCAACGCCGCAT
GCGTECCCEACGAATTCGGCGGCCARGATCTCGACGACCTCCACACCGAGGGARTCGAACCAARGAAATCCAACTGGGCC
CGACCGATTATTGTGCCCCCETTCAGCGCCTATCCTCTCCGGCCCGGEGATCACCTTCACCTATCTCGGCGTCAAGGTAGA
CAGCCATGOGCAGETCAT CATGGAGACAGGTGAGCCCACAAAARACCTGTTTCCTTCCEGGGGAAATAATGGCGGGCAGCA
TTCTCRGECCAAGGTTATCTCGCTGCATTTGGAATGECCATTGGTACCGTATTCGGCCGCATCGCGGGTTGGGAGGCCGCA
CGTCATGCAGGATTTTGATCTCGTARARATGCTGTCTGACTTGCCGTCEGCECCGGACCTGCGARGCCAGGCGCGTTATGE
AGGTGTGCAACGCGTGCCGCTATTGCGAAGGETTCTGCGCGGTATTTCCTGCAATGACCTTGCAGCETCATTTCGCCAGC
GGCGATCTCAGCCACCTCRCCAATCTCTGCCACTCATGCCARGETTGCTATTACGCCTGCCAATACGCCCCTCCGCATGA
GTTCGGAATAAACGTTCCAAAGGCGCTCTCGEAGTTGCGGCTCGAGAGCTACGAGCAGCATGCTTGEGCCCCGGCCGETCG
CCGCTCTCTATCGCAAGAATGCGCTCATCATTTCCATCTTGTCGGCGGCATGCATAACCGGCETCCTTCTGCTTGCCGCC
ATCTTCAACGGGGATGCACTTTTCGCGAAACACGCATCGETCCCCEGGECECETTTTACAACGTTATTCCTTATCAGGE
CGATGATTGCCETCECCGCEACCACATTTCTTTATTCCGCGCTGGCGCTGECGATCAGTCTCGTTCGCTTTTCGCGGACGA
TCGEGTCTGGGARTTAAGGTTCTTTATCAGCACGTGCCGGTTCTTCGGGCGCTACGCGATGCGGCGACTCTGCGATATCTC
GGCGGCAGCCACCACEAGGGGTGTAACCACGCGEACCAGACATTTTCGACCGACCCGECGAARATTTCATCACGCCCTTGC
CTATGGCTTCGGACTTTATTTCGCGECCACAGCCACGEECACGATCTACGATCATATGTTCGGCTGGCCGGCGCCCTATG

CTTTTCAGCTTGCCGGETCGTCCTAGGGACCATTGRGGGGATCGGAATGGTCGTGEGCECEATCGGCCTACTCTGECTC

AAGCTGEGCCGGCGAAGACGCTCCTCGAT CACCGGCACTGCTTGEGCCGEATGTTGCCCTAGTTGGTGCTTCTGCTTGCCAT
AGCGECAACGEACCTCCTCCTTTTAGCGGTCCGCAGCACCGAAGT CATGGGCETCGCGCTCGCCGTCCATCTCGGCGTCG
TCTTGECCTTCTTTTTGGTGATGCCATACAGCARATTTGTCCACGGTATCTTCAGGCTCACGGCTCTCGTGCGCCATCAT
GCTGACCGCGAGGCAAGTARTGGCTTCGCCTCCAGCCCTCCCACGAARARCGGGTTAAACAATGGAACATATGARGTCCGT
TCGCGATCGCAGTAGCGTCATGCAGATCGTGAGAGTGGCCGAGTCGCAACTGTCTCCAGCAATATGATTTCTTCGTTTACG
GOTTCTATGCGGCATATATTGCGACAAGCTTTTTTCCGACCGGCGATAACGCGACATCGCTCATGCTTTCATTGGCCACT
TTTEGCGCTGETTTCCTCATGAGGCCCTTGGGGECAATT TTTCTCGGGTCCTACATCGATCGCGTCGGGCGTCGGRARGG
CCTGATCGTGACACTCGCGATCATGGCCETCGGAACCCTCACCATTGCGATGACTCCAAGCTATGAGGCAATTGGATTAC
TOGCACCGETTATCGTGCTCETCGEGCEACTTTTGCAGEGTTTTTCCGCTGGAGCAGAGTCGGGTGGCGTCTCAGTGTAC
TTGGCGGAAATTGCGTCGCCCAAATCCAGAGGCTTCTTCACCTCGTGGCAGTCTGCCAGCCAGCAGGTGGCCETCATGAT
CGCCGCCECGATCGETCTTGCGCTGCAATCAACGCTTTCACCGGAGCAAATGAACGACTGGGGATGGCGGGTGCCCTTGT
TGATCGGATGCTTCATTATCCCCGTGATACTCTGECTGCGCCEETCTCTCCCGGAAACGARAGCCTATCTCCACATGGAG
CACAAGGCGCATTCGATCGGCGAATCCCTCCGCGAATTGCAACAGAGCTGGGGGCTGATCTTGACGGGCATGGCGATGTC
GATCCTCACGACGACCACCTTTTACATGATTACCGCCTATACGCCGACATTTGGCGAGAARGCACTCGGACTGAGCCCGC
AAGATGTCCTGCTGGTTACCATCATGETCEGCATGTCGAACT TCCTGTGGCTTCCEGATCGEGEGTGCTCTCTCGGATCGT
ATCCCTAGAACCCCGATCOTACTGGTCETGCCGETCACCATTCTCGCCATCGCCTTTCCCCTGATGAGCTGGCTCGTCGC
GGCACCGACATTCGGAGCGC TTGCAGCTGTTCTGCTGACTTTCTCCGCATGCT TTGGACTCTATAATGGGGCGCTCATCG
CEAGACTCACCGAGATTATGCCTCCCGCCATTAGAACCCTTEECTTCTCGCTGGCGTTCAGTCTCGCGACCTCGCTGTTC
GGCEGCTTCACCCCATTCGTAACTACGECGCTAATCCACGCCACGGGCAGCAATTCCGCGCCTGCAATCTGGCTCTGTTT
TECGGCTTTCATCAGCTTCGTCGGTGTGGCCGCATCGACCCEGCTGAGCCGGCCARTCGCCGARGGCGCCAGATAGGACA
ATCAGAGAATGCCCGTGCGGCAATGAAGCGAGATTCGGGCGGTAGGTGCGCTGECEECACTTCGCGARGAGCCGTTGCEE
ACGGCTGAAACGATGATGGETATGAARTGGGCTAAGACATGACAGCAGTAGTTTACCGARATGGCGAACTTGTCCTGGGEGC
CTATGCTGATCCGATACCCGCCECCEEGCACGTACTCGTCAAGACCAGAGCATGCGGCATCTGCGGATCTGACCTTCATT
TTTGCGATCATGCGCAGGCGTTTACGAACCTTGCATCGCGGGCGEGGTATCGCCTCTATGGAAGT TGATTTGTGTCGAGAL
ATCGTTCTGGGGCATGAATTCTGTGECAAGAT TATGGAGT TCEAGCCCTCTGCGGATCGTCGCTTCAAACCCGGACAGCT
TETCTGCTCECTGCCGCTGECGATCGRTCCCACCCEAGCGCGRACGATTGECTACTCCGGATGAGTATCCCGGCGGGCTCG
GCGAATATATGGTCCTCACGGAAGCGCTCTTGCTGCCTGTTCCGARCGGCCTTCCGECGACCTGCGCGGCGTTGACGGAG
CCGATGGCGGTGEEATGGCATCCCGTCGAGATCGCGCAGGTTCARCCACATCACATCCCTGTGGTGATCGGGTGCEGACC
GGTCGGETTGGCAGTCGTCGCTGCCCTEGAAACATAAGCAAGTTGCTCCGATTATTGCGTCGGAT CCATCGCCCGATCGGC
GTGCTCTTGCTCTGCGGATEGGCECCEACGCCETTGTCEGATCCGCGCGAAGAATCACCCTTTCGCCAGGCCGAGAAGATC
GCACGCCCAETCGGACAAGGTGGEECCCTGTCCAGCTCATTGCTGTCAAAGTCTCAAATGATATTCGAATGCGTAGEEGT
GCCGCGCATGCTTCGGCATGCEGATGGACGGCGCGTCCCACGGGTCCGAGATCATGGTCGTTGGCGCATGCATGCAGCCGE
ACGCCATCGAGCCCATGATCGGGATCTTTAAAGCGCTCACGATCAAATTCTCGCGAACTTACACGGGTGAGGAATTCGCC
GCGGTGCTTCACATGATAGETGAGGGCGCACTCGACGTATCTCCGCTCGTTACCGATGTGATTGGCCTGTCCGATGTCCC
GTCCGCGTTTGAGGCTCTACGGAGTCCAGGCGCCCAAGCARAAGTGATTGTGGACCCTTGGCGCTGAGCCTGAGGATECC
AAGGCTGCGACCTTGGGCATCGTCARAGAACGECGACCTTGACCCCGGTATGTGAACATCCCCATATTCTTCCGCAGCTGAR
GCAGTTGATAAACATGCCAAAATATGAACTGTAGTATTGCGTCGGGGTTCTCATTGTGGGGTTTGCCATIGTCATCGCTC
GCACCCGECGACARMAGATTAGATGTACTTCCGATAATCCGTGCTCTCGACCTGGCCTTCCTTCATATATTTCAGGACCTC
TCCGACCATGCGTGCGGCGCGGATCEECATCGGCAGGCGTTGETTCATCTGEGTCCAGTTCCAGTTGATCTTCGTAAGAG
AGRACACCTCCTCGGCTAACTGCECCGCGCTACTATCGCAGGATCGTCTCGAGCGTYCGC

>Seq ID 2 (fumA)
ATGCGEAACCTCAGCGACAAGGCECCGCCCCACGAGACGCTCACCETACT CATCECAGCAATGATCETTGGCACGGCCEC
CTTGATGETCCTTAGAATACAGCCCATCCTTCTCGGCECCCTTGTAGAGGAGGGECGTAT TCCCGCCGAGGGGTTGGEAT
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CGECGECAACGGTGGAAATACTGGCGATCGCGGCGGGAACATGCATCGGACCCGTTCTTATGAAGACCGGATATCTGCGG
GCGAARTGCGCGGCACTCTGCTTAATGCTCGCCGCAATCAACTTCSGATTGACCTTGCCGEETTTCGATTTGCCCATCGT
GECTTECCEAGCGGCAGCAEGACCCCTECAAGETCTTTCGCTCAGCGCGGCGATCCTGATCATGACTCATARTCGGCEGL
CGEACCGECTGAGCGGAATATTTCTGGGCGCGCAGACGATACCGCAGGTAATATCTGCTTATTTGCTCCCGACGGAGATT
ATTCCGCGCTGECEGAGCECAGGCEGCTTCACGATCCTGGEGCATTCTCECGGCGATCEGCCGCGATCGCGGCTCTGTGCCT
CeTCEATCECGTTGAGCTCGATCCCACGACCATTAACGACGACTTGCAGTGGTCACCCGCGGCGATCGTCATTTCGATGG
CGCCATTCGTTCAATTCTCGGGGETCAGTGCCECATGGAGCTATCTGGAGCCACTCGCTGCGCAGCACGGATTTTCGGGA
GARACGATCGGTATCGCCATTTCCGGGAGTTTGCTTTGCCAGGTAGGCEGGGCTTGGCTGECCECTTGEATCGRTGGGCE
GETCEGATATCGCTTCGCCTTAATCCCTGGGACCCTECTTCAGGCGGGCAACGTGATCGCATTGGCGGTGECCGAT CAGT
CARAGCTGGTTTATTTCCGCTTCCTGTGCTTTCGGCCTGTTCTGETTGGCGATGCAGCCCTTCCARATCCGCTTCGCGATC
GCGATAGATAACACCCEGCAGCTTGCTGTACTGCTGACGCCEATCGCCCTCGTCAGETTGAGCGCCGGEECCCTTGTTGET
CTCTCECTTTGCCECEECEACCCACTTGCGCTGGATCTTTGTGEEGAGT TCGACCTTGTTGCTGGCCAGCGCGCTTCTGT
ATCTTTGCGCTTCTCTGTTTCAACCGCGCGGAARGGTGATCGCTGAAACGGTGGACGTA

>Seq ID 4 (fumB)
ATGACATCGCAGGTCAAGCTTCGTAGCGCGGUARAGCEECCGCGCAGTCCTAAAAGCGAGCGAGETCTTGCTCGTTACGA
GICCTIGCTTGATGCGACCGACAGGCTGTTGETCGATCTAGACCCCGATCAGGTCGGTCTCTATCAGATTGCAGAGGAAG
CGEETGCCTCACCETCETCCGTCTATCAT TTCTTTCCGACCARGGARGTGGCTCATCTCGCTCTGATGCGCCGCTATCTG
GAGGEGCTCCGGAATCTCEACGCGATGEAAGTCGACATCGGCCAGCTCGARAGCTGGCAGGACCTGATGAAGTTGGATCA
GATCAGGGCGCGAGACTATTATAATAGCCACCCECCCGCCCTCAAGCTTCTGTTCGGUGGATATCGCGAGGTCGAGECCA
GARAGCTTGACGAGCGATACTCCGAGGAAATCATGAGCTCCATGTATGGCAGATACAACGGCATTTTCCATATGCCGCAR
ATGGAGAATGAGGCTCTCATGTTCACGATCTGCTTCGCAATTCTCGACGCGETATGGGCCETCTCCTTTCGCCGGTTCGG
TGARATTACGTCGGATTTTCTTCGEGACEGECARGCOGCTTGCATTGCCTATTGCCGACACTATCTGCCCGAGCGAACGT
CATCAGCGTGA

>Seq ID 6 (fumC)
GTGGCCAGCAAGTTCAACTGTGAGT TACTCGATCTGCGATCATT TG TTGCGGTGTATGARACGCGAAGTTTTAGCCACGT
CGCGCGECTTCTGAATCAATCGCAGCCCGCECTCAGCCGGAGAATCCAGCGCCTCGAGAGTCTCGTGGGCGGTCCETTGT
TCGAGCGGACCAGTCGGTCGCTTGCCGAAACGGCECTCGGCARRGAGT TGCTCCCEGTCGCCCACCEAGCGTTGEAACTT
GTCEATACGTCGCTETTTGCGTCGCCCAATGTCCAEGAGTTCCACTAGACAGACATCACGATTGCCTGTGTACAGACCGC
CGCCTTCCATGTTCTCCCGCGAGCTGCGCECTTGTACATGGATCAAAAT CCGAGGETCCGACTCCGCATCCTTGACGTGC
CGGCGGTCGAGECTGCGGACCTGATTGCGAGCEGLGAGGCGGAGTTCCGCATCAGCATTGAGAGCCTGTTGCCATCARGC
CTGCEGTTCGATGCGCTCCACGAGGACCCGTTCGECCTEECATECCACCGAAGCCATCCGCTGECGTCGCTCEAGATCCT
TGAATGGACGCAATTGAAAGGTGARAGCCTGATCECCETTCACCGTGCGAGCCGGAACCGCACGTTGCTCGATGCCGARC
TCGOGCGRCAACARTATCGCGCTGGAATGGCEGTATGAGETCGCGCATCTGACGACGGCGCTGGGATTGATCGATGCGCAA
TTGEETETCGCTCTTATCCCCCGCATGGTTATGCCCCECTCGGATCAETCEEAGETCATCTAGCGCCCCGTCGTCECECC
COTCCTCCAACGCACGATCGGCATCETT CAGCGCCGCACCGRCTCGATGCACCCTGCCCCACAGCAATTGCTTGCGCGEC
TCCECGCEGCCTGETCGTCCGCCARTCTGEGECEACATCGCGTCTCGCGAAGATGGGGCATCATGA

>8eq ID 8 (fumD)
GTGAAAGAGCACCAATGCCGTGGCGECCAGECETCCCCCGCTGCGCCCGCCACGTGGCTTGCGCGEATCAGCGTTTCCCG
GOGAGCCTCCGCCATCGCCTGRACCTTCATGCTTGGCGCARCTGCCATTCCCGTGGCTGCGCARACTGACGATCCGRAGC
TCGTTCATCATACCCAGTCAGACGCCATCGAGEECATCRAGCECGACGTCGAGACTTTTTTGGGAATACCCTTCGCGGLT
CCGCCGATCGECGACCTGCGATGECERCCACCAGCTCCGCCGAGGECGTEGGCGGGCACCAGGGACGECCGCCECTTTGE
GCCCGATTGCATCGGGAACGAGCOGCTTAGACAGGEGAGCCGGGCTGCCEGGACGAGCGARGACTGCCTCTATCTGARTA
TCTGETCTCCCAAACAGETCGGTAAGEAGEEGCTCCCCGTCATGATC TGEGTTTACGGCGGTEEETTTAGCGGCGETTCT
CGCGCEETECCATATTATGACGECTCTGCGCTCGCGCAGARGGGCGTGGTGGTCGTCACGTTCARCTATCGCGCCGGGAT
TCTGGGCTTTCTTGCCCATCCGGCGCTTTCARAGGARAGTCCGAATGGCETGTCGGGCARCTATGGTCTTCTCGACATGE
TCGCGECETTCARATGGGTTCAGAACAACATARGGGACTTCAGCGGAGACCCGAACCGTGTCACGETCTTTGGCGAGTCC
GCCGECECEAGCECECTCGGACTGOTCCTGACCTCGCCGCTCAGTGAGAGCGCCTTCARTCAGGCGATACTGCARAGTCC
GGGTCTGGCCAGGCCGUTCGCCACGCTTTCTGARACCCARAGCGAATGGECTGGAGCTGGGAGCCEATATTTCTGCTCTAC
GGCGTECCGATGCGEGCCAATTGACGAAGATCGCGCAATCGCGAATACCCATGTCGCGCCAGT TCACCAAGCOGCGECCE
ATGGGTCOGATTCTGGACGGCTATGTTTTGCGCACCCTTGACGTCGATGCCTTCGCCARGGRGECCTTCCGCARGATACT
CGTTCTGETCGECGEARACGCCGACGARAGEGCGCECTTTTACGGATCGCCTGCCGETCAARACGETCCTTGARTATCGAG
CCTATCTCACAGAACAATTTGGTGACGAGGCGGACGCATGRGAGCETTRTTATCCCGCCAACT CCGACGCCGACGTCCCT
GCCGCCATTECCCGTCTTTTTGEGGATAGTCAGTTCAACAACGGGATCGAGCTGCTCTCGECAGCCTTCGCGRAARTGGCE
AACGCCGCTTTGGAGATATCGCTTTACGEGCATTCCAGGAGCCEECCGTCGCCCCGCCACGCATCGAGACGARRTTCCCT
ATGTCTTCGCAAATCTGGGGCCGTCATCCATATCTATGTTTGEETCACTCGAAGGCGGCGCCEEEECETCGGACATCAAA
CTTGCEACCEAAATGTCCGCGECCTEEGTGAGCTTCACGGTGCACGECGTCCCCGATCAGGGCACGARATCGCACTGGCC
GCGCTTCRAGCGECGAGGGEAGATCATAACTTTTCGTTCGCAGETTGGCTCTGEGGARGETCTTGGASTTTCGCCGAGCA
ARGCCTGCCAACCCTCAAAATAG

>Seq ID 10 (fumkE)
TTEGAGTTTCECCCAGCARAGCCTEGCCAACCCTCARRATAGCGCCCGECCTETGCGTGCTTCAGCACGCCETCCCEETTT
GCGGECOACERACTETACCCTCTGCCTAGAAGGAAGTAAGTTGCGCTACGACGTCGUGATAATTGGAGGTGGCAACGCTE
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CATTGACGGCAGCCGTGACGGCGCGTGAAGCGGGGGCCTCGGTTCTTGTGATCGAGCATGCGCCGCGCGCCATGCGCGGC
GGCAACAGTCGTCACACACGCAATATGCGTACGATGCACGAACGTCCCCTGTCGCCGTTGACCGGTGAATATTCGGCGGA
CEAATATTGGAATGATCTTETCCCCGTCACGGGGEEGCECACCGACGARGAACTCGCGCGGCTCGTTATCCGCAACACCA
CCGACGCTATTCCCTTCATGACGCGCTGCGETGTGCETTTCCAGCCCTCGCTGTCGGGCACGCTGAGTTTATCGCGAACC
AACGCATTCTTCCTTCGCGGCGGGRAGECGCTTGTAAACGCATATTACGCCACGGCCGAACGECTAGGCGTCGATATTCT
CTATGATTCTGAGGTGACCGAGATCAACCTTCAGCAAGECETCGTGCAGCGTCTGCAATTGCGCAGCCGGGGATTCCCTG
TCGAAGTGGAAGCCARGGCTGCCATCGCCTCGTCCGEAGGATT CCAGGCARATCTTGACTGRCTCTCAAGCGCATGGEGE
CCTGCTGCGGCGAACTTCATCGTACGGGGCACGCCAIATGCGACTGGCACGGTGCTCAAGAACCTGTTGGAGCAAGGCGT
CECOTCGETGRGAGATCCAACCCAATGCCATGCTGTCGCGATCEATGGGCGAGCGCCCARATACGACGGCGGCATCGTCA
CACGACTCGACTGCGTTCCCTTCTCGATCOTCGTCAACARGGACGCCTTGCGCTTCTACGATGAAGGCGAAGATGTCTEG
CCGAAGCGTTACCCCATATGEGGTCACTTGETGECACAGCAGCCTGATCAGATCGCTTTCAGCATAATCGATCGGCAGGT
CeAAGACCTCTTCATCCCGTCAGTGT TCCCCCCCGTGCARGCGGACACGATCGCGGGTCTGECCGAGAAACTCGGTCTGA
ATCCCGTAACCCTGGAACGCACGGTGGCCGAATTCAACGCCGCATGCGTGCCCGGCGAATTCGGCGGCCAAGATCTCGAC
GACCTCCACACCGAGGGAATCGAACCAAAGAAATCCAACTGGGCCCGACCGATTATTGTGCCCCCGTTCAGCGCCTATCC
P OTCCRGCCCGEEATCACCTTCACCTATCTCGGCGTCAAGGTAGACAGCCGTGCGCGGGTCATCATGGAGACAGGTGAGC
CGACAAAAAACCTGTTTGCTTCGGGGGAAATAATGGCGGGCAGCATTCTCGGCCAAGGTTATCTCGCTGGATTTGGAATG
GCGATTCCTACCGTATTCGGCCCCAT CGCGGETTGGGAGGCCGCACGTCATGCAGGATTTTGA

>Seq ID 12 (fumF)
ATGCAGGATTTTGATCTCGTAAAAATGCTGTCTGACTTGCCGTCGGCGCCGGAGCTGGAAGCCAGGCGCGTTATGGAGGT
GTGCAACGCGTGCCGCTATTGCGAAGGGTTCTGCGCGGTATTTCCTGCAATGACCTTGCAGCGTCATTTCGCCAGCGGCG
ATCTCAGCCACCTCGCCAATCTCTGCCACTCGTGCCAAGGTTGCTATTACGCCTGCCAATACGCCCCTCCGCATGAGTTC
GGAATAAACGTTCCAAAGGCGCTGTCGGAGTTGCGGCTCGAGAGCTACGAGCAGCATGCTTGGCCCCGGCCGGTCGCCGC
TCTCTATCGCAAGAATGCGCTCATCATTTCCATCTTGTCGGCGGCATGCATAACCGGCGTCCTTCTGCTTGCCGCCATCT
TCAACGGGGATGCACTTTTCGCGAAACACGCATCGGTGCCCGGCGGCGGGTTTTACAACGTTATTCCTTAICAGGCGATG
ATTGCCGTCGCGGCGACCACATTTCTTTAETCCGCGCTGGCGCTGGCGATCAGTCTCGTTCGCTTTTCGCGGACGATCGG
TCTGGGAATTAAGGTTCTTTATCAGCACGTGCCGGTTCTTCGGGCGCTACGCGATGCGGCGACTCTGCGATATCTCGGCG
GCAGCGACGGCGAGGGGTGTAACGACGCGGACGAGACATTTTCGACGACCCGGCGAAAATTTCATCACGCCCTTGCCTAT
GGCTTCGGACTTTGTTTCGCGGCCACAGCCACGGGCACGATCTACGATCATATGTTCGGCTGGCCGGCGCCCTATGCGCT
TTTCAGCTTGCCGGTCGTCCTAGGGACCGTTGGGGGGATCGGAATGGTCGTGGGCGCGATCGGCCTACTCTGGCTCAAGC
TGGCCGGCGAAGACGCTCCTCGATCACCGGCACTGCTTGGGCCGGATGTTGCCCTGTTGGTGCTTCTGCTTGCCATAGCG
GCAACGGGCCTCCTCCTTTTAGCGGTCCGCAGCACCGAAGTCATGGGCGTCGCGCTCGCCGTCCATCTCGGCGTCGTCTT
GGCCTTCTTTTTGGTGATGCCATACAGCAAATTTGTCCACGGTATCTTCAGGCTCACGGCTCTCGTGCGCCATCATGCTG
ACCGCCACGCAAGTAATCGCTTCGCCTCCAGCCCTCCCACGARARAGGGTTAA

>Seq ID 14 (fumG)
ATGGAACATATGAAGTCCGTTCGCGATCGCAGTAGCGTCATGCAGATCGTGAGAGTGGCGAGTGGCAACTGTCTCGAGCA
ATATGATTTCTTCGTTTACGGCTTCTATGCGGCATATATTGCGAGAAGCTTTTTTCCGACCGGCGATAACGCGACATCGC
TCATGCTTTCATTGGCCACTTTTGGCGCTGGTTTCCTCATGAGGCCCTTGGGGGCGATTTTTCTCGGGTCCTACATCGAT
CGCGTCGGGCGTCGGAAAGGCCTGATCGTGACACTCGCGATCATGGCCGTCGGAACCCTCACCATTGCGATGACTCCAAG
CTATGAGGCAATTGGATTACTCGCACCGGTTATCGTGCTCGTCGGGCGACTTTTGCAGGGTTTTTCCGCTGGAGCAGAGT
CGGGTGGCGTCTCAGTGTACTTGGCGGAAATTGCGTCGCCCAAATCGAGAGGCTTCTTCACCTCGTGGCAGTCTGCCAGC
CAGCAGETGECCETCATGATCGCCECCECGATCGGTCTTGCGCTGCARTCAACGCTT TCACCGGAGCARRTGARCGACTS
GGGATGGCGGGTGCCCTTGTTGATCGGATGCTTGATTATCCCCGTGATACTCTGGCTGCGCCGGTCTCTCCCGGAAACGA
AAGCCTATCTCCACATCGAGCACAAGGCGCATTCGATCGGCGAATCCCTCCGCGAATTGCAACAGAGCTGGGGGCTGATC
TTCACCEACATCECCATETCGATCCTCACGACGACCACCTTTTACATGATTACCGCCTATACGCCGACATTTGGCGAGAA
AGCACTCGGACTGAGCCCGCAAGATGTCCTGCTGGTTACCATCATGGTCGGCGTGTCGAACTTCCTGTGGCTTCCGATCG
GGGGTGCTCTCTCGGATCGTATCGGTAGAACCCCGATCCTACTGGTCGTGCCGGTCACCGTTCTCGCCATCGCCTTTCCC
CTGATGAGCTGGCTCGTCGCGGCACCGACATTCGGAGCGCTTGCAGCTGTTCTGCTGACTTTCTCCGCATGCTTTGGACT
CTATAATGGGGCGCTCATCGCGAGACTCACCGAGATTATGCCTCCCGCCATTAGAACCCTTGGCTTCTCGCTGGCGTTCA
GTCTCGCGACCTCGCTGTTCGGCGGCTTCACCCCATTGGTAAGTACGGCGCTAATCCACGCGACGGGCAGCAATTCCGCG
CCTGCAATCTGGCTCTGTTTTGCGGCTTTCATCAGCTTCGTCGGTGTGGCCGCATCGACCCGGCTGAGCCGGCCAATCGC
CGAAGGCGECCAGATAG

>8eq ID 16 (fumH)

ATGAGAGCAGTAGTTTACCGAAATGGOGAACTTGTCCTGGGEGCCTATGC TGATCCGATACCCGCCACCGGGCAGGTGCT
CGTCAAGACCAGAGCATGCGGCATCTGCGGATCTGACCTTCATTTTTGCGATCATGCGCAGGCGTTTACGAACCTTGCAT
CGCGGGCGGGTATCGCCTCTATGGAAGTTGATTTGTGTCGAGACATCGTTCTGGGGCATGAATTCTGTGGCGAGATTATG
GAGTTCRGECCCTCTGCGEATCATCGCTTCARACCCGRACAGCTTGTGTGCTCGCTGCCGCTGGCGATCGETCCGACCGE
AGCGCGGACGATTGECTACTCGGATGAGTATCCCGECEGECT CGGCGAATATATGGTCCTCACGGARGCECTCTTGCTGT
CTETTCOGAACEGCOTTCCAECGACCTGCGCEGCETTGACGEAGCCGATGGCEATGEGATGGCATGCCGTCGAGATCGCE
CAGGTTCARCCACATCACATCCCTGTGGTGATCGGGTGCGRACCGETCGGGTTGGCAGTCGTCGCTGCCCTGARACATAA
GCAAGTTGCTCCGATTATTGCGTCGGATCCATCGCCCGATCGGCGTGCTCTTGCTCTGCGGATGGGCGCCGACGCCGTTG
TCEATCCGCGCOAAGAATCACCCTTTCGCCAGGCCEAGAAGATCGCACGCCCGETCCGACAAGETGGGGCCCTGTCCAGT
TCATTGCTGTCAAAGTCTCAAATGATATTCGAATGCGTAGGGGTGCCGGGCATGCTTCGGCATGCGATGGACGGCGCGTC
CGACGGGTCCGAGATCATGGTCGTTGGCGCATGCATGCAGCCGGACGCGATCGAGCCCATGATCGGGATGTTTAAAGCGC
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TCACGATCAAATTCTCGCGAACTTACACGGGTGAGGAATTCGCCGCGGTGCTTCACATGATAGGTGAGGGCGCACTCGAC
GTATCTCCGCTCGTTACCGATGTGATTGGCCTGTCCGATGTCCCGTCCGCGTTTGAGGCTCTACGGAGTCCAGGCGCCCA
AGCAAAAGTGATTCTGGACCCTTGGCGCTGA

>Seq ID 18 (fumI)
ATGCCCAACGGAACAAGECAGAAACATCTCAGAGAACGCGCCGAACGGETCATTCCGGGCGGGATGTACGGCCACGAGTCGACACGE
TTGOTGCCGCCAGAATTCCCCCAGTTCTTCAGGCECGCECTGEGEGCACGARATTTGGGACGCCGACCAGCAGCCCTATATCGACTAT
ATGTGCGCGTATGGGCCARATTTGCTCAGTTACCEGCAATCOGAARTCGAAGCCGCGGCTGATCCGCAGCGACT TCTCGECGACACT
ATGACCCGTCCTTCGGAGATCATEGTCAACCTCGCCGAAGCCTTTATAGECATGGTCCGTCATGCGGATTGGGCGATGTTCTGCARA
AATCGCAGCGATGCCACCTCARCGECGATAETTCTCECECETECCCATACGGGGCGCARAACCATAT TATGCGCCARAGGCGCCTAT
CATCECGCTTCCCCGTGEARCACTCCGCATACTGCCGEGATTCTCGCTTCCGATCGCGTGCATGTCGCATATTATACCTATAACGAC
GCCCARAGCTTATCGGACGCGTTCAAGECGCACGATGECEATATTGCGGCTGTCTTTGCCACACCTT TCCGACACGAAGTATTTCAG
GACCAGGCCCTCGCCCACCTTGAGTTCGCGCGCACCACTCEAAAATGTTGTCACGAGACCCGTGCGCTTCTGETCGTTGACGATCTG
CGCGCAGETTTCCREATGECGCGCGATTGCAGCTGGACGCATTTGGCTATCGAACCCGATCTCAGT TGCTGEGGARAATGCTTTCCG
ARTGGCTATCCGATCTCCGCCCTECTERECTCGARACAAGGCGCGCCATGCGGCGCGGGATATATTTGTGACCGGCTCCTTCTCGTTC
TOTGOGATACCGATGECCECCECEATCEAAACCCTCAGEATCATTCCGACAGACGCCT TATCTCGAAACGCTGATCGCCAGCGECGCC
GCCCTEOGEECACGCCTGEAGGCACAGTCTCAGCGCCATGETCTTGACT TGAAGCAGACEGECCCGGCGCAGATGCCGCARATATTC
TTTGCCOACGATCCCGATTTTCGEATCEGCTATGCGTGEECCACCECETGCCTGAAGGECEGCETCTATGTTCATCCCTATCACRAT
ATGTTTCTCTCTGCCRCCOATACAGTTGACGATGTAACGGAGACCCTCGAGGCGACGGATCGCGCETTCAGCGCGETCCTCAGAGAT
TTTGCGTCTCTCCAGCCTCATCCCATTTTAATGCARCTCGCCGGTGCTTGA

~Seq ID 20 (fumJ)
ATGTATCGGAAGTTCAGAATCGARAAGCCCOGCAAGECAAATAGTTTGCTCGGCGCAGTAGCGCTCGGCACCCTCECATTTCCTGTC
TCTGCCAGTGCTCAGGATAGCGATCCCGCATCGATAGGTCAGCCGEACGAAGCAGACACCGACCGREGRACGRGCGARATCCTCETG
ACCGECARCCECCTCCAGARCGECTTCARTTCGCCGACGCCGGT TACAGCCGTATCCAGCGAGCAGT TGARGGAGGCATCTCCGACC
AACCTTGCCGACGCACTCAACCAGCTGCCCGTGTTCAACGACAGCTTGAAGACCT CCARCCCTGGCACGACACCCGGAACCGGGRAAC
AGCGETCAGAACCTGCTCAACATACGCGECCTCGGGTCARACCGGAACCTCRTCCTGCTGARCGGCARCCGTTTCGTCGCGACCAART
PCACAGGCTCGGTCOATATCAACGTGCTGCCGCAGGCETTGETCAAGCGCGTCGATGTCETGACGEECGECECCTCEACCACCTAC
GETTCCGATGCCATTTCCEGCETCATCAACTTCGTGCTCGACGAACATCTGGAAGGCATCAGGGCCGAGCTCCAGTCCGGTGTTTCA
ACCCGCEGCEACCTCCCETCCTACGGCGETTCGATCGCCTTCGECACTTCGTT PTGCCGACGACCGETTGCACTTGCTCCGCAGCTTC
GAATATTTTCGACAGGACGCAATCCGEGCCAATGAAGCARCGACTCGCCGCTGGTTCGACATURCCGCCGGCCAATATCCCGTGLCC
GGECECTACGACAGGCATCACGETCATECCCGATATTCGCACTTCTCACGGATCCTACGGCEGACT TGTCACGTCCGECCCTCTGARA
GECATCGCGTTTTTGCCCCEAGGAGTCCTAGGGACCTTCGACTACGGEAAT TTTACGAGCTCGTCGTTCCAGAGCGECEECGATGGA
CCGCGCOTOAATATCGGCTTCGCCCCGGATCAGCTTCGCTACAACGCATTCCTACGCGCCECATATCATGTGTCCGACACTGTGCAG
GTGTATECCGAGCGCACCTATGCTTATTCCCACACCAACCTCGAGTGCATTCGTAATATCGCATGTCGGTGGCTCGAATAATTTCCGE
ATCTTCCGTCATARCGCCTTCCTTCCGGCTCCACTCOCGACGCTCATGGACAGAARTGCCCAGECTTCGATCGTTETCGETCGCTTC
TCARGCGACTTTCCCTTGGTCGARATCGAGAATTTCCCAAAGETCTACCGCEECGCTGCCEECTTCCEGGCAGACATTGECARTGGC
TGOAAACTCGATGGCTCGECCTACTTTGGCCTTACGGACCTCGAGCTTCGTGARRACAATCTCACCATCAACCGCAATCTCTACECTC
@CCOTCGATGCGGTCCGCGATCCCGOGGGCAATATCATCTGCCETTCARCACTGGCCGECCTCCACCARGATTGCGTGCCGCTCAAT
CTCTTCGECACAGGCTCGCCEAGCECGTCRECCATCGACTATGTCACCGCTGATAGCETCCCTCAGCTGAGGCTTGAGCAATATGTG
GCGAGACTCACGATTTCCGGCGACCTCCCCGATAGCCTETCGTTCGGCGCEGGCCCAETCTCCETCGCCGCTGETATCGARTATCGE
AAGGAGAAGECCCGGCAGGARACCGACGCGATAT CGCAGGCGACGACCTCHATCACGGGRATCAGCEGEECTCCEECGECECAGGCA
GETCGECCTGAAGECTTCARTCTCTACAACCCACTTCCCTTCTCAGGARGCTATGACATC AAGGAAGGTTTTGTCAARATCGGCGTC
CCQATTCTGAAGGACAGCGCGCTGGGACGTTCGCTGAACT TARACGGCGCCGTCCGATATGCCGAT TACAGCCAGTCCGGTCGAGTA
ACAACCTGGAAGCTGGGCGCAGAATATGAGCCGATCGACGECOTCAGETTCCGCACEACCCETTCGCGAGATATCCGCGEGCCARGE
CTTETCAAGCTATTCGACCCCGECCETCAGECGACGCTCARTTCAATTTATGGCGGACAGGCTGTGCAGACGCGGTTCTTTACCGCEC
GGCAACGCGEATTTGCGCCCTCAAAAGGCGGACGTCCTTACATTCGGCGCGETECTACGUCCCGCCTTCGTGCCGEGETTTCAGTTT
TCGETCGATCGCTATGTGGTGAACETGAAGGGCGCGATCEATTTCCTCCTTCCCCAGCAGGAARTCGACGCGTGCGATGCAGGAAAL
ACCTTCTTCTGOCACCTCATAACGEAGAATCCGGACGGCACCATCACAGTGACGGETCCCAATCTCAACCTGGCTGTCCAGARAGCE
GCGGGAATTGACTTCGAGGCCTATTACTCACGCCCCETCEGCGECEECACGTTCACTCTTCGTGCGCTEECAACGCACCATACCTCT
GOCTATCGCATCGCGACCAECTCAECEOCCATCCATTCECTCGGACARCCGGACACGCCARAATGETCGGCCARCTTCCAGGCGCGA
PATTCGACCCACCATTGEGCGCTTCTCRTECAGCAGCGCT TCATCGCAGCATCGGTGTTCAATGCCGACAATGTGGAGGECETCGAT
ACGAATTTGAACCACGCTCCGECERTTTGETACACCCACGCGACATTGACCTTCGACATCGCEGCTTTTGGCCAGARGCAGCAGCTG
T TTCTATCOGTCAATAATTTETTCEACCGAGATCCACCARTACCGACGAACGACCCCAGCAGT TTTTCCAGCCCGACCAGCTCTECC
TATGATCCGGTCGGCCGCTATTTTAATGTCGGGGTCCETTTCCCGATCTGA

>Seq ID 22 (fumK) nicht vollsténdig
ATGCGCCTCACGAGCGGAGAATTATTGECACGATGTTTGGCCGTCGAAGGCGTCCGGTATGTCTTCGECCTCATETCGCCAGAGGTG
GATCCGCTCCTGGCTGCGETCGAAGACAATGGGATATTCTTCATCCCGETGCGGCACGAGGCCCCCGCAGCCTATATGGCCGAGGGE
ATTTACAAGACCACCGGACAGGTCRCCGCCATTGTCACGAATCCGGETCCCGGTACGGCARACCTTCTGCCTGEAGTCGTGACGGCA
CGCCACGAAGGGGTTCCCTTCGTCGCAATARCGTCCCAGCATCAACTTGGTGTCGTTTATCCCTGCACGCCAAARACCTTTCAGGEA
CAAGACCAGATCGACCTCTTTCEACCCGOGET TAAATGGGECGCACCCATCTTCGCCTGGARCCGGATTGTCGARATCACCCATATG
GCGTTCCCGRAAATGTCCGCCGECAGECCGGEACCCGTTCAGTTCGAAATCCCGARGTCTGTGATGTATGKTGTGGGCGAACGAGGA
CCACGGTAGAAGTTTACRGATCGCCGACA. . .
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>Seq ID 24
ATGGAATTGAGCCGCCAACGAGACCAGGCCTTGAGGGAGCGCECCCAAGCAGTGATCCCEGGCEGGATGTACGETCACCGRGTCGRACC
TATCTGATGCCCGAGEGCACGCCACAGTTCTTCAGT CGCGECARAGGCGCCCGACT TTCEGACGCCEGACGGCARCGAGTATGTCGAT
TACATGTGCECCTATGECCCCAACCTGCTCGET TACGECTTCGAACCCGTCGARGCGGCCGCCGCAGCCCAGCARGCCCGGEGCGAT
ACCCTGACCEAGCCGTCGGAGGTGATGETGCAGTTEGCGGAAGACTTCGTCGCGCAAAT CAGCCACGCGGACTEGGCCATGTTCTGC
AAGRACGGCACAGACGCCACCTCAATGGCCATGETCATCGCGCGCGCACACACCEGCCGCARGACCGATCCTCTGCGCGARAGGCGCT
TATCATEGEECCGCECCTTEGETGCACGCCGATCCTGGCCGGARCGCTACCGGAGGATCGCGCCTTTGTAGTCTACTACGACTACAAT
GACGCCCARAGCCTCGTCGACGCCTTCGAGGCCCATCAGGACGACGTCGCGECGATCTTCGCCACCCCTCACCGTCACGAGGTATTC
AGCGACCAGATCGATCCTGATCCGEAATATCCACCCAGCGTACEEECECTCTGCCACAAGAGCGECGCCCTGCTCETCETCGACGAR
GO TCGAGCCGRGTTCAGEATCGCGCGCGACTGCAGCTGGGCCARGATCGGCGTCGCTCCGGATCTGAGCACCTGGGGCAAGTGCTTC
GCCAACGGCTATCCGATCTCGACGGTCCTAGEGEGCCARRAGGTGCGCAGCGCGECAAAGECCETCTACGTCACCGGCTCCTTCTGE
TP CTCGECCACCCCCATAGCCGCAGCCATCEARACCCTGAAGCARAT CCGCCAGACCEACTATCTCGAGCGGRTCARCGCGECCGEE
ACCCGCCTGUECGAGGGCCTGCAGCAGCAGGCTGCTCACAACGGCTTTACGTTGCGCCARACGEEGCCCGTCTCCATGCCCCAAGTC
CTCTTCGAGGAACATCCCGATTTTCGEETCEECTACGECTEGGTTCGCGAATGCCTGAAGCGAGGEETGTACTTCAGCCCCTACCAT
AACATGTTCCTGTCGGCCECCCATACCGAGECGEACCTGGCCARGACCCTTGCEGCTACCCGCEACGCCTTCGTCGAGCTACGCGCT
AAGCTTCCGAGCCTAGAAATCCACCAACCCCTCCTCGCCCTGAGAGCGGCCTAA

Enzyme
Sequenzen:

>Seq ID 3 (FumA)
MRNVSDKAPPHETLTVVVAAMIVGTAALMVLGIQPILLGALVEEGRIPAEGLGSAATVET
LAIAAGTCIGPVLMKTGYLRAKCAALCLMLAAINFGLTLPGFDLPIVACRAAAGALEGLS
LSAATIL,IMTHNRRPDRLSGIFLGAQTIPQVISAYLLPTEIIPRWGSAGGFTILGILAAIA
ATAALCLVDRVELDPTTVNDDLOWSPAAIVISMAAFVQFSGVGAAWSYLERLAAQHGFSG
ETIGIAISGSLLCQVGGAWLAAWIGGRVGYRFALIAGSLLQAGNVIALAVADQPSWFISA
SCAFGLFWLAMQPFQIRFAIAIDNSRQLAVLLTPIALVGLSAGPLLLSRFAGATDLRWIF
VGSSTLLLASALLYLCASLFQPRGKVIAETVDV

>8eq ID 5 (FumB)
MTSQVKLRSAAKRPRSPKSERGLARYESLLDATDRLLVDLDPDQVGLYQIAEEAGASPSS
VYHFFPTKEVAHLALMRRYLEGLRNLDAMEVDIGQLESWQDLMKLDQIRARDYYNSHPPA
LKLLFGGYGGVEARKLDERYSEEIVSSMYGRYNGIFHMPQMENEALMFTICFAILDAVWA
VSFRRFGEITSDFLREGQAACIAYCRHYLPERTPSA

>Seq ID 7 (FumC)
VASKFNCELLDLRSFVAVYETRSFSHAARLLNQSQPALSRRIQRLESLVGGPLFERTSRS
LAETALGKELLPVAHRALELVDTSLFASPNVREFRWIDITIACVQTAAFHVLPRAARLYM
DQNPRVRLRILDVPAVEAADLVASGEAEFGISIESLLPSSLRFDALHEDPFGLACHRSHP
LASLEILEWTQLKGESLIAVHRASRNRTLLDAELARNNIALEWRYEVAHLTTALGLIDAQ
LGVAVMPRMVMPRSGRSEVVWREPVVAPVVQRTIGIVQRRTGSMHPAAQQLLART.RARWSS
ANLGDIASREDGAS

>Seq ID 9 (FumD)

VKEHQCRGGRASPAAPATWLARISVSRGASAIAWTFMLGATAIPVAAQTDDPKLVRHTQS
GAVEGVEGDVETFLGIPFAAPPVGDLRWRPPAPPRAWAGTRDGRRFAPDCIGNERLREGS
RAAGTSEDCLYLNIWSPKQVGKGGLPVMIWVYGGGFSGGSGAVPYYDGSALAQKGVVVVT
FNYRAGTILGFLAHPALSKESPNGVSGNYGLLDMLAAFKWVQNNIREFGGDPNRVTVFGES
ACASALGLLLTSPLSESAFNQAILQOSPGLARPLATLSESEANGLELGADISALRRADAGE
LTKIAQSRIPMSRQFTKPRPMGPILDGYVLRTLDVDAFAKGAFRKIPVLVGGNADEGRAF
TDRLPVKTVLEYRAYLTEQFGDEADAWERCYPANSDADVPAAVARLFGDSQFNNGIELLS
AAFAKWRTPLWRYRFTGIPGAGRRPATHGDEIPYVFANLGPSSVSMFGSLEGGAGASDIK
LATEMSAAWVSFAVHGVPDQGTKSHWPRFERRGE IMTFGSQVGSGEGLGVSPSKACQPSK
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>Seq ID 11 (FumE)
LEFRRAKPANPQNSARPVRASARRPALRATGCALCLEGSKLRYDVAIIGGGNAALTAAVT
AREAGASVLVIEHAPRAMRGGNSRHTRNMRTMHERPLSPLTGEYSADEYWNDLVRVTGGR
TDEELARLVIRNTTDAIPFMTRCGVRFQPSLSGTLSLSRTNAFFLGGGKALVNAYYATAE
RLGVDILYDSEVTEINLQQGVVQRLQLRSRGFPVEVEAKAAIASSGGFQANLDWLSSAWG
PAAANF IVRGTPYATGTVLKNLLEQGVASVGDPTQCHAVAIDGRAPKYDGGIVTRLDCVP
FSIVVNKDALRFYDEGEDVWPKRYAIWGRLVAQQPDQIAFSIIDRQAEDLFMPSVFPPVQ
ADTIAGLAEKLGLNPVTLERTVAEFNAACVPGEFGGQDLDDLHTEGIEPKKSNWARPIIV
PPFSAYPLRPGITFTYLGVKVDSRARVIMETGEPTKNLFASGEIMAGSILGQGYLAGFGM
AIGTVFGRIAGWEARARHAGF

>Seq ID 13 (FumF)
MQDFDLVKMLSDLPSAPELEARRVMEVCNACRYCEGFCAVFPAMTLQRHFASGDLSHLAN
LCHSCQGCYYACQYAPPHEFGINVPKALSELRLESYEQHAWPRPVAALYRKNALIISILS
AACITGVLLLAAIFNGDALFAKHASVPGGGFYNVIPYQAMIAVAATTFLYSALALAISLV
RFSRTIGLGIKVLYQHVPVLRALRDAATLRYLGGSDGEGCNDADETFSTTRRKFHHALAY
GFGLCFAATATGTIYDHMFGWPAPYALFSLPVVLGTVGGIGMVVGAIGLLWLKLAGEDAP
RSPALLGPDVALLVLLLAIAATGLLLLAVRSTEVMGVALAVHLGVVLAFFLVMPYSKFVH
GIFRLTALVRHHADREASNGFASSPPTKKG

>Seq ID 15 (FumG)
MEHMKSVRDRSSVMQIVRVASGNCLEQYDFFVYGFYAAYIARSFFPTGDNATSLMLSLAT
FGAGFLMRPLGAIFLGSYIDRVGRRKGLIVTLAIMAVGTLTIAMTPSYEAIGLLAPVIVL
VGRLLQGFSAGAESGGVSVYLAEIASPKSRGFFTSWQSASQQVAVMIAAAIGLALQSTLS
PEQMNDWGWRVPLLIGCLIIPVILWLRRSLPETKAYLHMEHKAHSIGESLRELQQSWGLI
LTGMAMSILTTTTFYMITAYTPTFGEKALGLSPQDVLLVTIMVGVSNFLWLPIGGALSDR
IGRTPILLVVPVTVLAIAFPLMSWLVAAPTFGALAAVLLTFSACFGLYNGALIARLTEIM
PPAIRTLGFSLAFSLATSLFGGFTPLVSTALIHATGSNSAPAIWLCFAAFISFVGVAAST
RLSRPIAEGAR

>Seq ID 17 (FumH)
MRAVVYRNGELVILGAYADPIPAAGQVLVKTRACGICGSDLHFCDHAQAFTNLASRAGIAS
MEVDLCRDIVLGHEFCGEIMEFGPSADRRFKPGQLVCSLPLAIGPTGARTIGYSDEYPGG
LGEYMVLTEALLLPVPNGLPATCAALTEPMAVGWHAVEIAQVQPHHIPVVIGCGPVGLAV
VAALKHKQVAPIIASDPSPDRRALALRMGADAVVDPREESPFRQAEKIARPVGQGGALSS
SLLSKSQMIFECVGVPGMLRHAMDGASDGSEIMVVGACMQPDAIEPMIGMFKALTIKFSR
TYTGEEFAAVLHMIGEGALDVSPLVTDVIGLSDVPSAFEALRSPGAQAKVIVDPWR

>Seq ID 19 (FumI)
MANGTRQKDLRERAERVIPGGMYGHESTRLLPPEFPQFFRRALGARIWDADEQPYIDYMC
AYGPNLLGYRQSEIEAAADAQRLLGDTMTGPSEIMVNLAEAFVGMVRHADWAMFCKNGSD
ATSTAMVLARAHTGRKTILCAKGAYHGASPWNTPHTAGILASDRVHVAYYTYNDAQSLSD
AFKAHDGDIAAVFATPFRHEVFEDQALAQLEFARTARKCCDETGALLVVDDVRAGFRVAR
DCSWTHLGIEPDLSCWGKCFANGYPISALLGSNKARDAARDIFVTGSFWFSAVPMAAAIE
TLRIIRETPYLETLIASGAALRAGLEAQSQRHGLELKQTGPAQMPQIFFADDPDFRIGYA
WAAACLKGGVYVHPYHNMFLSAAHTVDDVTETLEATDRAFSAVLRDFASLQPHPILMQLA
GA

>Seq ID 21 (FumJ)

MYRKFRIEKPGKANSLLGAVALGTLAFPVSASAQDSDPASIGQPDEADTDRGTSEIVVTG
SRLQNGFNSPTPVTAVSSEQLKEASPTNLADALNQLPVFNDSLKTSNPGTTPGTGNSGQN
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LLNMRGLGSNRNLVLLNGNRFVATNFTGSVDINVLPQALVKRVDVVTGGASAAYGSDAVS
GVINFVLDEDLEGIRAELQSGVSTRGDLPSYGGSIAFGTSFADDRLHLLGSFEYFRQDGI
RADEATGRRWFDIAAGQYPVPGATTGVTVVPDIRSSRGSYGGLVTSGPLKGIAFLPGGVL
GTFDYGNFTSSSFQSGGDGPRVNIGFAPDQLRYNAFLRAAYDVSDTVQVYAEGTYAYSHT
NLGAFVISHVGGSNNFRIFRDNAFLPAPLATLMDRNAQASIVVGRFSSDFPLVEIENFAK
VYRGAAGFRADIGNGWKLDGSASFGLTDLELRENNLTINRNLYAAVDAVRDPAGNIVCRS
TLAGLDODCVPLNLFGTGSPSASAIDYVTADGVAQLRLEQYVAGLTISGDLGDSLSFGAG
PVSVAAGIEYRKEKARQETDAISQATTSITGIRGAPAAQAGRPGGFNLYNPLPFSGSYDIL
KEGFVEIGVPILKDSALGRSLNLNGAVRYADYSQSGGVTTWKLGGEYEPIDGLRFRATRS
RDIRGPSLVELFDPGRQATLNSIYGGQAVQTRFFTAGNADLRPEKADVLTFGAVLRPAFV
PGFQFSVDRYVVKVKGAIDFLLPQQEIDACDAGNTFFCDLITENPDGTITVTGPNLNLAV
QKAAGIDFEAYYSRPVGGGTFSLRALATHHTSAYRIATGSAPIRSLGQPDTPKWSANFQA
RYSTDDWALLVQQRFIAASVFNADNVEGVDTNLNHAPAVWYTDATLTFDIAAFGQKQQLF
LSVNNLFDRDPPIATNDPSSFSSPTSSAYDPVGRYFNVGVRFRI

>Seg ID 23 (FumK) nicht vollstandig
MRLTGCELLARCLAVEGVRYVFGLMSPEVDPLLAALEDNGILFVPVRHEAAAAYMAEGIY
KTTGQVAAIVTNPGPGTANLLPGVVTARHEGVPFVAITSQHQLGVVYPCTPKTFQGQDQI
DLFRPAVKWGAPIFAWNRIVEITHMAFREMWAGRPGPVQLEIPXSVMYVVGERGPR-KFX
DRR....

>Seq ID 25
MET,CRORDOAT RERACAYVIPOCMYGHESTYLMPEGTPQFFSRGKGARLWDADGNEYVDYM

PAPVENTS AW ANS FAW/ s R EIR@ =70 oA V2 BTl - - (3 of =L B9 04 X DY ¥

CAYGPNLLGYGFEPVEAAAAAQQARGDTLTGPSEVMVQLAEDFVAQISHADWAMF CKNGT
DATSMAMVIARAHTGRKTILCAKGAYHGAAPWCTPILAGTLPEDRAFVVYYDYNDAQSLV
DAFEAHODDVAAIFATPHRHEVFSDQIDPDPEYAASVRALCDKSGALLVVDEVRAGFRIA
RDCSWAKIGVAPDLSTWGKCFANGYPISAVLGGEKVRSAAKAVYVIGSFWFSATPMAAAV
ETLKQIRETDYLERINAAGTRLREGLQQQAAHNGFTLRQTGPVSMPQVLFEEDPDFRVGY
GWVRECLKRGVYFSPYHNMFLSAAHSEADLAKTLAATGDAFVELRAKLPSLETHQPLLAL
RAA-

[0014] GemaB einer bevorzugten Weiterbildung wird das erfindungsgemaBe Verfahren so
gefihrt, dass die Mykotoxine, insbesondere Fumonisine, sauerstoffunabhéngig bzw. anaerob
abgebaut werden. Dadurch, dass die Mykotoxine, insbesondere Fumonisine sauerstoffunab-
hangig abgebaut werden, gelingt es, das erfindungsgeméBe Verfahren so weiterzubilden, dass
die Nukleinsauresequenzen von Genen bzw. Enzyme ohne Zusatz von molekularem Sauerstoff
sicher und zuverlassig die Abbaureaktionen durchflihren, wodurch der so hergestellte Zusatz-
stoff in samtlichen sauerstoffunabhangigen bzw. anaeroben Medien, wo Mykotoxine mdglicher-
weise abgebaut werden miissen, zum Einsatz gelangen kann, wie beispielsweise in Nahrungs-
mitteln fir Menschen und Tiere, der Bioethanolherstellung, aber auch zur Herstellung bzw.
Produktion von gentechnisch veranderten, landwirtschaftlichen Nutzpflanzen.

[0015] GemaRB einer Weiterbildung wird das erfindungsgemaBe Verfahren so gefiihrt, dass das
jeweilige Enzym mittels molekulargenetischer Methoden, Mutagenese oder molekularer Evoluti-
on verandert wird, und dass es wenigstens 90 % Sequenzidentitat mit wenigstens einem der
Enzyme der Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 25 oder der Acetolat-Synthase,
welche die Sequenz ID-Nr. 23 umfasst, aufweist. Indem das Verfahren so gefiihrt wird, dass
das jeweilige Enzym vor seinem Einsaiz in dem pflanzlichen Ausgangsmaterial mittels moleku-
largenetischer Methoden, Mutagenese oder molekularer Evolution veréndert wird, gelingt es,
die Enzyme in noch stabilerer und an den spateren Einsatzzweck angepasster Form herzustel-
len, wodurch der Sauerstoffunabhéngige Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen,
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noch weiter verbessert bzw. vervollstandigt werden kann. Indem das erfindungsgeméBe Verfah-
ren bevorzugt so geflihrt wird, dass ein Enzym eingesetzt wird, welches wenigstens 90 % Se-
guenzidentitat mit wenigstens einem der Enzyme Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11,13, 15,17, 19,
21, 23 oder 25 aufweist, kann ein noch vollstandigerer Abbau der Fumonisine sichergestellt
werden, wobei gleichzeitig nicht nur Fumonisine, sondern auch verwandte bzw. strukturell
dhnliche Mykotoxine vollstandig insbesondere im anaeroben bzw. sauerstoffunabhangigen
Milieu entgiftet werden kénnen, wie zum Beispiel das AAL Toxin.

[0016] GemaB einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung wird das Verfahren so gefiihrt,
dass die Enzyme isoliert werden. Durch eine derartige Verfahrensfihrung kénnen insbesondere
Fumonisine vollstandig und sauerstoffunabhangig abgebaut werden.

[0017] GemaRB einer weiteren bevorzugten Weiterbildung der Erfindung wird das Verfahren so
geflihrt, dass die Enzyme in einer Schutzhille verkapselt werden. Durch Verkapseln der Enzy-
me in einer Schutzhille gelingt es, die Enzyme ohne Veranderung, insbesondere ohne Abbau
und Schadigung an ihren Einsatzort, insbesondere beispielsweise in den Verdauungstrakt, zu
transportieren, so dass erst nach Aufldsung der Schutzhiille, beispielsweise im Magen-Darm-
Trakt von Menschen oder Tieren, die Enzyme zu wirken beginnen, wodurch ein noch gezielte-
rer, rascherer und vollstandiger Abbau der Mykotoxine im sauerstoffunabhéngigen Milieu des
Magen-Darm-Trakis erzielt werden kann, und gleichzeitig Mykotoxine, insbesondere Fumonisi-
ne, daran gehindert werden kdnnen, ihre schadliche Wirkung auf digjenigen Lebewesen auszu-
Uiben, welche diese mit der Nahrung aufgenommen haben.

[0018] GemaB einer bevorzugten Weiterbildung wird das erfindungsgemaBe Verfahren so
gefiihrt, dass die Enzyme aus Permease mit der Sequenz ID-Nr. 3, Carboxylesterase mit der
Sequenz ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase mit der Sequenz ID-Nr. 11, Citratver-
wertungsprotein mit der Sequenz ID-Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase mit der Sequenz ID-Nr. 17,
Aminotransferase mit der Sequenz ID-Nr. 19 oder 25 und/oder Acetolactat-Synthase mit der
Sequenz ID-Nr. 23 gewéhlt werden. Durch eine derartige Verfahrensfiihrung kénnen insbeson-
dere Fumonisine glatt und vollstandig im sauerstoffunabhéngigen Milieu abgebaut werden. In
diesem Fall wird bei den aus dem Gencluster der Nukleinséuresequenz mit der Sequenz ID-Nr.
1, welche aus einem prokaryotischen Stamm mit der Hinterlegungsnummer DSM 16254
stammt, isolierten Fum-Genclustern die Transkription der offenen Leserahmen durch einen
bidirektionalen Promotor gesteuert bzw. geregelt, der zwischen FumA und Fuml, wie dies der
nachfolgenden Tabelle 1 entnehmbar ist, angeordnet ist. Die Cluster codieren flr Proteine,
welche in der Regulierung der Genexpression, wie beispielsweise FumB und FumC, bei der
Substratabtastung und dem Transport, wie beispielsweise FumA, FumdJ, FumG und in dem
Substratkatabolismus, wie beispielsweise FumD, FumE, FumF, FumH, Fuml, FumK involviert
sind. Aus diesen Nukleinsduresequenzen, welche flir spezielle Gene bzw. Enzyme codieren,
wurden gemaR einer bevorzugten Weiterbildung des Verfahrens geméaB der Erfindung die Gene
ausgewahlt, welche fir den Substratkatabolismus verantwortlich sind, wodurch die entspre-
chenden gebildeten Enzyme das Substrat, nAmlich Fumonisine vollstandig katabolisieren kén-
nen.

[0019] In diesem Fall werden beispielsweise aus dem Gencluster der Nukleinsauresequenz mit
der Sequenz ID-Nr. 1 ausgewahlte, offene Leserahmen in prokaryotischen oder eukaryotischen
Wirtszellen zur Expression gebracht. Im bakteriellen Stamm mit der Hinterlegungsnummer DSM
16254 erfolgt die Transkription der im Gencluster mit der Sequenz ID-Nr. 1 enthaltenen, offenen
Leserahmen, gesteuert bzw. geregelt durch einen bidirektionalen Promotor, der zwischen fumA
und fuml, wie dies der nachfolgenden Fig. 1 entnehmbar ist, angeordnet ist. Die Gene codieren
fur Proteine, welche in der Regulierung der Genexpression, wie beispielsweise FumB und
FumC, bei der Substraterkennung und dem Transport, wie beispielsweise FumA, FumJ, FumG,
und im Substratkatabolismus, wie beispielsweise FumD, FumE, FumF, FumH, Fuml und FumK,
involviert sind.

[0020] In der nachfolgenden Tabelle 1 ist die Bezeichnung der Gene des fumonisinkataboli-
schen Genclusters aufgefiihrt, wobei O die Orientierung, namlich f forward und r reverse, be-
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deuten.
TABELLE 1
Gen ISDequenz O | Start Ende | Lange | Bezeichnung
fumA | 2 f | 5214 | 6395 | 1182 | Permease
fumB | 4 f | 6418 7068 | 651 tetR-artiger Transkriptionsregulator
fumC | 6 f | 7232 8176 945 lysR-artiger Transkriptionsregulator
fumD | 8 f | 8294 9916 1623 Carboxylesterase
fumE | 10 f | 9876 11378 | 1503 | Tricarballylatdehydrogenase
fumF | 12 f ] 11494 | 12537 | 1044 Citratverwertungsprotein B
fumG | 14 f | 12541 | 13836 | 1296 Tricarballylatprotonensymport
fumH | 16 f | 13957 | 15027 | 1071 Alkoholdehydrogenase
fuml | 18 r | 5063 | 3795 | 1269 | Aminotransferase
fuiad | 20 r | 3513 679 2835 TonB-abhangiger Rezeptor
fumK | 22 r | 551 ? ? Acetolactatsynthase (teilweise)

[0021] Indem das Verfahren bevorzugt so gefiihrt wird, das bei Einsatz von Aminotransferase
mit der Sequenz ID-Nr. 19 oder der Sequenz ID-Nr. 25 als Cosubstrat ein Keton, insbesondere
eine o-Ketosaure, eingesetzt wird, kann insbesondere beim Abbau der Aminogruppe von Fu-
monisin und gleichzeitigem Einsatz von einer a-Ketosaure, wie beispielsweise Brenzirauben-
sdure, die Aminogruppe an dem Fumonisinmolekiil durch eine Ketogruppe ersetzt werden,
wobei als Nebenprodukt dieser Reaktion Alanin entsteht, welches vollstandig unschadlich ist, so
dass ein vollstandiger Abbau von Fumonisinen zu unschédlichen Substanzen sichergestellt ist.

[0022] GemaB einer bevorzugten Weiterbildung kann das erfindungsgemaBe Verfahren auch
so gefiihrt werden, dass bei Einsatz von Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9 zusatzlich
wenigstens ein Adsorbens, insbesondere gewahlt aus Tonmineralien, eingesetzt wird. Indem
bei Einsatz von Garboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9 zusétzlich wenigstens ein Adsor-
bens, insbesondere gewéhlt aus Tonmineralien, eingesetzt wird, kann auch ohne Zusatz von
weiteren Enzymen ein vollstandiges Unschadlichmachen der Mykotoxine, insbesondere Fumo-
nisine erzielt werden, indem in einem ersten Schritt durch die Carboxylesterase aus dem Fu-
monisinmolekil die zwei Tricarballylsdure-Seitenketten abgespalten werden und sogenanntes
hydrolysiertes Fumonisin gebildet wird. Hydrolysiertes Fumonisin, welches ein im Wesentlichen
kettenférmiges Molekill ist, kann in weiterer Folge beispielsweise an Tonerdemineralien adsor-
biert werden, so dass auch in einem einstufigen, enzymatischen Abbauverfahren ein vollstéandi-
ges Unschéadlichmachen der Mykotoxine, insbesondere Fumonisine, erzielt werden kann.

[0023] GemaRB einer Weiterbildung wird das erfindungsgemaBe Verfahren so gefiihrt, dass der
damit hergestellte Zusatzstoff in einem zu vergarenden, pflanzlichen Ausgangsmaterial bzw. in
einer Maische zur Bioethanolherstellung eingesetzt wird. Indem der mit dem erfindungsgema-
Ben Verfahren hergestellte Zusatzstoff in einem zu vergarenden, pflanzlichen Ausgangsmaterial
bzw. in einer Maische zur Bioethanolherstellung eingesetzt wird, gelingt es, dass bei der Etha-
nolherstellung anfallende Coprodukte, namlich den Trester, d.h. die getrockneten Kdrnerreste
und unldsliche Bestandteile oder die Trockenschlempe (Dried Distiller's Grains with Solubles -
DDGS), von Fumonisinen bzw. Mykotoxinen insbesondere in einem sauerstoffunabhéngigen
Milieu zu befreien.

[0024] Die Erfindung zielt weiterhin auf einen Zusatzstoff zum enzymatischen Abbau von Myko-
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toxinen, insbesondere Fumonisinen, ab, mit welchem es sicher und zuverlassig gelingt, derarti-
ge Mykotoxine insbesondere sauerstoffunabhangig abzubauen bzw. zu detoxifizieren.

[0025] Zur L6sung dieser Aufgaben ist ein derartiger Zusatzstoff dadurch gekennzeichnet, dass
wenigstens ein Enzym der Sequenz ID-Nr. 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 und 25 sowie eine
Acetolat-Synthase, welche die Sequenz ID-Nr. 23 umfasst, oder wenigstens ein kompletter,
diese Synthese enthaltender, rekombinanter Wirtsorganismus zur Expression dieser Enzym-
gensequenzen sowie gegebenenfalls zuséatzlich wenigstens ein Cosubstrat fiir wenigstens
eines bzw. einige der eingesetzten Enzyme und ein inerter Tréger enthalten sind.

[0026] Ein derartiger Zusatzstoff, in dem wenigstens ein Enzym oder ein kompletter, diese
Sequenzen enthaltender, rekombinanter Wirtsorganismus zur Expression dieser Enzymse-
guenzen sowie gegebenenfalls zusatzlich wenigstens ein Cosubstrat fiir wenigstens eines bzw.
einige der eingesetzten Enzyme und ein inerter Trager enthalten sind, zeichnet sich dadurch
aus, dass er zielgerichtet Mykotoxine, insbesondere Fumonisine, abbaut und somit detoxifi-
ziert. Durch den Einsatz eines erfindungsgemaBen Zusatzstoffes, welcher im Wesentlichen aus
isolierten Enzymen sowie gegebenenfalls deren Cosubstraten und Tragern besteht, ergibt sich
der Vorteil, dass diese ihre katalytische Aktivitét in einer Umgebung und unter Bedingungen
beibehalten, in welchem beispielsweise komplette Mikroorganismen nicht oder nur wenig aktiv
waren, wobei gleichzeitig eine bedeutend hohere, spezifische Aktivitat erzielt werden kann,
sowie definierte Reaktionen unter Vermeidung von unerwiinschten Nebenreaktionen katalysiert
werden kénnen.

[0027] Darliber hinaus kénnen Probleme, welche gemaB dem Stand der Technik durch den
Einsatz vermehrungsfahiger Keime auf landwirtschaftlichen Rohprodukten entstanden sind, mit
Sicherheit hintangehalten werden und Uberdies weisen Zusatzstoffe, welche nur isolierte Enzy-
me enthalten, sowohl eine bessere Eignung zur Formulierung flr eine gezielte und kontrollierte
Aktivierung, d.h. beispielsweise an einer bestimmten Stelle des Verdauungstrakts, als auch die
Vermeidung von unerwiinschtem, erhdhtem Substratverbrauch auf. Um die Spezifitdt noch
weiter zu erhdhen, ist der Zusatzstoff geman der vorliegenden Erfindung dahingehend bevor-
zugt weitergebildet, dass durch molekulargenetische Methoden, Mutagenese oder molekulare
Evolution veranderte Enzyme eingesetzt sind.

[0028] GemaB einer bevorzugten Weiterbildung ist der Zusatzstoff so ausgebildet, dass ein
Enzym eingesetzt ist, welches wenigstens 90 % Sequenzidentitdt mit einem Enzym der Se-
quenz ID-Nr. 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 19, 21 oder 25 sowie der Acetolt-Synthase, welche die Se-
guenz ID-Nr. 23 umfasst, aufweist. Wenn ein Enzym eingesetzt ist bzw. wird, welches wenigs-
tens 90 % Sequenzidentitdt mit einem Enzym mit der Sequenz ID-Nr. 3, 5,7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21 oder 25 sowie der Acetolat-Synthase, welche die Sequenz ID-Nr. 23 umfasst, aufweist,
gelingt es, neben den bevorzugt abzubauenden Fumonisinen auch weitere Mykotoxine sicher
und zuverlassig sauerstoffunabhangig abzubauen, wodurch eine weitgehende Entgiftung der
beispielsweise auf pflanzlichen Rohprodukten vorhandenen Mykotoxine, insbesondere Fumoni-
sine, erzielt werden kann.

[0029] Indem der Zusatzstoff so ausgebildet ist, wie dies einer bevorzugten Weiterbildung der
Erfindung entspricht, dass die Enzyme, verdnderten Enzyme und/oder zu wenigstens 90 %
identen Enzyme mit einer Schutzhiille ummantelt eingesetzt sind, kann sichergestellt werden,
dass die Enzyme, die zu wenigstens 90 % identen Enzyme oder veranderten Enzyme vor ei-
nem vorzeitigen Aktivitatsverlust gesichert sind und sicher und zuverlassig an der vorgesehe-
nen Stelle beispielsweise im Magen-Darm-Trakt ihre Wirkung entfalten.

[0030] Indem der Zusatzstoff bevorzugt so weitergebildet ist, dass die Enzyme aus einer Car-
boxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase mit der Sequenz ID-Nr.
11, einem Citratverwendungsprotein mit der Sequenz 1D Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase mit der
Sequenz ID-Nr. 17, Aminotransferase mit der Sequenz ID-Nr. 19 und/oder ID-Nr. mit der Se-
quenz ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-Synthase mit der Sequenz ID-Nr. 23 gewahlt sind, wer-
den im Wesentlichen die zum Substratkatabolismus befahigten Enzyme zum Einsatz gebracht,
so dass neben einer geringeren Menge an einzusetzenden Enzymen auch sichergestellt wer-
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den kann, dass keine unerwlinschten Nebenreaktionen bei Einsatz der Enzyme auftreten.

[0031] GemaB einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist der Zusatzstoff so ausgebil-
det, dass eine Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9, eine Aminotransferase mit der Se-
guenz ID-Nr. 19 oder mit der Sequenz ID-Nr. 25, eine a-Ketoséure als Cosubstrat und ein iner-
ter Trager enthalten sind. Indem der Zusatzstoff eine Carboxylesterase, eine Aminotransferase
und eine a-Ketosaure als Cosubstrat neben einem inerten Tréger aufweist, gelingt es insbeson-
dere, Fumonisine, welche in Nahrungsmitteln enthalten sind, zuerst zu hydrolysieren, indem von
den Fumonisinen Tricarballylsédurereste mit Hilte einer Carboxylesterase abgespalten werden,
und das so gebildete hydrolysierte Fumonisin in weiterer Folge unter Einwirkung der Ami-
notransferase und der o-Ketosaure als Cosubstrat, im vorliegenden Fall bevorzugt Brenztrau-
bensdure, weiter umzusetzen, indem eine Aminogruppe von dem hydrolysierten Fu-
monisinmolekiil durch eine Ketogruppe ersetzt wird, so dass ein flr beispielsweise Sauger vollig
ungefahrliches 2-Keto-hydrolysiertes Fumonisin entsteht, welches unverandert ausgeschieden
werden kann, und als Nebenprodukt Alanin gebildet wird, welches ebenfalls keinerlei negative
Eigenschaften beispielsweise auf einen Organismus ausibt bzw. aufweist.

[0032] GemaR einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist der Zusatzstoff derart weiter-
gebildet, dass eine Carboxylesterase ID-Nr. 9, wenigstens ein Adsorbens, insbesondere we-
nigstens ein Tonmineral, sowie gegebenenfalls ein inerter Trager enthalten sind. Bei Einsatz
von lediglich einer Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9 und wenigstens ein Adsorbens
kann die Detoxifizierung der Fumonisine auch so gefiihit werden, dass lediglich die Tricar-
ballylsdurereste abgespalten werden und das so gebildete, hydrolysierte Fumonisin an dem
Adsorbens adsorbiert wird. Indem die Tricarballylsdurereste durch den Einsatz der Carboxy-
lesterase abgespalten werden, entsteht ein im Wesentlichen langkettiges Molekiil, welches
leicht und zuverlassig adsorbiert werden kann, so dass lediglich durch einen gezielten Einsatz
eines einzigen Enzyms eine vollstandige Detoxifizierung durch insbesondere sauerstoffunab-
héngigen Abbau des Fumonisins und anschlieBende Adsorption sichergestellt werden kann.

[0033] Eine weitere Verwendung ist dadurch gekennzeichnet, dass eine Carboxylesterase,
wenigstens ein Adsorbens, insbesondere Tonmineral, sowie gegebenenfalls ein inerter Trager
eingesetzt werden. Unter Verwendung einer Carboxylesterase und wenigstens eines Adsor-
bens gelingt es, Mykotoxine, insbesondere Fumonisine, sicher und zuverlassig durch lediglich
den Einsatz eines einzigen Enzyms zu entgiften, indem mit diesem Enzym bzw. mit Hilfe dieses
Enzyms die Tricarballylsédure-Seitenreste von dem Fumonisin abgespalten werden und das
dabei gebildete, langkettige, hydrolysierte Fumonisin in der Folge an dem Adsorbens adsorbiert
wird, wodurch das Toxin sicher und zuverlassig unschadlich gemacht wurde.

[0034] GemaB einer bevorzugten Verwendung wird der Zusatzstoff geman der Erfindung zur
sauerstoffunabhangigen bzw. anaeroben Behandlung eines pflanzlichen Ausgangsmaterials
bzw. einer Maische in der Bioethanolherstellung eingesetzt. In diesem Fall gelingt es, die in
dem pflanzlichen Ausgangsmaterial bzw. Rohstoff enthaltenen Mykotoxine wahrend der Bio-
ethanolherstellung im sauerstoffunabhangigen Milieu sicher und zuverldssig unschéadlich zu
machen, so dass der Riickstand aus der Ethanolproduktion, namlich der Trester oder die Tro-
ckenschlempe, nachfolgend entweder direkt oder nach Trocknung und Pelletierung ohne weite-
re Verarbeitung, insbesondere Detoxifizierung, als Futtermittel, welches frei von Mykotoxinen
bzw. insbesondere Fumonisinen ist, eingesetzt werden kann.

[0035] Indem gemaB einer Weiterbildung der Erfindung der Zusatzstoff bei der Bioethanolher-
stellung in einem zu vergéarenden, pflanzlichen Rohstoff bzw. in der Maische eingesetzt ist,
wobei der Zusatzstoff so gewahlt ist, dass die darin enthaltenen Enzyme vollstandig aus Bakte-
rien stammen, die den Katabolismus von Fumonisinen (iber einen hochspezifischen Abbauweg
katalysieren, gelingt es, sie mit hoher Spezifitat, Aktivitat und Effizienz einzusetzen, wodurch
der Zusatzstoff auch in einem sauerstoffunabh@ngigen Milieu technologisch angewandt werden
kann.

[0036] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfihrungsbeispielen sowie Figuren naher
dargestellt. In diesen zeigt:
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[0037] Fig. 1 den Fumonisin-katabolischen Gencluster,
[0038] Fig. 2 die Michaelis-Menten-Kurve fiir Fumonisin-Carboxylesterase FumD,
[0039] Fig. 3 eine Abbaukurve von hydrolysiertem Fumonisin B;,

[0040] Fig. 4 die Umwandlung von Fumonisin FB1 in hydrolysiertes Fumonisin HFB 1 nach
Zugabe von Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9 zeigt, und

[0041] Fig. 5 den Abbau von hydrolysiertem Fumonisin HFB1 durch Zusatz von Aminotransfe-
rase mit der Sequenz ID-Nr. 19.

[0042] In Fig. 1 ist ein Fumonisin katabolischer Gencluster als Teilsequenz von 15420 Basen-
paaren eines mikrobiellen Stammes mit der Hinterlegungsnummer DSM 16254 dargestellt. In
dem fum-Gencluster des prokaryotischen Stammes DSM 16254 wird die Transkription der
offenen Leserahmen durch einen bidirektionalen Promotor gesteuert bzw. geregelt, welcher
zwischen fumA und fuml angeordnet ist. Der Cluster codiert Proteine, welche in der Regulierung
der Genexpression, wie beispielsweise FumB und FumG, in der Substraterkennung und dem
Transport, wie beispielsweise Fumd, FumA und FumG und in einem Substratkatabolismus, wie
beispielsweise FumD, FumE, FumF, FumH, Fuml und FumK involviert sind.

BEISPIELE

BEISPIEL 1: DIE ENZYMKINETIK VON FUMONISINCARBOXYLESTERASE.

[0043] Das fumD Gen (Sequenz ID-Nr. 8), welches eine Fumonisincarboxylesterase codiert,
wurde kloniert und in Pichia pastoris unter Verwendung von Standardverfahren exprimiert. Das
his-getaggte Enzym wurde riickgewonnen und aus der berstehenden Lésung der Kultur durch
Affinitatschromatographie gereinigt. Die Enzymkonzentration wurde bestimmt und die enzymki-
netischen Parameter wurden mit sieben unterschiedlichen Substratkonzentrationen im Bereich
zwischen 50 pg bis 25 mg FB; pro Liter und einer Enzymkonzentration von 0,33 ng/ml be-
stimmt. Die Reaktionen wurden in 20 mM Tris-Cl (pH 8,0) Puffer mit 0,1 mg/ml Rinderserumal-
bumin gepuffert und bei 30 °C inkubiert. Proben wurden nach 0, 30, 60 120 und 240 Minuten
Inkubation genommen und durch HPLC-MS/MS analysiert. Fumonisin B (FB;) und hydrolysier-
tes Fumonisin B; wurden quantifiziert basierend auf einer Kalibrierung mit den gereinigten Refe-
renzsubstanzen und einem vollstandig '*C markierten, internen FB1 Standard.

[0044] Fig. 2 zeigt die Michaelis-Menten-Kurve fiir die Hydrolyse von Fumonisin B1 (FB1) durch
Fumonisin-Carboxylesterase FumD, welcher bei einer Enzymkonzentration von 0,33 ng/ml in
Tris-Cl-Puffer (pH 8,0) bestimmt wurde, wobei anféngliche Enzymgeschwindigkeiten gegen die
Substratkonzentration aufgetragen wurden. Die Michaelis-Menten-Kurve zeigt einen Abfall bei
héheren Substratkonzentrationen, da die Enzymgeschwindigkeit basierend auf dem Produkt,
d.h. hydrolysierter FB;-Bildung berechnet wurde. Da hydrolysiertes FB; aus FB, in einer zwei-
stufigen Reaktion Uber partiell hydrolysiertes FB; mit lediglich einer Tricarballylsaure-
Seitenkette, die zurlickbehalten wurde, und einer Seitenkette ausgebildet wird, die abgespalten
wurde, war die Endproduktbildung bei hohen Substratkonzentrationen verzégert. Die Michaelis-
Men-ten-Konstante Ky, wurde als 0,90 umol/l berechnet, was 650 ppb aquivalent ist, und die
Umwandlungszahl war 900 pro Sekunde.

[0045] Aus Fig. 2 ergibt sich, dal3 Fumonisine mit der Carboxylesterase in den relevanten Kon-
zentrationsbereichen rasch und vollstandig hydrolysiert werden kdnnen.

BEISPIEL 2: DIE KATALYTISCHE AKTIVITAT VON HFB1 (HYDROLYSIERTES FUMONISIN
B1) AMINOTRANSFERASE

[0046] Sequenzen ID-Nr. 18 und 24 wurden unter Verwendung von Standardverfahren kloniert
und in E. coli exprimiert unter Steuerung bzw. Regelung eines Bakteriophagen T7 Promotors.
Die Bakterienzellen wurden gesammelt in 50 mM Natriumphosphatpuffer, neuerlich suspendiert
und durch Ultraschall lysiert. Hydrolysiertes Fumonisin wurde hinzugefiigt und die Proben wur-
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den bei 25°C inkubiert. Proben wurden in Zeitintervallen genommen und durch HPLC-MS/MS
analysiert. Es wurde keine Reduktion der hydrolysierten FB; Konzentration beobachtet. Wenn
ein Cosubstrat, wie beispielsweise eine a-Ketosaure, wie Brenztraubensaure oder Oxalacetat,
zu der Reaktion hinzugefligt wurde, konnte ein vollstandiger Abbau des hydrolysierten Fumoni-
sins zu 2-Keto-HFB, beobachtet werden, wie dies in Fig. 3 dargestellt ist. Diese Substanz ist flr
Sauger volistandig unschadlich.

BEISPIEL 3: ENZYMAKTIVITAT IN DARMMILIEU

[0047] Zur Uberpriifung der enzymatischen Aktivitdtt von FUM-Carboxylesterase im Verdau-
ungstrakt wurden schlachtfrische Schweinedarme verwendet und unter AusschluB3 von Sauer-
stoff ins Labor transportiert und in einer anaeroben Sterilwerkbank untersucht. Etwa 10 cm
lange Stiicke von Duodenum und Jejunum wurden abgebunden und herausgeschnitten. Mit
Kanulen wurde Fumonisin B1 in konzentrierter waBriger Losung auf eine Endkonzentration von
etwa 10 ppm verdinnt eingespritzt und mit Darminhalt vermischt. AnschlieBend wurden 5 pg
Fumonisin-Carboxylesterase in waBriger Ldsung, bzw. dasselbe Volumen Wasser in den Nega-
tivkontrollen, eingespritzt und eingemischt. Die Darmabschnitte wurden bei 3 9 °C inkubiert. Mit
Hilfe von Kanllen wurden Proben gezogen und durch HPLC-MS/MS analysiert. Dabei zeigte
sich, dass Fumonisin B1 im Duodenum und Jejunum zum Zeitpunkt der ersten Probenahme
nach zwei Stunden bereits vollstandig hydrolysiert war.

BEISPIEL 4: ERMITTLUNG DES TEMPERATURBEREICHS DER AKTIVITAT VON FUMONI-
SIN-CARBOXYLESTERASE

[0048] Zur Ermittlung des Temperaturbereichs, in dem Fumonisin-Carboxylesterase aktiv ist,
wurden 1,6 ng/ml FUM-Carboxylesterase in 20 mM Tris-Cl Putfer, pH 7,0, mit 0,1 mg/ml BSA
und 10 ppm Fumonisin B1 bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Dabei zeigte sich,
dass das Temperaturoptimum fiir das Enzym bei 30°C lag. Auch bei 40°C und sogar 50°C
wurde enzymatische Aktivitdt noch eindeutig festgestellt. Somit ist diese FUM-Carboxylesterase
zur Anwendung unter den Temperaturbedingungen wie im Verdauungstrakt, oder im Zuge von
ProzeBschritten der Lebens- oder Futtermittelherstellung, die bei erhéhter Temperatur stattfin-
den, geeignet.

BEISPIEL 5: BESTIMMUNG DES PH-BEREICHS DER AKTIVITAT VON FUMONISIN- CAR-
BOXYLESTERASE

[0049] Zur Bestimmung des pH-Bereichs, in dem Fumonisin-Carboxylesterase aktiv ist, wurde
Teorell-Stenhagen-Puffer verwendet. Dieser Puffer lasst sich durch die Kombination von Citrat,
Phosphat und Borat @iber einen Bereich von 10 pH Einheiten mit gleicher Pufferkapazitat ein-
stellen. FUM-Carboxylesterase wurde in einer Konzentration von 3,3 ng/ml mit 10 ppm Fumoni-
sin B1 bei verschiedenen pH-Werten in diesem Puffer bei 25 °C inkubiert. Die hdchste Aktivitat
zeigte sich bei pH 8,0, aber es konnte im gesamten Bereich von pH 5 bis pH 10 Aktivitat festge-
stellt werden. Durch die Aktivitét in diesem breiten pH-Bereich wird die technologische Anwen-
dung des Enzyms als Futtermittelzusatz bzw. im Zuge der Verarbeitung von Lebens- und Fut-
termitteln ermdglicht.

BEISPIEL 6: FUTTERUNGSVERSUCH MIT FERKELN

[0050] Der Versuch wurde in einem Versuchsstall mit 12 Buchten flr jeweils 10 Tiere durchge-
fuhrt. Der Stall war ausgestattet mit Spaltenboden, Schalentrankern und einem computerge-
steuerten Fltterungssystem. Die Automaten waren entlang der Buchtenwénde angeordnet. Das
Stallklima wurde taglich automatisch aufgezeichnet und die Temperatur nach den Standard-
empfehlungen zur Ferkelaufzucht eingestellt.

[0051] 120 gemischt-geschlechtliche Absetzferkel (Alter: ca. 4 Wochen, durchschnittliches
Einstellgewicht 8,21 kg) wurden fir diesen Versuch eingesetzt. Jedes Ferkel wurde mit einer
Ohrmarke versehen und einzeln gewogen. Die 120 Ferkel wurden auf 12 Buchten zuféllig ver-
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teilt. Alle Ferkel entstammten dem dsterreichischen Zuchtprogramm QHYB (= (Edelschwein x
Landrasse) x Pietrain).

[0052] Direkt nach dem Absetzen wurden die Ferkel flir 2 Tage mit einem Starterfutter gefiittert,
nach dieser Eingewdhnungsphase erfolgte die Umstellung auf das Versuchsfutter. Die Fitte-
rung erfolgte 2-phasig: Absetzphase Tag 1-14, Aufzuchiphase Tag 15 -42. Das Versuchsfutter
wurde buchtenindividuell Tber die Spotmix-Fitterungsanlage gemischt und je nach Anzahl der
Ferkel, Gewichtsentwicklung und Futterverzehr zweimal taglich trocken zugeteilt. Wasser stand
zur Aufnahme ad libitum zur Verfligung. Die 12 Buchten wurden in vier verschiedene Applikati-
onsgruppen zu je drei Wiederholungen geteilt und erhielten die folgenden Einmischungen ins
oben beschriebene Futter:

Gruppe

Negativ-Kontrolle Keine Toxine, kein Enzymzusatz

Positiv-Kontrolle 4-5,5 ppm Fumonisin B1

Versuchsgruppe 1 4 - 5,5 ppm Fumonisin B1 + Enzymmix 1 (Carboxylesterase, Ami-
notransierase, Pyruvat) 0,5 kg/t Futter

Versuchsgruppe 2 4 - 5,5 ppm Fumonisin B1 + Enzymmix 1 (Carboxylesterase, Ami-
notransferase, Pyruvat, inerter Carrier) 1 kg/t Futter

[0053] In der Positiv-Kontrolle wurden bei fast der Halfte der Tiere respiratorische Probleme
beobachtet, wobei es auch zu einem Ausfall kam. Alle anderen Gruppen erschienen gesund.

LEISTUNGSDATEN
Gruppe Anzahlder |Anfangsgewicht Endgewicht Ausfalle
Tiere (Durchschnitt, kg) |(Durchschnitt, kg)
Negativ-Kontrolle | 30 8,34 26,82
Positiv-Kontrolle | 30 8,17 24,77 1
Versuchsgruppe 1] 30 8,08 26,69
Versuchsgruppe 2| 30 8,25 27,03

BEISPIEL 7: ENZYMATISCHER ABBAU VON FUMONISINEN IN DER BIOETHA-
NOLMAISCHE

[0054] Proben von Maismaische zur Bioethanolherstellung wurden genommen und bei 3 0 bis
65 °C unter Riihren inkubiert, wobei der Abbau von Fumonisin B1 nach Zugabe von 770 Units
Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9 pro Kubikmeter Maische unter Rithren (Rihrzeit in
Minuten) untersucht wurde. Proben wurden nach der Probennahme durch Aufkochen inaktiviert
und danach fiir die Analytik abzentrifugiert und ein Aliquot des Uberstandes abgedampft. Der
Rulckstand wurde in 200 ul Probenpuffer, der C13-markierten, internen Fumonisin-Standard
enthielt, aufgenommen, 1,5 min geschittelt, abzentrifugiert und dann einer LC-MS-Analyse
unterzogen. Hieraus ergibt sich, dass, wie dies in Fig. 4 dargestellt ist, Fumonisin FB1 vollstan-
dig in hydrolysiertes Fumonisin HFB1 umgewandelt wird. Nach Zusatz von Aminotransferase
ID-Nr. 19 wird das hydrolysierte Fumonisin HFB1 vollstandig zu unschadlichen Bestandteilen
abgebaut, wie dies in Fig. 5 dargestellt ist.

BEISPIEL 8: ABBAU VON FUMONISINEN UND IHREN DERIVATEN IN MAISTOR-TILLABREI
UND CORNFLAKESBREI.

[0055] Die Wirksamkeit der Fumonisin-abbauenden Enzyme wurde in Maisbreiproben ("corn
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grits") far die Maistortilla- und Cornflakes-Herstellung untersucht. Fumonisin-kontaminierter
Mais (ca. 1 ppm) wurde zu Maismehl vermahlen, mit Wasser versetzt und aufgekocht. Fir die
Tortilla-Herstellung wurde der auf ca. 50 bis 60 °C abgekiihlten Maisbrei mit einer Mischung von
Proteinasen in alkalischer Losung versetzt. Nach 30 bis 180 min, wenn der pH unter 9, vor-
zugsweise unter pH 8, gefallen ist, wurde eine Mischung aus Carboxylesterase und Aminotrans-
ferase (jeweils 500 - 1000 Units/m®) hinzugefiigt und fiir weitere 30 bis 60 min inkubiert. Im
Falle der Cornflakes-Herstellung wurde ein Maisbrei aus gemahlenem Mais und Gerstenmalz
fir ca. eine Stunde im DruckgefaB aufgekocht; nach Abkiihlung unter 60 °C (vorzugsweise 50
°C) wurde eine Enzymmischung, bestehend aus Carboxylesterase und Aminotransferase (je-
weils 500 - 1000 Units/m®), hinzugefiigt und fir weitere 30 bis 60 min inkubiert. Aus dieser
Mischung wurden dann Proben gezogen und auf FB1- bzw. HFB1-Rickstande wie in Beispiel 7
untersucht. HFB1-Levels waren in sdmtlichen Proben unter 80 ppb, offensichtlich wurde das
aus FB1 entstandene HFB1 kontinuierlich weiter umgesetzt. Die gemessenen Werte fiir FB1
sind in der u.a. Tabelle angefiihrt.

TABELLE: ENZYMATISCHER ABBAU VON FB1 UND HFB1 IN MAISBREI; FUMO-
NISINKONZENTRATION IN PPB (uG/KG)

Behandlungszeit Tortillabrei Tortillabrei Cornflakesbrei Cornflakesbrei

mit Enzymmix (40°C, 500 Units) (50°C, 1000 (35°C, 500 Units) | (40°C, 1000 Units)
(min) Units)

0 852 866 912 1053

10 116 134 51 97

30 32 71 17 37

19/65



> dsterreichisches
L,fpmmmmt

SEQUENZPROTOKOLL

<110>
<120>

Erber Aktiengesellschaft

AT 507 363 B1 2011-05-15

verfahren zur Herstellung eines zusatzstoffes fir den

enzymatischen Abbau von Mykotoxinen sowie Zusatzstoff und
verwendung desselben

<130>

<140>
<141>

<160>
<170>
<210>
<211>

212>
<213>

25

DNA

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>
<309>
<313> (1)

<400> 1
tgtcggcgat

seq
eb)

rtcgggattt
tgggtgattt
cgaaagaggt
ccaagttgat
actccaggcea
ccggtggtct
acgaacaata
aggccgaaga
gtgaggcgea
gtggttagtt
ccctgtcgeg
cggatcatag
cggatctcgg
cgcgatgteg
cgtatcgacg
cacgagaagc

cgtgtccggt

PD4227

A8024/2009
2009-09-18

1
15420

I0 1 (fum)
..(15420)

F1426269
2009-06-11

.. (15420)

crgtaaactt
ccaactgaac
cgacaatccg
cgatctggtc
gctgggacgt
gaaggtttgc
tgtaaatgcc
tcccattglc
cataccggac
tgacgatctc
gatgcgctga
cataactctc
gcagagcrgg
tcgaacaaat
aaggtcaatg
ccctecacat
gcccaategt

tgtccgageg

PatentIn version 3.3

sphingopyxis sp.

ctaccgtggt
gggtcccggc
gttccaggcg
ttgtcectga
tattgecgacg
cgtaccggga
ctcggccata
ttcgagegea
gcettcgacg
cagtacgaaa
tcggccaacc
agatccggaa
tcgggctgga
tattgaccga
tcgegteggt
tgtcggcatt

cggtcgaata

cctegttege
ctgccggecc
aagatgggtg
aaggttttitg
aagggaaccc
ccecggattcg
taggctgcgg
gccaggageg
gccaaacatc
ggtgagtgcc
gactgagtgg
acggaccecg
aaaactgctg
tagaaacagc

gtaccaaacc

ccacakcata
acatttcecg
cgccecattt
gcgtgeagyg
cttegtgocy
tgacaatcgc
cggectegtg
gatccacctc
gtgccaataa
caggttccgqg
agttggatgg
acattaaaat
ggytcgtteg
tgetgettct

gccggagegt

catcacagac
gaacgccata
aaccgcgggt
ataaacgaca
tgccgteacy
ggcgacctgt
ccgeaccgygg
cggcgacatg
tteteegeec
cacattcget
ccgcacctta
agcggecgac
tcgctattgg
ggccaaaage

ggttcaaatt

gaacaccgat gctgcgatga agegetgetyg

tegegectgy aagttggecg accattttgg

aacggatggg cgccgagecg gtcgegatge gataggcaga
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420
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ggtatggtgc
ataggccteg
cactgtgatyg
atcgcacgeg
cacatagcga
gaatgtaagg
cgtctgcaca
tagctcgaca
gtrgatcggc
atcggcatat
aatcgggacg
tgggttgtag
tcccgtgate
gcgatattcg
gaggtcgeceg
atcagcggtg
cggcacgcaa
atcgcggacc
aagctcgagg
gtctgccegg
gggaaagtcg
cgtcgegagt
accgacatgc
cgcatacacc
aagctgatcc
cgagctcgta
gcetttcaga
gggcacgacc
gaaccagcgg
gectgccgage
gtaggacgag
cagatcttcg
cgaggcgccg
atcgaccgag

gttgccagcg
aagtcaattc
gtgcegtccg
tcgatttect
tcgaccgaaa
acgtecegect
gcctgtccge
aggcttggec
tcatattctc
cggacggcgc
ccgatticga
agattgaagc
gaggtcgtcg
ataccagcgg
gaaatcgtoa
acatagtcga
tcttggtcga
gcatcgacgg
tccgtaaggc
aagccggeag
cttgagaagc
ggagccggaa
gatattacga
tgcacagtgt
ggggcgaagc
aaattcccgt
gggceggacy
gtgacgcctg
cgaccegttg
aagtgcaacc
aggtcgeege
tcgagcacga
cccgtcacga

cctgtgaaat

cacgaagact
ccgeegettt
gattctecgt
gctggggaag
actgaaaccc
tttcagggcyg
cataaattga
cgcggatatc
cgcccagett
cgtttaagtt
caaaaccttc
crccaggecg
cctgcgatat
cgaccgagac
gtccecgeeac
tggccgacqc
ggccggecag
cggcgtagag
caaaggaggc
cgcecgeggta
gaccgacaac
ggaaggcgtt
atgcacccag
cggacacatc
cgatattcac
agtcgaaggt
Tgacaagtcc
tcgtagegec
cttcatcggc
pgtcgtcggc
gggttgaaac
agttgatgac
catcgacgcg

tggrcgegac

gaacgtgceg
ctggacagec
tatgaggtcg
gaggaaatcg
cggcacgaag
caaatccgeg
attgagcgtc
tcgcgaacgq
ccaggttgtt
cagcgaacgt
cttgatgtca
acctgectge
cgcgreggtt
cgggcecgeg
atattgctca
gctcggcgag
tgttgaacgy
attgcggttg
cgagccateg
gacctitgcg
gatcgaagcc
atcacggaag
gttggtgtgg
atatgcygcg
gcgeggteca
ccctaggact
gccgtagogat
gggcacggga
¢cggattccg
aaacgaagtg
acccgactgg
gcccgaaacy
cttgaccaac

gaaacggttg
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ccgecgacyg
aggttgagat
cagaagaagg
atcgcgeect
gcggggegta
ttgccggcgg
gcctgacgge
gtcgcgegga
actccaccgg
cccagegegc
tagcttcecg
gccgeeggag
tcctgecygy
ccgaacgaca
agcctcaget
cctgtgecga
cagacgatat
atggtgagat
agtttccagc
aaattctcga
tgggcatttc
atccggaaat
gaataagcat
cgtaggaacy
tcgecgecyc
cctecgggea
ccgegagaac
tattggccgg
tcctgtcgaa
ccgaaggcga
agctcggcce
gcatcggaac

gcetgeggea

ggcgrgagta
tgggacccgt
tgtttcctge
tcaccttcac
gcaccgcgec
taaagaaccy
cggggtcgaa
acctgaggec
actggctgta
tgtccttcag
agaagggaag
ccccectgat
ccttctectt
ggctatcgec
gagcgacgec
agagattgag
tgccegegag
tgttttcacg
cattgccaat
tttegaccaa
tgtccatgag
tattcgagcec
aggtgcectc
cgttgtageg
tctggaacga
aaaacgcgat
tgcgaatatc
cggcgatgtc
aatattcgaa
tcgaaccgec
tgatgccttc
cgtaggcggc
gcacgttgat

ccgttcagca ggacgagott
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1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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ccggttrgac
tgtcgtgeca
gtcggcaagg
cgtcggegaa
ccggreegtg
ggcagagaca
gcecgggettt
ctcecgtttga
ctaagegteg
ttgcacttcg
gaacagttgc
cgcgtcgeeg
gcaaaatctc
tcgtcaactg
cccttcagge
aatatttgcg
tgtgccteca
gtctctcgaa
aaggagcecgy
gcggagatcg
cccaaatgeg
accagaageg
gcgagggect
tcgecatcgt
gcgacatgea
gcgccatgat
agaaccatcg
tgacggacca
atggtgtcge
ccgagcaaat
caaattcgtg
gtcgactcgt
ttctgecttg

cgaaattcaa

ccgaggeege
ggagttggagg
ttggtcggag
ttgaagcegt
tecgettegt
ggaaatgcga
tcgattctga
gtcececttgt
ggcctaagga
cgcatagacc
ggcatgacgt
ccectcaage
tgaggaccgce
tatgggcege
acgcegegge
gcatctgege
ggectgeecg
tgatcctgag
tcacaaatat
gatagccatt
tccagetgea
caccggtctc
ggtcctcaaa
gcgccttgaa
cgcgatcgga
aggcgeertt
ccgttgaggt
tgcccacaaa
cgagaagtcg
ttggeccata
ccececagege
ggcegtacat
ttecegttege

cgattcgtga

gcatgttgag
tcrtcaagcet
atgcctectt
tctggaggcg
ccggetgacce
gggtgccgag
acttccgata
ttcttgacge
cccgeaattt
ggcgcggtag
ccggcatcgg
accggcgagt
gctgaacgeg
agagagaaac
ccacgcatag
cgggeeegtc
€agggegycg
ggtttcgatc
atcccgegec
cgcaaagcat
atcgegegec
gtcacaacat
tacttcgtgt
cgcgtecgat
agcgagaatc
ggcgeataat
ggcatcgetg
ggctrcggcg
ctgcgeatca
cgcgcacata
gcgectgaag
cccgeecgga
cataatgcac

tctgaaagag

caggttctga
gtcgttgaac
caactgctcg
gctgeeggtc
tatcgatgceg
cgetactgeg
catctgcagt
cgcegteget
gaacatcaaa
ctgaaagtge
ccacgcggtt
tgcattaaaa
cgatccgteg
atattgtgat
ccgatccgaa
tgcttcaact
ccgctggega
gcggeegecea
gcatcgegeg
tttcececage
acccggaaac
tttcgagegg
cggaaaggtg
aagctttggg
ccggcagtat
atggttttgc
ccatttttge
aggttgacca
gcecgeggett
tagtcgatat
aactggggga
atgacccgtt
ctctegegat
atatatcttg
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ccgetgttec
acgggcaget
ctggatacgg
acgacgattt
ggatcgctat
ccgagcaaac
cccteccgaa
caccacggtc
tgcaatgatc
caataatcag
ggcggeatcg
tgggatgagg
cctcgagggt
agggatgaac
aatcgggatc
caagaccatg
tcagcgtttc
tcggtaccge
ccttgttcga
aactgagatc
crgcgegeac
tgcgegegaa
tggcaaagac
cgtcgttata
gcggagtgtt
gccccgtatg
agaacatcgc
tgatctccga
cgatttcgga
agggctgctc
attctggegy
cggcgegttc
aaataatggg

taatatactg
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ccgttecggg
ggttgagtgc
ctgtaaccgg
cgctegttec
cctgageact
tatttgectt
ttgataggga
cggtcggagg
ggaggcttca
ggatttitgct
acgtggettt
ctggagagac
ctcegttaca
atagacgccg
gtccgcaaag
gcgctgagac
gagataaggc
agagaaccag
gcccageagg
gggttcgata
atcgtcaacg
ctcaagctgg
agccgcaata
ggtataatat
ccacggggaa
ggcacgegeg
ccaatccgea
aggaccggtc
ttgccggtaa
gtcggegtec
cagcaaccgt
tctgagatct
taaaaatcca

tataattata

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
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cacaatgcge
acgtcagcga
ttggcacgge
aggaggggcg
tcgeggcoog
gcgeggeact
atttgcccat
cggcgatcect
gcgegcagac
gctgggygag
cggctctgty
agtggtcacc
gtgcegeatg
tcggtatcge
ggatcggtag
gcaacgtgat
ctttcggect
ataacagccg
ggcecttgtt
gttcgacctt
gcggaaaggt
acatcgcagg
ggtcttgetce
ccecgatcagg
tatcattict
gggctccgga
ctgatgaagt
aagcttctyt
gaggaaatcg
gagaatgagg
tcctttegec
attgcctatt
atatgcagga

gcgataaacc

aatcggacga
caaggcgecg
cgccttgatg
tattccegec
aacatgcatc
ctgcttaatg
cgtggettge
gatcatgact
gataccgcag
cgcaggegge
cctegtegat
cgcggegatc
gagctatctg
catttccggg
gcgggtcgga
cgcattggeg
gttctggtty
gcagettget
gctctetege
gttgctggee
gatcgctgaa
tcaagctteg
gttacgagtc
tcggtctcta
ttccgaccaa
atctcgacge
tggatcagat
tcggeggata
tgagctccat
ctctcatgtt
ggttcggtga
gccgacacta
atgtccgttg

aacgctcttc

cgggatagcg
ccccacgaga
gtgcttggaa
0aggggttyg
ggacccgtic
ctcgecgeaa
cgagcggeag
cataatcgge
gtaatatctg
ttcacgatcc
cgcgttgage
gtcatttcga
gagcgactgg
agtttgcttt
tatcgcttcg
gtggcegatc
gcgatgeage
gtactgctga
tttgceggag
agcgegettc
acggtggacg
tagcgeggea
cttgcttgat
tcagattgea
ggaagtggct
gatggaagtc
Ccagggcgega
tggcggggtc
gtatggcaga
cacgatctgc
aattacgtcg
tctgcecgag
cgttgagttc

tgtcgaaggy

gggcagggag
cgctcaccgt

tacagcccat
gatcggcgge
ttatgaagac
tcaacttcgg
cgggagcect
ggccggaccg
cttatttget
tgggcattct
tcgatccgac
tggcggcatt
ctgcgecagea
gccaggtagg
ccttaatcge
agccaagetg
ccttccaaat
cgccgatege
cgaccgactt
tgtatctttg
tatgaaaaag
aagcggeege
gcgaccgaca
gaggaagcegyg
catctcgetc
gacatcggec
gactattata
gaggccagaa
tacaacggca
ttcgcaattc
gattticttc
cgaacgccat
ggttctgagt
atgtcgeetg
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gacggggaaa
agtcgtcgeg
ccttetegge
aacggtggaa
gggatatctg
attgacgtty
ggaaggtctt
gctgagegga
cccgacggag
cgcggegatc
gaccgttaac
cgttcaattc
cggattttcg
cggggcetigyg
tgggagcctg
gtttatttcc
ccgettegeg
cctcgtcggy
gcgetggatc
cgcttetctg
acggatcggg
gcagtcctaa
ggctgtiggt
gtgcctcace
tgatgcgcecg
agcrcgaaag
atagecacce
agcttgacga
ttttccatat
tcgacgeggt
gggaggggca
cagcgtgaat
tcggtoggtt

gttcgaccag

tctatgegoa
gcaatgatcg
gcecttgtag
atactggcga
cgggcgaaat
ccgggtttcg
tcgctcageg
atatttctgg
attatteccge
gcegegateg
gacgacttgc
tcgggagtcg
ggagaaacga
ctggcegett
ctteaggegy
gcttcctgtg
atcgcgatag
ttgagcgego
tttgtgggga
tttcaaccge
gttcgcgatg
aagcgagcga
cgatctagac
gtecgtecgic
ctatctggag
ctggcaggac
gceegecctc
gcgatactce
gccgcaaatg
atgggcegtc
agcggetige
ccgttcaacg
aggaggcccc

gccctgegaa
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5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
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gtcagccgea
cgatctgcega
tctgaatcaa
cggtcegttg
gctececggic
tgrccgggag
tgttetcccy
ccttgacgty
catcagcatt
gttcggectg
gcaattgaaa
cgatgcegaa
gacgacggeg
tatgceecge
acgcacgatc
gcttgegegg
agatggggca
atttgctgag
gggagagaaa
cgcecacgtgg
catgecttggce
tcatacccag
acccttegeg
gtgggcgagc
tagagagggg
tcccaaacag
tagcggeggt
ggtggtcgtc
ttcaaaggaa
gttcaaatgg
ctttggcgag
gagcgcetic
trctgaaage

cgatgcgggc

atcaacgagg
tcatttgttg
tcgcageecg
ttcgagegga
gcccaccgag
ttccgetgga
cgagctgege
ccggeggteg
gagagcctgt
gcatgccacc
ggtgaaagcc
ctecgegegea
ctgggattoa
tcgggtcggt
ggcatcgttc
ctecegegegg
tcgtgacacg
agacgaacqgc
tgtgtgaaag
cttgcgegga
gcaactgcea
tcgggegeeg
gctccgeegg
accagggacg
agccgggctg
gtcggtaagg
tctggcgegy
acgttcaact
agtccgaatg
gttcagaaca
tccgeeggeg
aatcaggcga
gaagcgaatg

gaattgacga

cagatgtcaa
cggtgtatga
cgetcagecg
ccagtcggtc
cgttggaact
cagacatcac
gcttgtacat
aggctrgegga
tgccatcaag
gaagccatcc
tgatcgcegt
acaatatcgc
tcgatgegea
cggaggrcgt
agcgeegeac
cctggtegtc
cgttcratge
gaagataccg
agcaccaatg
tcagegttte
trceegtgge
tcgagggegt
tcggegacct
geegeegett
ccgggacgag
gggggeteec
tgccatatta
atcgcgeegg
gcgtgreggg
acataaggga
cgagegeget
tactgcaaag
ggctggaget

agatcgcgca

cgtggeeage
aacgcgaagt
gagaatccag
gcttgecgaa
tgtcgatacg
gattgcctgt
ggatcaaaat
cctggttgeg
cctgeggttc
gctggegtcg
tcaccgtgeg
gctggaatgg
attgggtgtc
ctggcgeecc
cggctegaty
cgccaatctg
gcctgcagea
ctgggtcaca
ccgtggcggc
ccggggggcec
tgcgcaaact
cgagggcgac
gcgatggeag
tgcgeccgat
cgaagactgc
cgtcatgate
tgacggctct
gattctgggc
caactatggt
grrcggegga
cggactgctc
tccgggtetg
gggagccgat
atcgcgaata
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aagttcaact
tttagccacy
cgcctcgaga
acggegeteg
tcgetgtttg
gtacagaccg
ccgagggtee
agcggcgagy
gatgcgcetec
ctcgagatcec
agccggaacc
cggtatgagg
gctgttatgc
gtcgtegege
caccetgeeg
ggcgacatcg
tcgatgctea
ggatatcagt
cgggegrecc
tcegeeatey
gacgatccga
gtcgagactt
ccgeeggetc
tgcatcggga
ctctatctga
tgggtttacg
gcgetegege
tttecttgocc
cttctcgaca
gacccgaacc
ctgacctege
gccaggeege
atttctgetc

cceatgtege
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gtgagitact
ccgegegget
gtctcgtggg
gcaaagagtt
cgtegeecaa
ccgecttcca
gactccgeat
cggagticgg
acgaggaccc
ttgaatggac
gcacgtigct
tcgegeatcet
cccgeatggt
cggtcgteca
cacagcaatt
cgtctcgega
cgatcattgc
ccatcgagge
ccgetgegec
cctggacctt
agctegtteg
ttttgggaat
€gccgaggac
acgagegget
atatctggtc
gcggtgggtt
agaagggcgt
atccggeget
tgctcgegge
gtgtcacggt
cgctcagtga
tegecacget
tacggcgtgce

gccagttcac

7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
B460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240



> dsterreichisches
L,fpmmmmt

caagcecgegg
tgeettegec
agggcgeget
cacagaacaa
cgcegacgtc
cgagctgctce
gggcattcca
cgcaaatctg
gtcggacatc
ggtccccgat
gacttttggt
ccaaccctea
cgacgggcetg
gaggtggcaa
ttgtgatcga
tgcgracgat
attggaatga
ttatccgcaa
cctegetgte
aggcgettgt
attctgaggt
gccggggatt
aggcaaatct
ggggcacgec
cggtgggaga
acggcggeat
ccttgegett
gcttggtgge
acctctteat
agaaactcgg
gcgtgeccag
caaagaaatc
ggccegggat
tggagacagg

ccgatgggtc
aagggggcect
tttacggatc
ttrtggtgacy
ccecgecgecy
tcggeagect
ggagccggec
gggcegtegt
aaacttgcga
cagggcacga
tcgcaggttg
aaatagegec
tgeectetge
cgctgcattg
gcatgcgecg
gcacgaacgt
tcttgtecge
caccaccgac
gggcacgctg
aaacgcatat
gaccgagatc
ccctgtegaa
tgactggctc
atatgcgact
tccaacccaa
cgtcacacga
ctacgatgaa
acagcagect
gcecgtcagtg
tctgaatcce
cgaattcggce
caactgggcc
caccrteace

tgagccgaca

cgattctgga
tccgcaagat
gcetgecggt
aggcggacgc
ttgcccgtct
tcgcgaaatg
gtcgeeecge
ccgratctat
ccgaaatgte
aatcgcactg
gctctgggga
cggcctgtge
ctagaaggaa
acggcagecg
cgcgecatge
cecectgtege
gtcacggggg
gctattecect
agtttatcge
tacgccacyg
aaccttcagc
gtggaagcca
tcaagcgeat
ggcacggtge
tgecatgetg
ctggactgeg
ggcgaagatg
gatcagatcg
ttecoooecy
gtaaccctgg
ggccaagate
cgaccgatta
tatcteggceg

aaaaacctgt

cggctatgtt
acccgticty
caaaacggtc
atgggagegt
ttttggggat
gcgaacgccg
cacgcatgga
grtrgggtcg
cgcggeetgg
gccgegette
aggtcttgga
gtgcttcage
gtaagttgeg
tgacggegeg
gcggcggcaa
cgttgaccgg
ggcgcaccga
tcatgacgcg
gaaccaacgc
ccgaacggct
aaggegregt
aggctgecat
gggggcctge
tcaagaacct
tcgcgatcga
treecettete
tgtggccgaa
ctttcageat
tgcaagegga
aacgcacggt
tcgacgacct
ttgtgeeecc
tcaaggtaga

ttgcttcgog

Seite 6
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ttgcgcacce
gtcggceggaa
cttgaatatc
tgttatcceg
agtcagttca
ctttggagat
gacgaaattc
ctcgaaggeg
gtgagcttcg
gagcggcegag
gtttcgccga
acgccgtecc
ctacgacgtc
tgaagcgggg
cagtcgtcac
tgaatattcg
cgaagaactc
ctgcggtgty
attcttectt
aggcgtcgat
gcagegtctg
cgcctegtec
tgcggegaac
gttggagcaa
tgggcgageg
gatcgtegtc
gcgttacgec
aatcgatcgg
cacgatcgcg
ggccgaattc
ccacaccgag
gttcagegec
cagccgtgeg
ggaaataatg

AT 507 363 B1 2011-05-15

ttgacgtcga
acgcegacga
gagcctatct
cgaactccga
acaacgggat
atcgetttac
cctatgtett
gcgeeggaac
cggtgcacgg
gggagatcat
gcaaagectg
gctttgcggg
gcgataattg
geeteggttc
acacgcaata
gcggacgaat
gcgeggetcy
cgtttccage
ggcggeggga
attctctatg
caattgcgea
ggaggattcc
ttcatcgtac
ggcgtegect
cccaaatacg
aacaaggacg
atatggggtc
caggccgaag
ggtctggecg
aacgccgeat
ggaatcgaac
tatcctctec

cgggtcatca

gcggacagea

9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280



> dsterreichisches
L,fpmmmmt

trcteggeca aggttatetc gotggatttg

tcgogggtig
ttgcegtogd
tattgcgaag
ggcgaterea
caatacgece
ctcgagaget
gegetcatca
atctteaacy
aacgttattc
ctggegergg
ctttatcage
ggcggcagey
aaatttcatc
acgatctacy
gtectaggoa
aagctggecy
rtggtgette
gaagtcatgg
atgceataca
gctgaccgcy
atggaacata
agtggeaact
gcgagaaget
ttrggegetg
cgegregggc
accattgega
gtcggucgac
ttggrggaaa
cagcaggtyg
ccggageasa
ccegtgatac
cacaaggegc

trgacggyca

ggaggeegea
cgccggaget
ggtrctgege
geeacetage
ctoegeatga
acgagcagca
trrceatett
gggatgcact
cttatcagge
cgatcagict
acgtgecogt
acggeagagyy
acgecertge
atcatatgtt
€Cyttyggay
gcgaagacge
tgottgecat
gegtegeget
graaatttgl
aggcaagtaa
tgaagtecgt
greregagea
tttitccgac
gtrtccteat
gtcggaaagg
tgactecaag
ttitgeaggg
ttacgtogee
cegteatgat
tgaacgactg
tetggotacy
attcgategg
tggcgatgto

cgtcatgeag
ggaagceagg
ggtatrtect
raatctetge
gttcggaata
tgotrggece
greggeggea
teregogaaa
gatgattgec
cgtregertt
retteggycg
gtgtaacgac
ctatggette
cggerggeeg
gatcggaatg
tcctcgatea
agrggcaacy
cgeegteeat
ccacggtatc
tggettogec
tegogatege
atatgatttc
cggcyataac
gaggeoettg
cctgategiy
ctatgaggea
ttittecyct
caaatcgaga
cgeegeegeg
agg9atggcgg
ceggtoetete
cgaateocte

gatccteacy

gaatggegat
gattttgatc
cgogttatgg
gcaatgacct
cactegtgee
aacgticcaa
cggeeggteg
tgcataaccy
cacgeategg
gtogoeggega
tcgeggacga
ctacgegatg
geggacgaga
ggacttrgtt
gcgecetaty
gtcgtgggey
ccggeactge
ggcerectec
ctcggegtcg
ticaggotca
tecageecte
agtagcgtca
tregtttacg
gegacatege
goggcgattt
acactcgoga
attggattac
ggagcagagt
ggctictrea
atcggrertyg
gtgeeettgt
ccggaaaca
cgegaatige

acgaccacct
segite 7
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tggtaccgta
1cgtaaaaat
aggtgtgcaa
Tgeagegtea
aaggtigeta
aggcgetgtc
cogetoteta
gegtecttee
Tgeeeggegy
gcacatttct
toggtatygg
cggegactcr
cattttcgac
Legeggecac
cgerrrtcag
cgatcggect
ttgggeegga
ttttageaggt
tcttggectt
cggetctegt
ccacgaaaaa
tgcagategt
gcttetatge
tcatgettte
treregggto
tcatggeegt
tegeaccggt
€gggtggegt
coregtyggea
cgctgeaate
tgatcggatg
aagectatet
aacagagctg

tttacatgatl
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tteggeegea
gctgtotgac
cgcgtgeege
trtegerage
ttacgeetge
ggagrtgcgy
tcgoaagaat
gertgeegee
cgggtrttac
ttatteegeg
aattaaggtt
gcgatatetc
gaccoggega
ageeacgage
ctigeeggtc
actctggetc
tgttgoecty
ccgrageace
ctrtttggty
gcgceatcat
gggttaaaca
gagagtaged
ggcatatatt
attggecact
ctacatcgat
cggaacecte
tatcgtgerc
cteagtgtac
grctgecage
aacgetttea
cttgattatc
cracatgoag
ggggctgatc
taccgectat

11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12500
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320



> dsterreichisches
L,fpmmmmt

acgccgacat
ateatggteg
atcggtagaa
ctgatgaget
tretecgeat
cotoecgoca
ggcgygettca
cctgeaatet
cggetgagec
caatgaageg
acggrrgaaa
ggcgaactty
aagaccagag
Titacgaacc
atcgttetyy
cgertoaaac
cggacgatty
gaagcgetct
cegatggegy
gtggrgatcy
grrgctocga
ggcgecgacy
geacgoeoogg
atattcgaat
gggrecgaga
gggatgtrta
goggtgettc
attggectgt
aaagrgatig
cgtcaaagaa
gcagttggta
grtttgeeatt
tgeteregac

ggatcgggat

ttggegagaa
gcgtgtogaa
ccocogateet
ggctegtege
gctttggact
ttagaaccct
ccecattggt
ggctotgttt
ggccaatoge
agattcgggc
cgatgatggt
tcctygggac
catgoggeat
ttgeatcgey
ggcatgaatt
ccggacaget
gctactegoa
tgctgectgt
tgggatggea
ggtgcggace
ttattgeglc
cegtgtoga
tcggacaagy
gcgraggggt
tcatggregt
aagegeteac
acatgatagg
ccgatgtece
tggacccttyg
ggegacgtty
aacatgceaa
gtcategoe
ctggeettee

cggcagycgt

agcactegga
cttectgtgg
actggtegly
ggcaccgaca
ctataatggg
tggetteteg
aagtacggcg
tgeggettte
cgaaggeges
ggtaggtgcy
atgaatggge
cratgetgat
ctgcggatet
ggcgggtate
crgtggegag
tytgtgetog
tgagtatece
tcegaacgge
tgeegtegag
ggteggatty
goatccatcg
tecgegegaa
tgggacccty
gcegggeatg
tggegeatge
gatcaaattc
tgagggcgea
gtccgegttt
gegetgagec
acecggtatg
aatatgaact
geacccyycy
ttcatatatt
tggttcatet

ctgageccge
cricegatey
ceggteactg
ttcggagege
gogeteatog
ctggegttca
Ctaatccacg
atcagertcg
agataggaca
ctggeggeac
taagacatga
cegatacceg
gaccrreatt
gectotatgg
atratggagt
ctgeeyctay
ggegggcteg
crtecggega
atcgegeadgy
gcagtcgieg
ceegategge
gaatcaccct
tccageteat
crreggeatg
atgcagecyg
fegegaactt
ctcgacgrat
gaggcterac
tgaggatgec
tgaacatece
gtagtattge
acaaagatta
tcaggaccte

gggtcgagtt
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aagatgrect
gggggctet
ttctegecat
ttgcagetgt
cgagactecac
gtctegegac
cgacgygeag
teggtgtoge
atcagagaat
ttegegaaga
gagcagtagt
cecgeeggoca
ttrgcgatca
aagttgattt
tegggeecte
cgateggree
gcgaatatat
ccrgegegyc
ticaaccaca
ctgcectgaa
gtgetettge
ttcgecadal
tgctgtcaaa
cgatggacgg
acgegatcga
acacgggtga
ctecgetegt
ggagtocagg
aagggtgcga
catattcttc
gtcggggttc
gatgrtacttc
tocgaccaty

ccagttgatc
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gerggttace
cteggategt
cgectttece
tctgetgact
cgagattarg
ctegetgtte
caattcogey
cgcatcgace
geeegrgegg
gcegrtgegg
ttaccgaaat
ggtgerogic
tgegragycy
gtgtcgagac
tgeggategt
gaccggageg
ggtccteacy
gttgacggag
tcacateoct
acataagcaa
toigeggaty
cgagaagatc
gtctcaaaty
cgcgtocgac
gcecatgate
gyaattegoe
taccgatgtg
cgcccaagaa
cgttgggeat
cgragetgaa
tcattgtggyg
cgataatccg
cgrgeggegc
ttcgtaagag

13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13520
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
152490
15300
15360



> dsterreichisches
L,fpmmmmt

agaacacctc ctcggctaac tgcgecgegg tactatcgea ggatcgtctc gagegtycge 15420

<210>
<211
<212>
<213>

DNA

<220
<221>
<222>
<300>
<308>
<309
<313>

<400> 2
atgcggaacy

atgatcgtty
cttgtagagg
ctggegatcg
gcgaaatgeg
ggtttcgatt
ctcagcgegg
tttctgggeg
attccgeget
gcgatcgegg
gacttgcagt
ggggtcgoty
gaaacgatcg
gccgettgga
caggcgggca
tcectgtgett
gcgatagata
agcgegqggge
gtggggagtt
caaccgcgey
<210> 3

<211> 393

<212> PRT
<213>

<220>

2
1182

seq ID 2 (fumA)
.

. (1182)

F1426269
2009-06-11
L.

. (1182)

tcagcgacaa
gcacggecge
aggggegtat
cgocgggaac
cggcactctg
tgcccatcgt
cgatectgat
cgcagacgat
gggggagege
ctergtgect
ggtcaccege
ccgeatggag
gtatcgccat
tcggtggygcy
acgtgatcgc
tcggectgtt
acagccggea
ccrtgttget
cgaccttgtt

gaaaggtgat

Sphingopyxis sp.

ggcgeegece
cttgatggtg
tccegecgag
atgcatcgga
cttaatgctc
ggcttgecga
catgactcat
accycaggta
aggcggettc
cgtcgatcge
ggcgatcgtc
ctatctggag
ttccgggagt
ggtcggatat
attggcggtg
crggrrggeyg
gcttgctgta
ctetegettt
gctggecage

cgctgaaacg

sphingopyxis sp.

cacgagacgc
cttggaatac
gggttgggat
cccgttetta
gccgcaatca
gcggcagegg
aatcggegge
atatctgett
acgatcctog
gttgagctcg
atttcgatgg
cgactggerg
ttgctttgec
tgcttegect
gccgatcage
atgcageect
ctgetgacge
gccggggeda
gegettetge
gtggacgtat

seite 9
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tcaccgtagt
agcccatect
cggcggcaac
tgaagacggg
acttcggatt
gagccctgga
cggaccgget
atttgetecc
gcattctegc
atccgacgac
cggcattegt
cgcageacgd
aggraggcgy
taatcgctgg
caagctggtt
tccaaatceg
cgatcgeect
ccgacttgcg
atctttgege
ga

AT 507 363 B1 2011-05-15

cgtcgeggea
tcteggegec
ggtggaaata
atatctgegg
gacgttgeeg
aggrctttcg
gagcggaata
gacggagatt
ggcgatcgee
cgttaacgac
tcaattctcg
attttcggga
ggcrtggetg
gagectgett
tatttecgct
cttcgegate
cgtcgggrig
ctggatcttt

ttctctgttt

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

1020
1080
1140
1182



> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
L/fpmmmmt

<221> Seq ID 3 (FumA)
<222> (1)..(393)

<300>

<308> FJ1426269
<309 2009-06-11
<313> (1)..(393)

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

val val Ala géa Met Ile val Gly ggr Ala Ala Leu Met ¥a1 Leu Gly
0

Tle Gln Pro Ile Leu Leu Gly Ala Leu val Glu Glu Gly Arg Ile Pro
35 40 45

Ala Glu Gly Leu Gly Ser Ala Ala Thr val Glu Ile Leu Ala Ile Ala
50 35 60

Ala Gly Thr Cys Ile Gly Pro val Leu Met Lys Thr Gly Tyr Leu Arg
65 70 75 80

Ala Lys Cys Ala Ala Leu Cys Leu Met Leu Ala Ala Ile Asn Phe Gly
85 90 95

Leu Thr Leu Pro Gly Phe Asp Leu Pro Ile val Ala Cys Arg Ala Ala
100 105 110

Ala Gly Ala Leu Glu Gly Leu Ser Leu Ser Ala Ala Ile Leu Ile Met
115 120 125

Thr His Asn Arg Arg Pro Asp Arg Leu Ser Gly Ile Phe Leu Gly Ala
130 135 140

GIn Thr 1le Pro Gln val Ile Ser Ala Tyr Leu Leu Pro Thr Glu Ile
145 150 155 160

Ile Pro Arg Trp Gly Ser Ala Gly Gly phe Thr Ile Leu Gly Ile Leu
165 170 175

Ala Ala Ile Ala Ala Ile Ala Ala Leu Cys Leu val Asp Arg val Glu
180 185 190

Leu Asp Pro Thr Thr val Asn Asp Asp Leu Gln Trp Ser Pro Ala Ala
195 200 205

Ile val Ile Ser Met Ala Ala Phe val Gln Phe Ser Gly val Gly Ala
210 215 220

Ala Trp Ser Tyr Leu Glu Arg Leu Ala Ala 6In His Gly Phe Ser Gly
225 230 235 240
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n> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
patentamt

Glu Thr Ile Gly Ile Ala Ile Ser Gly ser Leu teu Cys Gin val Gly
245 250 255

Gly Ala Trp Leu Ala Ala Trp Ile Gly Gly Arg val Gly Tyr Arg Phe
260 265 270

Ala Leu Ile Ala Gly Ser Leu Leu GIn Ala Gly Asn val Ile Ala Leu
275 280 285

Ala val Ala Asp Gln Pro Ser Trp Phe Ile Ser Ala Ser Cys Ala Phe
290 295 300

Gly Leu Phe Trp Leu Ala Met GlIn Pro Phe GIn Ile Arg Phe Ala Ile
305 310 315 320

Ala Ile Asp Asn Ser Arg Gln Leu Ala val Leu Leu Thr Pro Ile ala
325 330 335

Leu val Gly Leu Ser Ala Gly Pro Leu Leu Leu Ser Arg phe Ala Gly
340 345 350

Ala Thr Asp Leu Arg Trp Ile Phe val Gly Ser Ser Thr Leu Leu Leu
355 360 365

Ala Ser Ala Leu Leu Tyr Leu Cys Ala Ser Leu Phe Gln Pro Arg Gly
370 375 380

Lys val Ile ala Glu Thr val Asp val
385 390

<210> 4

<211> 651

<212> DNA )
<213> Sphingopyxis sp.

<220>

<221> sSeqg 1D 4 (fumB)
<222 (1)..(651)
<300>

<308> F1426269

<309> 2009-06-11
<313> (1)..(651)

<400> 4
atgacatcgc aggtcaagct tcgtagegeg gcaaagegge cgcgeagtce taaaagegag 60

cgaggtcttg ctcgttacga gtccttgett gatgcgaccy acaggctgtt ggtcgatcta 120
gaccccgatc aggtcggtct ctatcagatt gcagaggaag cgggtgectc accgtcgtec 180
gtctatcatt tctttccgac caaggaagtg gercatcteg ctctgatgcg ccgectatctyg 240

gaggggctcc ggaatctcga cgegatggaa gtcgacatcg gccagetcga aagctggeag 300
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tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

gacctgatga agttggatca gatcagggcg cgagactatt ataatagcca cccgoccgee 360
ctcaagcttc tgttcggegg atatggeggg gtcgaggeca gaaagettoga cgagcgatac 420
tccgaggaaa tcgtgagetc catgtatgge agatacaacg gcattttcca tatgccgcaa 480
atggagaatg aggctctcat gttcacgatc tgcttcgcaa ttctcgacgc ggtatgggcc 540
gtctccttte gecggttcgg tgaaattacg tcggattttc ttcgggaggg gcaagcgget 600
tgcattgcct attgccgaca ctatctgecc gagcgaacge catcagogtg a 651
21t 316

<212> PRT
<213> sphingopyxis sp.

<220>
<221> Seq ID 5 (FumB)
<222> (1)..(216)

<300>

<308> F1426269
<309> 2009-06-11
<313> (L)..(216)

<400> 5
Met Thr Ser GIn val Lys Leu Arg Ser Ala Ala Lys Arg Pro Arg Ser
1 5 10 15

Pro Lys Ser Glu Arg Gly Leu Ala Arg Tyr Glu Ser Leu Leu Asp Ala
20 25 30

Thr Asp grg Leu Leu val Asp hgu Asp Pro Asp Gln Vg1 Gly Leu Tyr
3 4

cIn Ile Ala Glu Glu Ala Gly Ala Ser Pro Ser Ser val Tyr His Phe
50 55 60

phe Pro Thr Lys Glu val Ala His Leu Ala Leu Met Arg Arg Tyr Leu
65 70 75 80

Glu Gly Leu Arg Asn Leu Asp Ala Met Glu val Asp Ile Gly GlIn Leu
85 90 95

Glu Sser Trp GIn Asp Leu Met Lys Leu Asp G¢in Ile Arg Ala Arg Asp
100 105 110

Tyr Tyr Asn Ser His Pro Pro Ala Leu Lys Leu Leu Phe Gly Gly Tyr
115 120 125

Gly Gly val Glu Ala Arg Lys Leu Asp Glu Arg Tyr Ser Glu Glu Tle
130 135 140

val ser Ser Met Tyr Gly Arg Tyr Asn Gly Ile Phe His Met Pro GlIn
145 150 155 160
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> dsterreichisches
L,fpmmmmt

AT 507 363 B1 2011-05-15

Met Glu Asn Glu Ala Leu Met Phe Thr Ile Cys Phe Ala Ile Leu Asp
16 170 175

ala val Trp Al
18

0

a val Ser Phe Arg A
1

rg Phe Gly Glu Ile Thr Ser Asp
8 190

phe Leu Arg Glu Gly GIn Ala Ala Cys Ile Ala Tyr Cys Arg His Tyr
195 200 205

Leu Pro Glu Arg Thr Pro %er Ala
15

210

<210> 6

<211> 945
<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>
<309>
<313> (1)

<400> ©
gtggccagcea

(1)

acgcgaagtt
agaatccagc
cttgccgaaa
gtcgatacgt
attgectgtg
gatcaaaatc
ctggttgcega
ctgcggtteg
ctggegtcgc
caccgtgcga
¢tggaatggce
ttgggtgtcy
tggcgeececg
ggctcgatgce
gccaatctgg

<210> 7

Seq ID 6 (fumC)

.. (945)

F1426269
2009-06-11

..(945)

agttcaactg
ttagccacgc
gcctcgagag
cggcgetegg
cgctgritge
tacagaccgce
cgagggtceg
gcggcegaggc
atgcgeteca
tegagatect
gccggaaccg
ggtatgaggt
ctgttatgcc
tcgtegegec
accctgeege

gcgacatcge

Sphingopyxis sp.

tgagttactc
cgegeggett
tcteogtoggc
caaagagttg
gtcgeccaat
cgecttecat
actccgeatc
ggagttcggc
cgaggacccy
tgaatggacg
cacgttgctc
cgcgeatctyg
ccgeatggtt
ggtcgtccaa
acagcaattg

gtctcgegaa

gatcegcgat
ctgaatcaat
ggtcecgtrgt
ctceecggeg
gtccgggagt
gttcteccge
cttgacgtgc
atcagcattg
ttcggeetgy
caattgaaag
gatgccgaac
acgacggcge
atgcececget
cgcacgatcg
cttgegeggc
gatggggcat

catttgttgc
cgcageeege
tcgageggac
ceccaccgage
tccgetggac
gagctgcgeg
cggcggrcga
agagcctgtt
catgccaccy
gtgaaagcct
tcgcgegeaa
tgggattgat
cgggtcggc
gcatcgttca
tccgegeyge
cgtga
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ggtgtatpaa
gctcageegg
cagtcggtcg
gttyggaactt
agacatcacg
cttgtacatg
ggctgcggac
gccatcaagc
aagccateccg
gatcgccgtt
caatatcgcg
cgatgcgcaa
ggaggtcgtc
gegeegeacc

ctggtcgtcc

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
945



tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

<211> 314
<212> PRT
<213> Sphingopyxis sp.

<220>
<221> Seq ID 7 (FumC)
<222> (1)..(314)

<300>

<308> F1426269

<309 2009-06-11

<313> (1)..(31%)

<400> 7

val Ala ser Lys Phe Asn Cys Glu Leu Leu Asp Leu Arg Ser Phe val
1 5 10 15

Ala val Tyr géu Thr Arg Ser Phe %er His Ala Ala Arg Leu Leu Asn
5 30

Gln Ser GIn Pro Ala Leu Ser Arg Arg Ile Gln Arg Leu Glu Ser Leu
35 40 45

val Gly Gly Pro Leu Phe Glu Arg Thr Ser Arg Ser Leu ala Glu Thr
50 55 60

Ala Leu Gly Lys Glu Leu Leu Pro val Ala His Arg Ala Leu Glu Leu
65 70 75 80

val Asp Thr Ser ggu Phe Ala Ser Pro Sgn val Arg Glu phe Sgg Trp

Thr Asp Ile Thr Ile Ala Cys val Gln Thr Ala Ala Phe His val Leu
100 105 110

Pro Arg Ala Ala Arg Leu Tyr Met Asp GIn Asn Pro Arg val Arg Leu
115 120 125

Arg Ile Leu Asp val Pro Ala val Glu Ala Ala Asp Leu val Ala Ser
130 135 140

Gly Glu Ala Glu phe Gly Ile Ser Ile Glu Ser Leu Leu Pro Ser Ser
145 150 155 160

Leu Arg Phe Asp Ala Leu His Glu Asp Pro Phe Gly Leu Ala Cys His
165 170 175

Arg Ser His Pro Leu Ala Ser Leu Glu Ile vLeu Glu Trp Thr GIn Leu
180 185 190

Lys Gly Glu Ser Leu Ile Ala val His Arg Ala Ser Arg Asn Arg Thr
195 200 205

Seite 14
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> dsterreichisches
L,/pmmmm

Leu AsSp
210

Leu

Tyr Glu val

225

Leu Gly val

ser Glu val

I1e Gly Ile

275

Gin Leu Leu

290

Asp ITe Ala

305

<210>
<211>
<212>
<213>

8

1623
DNA
sphi

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>
<309>
<313> (1).

<400> 8
gtgaaagagc

a).

F142

gcgeggatca
actgccattc
ggcgeegteg
ccgecggteg
agggacggec
cgggetgecy
ggtaaggggy
ggcgeogtge
ttcaactatc
chaa‘tggcg

cagaacaaca

Ala Glu

Ala His

Leu Ala Arg Asn Asn

215

teu Thr Thr Ala Leu

230

val
245

Ala

val
260

Trp
val GlIn
Ala

Arg

Ser Arg

Met Pro Arg Met val
250

Arg pro val val Ala

Ile
Gly
235

met

Pro

265

Arg Arg Thr Gly Ser
280

Leu Arg Ala Ala Trp
295

310

ngopyxis

seq ID 8 (fumD)

. (1623}

6269

2009-06-11

. (1623)

accaatgccy
gegtitcecy
ccgtggetge
agggcgtcga
gcgacctgeg
gccgetttge

ggacgagcga

.ggctcccegt

catattatga
gegecgggat
tgtcgggcaa
taagggagtt

tggcggeegg
gggggcctec
gcaaactgac
gggcgacgte
atggcggecg
gcccgattge
agactgcctc
catgatctgg
cggctetgeg
tctgggcttt

ctatggtctt

Met

Ser

Glu Asp Gly Ala Ser

gegteccccg

gatccgaage
gagacttrrt
ccggeteege
atcgggaacg
tatctgaata
gtttacggeg
ctcgegeaga
crtgcccate

ctcgacatge

AT 507 363 B1 2011-05-15

Ala
220

Leu

Pro

val

Hs

ser
300

ctgcgceege

tcgttegtea
tgggaatacc
cgagggcgtg
agcggettag
tctggtetec
gtgggtttag
agggcgtogt
cggegetttc
tcgeggegtt

cggcggagac ccgaaccgtg tcacggrctt

Seite 15
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Leu Glu Trp Arg

Ile Asp Ala Gln

240

Arg ser Gly Arg
255
val GIn Arg Thr
270
Pro Ala Ala Gln
285

Ala Asn Leu Gly

cacgtggctt

tacccagtcg
cttcgegoct
ggcgggeacc
agaggggagc
caaacaggtc
cggcggtict
ggtcgtcacg
aaaggaaagt
caaatgggtt
tggcgagtcc



> dsterreichisches
l/ patentamt

AT 507 363 B1 2011-05-15

gccggegega gcgcgctcgg actgctectg acctegeege tcagtgagag cgccttcaat 780
caggcgatac tgcaaagtcc gggrctggee aggecgetcg ccacgettic tgaaagegaa 840
gcgaatgggc tggagctggg agccgatatt tetgetctac ggcgrgecga tgegggegaa 900
ttgacgaaga tcgcgcaatc gcgaataccc atgtcgcgec agticaccaa gecgeggecg 960
atgggtccga ttetggacgg ctatgttttg cgecacccttg acgtcgatge cttcgccaag 1020
ggggccttcec gcaagatacc cgttcrggic ggcggaaacg ccgacgaagg gcgcgetttt 1080
acggatcgec tgecggteaa aacggtcctt gaatatcgag cctatctcac agaacaattt 1140
ggtgacgagg cggacgcatg ggagcgttgt tatcccgcga actccgacgc cgacgteece 1200
gccgecgttg cccgtctttt tggggatagt cagttcaaca acgggatcga getgetcteg 1260
gcagccttcg cgaaatggeg aacgecgctt tggagatatc getttacggg cattccagga 1320
gccggecgte gococgecac geatggagac gaaattccct atgtcttege aaatctgggy 1380
ccgtcgtecg tatctatgtt tgggtcgctc gaaggcggcy ccggggegtc ggacatcaaa 1440
cttgcgaccg aaatgtccgc ggoctgggtg agertcgegg tgcacggggt ccccgatcag 1500
ggcacgaaat cgcactggcc gcgcettcgag cggcgagggg agatcatgac ttttggttcg 1560
caggttggct ctggggaagg tcttggagtt tcgccgagea aagcctgcca accctcaaaa 1620
tag 1623
<210> 9

<211> 540

<212> PRT

<213> Sphingopyxis sp.

<220>

<221> sSeq ID 9 (FumD)

<222> (1)..(540)

<300>

<308> F1426269

<309> 2009-06-11

<313> (1)..(540)

<400> 9

val Lys Glu His GIn Cys Arg Gly Gly Arg Ala ser Pro Ala Ala Pro
1 5 10 15

Ala Thr Trp Leu Ala Arg Ile Ser 521 ser aArg Gly Ala ggr Ala Ile
20

pro val Ala Ala GIn

Ala Trp Thr Phe Met Leu Gly. Ala Thr ala Ile
15 40 45

ser Gly Ala val Glu

Thr Asp Asp Pro Lys Leu val Arg His Thr GIn
50 5% 60

Gly val Glu Gly Asp ¥81 Glu Thr Phe Leu

Gly ITe Pro Phe Ala Ala
65 75 80

Seite 16
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Il> ggttinrtemsches AT 507 363 B1 2011-05-15

pro Pro val Gly ggp Leu Arg Trp Arg SEO Pro Ala Pro Pro Arg Ala
95

Trp Ala Gly Thr Arg Asp Gly Arg Arg Phe Ala Pro Asp Cys 1le Gl
100 105 1{0 Y

Asn Glu Arg Leu Arg Glu Gly Ser Arg Ala ala Gly Thr ser Glu As
115 120 ylﬁ P

Cys Leu Tyr Leu Asn Ile Trp Ser Pro Lys GIn val Gly Lys Gly Gl
130 135 Y 140 i y oy

Leu Pro val Met Ile Trp val Tyr Gly Gly Gly Phe Ser Gl Gly ser
145 150 155 y Ry 160

Gly Ala val Pro Tyr Tyr Asp Gly Ser Ala Leu Ala GIn Lys Gly val
165 170 175

val val val Thr Phe Asn Tyr Arg Ala Gly Ile Leu Gly Phe Leu Ala
180 185 190

His Pro Ala Leu Ser Lys Glu Ser Pro Asn Gly val Ser Gly Asn Tyr
195 200 205

Gly Leu Leu Asp Met Leu Ala Ala phe Lys Trp val Gin Asn Asn Ile
210 215 220

Arg Glu Phe Gly Gly Asp Pro Asn Arg val Thr val Phe Gly Glu Ser
225 230 235 240

Ala Gly Ala Ser Ala Leu Gly teu Leu Leu Thr ser Pro Leu Ser Glu
245 250 255

ser Ala Phe Asn GIn Ala ITe Leu GIn ser Pro Gly Leu Ala Arg Pro
260 265 270

Leu Ala Thr Leu Ser Glu Ser Glu Ala Asn Gly Leu Glu Leu Gly Ala
275 280 285

Asp Ile Ser Ala Leu Arg Arg Ala Asp Ala Gly Glu Leu Thr Lys Ile
290 295 _ 300

Ala GIn Ser Arg Ile Pro Met ser Arg GIn Phe Thr Lys Pro Arg Pro
305 310 315 320

Met Gly Pro Ile Leu Asp Gly Tyr val Leu Arg Thr Leu Asp val Asp
325 330 335

Ala Phe Ala Lys Gly Ala Phe Arg Lys I1e pPro val Leu val Gly Gly
340 345 350

seite 17
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n> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
patentamt

asn Ala Asp Glu Gly Arg Ala Phe Thr Asp Arg Leu Pro val Lys Thr
355 360 365

val Leu Glu Tyr Arg Ala Tyr Leu Thr Glu GIn Phe Gly Asp Glu Ala
370 375 380

Asp Ala Trp Glu Arg Cys Tyr Pro Ala Asn Ser Asp Ala Asp val Pro
385 390 395 400

Ala Ala val Ala Arg Leu Phe Gly Asp Ser GIn Phe Asn Asn Gly Ile
405 410 415

¢lu Leu teu Ser Ala Ala Phe Ala Lys Trp Arg Thr Pro Leu Trp Arg
420 425 430

Tyr Arg Phe Thr Gly Ile Pro Gly Ala Gly Arg Arg Pro Ala Thr His
435 440 445

Gly Asp Glu Ile Pro Tyr val phe Ala Asn Leu Gly Pro ser Ser val
450 455 460

ser Met Phe Gly Ser Leu Glu Gly Gly Ala Gly Ala Ser Asp Ile Lys
465 470 475 480

Leu Ala Thr Glu Met ser Ala Ala Trp val Ser Phe Ala val His Gly
485 490 495

val Pro Asp Gln Gly Thr Lys Ser His Trp Pro Arg phe Glu Arg Arg
500 505 510

Gly Glu Ile Met Thr Phe Gly ser GIn val Gly Ser Gly Glu Gly Leu
515 520 525

Gly val Ser Pro Ser Lys Ala Cys GIn Pro Ser LysS
530 535 540

<210> 10

<211> 1503

<212> DNA .
<213> Sphingopyxis sp.

<220>
<221> Seq ID 10 (fumE)
<222> (1)..(1503)

<300>

<308> F1426269
<309> 2009-06-11
<313> (D..(Q503)

<400> 10
ttggagtttc gccgagcaaa gccrgccaac cctcaaaata gegeccggec tgtgegtgct 60

seite 18
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> dsterreichisches
L,fpmmmmt

tcagcacgec
ttgecgctacg
gcgcgtgaag
ggcaacagtc
accggtgaat
accgacgaag
acgcgetgeg
aacgcattct
cggctaggcg
gtcgtgcage
gccatcgect
cctgctgeog
aacctgttag
atcgatggge
ttctcgatcg
ccgaagegtt
agcataatcg
gcggacacga
acggtggcecg
gacctccaca
cceeegttea
gtagacagcc
tcgggggaaa
gcgattggta
tga

<210>
<211>

<212>
<213>

11
500
PRT

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>
<309>
<313>

<400> 11

gtcccgettt
acgtcgcgat
cgggggcctc
gtcacacacg
attcggcgga
aactcgcgeg
gtgtgcgttt
tccttggegg
tcgatattct
gtctgcaatt
cgtccggagy
cgaacttcat
agcaaggcgt
gagcgeecaa
tcgtcaacaa
acgccatatg
atcggeagge
tcgegggtet
aattcaacgc
ccgagggaat
gcgeetatcec
gtgcgcgggt
taatggcggg
ccgtattcgg

. (500)

F1426269
2009-06-11
(1.

. (5000

gcgggcgacy
aattggaggt
ggttcttgtg
caatatgcgt
cgaatattgg
getegttate
ccageectcg
€gggaaggcg
ctatgattct
gcgcagecgg
attccaggea
€gracgggyc
cgceteggtg
atacgacggc
ggacgccttg
gggtcgettg
cgaagaccte
ggccgagaaa
cgcatgegty
cgaaccaaag
teteeggeec
catcatggag
cagcattcte

cegeatcgeg

sphingopyxis sp.

Seq ID 11 (FumE)
.

ggctgtgece
ggcaacgctg
atcgagcatg
acgatgcacg
aatgatcttg
cgcaacacca
ctgtcgggea
cttgtaaacg
gaggtgaccg
ggattccctg
aatcttgact
acgccatatg
ggagatccaa
ggcatcgtca
cgcttctacg
gtggcacagc
ttcatgccgt
ctcggtctga
cceggegaat
aaatccaact
gggatcacct
acaggtgagc
ggccaaggtt
ggtrtgggagy

AT 507 363 B1 2011-05-15

tctgcctaga
cattgacggc
cgcegegege
aacgtcccct
tccgegreac
ccgacgctat
cgctgagttt
catattacgc
agatcaacct
tcgaagtgga
ggctctcaag
cgactggcac
cccaatgeca
cacgactgga
atgaaggcga
agcctgatca
cagtgttecc
atcccgtaac
tcggeggeea
gggcccgace
tcacctatcy
cgacaaaaaa
atctcgetgg

ccgcacgtca

sejte 19
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aggaagtaag
agcegtgacg
catgcgegge
gtcgecegtty
g99g9gggcgc
tcccttcaty
atcgcgaacc
cacggccgaa
tcagcaaggce
agccaaggcet
cgcatggygag
ggtgcteaag
tgctgtcgeg
ctgcgtteec
agatgtgtygg
gatcgcttic
cccecgtgcaa
cctggaacgc
agatctcgac
gattattgrg
cggecgtcaag
cctgttrget
atttggaatg
tgcaggattt

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1503



dsterreichisches
patentamt

D

Leu Glu phe
1

Pro Val Arg

Ala Leu Cys

35

Gly Gly

Gly
50

Gly Ala ser

65

Gly Asn Ser

Leu Ser Pro

val

Leu

Ile
130

val Arg

val Phe

145

Arg

Asn Ala phe

Ala Thr Ala

Ite
195

Thr Glu

ser Arg Gly
21

ser Gly Gly

225

ero Ala Ala

Thr val Leu

Arg

Ala

20

Leu

Asn

val

Arg

Leu

100

val

Asn

GIn

Phe

Glu

180

Asn

phe

rhe

Ala

LysS
260

Arg

Ser

Glu

Ala

Leu

His

85

Thr

Thr

Thr

Pro

Leu

165

Arg

Leu

Pro

GIn

Asn

245

AsSn

Ala

Ala

Gly

Ala

val

70

Thr

Gly

Gly

Thr

Ser

150

Gly

Leu

GIn

val

Ala

230

phe

Leu

Lys

Arg

Ser

Leu

35

Ile

Arg

Glu

Gly

Asp

Leu

Gly

Gly

GIn

Glu

215

Asn

Ile

Leu

Pro

Arg

Lys

Thr

Glu

Asn

Tyr

Arg

120

Ala

ser

Gly

val

Gly

200

val

Leu

val

Glu

Ala

Pro

25

Leu

Ala

His

Met

ser

105

Thr

Ie

Gly

Lys

ASD

val

Glu

Asp

Arg

Gin
265

ASN GlIn

10

Pro

Ala Leu Arg

Arg Tyr Asp

Ala val Thr

60

Ala Pro

75

Arg

Arg Thr Met

90

Ala Asp Glu

Asp Glu Glu

Met
140

pro Phe

Thr Leu Ser

155

Ala val

170

Leu

Ile Leu Tyr

val Gln Arg

Ala
220

Ala Lys

Leu ser

235

Trp

Gly thr
250

Pro

Gly val Ala

sejte 20
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Asn

Ala

val

45

Ala

Ala

His

Tyr

Leu

125

Thr

Leu

Asn

Asp

Leu

205

Ala

ser

Tyr

ser

AT 507 363 B1 2011-05-15

ser Ala Arg
15

Thr
30

Gly Cys

aAla Ite Ile

Arg Glu Ala

Met Arg Gly

8O

Glu Arg Pro

95

Trp Asn Asp

Ala Arg lLeu

Arg Cys Gly

Thr
160

ser Arg

Ala Tyr Tyr

175

ser Glu val

190

GIn Leu Arg

Ile Ala Ser

Ala Trp Gly

240

Thr
255

Ala Gly

val Gly Asp
270



n> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
patentamt

Pro Thr Gln Cys His Ala val Ala Ile Asp Gly Arg Ala Pro Lys Tyr
275 280 285

Asp Gly Gly Ile val Thr Arg Leu Asp Cys val Pro phe ser Ile val
290 29 300

val Asn Lys Asp Ala Leu Arg Phe Tyr Asp Glu Gly Glu Asp val Trp
305 310 315 320

Pro Lys Arg Tyr Ala Ile Trp Gly Arg Leu val Ala Gln GIn Pro Asp
325 330 335

Gln Ile Ala Phe Ser Ile Ile Asp Arg GIn Ala Glu Asp Leu Phe Met
340 345 350

pro Ser val Phe Pro Pro val Gln Ala Asp Thr Ile Ala Gly Leu Ala
355 360 365

Glu Lys Leu Gly Leu Asn Pro val Thr Leu Glu Arg Thr val Ala Glu
370 375 380

phe Asn Ala Ala Cys val Pro Gly Glu Phe Gly Gly GIn Asp Leu Asp
385 390 395 400

Asp Leu His Thr Glu Gly Ile Glu Pro Lys Lys Ser Asnh Trp Ala Arg
405 410 415

Pro I1e Ile val Pro Pro Phe Ser Ala Tyr Pro Leu Arg Pro Gly 1le
420 425 430

Thr Phe Thr Tyr Leu Gly val Lys val Asp ser Arg Ala Arg val Ile
435 440 445

Met Glu Thr Gly Glu Pro Thr Lys Asn Leu Phe Ala ser Gly Glu Ile
450 455 460

Met Ala Gly Ser Ile Leu Gly GIn Gly Tyr Leu Ala Gly Phe Gly Met
465 470 475 480

Ala Ile Gly Thr val Phe Gly Arg Ile Ala Gly Trp Glu Ala Ala Arg
485 490 495

His Ala Gly Phe
500

<210> 12

<211> 1173

<212> DNA

<213> Sphingopyxis sp.

<220>
<221> seq ID 12 (fumF)

Seite 21
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> dsterreichisches
L,fpmmmmt

<222>

<300>
<308>
<309
<313> {1

<400> 12
atgcaggatt

ey

gccaggegeg
tttectgcaa
ctctgecact
ggaataaacg
tggeeecggc
gcggcatgea
gcgaaacacg
attgcegteg
cgcttttege
cgggcgetac
aacgacgcgg
ggcttcggac
tggccggege
ggaatggtcg
cgatcaccggy
gcaacgggcc
gtccatctcg
ggtatcttca
ttcgeeteca
<210>
<211>

<212>
<213>

13
390
PRT

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>
<309>
<313>

<400>

(D

o))
13

1

..(1173)

F142626%9
2009-06-11

.. (1173)

ttgatctcgt
ttatggaggt
tgaccttgea
cgtgccaagg
ttccaaagge
cggtegeege
taaccggcgt
catcggtgcc
cggcgaccac
ggacgatcgg
gcgatgeggc
acgagacatt
tttgtttcge
cctatgeget
tgggcgegat
cactgcttgg
tcctectttt
gcgtegtctt
ggctcacggc

gcecteccac

.. (390)

F1426269
2009-06-11

.. (390}

aaaaatgcety
gtgcaacgcg
gcgtcatttc
ttgctattac
gctgtcggag
tctctatcge
ccttectgett
€g9cggcggy
attrctttat
tctgggaatt
gactctgcga
ttcgacgacc
ggccacagec
tttcagettg
cggectactc
gccggatgtt
agcggteege
ggcettcttt
tctegtgege
gaaaaaggogt

sphingopyxis sp.

seq ID 13 (FumF)

tctgacttge
tgcegetatt
gceageggeg
gcetgecaat
ttgcggcteg
aagaatgcge
gcegecatct
ttttacaacg
tccgegetgg
aaggttcttt
tatctcggeg
cggcgaaaat
acgggcacga
ccggtegrec
tggctcaagc
gcccrgttyg
agcaccgaag
ttggtgatgce
catcatgctg

taa

cgtcggegec
gcgaagggtt
atctcageca
acgeeectec
agagctacga
tcatcatttc
tcaacgggga
ttattcctta
cgctggegat
atcagcacgt
gcagcgacgy
ttcatcacgc
tctacgatca
tagggaccgt
tggccggega
tgcttctget
tcatgggcgt
catacagcaa

accgcgagge

sejte 22
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AT 507 363 B1 2011-05-15

ggagctggaa
ctgcgeggta
cctegecaat
gcatgagttc
gcagcatgct
catcttgtcg
tgcacttttc
tcaggcgatg
cagtctcgtt
gccggttett
cgaggggtgt
cctrgcctat
tatgttcogc
tggggggatc
agacgctcct
tgccatageg
cgcgetegee
atttgtecac

aagtaatggc

Met Gln Asp Phe Asp Leu val Lys Met kgu ser Asp Leu Pro igr Ala
5

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
340
200
960

1020
1080
1140
1173



fsterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15
Pro Glu Leu ggu Ala Arg Arg val ggt G6lu val Cys Asn Ala Cys Arg
30

Tyr Cys g;u Gly Phe Ccys Ala 131 Phe Pro Ala Met Thr Leu Gln Arg
45

His Phe Ala Ser Gly Asp Leu Ser His Leu Ala Asn Leu Cys His ser
50 55 60

cys Gln Gly Cys Tyr Tyr Ala Cys Gln Tyr Ala Pro Pro His Glu Phe

Gly Ile Asn val Pro Lys Ala Leu Ser Glu Leu Arg Leu Glu Ser Tyr
85 90 95

Glu GIn His Ala Trp Pro Arg Pro val Ala Ala Leu Tyr Arg Lys Asn
100 105 110

Ala Leu Ile Ile Ser Ile Leu Ser Ala Ala Cys Ile Thr Gly val Leu
115 120 125

Leu Leu Ala Ala Ile Phe Asn Gly Asp Ala Leu Phe Ala Lys His Ala
130 135 140

ser val Pro Gly Gly Gly Phe Tyr Asn val Ile Pro Tyr Gin Ala Met
145 150 155 160

11e Ala val Ala Ala Thr Thr Phe Leu Tyr Ser Ala Leu Ala Leu Ala
165 170 175

Ile Ser Leu val Arg Phe Ser Arg Thr Ile Gly Leu Gly Ile Lys val
180 185 190

Leu Tyr GIn His val Pro val Leu Arg Ala Leu Arg Asp Ala Ala Thr
195 200 205

Leu Arg Tyr Leu Gly Gly ser Asp Gly Glu Gly Cys Asn Asp Ala Asp
210 215 220

Glu Thr Phe ser Thr Thr Arg Arg Lys Phe His His Ala Leu Ala Tyr
225 230 235 240

Gly Phe Gly Leu Cys Phe ala Ala Thr Ala Thr Gly Thr Ile Tyr Asp
245 250 255

His Met Phe Gly Trp Pro Ala Pro Tyr Ala Leu phe Ser Leu Pro val
260 265 270

val Leu Gly Thr val Gly Gly Ile Gly Met val val Gly Ala Ile Gly
275 280 285

seite 23
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tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

Leu Leu Trp Leu Lys Leu Ala Gly Glu Asp Ala Pro Arg Ser Pro Ala
290 295 300

Leu Leu Gly Pro Asp val Ala Leu Leu Val Leu Leu Leu Ala Ile Ala
305 310 315 320

Ala Thr Gly Leu Leu Leu Leu Ala val Arg Ser Thr Glu val Met Gly
325 330 335

val Ala Leu Ala val His Leu Gly val val Leu Ala Phe Phe Leu val
340 345 350

Met Pro Tyr Ser Lys Phe val His Gly Ile Phe Arg Leu Thr Ala Leu
355 360 365

val Arg His His Ala Asp Arg Glu Ala Ser Asn Gly Phe Ala ser Ser
37 375 380

pro Pro Thr Lys Lys Gly
385 390

<210> 14

<211> 1296

<212> DNA .
<213> sphingopyxis sp.

<220>

<221> Seq ID 14 (fumG)
<222> (1)..(1296)
<300>

<308> F1426269

<309> 2009-06-11
<313> (1)..(1296)

<400> 14
atggaacata tgaagtccgt tcgcgatcge agtagcgtca tgcagatcgt gagagtggcg 60

agtggcaact gtctcgagca atatgatttc ttegtttacg gcttctatge ggcatatatt 120
gcgagaagct tttttccgac cggcgataac gcgacatege tcatgetttc attggecact 180
tttggcgetg gtttectcat gaggcccttg ggggcgattt ttetcgggte ctacatcgat 240
cgcgtcggge gtcggaaagg cctgatcgtg acactcgcga tcatggecgt cggaaccctc 300
accattgcga tgactccaag ctatgaggea attggattac tcgcaccggt tatcgtgetc 360
gtcgggegac ttttgcagag trrttccget ggageagagt cgggrggegt ctcagtgtac 420
ttggcggaaa ttgegtcgec caaatcgaga ggertcrica cctegtggea gtetgecage 480
cagcaggtgg ccgtcatgat cgecgeegeg atcggtertg cgctgcaatc aacgerttea 540
ccggagcaaa tgaacgactg gggatggegg grgecctigt tgatcggatg cttgattatc 600

cccgtgatac tctggetgeg ccggtctctc ccggaaacga aagcctatct ccacatggag 660
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> dsterreichisches
L,fpmmmmt

cacaaggcgc
ttgacgggca
acgccgacat
atcatggtcyg
atcggtagaa
ctgatgagct
ttctccgcat
cctcecgeca
ggcggettca
cctgeaatct
cggetgagec
<210>
<211>

<212>
<213>

15
431
PRT

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>

attcgategy
tggcgatgte
ttggcgagaa
gcgtgtcgaa
ccccgatect
ggctegtege
gctttggact
ttagaaccct
ccccattggt
ggctctgtrt

ggccaatcgc

(431

F1426269

cgaatcecte
gatcctcacg
agcactcgga
cttectgtgg
actggtcgtg
ggcaccgaca
ctataatggg
tggcttcteg
aagtacggcg
tgeggetttc

cgaaggcgec

sphingopyxis sp-

Seq ID 15 (FumG)
(1.

cgcgaattge
acgaccacct
ctgagccegc
cttccgatcg
ccggtcaccg
tteggagege
gcgetcateg
ctggegttca
ctaatccacy
atcagcttcg

agatag

aacagagctg
tttacatgat
aagatgtcct
ggggtgcrct
ttctegecat
ttgcagctgt
cgagactcac
gtctegegac
cgacgggcag
tcggtgtggce

AT 507 363 B1 2011-05-15

ggggctgate
taccgectat

gctggttace
ctcggatcgt
cgeetttece
tctgetgact
cgagattatg
ctcgetgttc
caattccgeg

cgcatcgacc

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1296

<309>
<313>

<400>

2009-06-11
(1)..(43D

15

Met Glu His Met Lys Ser val Arg Asp Arg ser
1 5 10

Met GlIn Ile
15

ser val

val Arg val Ala Ser Gly Asn Cys |i§u Glu GIn Tyr Asp I;he Phe val
20

0

Tyr Gly P?e Tyr Ala Ala Tyr Ige Ala Arg ser Phe EEe pro Thr Gly
3 4

Thr rhe
60

Met Leu Ser Leu Ala Gly Ala Gly

55

Asp Asn Ala Thr Ser Leu
50

phe Leu
75

Leu
70

phe Leu Met Arg Pro Gly ala Ile Gly ser

Tyr Ile Asp
65 80

Ile Met Ala
95

val Thr Leu Ala

ac

Arg val Gly Arg grg Lys Gly Leu Ile
5

ala Ile Gly
110

val Gly Thr Leu Thr Ile Ala Met Thr Pro Ser Tyr Glu
100 105
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tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

Leu Leu Ala Pro val Ile val Leu val Gly Arg Leu Leu GIn Gly Phe
115 120 125

ser Ala Gly Ala Glu Ser Gly Gly val Ser val Tyr Leu Ala Glu Ile
130 135 140

Ala Ser Pro Lys Ser Arg Gly Phe Phe Thr Ser Trp Gln Ser Ala ser
145 150 155 160

Gln Gln val Ala val Met Ile Ala Ala Ala Ile Gly Leu Ala Leu Gln
165 170 175

ser Thr Leu Ser Pro Glu GIn Met Asn Asp Trp Gly Trp Arg Val Pro
130 185 190

Leu Leu Ile Gly Cys Leu Ile Ile Pro val Ile Leu Trp Leu Arg Arg
195 200 205

ser Leu Pro Glu Thr Lys Ala Tyr Leu His Met Glu His Lys Ala His
210 215 220

ser Ile Gly Glu Ser Leu Arg Glu Leu GIn GIn Ser Trp Gly Leu Ile
225 230 235 240

Leu Thr Gly Met Ala Met Ser Ile Leu Thr Thr Thr Thr phe Tyr Met
245 250 255

1le Thr Ala Tyr Thr Pro Thr pPhe Gly Glu Lys Ala Leu Gly Leu Ser
260 265 270

pro GIn Asp val Leu Leu val Thr Ile Met val Gly val Ser Asn Phe
275 280 285

Leu Trp Leu Pro Ile Gly Gly Ala Leu Ser Asp Arg 1le Gly Arg Thr
290 295 300

pro Ile Leu Leu val val pro val Thr val Leu Ala Ile Ala Phe Pro
305 310 315 320

Leu Met Ser Trp Leu val Ala Ala Pro Thr phe Gly Ala Leu Ala Ala
325 330 335

val Leu Leu Thr Phe Ser Ala Cys Phe Gly Leu Tyr Asn Gly Ala Leu
340 345 350

Ile Ala Arg Leu Thr Glu Tle Met Pro Pro Alz 11e Arg Thr Leu Gly
353 360 365

Phe Ser Leu Ala Phe Ser Leu Ala Thr Ser Leu Phe Gly Gly Phe Thr
370 375 380
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AT 507 363 B1 2011-05-15

> dsterreichisches
L,fpmmmmt

Pro Leu val Ser Thr Ala Leu Ile His Ala Thr
395

Gly Ser Asn Ser Ala
385 390

400

pro Ala Ile Trp Leu Cys Phe Ala Ala Phe I1e Ser Phe val Gly val
405 410 415

Ala Ala Ser Thr Arg Leu Ser Arg pra Tle Ala Glu Gly Ala Arg

420 425 430
<210> 16
<211> 1071
<212> DNA
<213> sphingopyxis sp.
<220>
<221> Seq ID 16 (fumH)
<222> (1)..(Q1071)
<300>
<308> F14262065
<309> 2009-06-11
<313> (1)..(1071D)
<400> 16
atgagagcag tagtttaccg aaatggcgaa cttgtectgg gggectatgc tgatccgata 60
ccegecgecg ggcaggtget cgtcaagacc agageatgeg gcatctgcgg atctgacctt 120
catttttgcg atcatgcgca ggegtttacg aaccttgcat €gcgggcggg tatcgectet 180
atggaagttg atttgtgtcg agacatcgtt ctggggcatg aattctgtgg cgagattatg 240
gagttcgggc cctctgegga tcgtcgetic aaacccggac agcttgtgtg ctcgctgecg 300
ctggcgatcg gtccgaccgg agcgeggacy attggctact cggatgagia tcccggeggy 360
ctcggcgaat atatggtcct cacggaagcg ctcttgerge ctgttccgaa cggecticeg 420
gcgacctgeg cggegttgac ggagccgatg gcggtgggat ggcatgecgt cgagatcgeg 480
caggttcaac cacatcacat ccctgtggtg atcggotgcy gaccggtcgg gttggcagtc 540
gtcgctgece tgaaacataa gcaagtiget ccgattattg cgtcggatcc atcgeccgat 600
cggcgtgete ttgctctgeg gatgggegec gacgccgttg tcgatccgeg cgaagaatca 660
ccctttcgec aggccgagaa gatcgeacgc ccggrcggac aaggtgggge cctgtccage 720
tcattgctgt caaagtctca aatgatattc gaatgegtag gggtgccggg catgeticgg 780
catgcgatgg acggcgcgtc cgacgggtcc gagatcatgg tcgttggege atgcatgcag 840
ccggacgega tcgageccat gatcgggatg ttraaagege tcacgatcaa attctcgcga 900
acttacacgg gtgaggaatt cgccgeggtyg cttcacatga taggtgaggg cgcactcgac 960
gtatctccge tcgttaccga tgtgattgge ctgtccgatg tcccgtecge gtttgagact 1020
ctacggagtc caggcgecca agcaaaagtg attgtggace cttggcgctg a 1071
<210> 17
<211> 356
<212> PRT
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tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

<213> Sphingopyxis sp.

<220>
<221> Seq ID 17 (Fumd)
222> (1)..(356)

<300>

<308> F1426269
<309> 2009-06-11
<313> (1)..(356)

<400> 17
Met Arg Ala Val val Tyr Arg Asn Gly Glu Leu val Leu Gly Ala Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Pro Ile Pro Ala Ala Gly Gln val Leu val Lys Thr Arg Ala
20 25 30

cys Gly %ée Cys Gly Ser Asp kgu His Phe Cys Asp 2}5 Ala Gln Ala

Phe Egr Asn Leu Ala Ser ggg Ala Gly Ile Ala ggr Met Glu val Asp

Leu Cys Arg Asp ITe val Leu Gly His Glu Phe Cys Gly Glu Ile Met
65 70 75 80

Glu Phe Gly Pro Ser Ala Asp Arg Arg Phe Lys Pro Gly Gln Leu val
85 90 95

Cys Ser Leu Pro Leu Ala Ile Gly Pro Thr Gly Ala Arg Thr Ile Gly
100 105 110

Tyr Ser Asp Glu Tyr Pro Gly Gly Leu Gly Glu Tyr Met val Leu Thr
115 120 125

Glu Ala Leu Leu Leu Pro val Pro Ash Gly Leu Pro ala Thr cys Ala
130 135 140

ala Leu Thr Glu Pro Met Ala val Gly Trp His Ala val Glu Ile Ala
145 150 155 160

Gln val GIn Pro His His Ile Pro val val Ile Gly Cys Gly Pro val
165 170 175

Gly Leu Ala val val Ala Ala Leu Lys His Lys Gln val Ala Pro Ile
180 185 190

Ile Ala Ser Asp Pro Ser Pro Asp Arg Arg Ala Leu Ala Leu Arg Met
195 200 205

Gly Ala Asp Ala val val Asp Pro Arg ¢lu Glu Ser Pro Phe Arg GIn
210 215 220
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Il> ggttinrtemsches AT 507 363 B1 2011-05-15

Ala Glu Lys Ile Ala Arg pro val Gly GIn Gly Gly Ala Leu Ser sSer
225 23 235 240

ser Leu Leu Ser Lys Ser GIn Met Ile phe Glu cys val Gly val Pro
245 250 255

Gly Met Leu Arg His Ala Met Asp Gly Ala ser Asp Gly Ser Glu Ile
260 265 270

met val val Gly Ala Cys Met GIn Pro Asp Ala Ile Glu Pro Met Ile
275 280 285

Gly Met Phe Lys Ala Leu Thr 1le Lys Phe Ser Arg Thr Tyr Thr Gly
290 295 30

Glu Glu Phe Ala Ala val Leu His Met 1le Gly Glu Gly Ala Leu Asp
305 310 315 320

val Ser Pro Leu Val Thr asp val Ile Gly Leu Ser Asp val Pro Ser
325 330 335

Ala Phe Glu Ala Leu Arg Ser Pro Gly Ala Gln Ala Lys val Ile val
340 345 350

Asp Pro Trp Arg
355

<210> 18

211> 1269

<212> DNA

<213> sphingopyxis sp.

<220>

<221> Seq ID 18
<222> (1)..(1269

<300>

<308> FJ426269
<309> 2009-06-11
<313 (1)..(1269)

<400> 18
atggcgaacg gaacaaggca gaaagatctc agagaacgcy ccgaacgggt cattccggge 60

gggatgtacg gccacgagtc gacacggttg ctgccgecag aattccccca gttettcagg 120
cgcgcgctgg gggeacgaat ttgggacgec gacgageage cctatatcga ctatatgtgc 180
gcgtatgggc caaatttgct cggttaccgg caatccgaaa tcgaagcege ggetgatgeg 240
cagcgacttc tcggogacac catgaccggt ccttcggaga tcatggtcaa cctcgcecgaa 360
gcetttgtgg geatggtceg tcatgcggat tgggcgatgt tctgcaaaaa tggcagegat 360

gccacctcaa cggegatggt tetcgegegt gcccatacgg ggcgeaaaac catattatge 420
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> dsterreichisches
L,/pmmmm

gccaaaggeg
gctteegate
gcgttcaagg
gtatttgagg
gacgagaccg
gattgcagct
gcgaatgget
gatatatttg
accctcagga
ctgcgdgeag
ccggcgeaga
tgggccgeag
tctgeggece

agcgeggrcc

cctatcatgg
gcgtgeatgt
cgcacgatgg
accaggecct
gtgcgettct
ggacgcattt
atccgatctc
tgaccggctc
tcattcgaga
gcctggagge
tgccgeaaat
cgtgectgaa
atacagttga

tcagagattt

cgctteeccg tggaacactc
cgcatattat acctataacg
cgatattgcg gctgtctttg
cgceecagett gagrtcgege
ggtcgttgac gatgtgegeg
gggtatcgaa cccgatctca
cgcecctgetg ggctcgaaca
cttctggttc tctgeggtac
gacgccttat ctcgaaacoc
acagtctcag cgecatggte
attctttgeg gacgatcccg
gggcggegte tatgttcatc
cgatgtaacg gagaccctcg

tgcgtctctc cagectcatc

AT 507 363 B1 2011-05-15

cgcatactge
acgcccaaag
ccacaccttt
gcaccgctcg
caggtttccyg
gttgcrggag
aggegegega
cgatggcggc
tgatcgecag
ttgagttgaa

cgggattctc
cttatcggac
ccgacacgaa
aaaatgttgt
ggrggcgegc
aaaatgcttt
tgcggegeag
cgcgatcgaa
cggegecgcec

gcagacgggc

ggtgcttga

<210>
<211>
<212>
<213>

19
422
PRT
Sphingopyxis sp.

<220>
<221~
<222>

<300>
<308>
<309>
<313>

<400>

seq ID 19 (FumI)
(1)..¢422)

F1426269
2009-06-11
(1)..(422)

19

Met Ala Asn Gly Thr Arg GIn Lys Asp Leu Arg

1 5 10

val Ile Pro Gly Gly Met Tyr Gly His Glu ser
20 25

Pro Glu Phe Pro Gln Phe Phe ﬁgg Arg Ala Leu

Asp ééa Asp Glu GIn Pro ggr Ile Asp Tyr Met

Asn Leu Leu Gly Tyr Arg GIn Ser Glu Ile Glu
65 70 75

attttcggat cggctatgeg
cctatcacaa tatgtttctc
aggcgacgga tcgegegttc

ccattttaat gcaactcgec

Glu Arg Ala Glu Arg
15
Thr Arg Leu Leu Pro
30
Gly Ala Arg Ile Trp
45
Cys Ala Tyr Gly Pro
60

Ala Ala Ala Asp Ala
80

Sejte 30
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480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1269



n> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
patentamt

GIn Arg Leu Leu Gly Asp Thr Met Thr Gly Pro Ser Glu ITe Met val
85 90 95

Asn Leu Ala Glu Ala phe val Gly Met val Arg His Ala Asp Trp Ala
100 105 110

Met Phe Cys Lys Asn Gly Ser Asp Ala Thr Ser Thr Ala Met val Leu
115 120 125

Ala Arg Ala His Thr Gly Arg Lys Thr Ile Leu Cys Ala Lys Gly Ala
13 135 140

Tyr His Gly Ala Ser Pro Trp Asn Thr Pro His Thr Ala Gly Ile Leu
145 150 155 160

Ala ser Asp Arg val His val ala Tyr Tyr Thr Tyr Asn Asp Ala Gin
165 170 175

ser Leu Ser Asp Ala Phe Lys Ala His Asp Gly Asp Ile Ala Ala val
180 185 190

phe Ala Thr Pro Phe Arg His Glu val Phe Glu Asp GIn Ala Leu Ala
195 200 205

61n Leu Glu Phe Ala Arg Thr Ala Arg Lys Cys Cys Asp Glu Thr Gly
210 215 220

Ala Leu Leu val val Asp Asp val Arg Ala Gly Phe Arg val Ala Arg
225 230 235 240

Asp Cys Ser Trp Thr His Leu Gly Ile Glu Pro Asp Leu Ser Cys Trp
245 250 255

Gly Lys Cys Phe Ala Asn Gly Tyr Pro Ile Ser Ala Leu Leu Gly Sser
260 265 270

Asn Lys Ala Arg Asp Ala Ala Arg Asp Ile Phe val Thr Gly Ser Phe
275 280 285

Trp Phe Ser Ala val Pro Met Ala Ala Ala Ile Glu Thr Leu Arg Ile
290 295 300

Ile Arg Glu Thr Pro Tyr Leu Glu Thr Leu Ile Ala Ser Gly Ala Ala
305 310 315 320

Leu Arg Ala Gly Leu Glu Ala GIn Ser GIn Arg His Gly Leu Glu Leu
325 330 335

Lys GIn Thr Gly Pro Ala GIn Met Pro GIn Ile Phe Phe Ala Asp Asp
340 345 350
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AT 507 363 B1 2011-05-15

> dsterreichisches
l/ patentamt

pro Asp Phe Arg Ile Gly Tyr Ala Trp Ala Ala Ala Cys Leu Lys Gly
355 360 365

Leu Ser Ala Ala His

Gly val Tyr
370 380

val His Pro ?7”5. His Asn Met phe

Thr val Asp Asp val Thr Glu Thr Leu Glu Ala Thr Asp Arg Ala Phe
385 390 395 400
ser Ala val Leu Arg Asp Phe Ala Ser Leu GIn Pro His Pro Ile Leu
405 410 415
met GIn Leu Ala Gly Ala
420
<210> 20
<211> 2835
<212> DNA
<213> sphingopyxis 5p.
<220>
<221> seq ID 20 (fumd)
<222> (1)..(2835)
<300>
<308> FJ426269
<309> 2009-06-11
<313 (1)..(2835)
<400> 20
atgtatcgga agttcagaat cgaaaagccc ggcaaggcaa atagtttgct cggcgcagta 60
gcgctcggea ccctcgeatt tcctgtcict gecagtgete aggatagega tcecgeatcg 120
ataggtcagc cggacgaagc ggacacggac cggggaacga gcgaaatcgt cgtgaccgge 180
agccgcctec agaacggctt caattegecg acgccggtta cagecgtatc cagcgageag 240
ttgaaggagg catctccgac caaccttgec gacgcactca accagctgec cgtgttcaac 300
gacagcttga agacctccaa ccctggcacg acacccggaa cggggaacag cggtcagaac 360
ctgctcaaca tgegeggect cgggtceaaac cggaacctcg tcctgetgaa cggeaacegt 420
ttcgtcgega ccaatttcac aggetcggte gatatcaacg tgctgccgea ggcgttggtc 480
aagcgcgtcg atgtcgtgac gggcggeged tcggcegect acggttccga tgecgriteg 540
ggcgtcatca acttcgtget cgacgaagat ctggaaggca tcagggccga gctccagtcg 600
ggtgtttcaa cccgcggega cctecegtce tacggeggtt cgatcgectt cggcacttcg 660
tttgccgacg accggttgea cttgeteggc agcttcgaat attttcgaca ggacggaatc 720
cgggcegatg aagcaacggg tcgecgetog ttcgacatcg ccgoeggeca atatccegtg 780
cccggegeta cgacaggcgt cacggtegtg cccgatattc geagttctcg cggatcctac 840
ggcggacttg tcacgtccgg ccctctgaaa ggcatcgegt ttrtgcccgg aggagtecta 900
gggaccttcg actacgggaa trttacgagc tcgtcgttce agagcggegg cgatggaccyg 960
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> dsterreichisches
L,fpmmmmt

cgcgtgaata
tatgatgtgt
aacctgagty
gataacgcct
atcgttotcg
gtctaccgeg
tcggectect
aatctctacy
acactggecg
agcgegtcegg
tatgtggcog
ccggtetegg
gcgatatege
ggtcggcectg
aaggaaggtt
ctgaacttaa
tggaagctgg
cgagatatcc
aattcaattt
ttgegeectg
ccggyggttic
ctcecttecce
ataacggaga
cagaaagcgg
rtcagtcttc
gcgeccatec
cgatattcga
ttcaatgceg
tacaccgacg
ctatcggtca
ttttccagec
cgtttccgga
<210> 21

<211> 944
<212> PRT

tcggettege
ccgacactgt
cattcgtaat
teertecgge
gtcgettcic
gcgcergeegg
ttggcettac
ccgecgtega
gcctcgacca
ccatcgacta
gactcacgat
tecgecgetgg
aggcgacgac
gaggcttcaa
ttgtcgaaat
acggcgeegt
gcggagaata
gcgagccaag
atggcggaca
aaaaggcgga
agttttcggt
agcaggaaat
atccggacgg
cgggaattga
gtgcgetgge
gttcgetegg
ccgacgattg
acaatgtgga
cgacattgac
ataatttgtt
cgaccagctc

tctga

cccggatcag
gcaggtgtat
atcgcatgtc
tccactegeg
aagcgacttt
cttccgogea
ggacctecgag
tgcggtccge
agattgcgtg
tgtcaccget
ttcecggegac
tatcgaatat
ctcgatcacg
tctctacaac
cggegteecy
ccgatatgec
tgagccgatc
ccttgtcgag
ggctgtgcag
cgtccttaca
cgatcgctat
cgacgcgtge
caccatcaca
cttegaggee
aacgcaccat
acaaccggac
ggcgettctc
gggcgtcgat
cttcgacatc
cgaccgagat

tgcetatgat

cttcgetaca
gcggagggca
ggtggctcga
acgctcatgg
cccttogreg
gacattggca
cttcgtgaaa
gatcccgcegg
ccgeteaatc
gatggegteg
ctcggegata
cgcaaggaga
ggaatcagdg
ccacttcect
attctgaagg
gattacagcc
gacggcctca
ctattcgacc
acgcggttct
ttcggcgegg
gtggtgaagg
gatgcaggaa
gtgacgggtc
tattactcac
acctctgect
acgccaaaat
gtgcagcage
acgaatttga
gcggettttg
ccgccaatag

ceggteggec

AT 507 363 B1 2011-05-15

acgcgttect
cctatgctta
ataatttccg
acagaaatgc
aaatcgagaa
atggctggaa
acéatctcac
gcaatatcgt
tctteggeac
ctcagctgag
gcctgtogtt
aggcccggca
gggcrccgge
tctcgggaag
acagcgegct
agtccggtgg
ggttecgege
ccggecgtea
ttaccgceegg
tgctacgeec
tgaagggcgc
acaccttctt
ccaatctcaa
gccoecgteag
atcgcatcgc
ggtcggccaa
gcttcatcge
accacgctce
gccagaagea
cgacgaacga

gctattttaa
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acgcgecgea
ttcceacace
gatcttcegt
ccaggcttcg
tttcgcaaag
actcgatggc
catcaaccgc
ctgcecgttea
aggctegeeg
gcttgagcaa
€ggcgegage
ggaaaccgac
ggcgcaggca
ctatgacatc
gggacgtrcg
agtaacaacc
gacccgtteg
ggecgacgetc
caacgcggat
cgcecrtegtg
gatcgatttc
ctgcgacctc
cctggctgic
cggcggcacy
gaccggctcy
cttccaggeg
agcatcggtg
ggegotiigg
gcagctgttt
ccccageagt

tgtcggggtc

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2835



tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

<213> Sphingopyxis sp.

<220>
<221> Seq ID 21 (Fuml)
<«222> (1)..0944)

<300>

<308> F1426269
<309> 2009-06-11
<313> (1)..(944)

<400> 21
?et Tyr Arg LYs Ehe Arg Ile Glu Lys Pro Gly Lys Ala Asn Ser ieu
10 15

Leu Gly Ala gg1 Ala Leu Gly Thr Egu Ala Phe Pro val Ser Ala Ser
30

Ala Gln Asp Ser Asp Pro Ala ser Ile Gly GIn Pro Asp Glu Ala Asp
35 40 45

Thr Asp Arg Gly Thr Ser Glu Ile Val val Thr Gly Ser Arg Leu Gln
50 55 60

Asn Gly Phe asn Ser Pro Thr Pro val Thr Ala val Ser Ser Glu GIn
65 70 75 80

Leu Lys Glu Ala Ser Pro Thr Asn Leu Ala Asp Ala Leu Asn GIn Leu
85 90 95

pro Val Phe Asn Asp Ser Leu Lys Thr Ser Asn Pro Gly Thr Thr Pro
100 105 110

Gly Thr Gly Asn Ser Gly GlIn Asn Leu Leu Asn Met Arg Gly Leu Gly
115 120 125

Ser Asn Arg Asn Leu val Leu Leu Asn Gly Asn Arg phe val Ala Thr
130 135 140

Ash Phe Thr Gly Ser val Asp Ile Asn val Leu Pro GIn Ala Leu val
145 150 155 160

Lys Arg val Asp val val Thr Gly Gly Ala Ser Ala Ala Tyr Gly ser
165 170 175

Asp Ala val ser Gly val Ile Asn Phe val Leu Asp Glu Asp Leu Glu
180C 185 190

Gly Ile Arg Ala Glu Leu GIn Ser Gly val ser Thr Arg Gly Asp Leu
195 200 205

pro Ser Tyr Gly Gly Ser Ile Ala Phe Gly Thr ser Phe Ala Asp Asp
210 215 220
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tisterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15

Arg Leu His Leu Leu Gly Ser Phe Glu Tyr Phe Arg Gln Asp Gly Ile
225 230 235 240

Arg Ala Asp Glu Ala Thr Gly Arg Arg Trp Phe Asp Ile Ala Ala Gly
245 250 255

GIn Tyr Pro val Pro Gly Ala Thr Thr Ggly val Thr val val Pro Asp
260 265 270

1le Arg Ser Ser Arg Gly Ser Tyr Gly Gly Leu val Thr ser Gly Pro
275 280 . 285

Leu Lys Gly Ile Ala Phe Leu Pro Gly Gly val Leu Gly Thr Phe Asp
290 295 300

Tyr Gly Asn Phe Thr Ser Ser Ser phe G1n Ser Gly Gly Asp Gly Pro
305 310 315 320

Arg val Asn Ile Gly Phe Ala Pro Asp GIn Leu Arg Tyr Asn Ala Phe
325 330 335

Leu Arg Ala Ala Tyr Asp val Ser Asp Thr val GIn val Tyr Ala Glu
340 345 350

Gly Thr Tyr Ala Tyr Ser His Thr Asn Leu Gly Ala phe val Ile Ser
355 360 365

His val Gly Gly Ser Asn Asn Phe Arg Ile phe Arg Asp Asn Ala Phe
370 375 380

Lay Pro Ala Pro Leu Ala Thr Leu Met Asp Arg Asnh Ala Gln Ala Ser
385 390 395 400

11e val val Gly Arg Phe Ser Ser Asp Phe Pro Leu val Glu Ile Glu
405 410 415

Asn Phe Ala Lys val Tyr Arg Gly Ala Ala Gly phe Arg Ala Asp Ile
420 425 430

Gly Asn Gly Trp Lys Leu Asp Gly ser Ala ser phe Gly Leu Thr Asp
435 440 445

Leu Glu Leu Arg Glu Asn Asn Leu Thr Ile Asn Arg Asn Leu Tyr Ala
450 455 46

Ala val Asp Ala val Ar‘g Asp Pro Ala Gly Asn Ile val Cys Arg ser
465 47 475 480

Thr Leu Ala Gly Leu Asp GIn Asp Cys val Pro Leu Asn Leu phe Gly
485 490 495
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fsterreichisch
Il> ggt:;gfnisc & AT 507 363 B1 2011-05-15
Thr Gly Ser Pro Ser Ala Ser Ala Ile Asp Tyr val Thr Ala Asp Gly
500 505 510

val Ala GIn Leu Arg Leu Glu Gln Tyr val Ala Gly Leu Thr Ile Ser
515 520 525

Gly Asp Leu Gly Asp Ser Leu Ser Phe Gly Ala Gly pro val ser val
530 535 540

Ala Ala Gly Tle Glu Tyr Arg Lys Glu Lys Ala Arg GIn Glu Thr Asp
545 550 535 560

ala Ile Ser Gln Ala Thr Thr ser 1le Thr Gly Ile Arg Gly Ala Pro
565 570 575

Ala Ala ¢1n Ala Gly Arg Pro Gly Gly Phe Asn Leu Tyr Asn Pro Leu
580 585 590

pro Phe Ser Gly Ser Tyr Asp Ile Lys Glu Gly Phe val Glu Ile Gly
595 600 605

val Pro Ile Leu Lys Asp Ser Ala Leu Gly Arg Ser Leu Asn Leu ASn
610 615 620

Gly Ala val Arg Tyr Ala Aﬁp Tyr ser GIn Ser Gly Gly val Thr Thr
625 630 635 640

Trp Lys Leu Gly Gly Glu Tyr Glu Pro Ile Asp Gly Leu Arg Phe Arg
645 650 655

Ala Thr Arg Ser Arg Asp Ile Arg Gly Pro Ser Leu val Glu Leu Phe
660 665 670

Asp Pro Gly Arg GIn Ala Thr Leu Asn Ser Ile Tyr Gly Gly GIn Ala
675 680 685

val GIn Thr Arg Phe Phe Thr Ala Gly Asn Ala Asp Leu Arg Pro Glu
690 695 700

Lys Ala Asp val Leu Thr Phe Gly Ala val Leu Arg Pro Ala Phe val
705 710 715 720

pro Gly Phe GIn Phe ser val Asp Arg Tyr val val Lys val Lys Gly
723 730 735

Ala Ile Asp Phe Leu Leu Pro GIn Gln Glu Ile Asp Ala Cys Asp Ala
740 745 750

Gly Asn Thr Phe Phe Cys Asp Leu I1e Thr Glu Asn Pro Asp Gly Thr
755 760 765
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Ile Thr val Thr Gly Pro Ash Leu Asn Leu Ala val GIn Lys Ala Ala
770 775 780

Gly Ile Asp Phe Glu Ala Tyr Tyr Ser Arg Pro val Gly Gly Gly Thr
785 790 795 800

Phe Ser Leu Arg Ala Leu Ala Thr His His Thr Ser Ala Tyr Arg Ile
805 810 815

ala Thr Gly Ser Ala Pro Ile Arg Ser Leu Gly GIn Pro Asp Thr Pro
820 825 830

Lys Trp Ser Ala Asn Phe GIn Ala Arg Tyr Ser Thr Asp Asp Trp Ala
835 840 845

Leu Leu val GIn GIn Arg Phe Ile Ala Ala Ser val Phe Asn Ala Asp
850 855 860

Asn val Glu Gly val Asp Thr Asn Leu Asn His Ala Pro Ala val Trp
865 870 875 880

Tyr Thr Asp Ala Thr Leu Thr Phe Asp I1e Ala Ala phe Gly GIn Lys
885 890 895

GIn 6In Leu Phe Leu Ser val Asn Ash Leu Phe Asp Arg Asp Pro Pro
900 905 910

Ile Ala Thr Asn Asp Pro Ser Ser Phe Ser Ser Pro Thr Ser Ser Ala
915 920 925

Tyr Asp Pro val Gly Arg Tyr phe Asn val Gly val Arg Phe Arg Ile
930 935 940

210> 22

AR

<211> 417
<212> DNA .
<213> sphingopyxis sp.

221> seq ID 22 (fumK)
222> (1)..(417)

<308> F1426269
<309> 2009-06-11
<313> (1)..(417)

<400> 22
atgcgcctca cgggcggaga attattggea cgatgtitgg ccgtcgaagg cgtcecggtat 60

gtcttcggee tcatgtcgee ggaggtggat cegctectgg ctgegctcga agacaatggg 120
atattgttcg tcccggtgeg geacgaggec gecgeagect atatggccga gggcatttac 180
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aagaccactcg gacaggtcgc cgcgattgtc acgaatccgg gtcccggtac ggcaaacctt 240
ctgeotggag tecgtgacgge acgecacgaa ggggttecct tcgtcgeaat aacgtcccag 300
catcaacttg gtgtcgttta tccctgcacg ccaaaaacct ttcagggaca agaccagatc 360

gacctctttc gacccgeggt taaatgggge geacccatct tcgectggaa ccggatt 417

<210> 23

<211> 139

<?212> PRT

<213> Sphingopyxis sp.

<220>
<221> Seq ID 23 (Fumk)
<222> (1)..(139)

<300>

<308> F1426269
<300> 2009-06-11
<313> (1)..(139

<400> 23

Tet Arg Leu Thr g]y Gly Glu Leu Leu g&a Arg Cys Leu Ala {?1 Glu

Gly val Arg ;%r val Phe Gly Leu ggt Ser pro Glu val ggp Pro Leu

Leu Ala g}a Leu Glu Asp Ash ggy Ile Lteu pha val 2;0 val Arg His

Glu g%a Aala Ala Ala Tyr ggt Ala Glu Gly Ile Ear Lys Thr Thr Gly

cln val Ala Ala Ile val Thr Asn Pro Gly Pro Gly Thr Ala Asn Leu
65 70 75 80

Leu Pro Gly val val Thr Ala Arg His Glu Gly val Pro phe val Ala
85 90 95

Ile Thr Ser Gln His GIn Leu Gly val val Tyr Pro Cys Thr Pro Lys
100 105 110

Thr Phe G1n Gly GIn Asp GIn Ile Asp Leu Phe Arg Pro Ala val Lys
115 120 125

Trp Gly Ala Pro Ile Phe Ala Trp Asn Arg Ile
130 135

<210> 24

<211> 1272

<212> DNA

<213> Caulobacter sp.
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57/65



> dsterreichisches
L,fpmmmmt

<220>
<221>
<222>

<300>
<308>
<309>
<313> (1)

<400> 24
atggaattga

Seq
(D

ggcgggatgt
agtcgeggea
tgcgectatg
gcccagceaag
gaagacttcg
gacgccacct
tycgcgaaag
ctaccggagg
gacgccttcg
gaggtgttca
tgcgacaaga
cgegactgca
ttcgccaacy
aaggcegtct
gaaaccetga
cgcctgegeg
gggccegtct
ggctgggttc
ctgtcggegg
ttcgtcgage
agagcggcect
<210>
<211>

<212>
<213>

25
423
PRT

220>
<221>
<222>

<300
<308>
<309>

seq
oD

D 24
.. (1272)

F1426269
2009-06-11

(127

gccgecaacy
acggtcacga
aaggcgeecg
gccccaacct
cccggggega
tcgegcaaat
caatggcgat
gcgectatea
atcgcgectt
aggcccatca
gcgaccagat
gcggegecct
gctgggccaa
gctatccgat
acgtcaccgg
agcaaatccg
agggcctgea
ccatgcceca
gcgaatgect
cccatagcga
tacgcgecaa

ad

caulobacter sp.

ID 25
..(423)

F1426269
2009-06-11

agaccaggce
gtcgacctat
actttgggac
gctgggttac
taccctgacc
cagccacgeg
ggtcatcgcg
Tggggccycy
tgtagtctac
ggacgacgtc
cgatcctgat
gctcgtegtc
gatcggcgtc
cteggegote
ctcgtictgg
cgagaccgac
gcagcaggct
agtcctctic
gaagcgaggy
ggcggacctg
gctreegage

ttgagggagc
ctgatgeecg
gccgacggcea
ggcrtcgaac
gggccgtcgg
gacrgggcca
cgcgcacaca
ccttggtaca
tacgactaca
gcggcgatct
ccggaatatg
gacgaagttc
gctccggatce
ctagggggca
ttctcgacca
tatctcgagc
gctcacaacg
gaggaagatc
gtgtacttca
gceaagaccc

ctagaaatcc

gcgceccaage
agggcacgec
acgagtatgt
ccgtcgaagc
aggtgatggt
tgttctgcaa
ccggecggaa
cgccgatect
atgacgceca
tcgecaccec
cggccagegt
gagccgggtt
tgagcacctg
aaaaggtgcg
cgcceatgge
ggatcaacgc
gctttacgit
ccgattrecg
gccoetacca
ttgeggetac

accaacccct
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ggtgatcccg
acagttcttc
cgattacatg
ggccgeegea
gcagttggcg
gaacggcaca
gacgatectc
ggccggaacy
aagcetegtc
tcaccgrcac
gcgggegcte
caggatcgeg
gggcaagtge
cagcgcggea
cgcagecgte
ggccgggacc
gcgccaaacy
ggtcggctac
taacatgttc
cggcgacgec

cctegeectg

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

1020
1080
1140
1200
1260
1272
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<313> (1)..(423)

400> 25

Met Glu Leu Ser Arg GIn Arg Asp GIn Ala Leu Arg Glu Arg Ala GIn
1 5 10 15

Ala val Tle Pro Gly Gly Met Tyr Gly His Glu Ser Thr Tyr Leu Met
20 25 30

Pro Glu gly Thr pro GIn Phe zge ser Arg Gly Lys Gly Ala Arg Leu
45

Trp ?Sp Ala Asp Gly Asn gﬁsu Tyr val Asp Tyr hggt Cys Ala Tyr Gly

Pro Asn Leu Leu Gly Tyr Gly Phe Glu Pro val Glu Ala Ala Ala Ala
65 75 80

=3
o

Ala GIn GIn Ala Arg Gly Asp Thr Leu Thr Gly Pro ser Glu val Met
85 90 85

val GIn Leu Ala Glu Asp Phe val Ala GIn Tle ser His Ala Asp Trp
100 105 110

ala Met Phe Cys Lys Asn Gly Thr Asp Ala Thr ser Met Ala Met val
115 120 125

Ile Ala Arg Ala His Thr Gly Arg Lys Thr Ile Leu Cys Ala Lys Gly
130 135 140

ala Tyr His Gly Ala Ala pro Trp Cys Thr pro Ile Leu Ala Gly Thr
145 150 155 160

Leu Pro Glu Asp Arg Ala Phe val val Tyr Tyr Asp Tyr Asn Asp Ala
165 170 175

GIn Ser Leu val Asp Ala Phe Glu Ala His GIn Asp Asp val Ala Ala
180 185 190

1le Phe Ala Thr Pro His Arg His GlU val Phe Ser Asp GIn Ile Asp
195 200 205

Pro Asp Pro Glu Tyr Ala Ala Ser val Arg Ala Leu Cys Asp Lys Ser
210 215 220

Gly Ala Leu Leu val val Asp Glu val Arg Ala Gly Phe Arg Ile Ala
225 230 235 240

Arg Asp Cys Ser Trp Ala Lys I1e Gly val Ala Pro Asp Leu Ser Thr
245 250 255
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Trp Gly Lys Cys Phe Ala Asn Gly Tyr pro Ile ser Ala val Leu Gly
260 265 270

Gly Glu Lys val Arg Ser Ala Ala Lys Ala val Tyr val Thr Gly Ser
275 280 285

phe Trp Phe Ser Ala Thr Pro Met Ala Ala Ala val Glu Thr Leu Lys
290 295 300

GIn Ile Arg Glu Thr Asp Tyr Leu Glu Arg Ile Asn Ala Ala Gly Thr
305 310 315 320

Arg Leu Arg Glu Gly Leu GIn GIn Gln Ala Ala His Asn Gly Phe Thr
325 330 335

Leu Arg GIn Thr Gly Pro val Ser Met Pro cin val Leu Phe Glu Glu
340 345 350

Asp Pro Asp Phe Arg val Gly Tyr Gly Trp val Arg Glu Cys Leu LYS
355 360 365

Arg Gly val Tyr Phe ser Pro Tyr His Asn Met Phe Leu Ser Ala Ala
370 375 380

Wis Ser Glu Ala Asp Leu Ala Lys Thr Leu Ala Ala Thr Gly Asp Ala
385 390 395 400

Phe val Glu Leu Arg Ala Lys Leu Pro Ser Leu Glu Ile His GIn Pro
405 410 415

Leu Leu Ala Leu Arg Ala Ala
420

Sseite 41
60/65



> sterteichisches AT 507 363 B1 2011-05-15
l/ patentamt

Patentanspriiche

1.

10.

Verfahren zur Herstellung eines Zusatzstoffes fiir den enzymatischen Abbau von Mykoto-
xinen, insbesondere Fumonisinen in einem pflanzlichen Rohstoff, dadurch gekennzeich-
net, dass wenigstens eine Nukleinsduresequenz von Genen entsprechend Sequenz ID-
Nr. 1,2, 4,6,8,10,12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt wird, die wenigstens eine Nuk-
leins&uresequenz in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirtsorganismen exprimiert wird,
wenigstens ein Enzym entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7,9, 11, 13, 15,17, 19, 21 und
25 sowie der Acetolat-Synthase, welche die Sequenz ID-Nr. 23 umfasst, oder wenigstens
ein kompletter, diese Sequenzen enthaltender, rekombinanter Wirtsorganismus hergestellt
wird und gegebenenfalls mit einem Cosubstrat vermischt wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass das jeweilige Enzym mittels
molekulargenetischer Methoden, Mutagenese oder molekularer Evolution verandert wird,
und dass es wenigstens 90 % Sequenzidentitat mit wenigstens einem der Enzyme der Se-
quenz ID-Nr. 3, 5,7, 9, 11, 13,15, 17, 19, 21, 25 oder der Acetolat-Synthase, welche die
Sequenz ID-Nr. 23 umfasst, aufweist.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Enzyme isoliert
werden.

Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Enzyme in einer
Schutzhiille verkapselt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Enzyme
aus Permease mit der Sequenz ID-Nr. 3, Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9, Tri-
carballylat-Dehydrogenase mit der Sequenz ID-Nr. 11, Citratverwertungsprotein mit der
Sequenz ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase mit der Sequenz ID-Nr. 17, Aminotransferase
mit der Sequenz ID-Nr. 19 oder 25 oder Acetolactat-Synthase, welche die Sequenz ID-Nr.
23 umfasst, gewahlt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die wenigs-
tens eine Aminotransferase mit der Sequenz ID-Nr. 19 oder mit der Sequenz ID-Nr. 25 mit
einem Keton, insbesondere einer a-Ketosaure als Cosubstrat, vermischt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Carbo-
xylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9 zusétzlich mit wenigstens einem Adsorbens, insbe-
sondere gewahlt aus Tonmineralien, vermischt wird.

Zusatzstotf zum enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen,
dadurch gekennzeichnet, dass wenigstens ein Enzym der Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17,19, 21 und 25 sowie eine Acetolat-Syntase, welche die Sequenz ID-Nr. 23 um-
faBt, oder wenigstens ein kompletter, diese Sequenzen enthaltender, rekombinanter Wirts-
organismus zur Expression dieser Enzymgensequenzen sowie gegebenenfalls zusatzlich
wenigstens ein Cosubstrat fiir wenigstens eines der eingesetzten Enzyme und ein inerter
Trager enthalten sind.

Zusatzstoff nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass ein Enzym enthalten ist,
welches wenigstens 90 % Sequenzidentitat mit einem Enzym der Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7,
9,11,13, 15, 19, 21 oder 25 sowie der Acetolat-Synthase, welche die Sequenz ID-Nr. 23
umfasst, aufweist.

Zusatzstotf nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Enzyme durch

molekulargenetische Methoden, Mutagenese, molekulare Evolution veranderten Enzyme
und/oder zu wenigstens 90 % identen Enzyme mit einer Schutzhille ummantelt enthalten
sind.
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Zusatzstoftf nach einem der Anspriiche 8, 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, dass als
Enzyme eine Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase mit
der Sequenz ID-Nr. 11, einem Citratverwertungsprotein mit der Sequenz ID Nr. 13, Alko-
hol-Dehydrogenase mit der Sequenz ID-Nr. 17, Aminotransferase mit der Sequenz ID-Nr.
19 oder mit der Sequenz ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-Synthase, welche die Sequenz mit
der ID-Nr. 23 umfasst, enthalten sind.

Zusatzstoff nach einem der Anspriiche 8 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass eine
Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9, wenigstens eine Aminotransferase mit der Se-
quenz ID-Nr. 19 oder mit der Sequenz ID-Nr. 25, eine a-Ketoséure als Cosubstrat und ein
inerter Trager enthalten sind.

Zusatzstoftf nach einem der Anspriiche 8 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass eine
Carboxylesterase mit der Sequenz ID-Nr. 9, wenigstens ein Adsorbens, insbesondere we-
nigstens ein Tonmineral, sowie gegebenentalls ein inerter Tréger enthalten sind.

Verwendung eines Zusatzstoffes geman einem der Anspriiche 9 bis 14 zum sauerstoffu-
nabhangigen bzw. anaeroben Abbau von Mycotoxinen, insbesondere Fumonisinen.

Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der Zusatzstoff in einem
zu vergarenden, pflanzlichen Rohstoff bzw. in einer Maische zur Bioethanolherstellung ein-
gesetzt wird.

Hierzu 3 Blatt Zeichnungen
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Konzentration £B1 und HFEH paf

Konzentration HFE1 pg/l
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