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DESCRIPCION

Aditivos para pienso para animales que comprenden un polipéptido que tiene actividad proteasa y usos de los mis-
mos

Referencia a un Listado de secuencias

La presente solicitud contiene un Listado de secuencias en un soporte de lectura informatico, que se incorpora a la
presente por referencia.

Antecedentes de la invencién
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a pienso para animales o aditivos para pienso para animales que comprenden poli-
péptidos que tienen actividad proteasa y usos de estos. También se refiere a los métodos para producir las protea-
sas y para usar las proteasas para mejorar el rendimiento del animal y el valor nutricional de un pienso para anima-
les.

Antecedentes de la invencién

En el uso de proteasas en pienso para animales (in vivo) y/o el uso de dichas proteasas para tratar proteinas vegeta-
les (in vitro), se observa qNue las proteinas son factores nutricionales esenciales para los animales y los seres hu-
manos. La mayor parte del ganado y muchos seres humanos obtienen las proteinas necesarias a partir de fuentes
de proteinas vegetales. Son fuentes de proteinas vegetales importantes, por ejemplo, los cultivos de colza, legum-
bres y cereales.

Cuando se incluye una fuente de proteinas, tal como harina de soja, en el pienso para animales monogastricos, tales
como cerdos y aves de corral, una proporcion significativa de la harina de soja no se digiere de forma eficiente (la
digestibilidad ileal aparente del nitrégeno en los lechones, cerdos de engorde y aves de corral, tales como pollos de
engorde, gallinas ponedoras y gallos, es de tan solo aproximadamente del 80 %). Al mejorar la digestibilidad de las
proteinas, el animal puede captar mas de la proteina, mejorando de esta manera su rendimiento, tal como con una
mayor ganancia de peso corporal.

El tubo gastrointestinal de los animales consiste en una serie de segmentos, cada uno de los cuales representa
entornos de pH diferente. En los animales monogastricos, tales como cerdos y aves de corral y muchos tipos de
peces, el estdmago es sumamente acido con un pH potencialmente de tan solo 2-3, mientras que el intestino tiene
un pH mas neutro de aproximadamente 6-7,5. Ademas del estdmago y el intestino, las aves de corral también tienen
un buche que precede al estbmago. El pH en el buche esta determinado principalmente por el pienso ingerido y, por
tanto, normalmente se encuentra en el intervalo de pH 4-6. La digestion de proteinas por una proteasa puede tener
lugar a lo largo de todo el tubo digestivo, siempre que la proteasa sea activa y sobreviva en las condiciones del tubo
digestivo. Por lo tanto, las proteasas que son estables a pH muy acido que pueden sobrevivir en el entorno gastrico y
al mismo tiempo ser activas de un modo eficiente en el intervalo amplio del pH fisiolégico del tubo digestivo del ani-
mal diana son especialmente deseables.

Una manera de determinar si una proteasa puede mejorar la captacion de las proteinas es investigando si la digesti-
bilidad del nitrégeno ileal mejora cuando se afiade la proteasa a la dieta del animal. La realizacion de ensayos in vivo
puede confirmar tanto la estabilidad géastrica de la proteasa como la efectividad de la proteasa en degradar la protei-
na. Es un objetivo de la presente invencion proporcionar proteasas que muestren un aumento de la mejora del ren-
dimiento de crecimiento, tal como por una digestibilidad ileal aparente del nitrégeno.

El documento de patente WO 2015/014790 describe variantes de proteasa de una proteasa aislada de Bacillus sp.
El documento de patente DE 10 2007 036756 describe variantes de proteasa de una proteasa. Los documentos de
patente WO 2015/197871 y WO 2016/071302 describen proteasas para su uso en un pienso para animales.

Sumario de la invencién

La invencién se refiere a un aditivo para pienso para animales que comprende uno o mas polipéptidos que tienen
actividad proteasa, en donde el polipéptido es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;
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(c) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 4;

(e) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 5;

(f) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 6;

(9) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 7;

(h) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 8;

(i} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 9;

(j} una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(k) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

() una variante de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(m) una variante de la SEQ ID NO: 5, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(n) una variante de la SEQ ID NO: 6, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(o) una variante de la SEQ ID NO: 7, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(p) una variante de la SEQ ID NO: 8, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
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8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(9) una variante de la SEQ ID NO: 9, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(ry un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (), (f}, (g), (h) o (i} y una etiqueta de His y/o eti-
queta HQ en el extremo N y/o extremo C;

(s} un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e}, (f}, (@), (h) o (i} y una extension del extremo N
y/o el extremo C de hasta 10 aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos; y

(t) un fragmento del polipéptido de (a), (b}, (c), (d}, (e}, (f}, (g), (h) o (i) que tiene actividad proteasa y que tiene al
menos un 90 % de la longitud del polipéptido maduro.

La invencién se refiere ademas a un pienso para animales y a una formulacién liquida que comprenden el aditivo
para pienso para animales; métodos para mejorar no terapéuticamente uno o mas parametros de rendimiento de un
animal; métodos para preparar un pienso para animales; métodos para el tratamiento de proteinas, en donde dicho
tratamiento es para ejercer una influencia hidrolizante sobre las proteinas; métodos para aumentar la digestibilidad
y/o solubilidad de proteinas y métodos para mejorar el valor nutricional de un pienso para animales usando el aditivo
para pienso para animales y usos de estos. La presente invencion se refiere ademas a métodos para producir un
polipéptido de la invencion en una célula hospedadora de Bacillus recombinante.

La invencion se refiere ademas a un uso del aditivo para pienso para animales de la invencion o la formulacién liqui-
da en la preparacién de una composicion para uso en pienso para animales; para mejorar el valor nutricional de un
pienso para animales; para incrementar la proteina digerible y/o soluble en pienso para animales; para incrementar
el grado de hidrélisis de proteinas en dietas para animales; para mejorar no terapéuticamente uno o mas parametros
de rendimiento en un animal; y/o para el tratamiento de proteinas, en donde dicho tratamiento es para ejercer una
influencia hidrolizante sobre las proteinas.

Resumen del Listado de secuencias

La SEQ ID NO: 1 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus horneckiae.
La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus sp. TY145.
La SEQ ID NO: 3 es la secuencia de aminoacidos de una proteasa S8 variante de Bacillus sp. TY145.
La SEQ ID NO: 4 es el motivo conservado TGXK[V/T][I/VIX[N/S]MSLG.

La SEQ ID NO: 5 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus sp. 13380 (también divulga-
da en el documento de patente W02017064253) y tiene una identidad de aproximadamente un 78 % respecto a la
SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus idriensis (también divulgada
en el documento de patente W02015091989) y tiene una identidad de aproximadamente un 80 % respecto a la
SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 7 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus sp. 13380 (también divulga-
da en el documento de patente W02015091989) y tiene una identidad de un 89 % respecto a la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 8 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus sp. 62451 (también divulga-
da en el documento de patente W02015091989) y tiene una identidad de un 90 % respecto a la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 9 es la secuencia de aminoacidos de la proteasa S8 madura de Bacillus oceanisediminis y tiene una
identidad de un 87 % respecto a la SEQ ID NO: 1.

SEQ ID NO: 10 La secuencia de ADN que codifica las proteasas S8 de Bacillus oceanisediminis.
Definiciones

Actividad del polipéptido en harina de soja-maiz: La expresion "actividad del polipéptido en harina de soja-maiz"
significa que la actividad proteasa de la enzima se determiné en harina de soja-harina de maiz mezcladas en una
proporcion de 30:70 usando el ensayo de o-ftaldialdehido (OPA) tal como se describe en el presente documento.
Son ejemplos de valores de pH de ensayo pH 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 y 7,0. Son ejemplos de las temperaturas de ensayo
30, 35, 40, 45 y 50 °C. Son ejemplos de tiempos de ensayo 2, 3 y 4 horas. Son ejemplos de concentraciones enzi-
maticas 50, 100, 150, 200, 250 y 300 mg de proteina enzimatica’kg de materia seca de sustrato.
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En una realizacion preferida, la actividad del polipéptido en harina de soja-maiz se determiné afiadiendo harina de
soja-harina de maiz mezcladas en una proporcién de 30:70 (2 g) a tampones que contienen &cido succinico
100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, CAPS 100 mM, CaClI2 12,5 mM, KCI 150 mM, 0,01 % de Triton X-100
(10 ml) que se habian preparado y ajustado usando HCI o NaOH hasta un valor de pH tal que después de haber
mezclado el sustrato de harina de soja-maiz con tampén de ensayo, el pH final de la suspensién espesa era pH 3,0,
4,0, 5,0, 6,0 o 7,0; a continuacién, mezclando una alicuota de la suspensién espesa de sustrato (2 ml} durante
30 min a 40 °C; afiadiendo proteasa (200 mg de proteina enzimatica/kg de sustrato) disuelta en 100 pl de tamp6én de
acetato de sodio 100 mM (9,565 g/l de NaOAc, 1,75 g/l de acido acético, CaCl2 5 mM, 0,01 % de BSA, 0,01 % de
Tween20, pH 6,0); incubando las muestras durante 3 horas a 40 °C (agitacion magnética); centrifugando las mues-
tras (10 min, 4000 rpm, 0 °C); y recogiendo los sobrenadantes para el analisis usando el ensayo de o-ftaldialdehido
(OPA) (denominado en la presente "ensayo de harina de soja-maiz"). En otra realizacion preferida, la actividad del
polipéptido en harina de soja-maiz se determina tal como se describe en el ejemplo 4 en el presente documento.

En una realizaciéon, los polipéptidos de la presente invencion tienen al menos un 50 %, por ejemplo, al menos un
60 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 100 % de la acti-
vidad en harina de soja-maiz a pH 4 del polipéptido de la SEQ ID NO: 1.

Variante alélica: La expresién "variante alélica" se refiere a dos 0 mas formas alternativas de un gen que ocupa el
mismo locus cromosomico. La variacion alélica aparece de manera natural debido a una mutacioén y puede generar
polimorfismo en las poblaciones. Las mutaciones génicas pueden ser silenciosas (ningin cambio en el polipéptido
codificado) o pueden codificar polipéptidos que tienen secuencias de aminoacidos alteradas. Una variante alélica de
un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen.

Animal: La expresion "pienso para animales" se refiere a todos los animales excepto los seres humanos. Son ejem-
plos de animales los rumiantes y los no rumiantes. Los animales rumiantes incluyen, por ejemplo, animales tales
como ovejas, cabras, ganado, por ejemplo, ganado vacuno, vacas y terneros jovenes, ciervos, yaks, camellos, lla-
mas y canguros. Los animales no rumiantes incluyen animales monogastricos, por ejemplo, cerdos o puercos (in-
cluidos, sin caracter limitante, lechones, cerdos de engorde y cerdas); aves de corral, tales como pavos, patos y
pollos (incluidos, sin caracter limitante, pollos de engorde, ponedoras); caballos (incluidos, sin caracter limitante,
caballos de carreras, caballos de trabajo y caballos de competiciones), terneros jovenes; peces (incluidos, sin carac-
ter limitante, serviolas, paiche, barbo, lubina, anjova, bocachico, besugo, siluro, cachama, carpa, pez gato, catla,
chanos, char, ciclidos, cobia, bacalao, Pomoxis, Sparatus aurata, corvina, anguila, gobio, carpa dorada, gurami,
mero, guapote, halibut, java, Labeo, lai, locha, caballa, sabalote, mojarra, Neochanna, mujol, paco, Etropus suraten-
sis, pejerrey, perca, lucio, jurel, rutilo, salmén, vundu, Sander canadensis, rébalo, dorada, Notropis, peces de la
familia Eleotridae, pez cabeza de serpiente, pargo, Centropomus undecimalis, lenguado, sigano, esturion, pez luna,
ayu, tenca, terror, tilapia, trucha, atun, rodaballo, corégono blanco, Sander vitreus y pez blanco); y crustaceos (in-
cluidos, sin caracter limitante, camarones y langostinos).

Pienso para animales: La expresion "pienso para animales" se refiere a cualquier compuesto, preparado, o mezcla
adecuados para la ingesta por parte de un animal o destinados a esta. El pienso para animales para un animal mo-
nogastrico comprende normalmente concentrados, asi como también vitaminas, minerales, enzimas, agentes micro-
bianos para la administracién directa, aminoacidos y/u otros ingredientes para pienso (tal como en una premezcla),
mientras que el pienso para rumiantes comprende generalmente forraje (incluidos el forraje rico en material indigeri-
ble y ensilado) y puede comprender ademés concentrados, asi como también vitaminas, minerales, enzimas agentes
microbianos para la administracion directa, aminoacidos y/u otros ingredientes para pienso (tales como en una pre-
mezcla).

Aumento del peso corporal: La expresion "aumento del peso corporal” significa un aumento en el peso vivo de un
animal durante un periodo de tiempo dado, por ejemplo, el aumento de peso desde el dia 1 hasta el dia 21.

ADNc: El término "ADNCc" se refiere a una molécula de ADN que se puede preparar mediante transcripcion inversa a
partir de una molécula de ARNm maduro, cortado y empalmado, obtenido de una célula eucariota o procariota. El
ADNCc carece de secuencias intrénicas que pueden estar presentes en el ADN gendémico correspondiente. El trans-
crito de ARN primario inicial es un precursor del ARNm que se procesa a través de una serie de etapas, que incluyen
el corte y empalme, antes de aparecer como un ARNm maduro cortado y empalmado.

Secuencia codificante: La expresion "secuencia codificante” significa un polinucleétido, que especifica directamente
la secuencia de aminoacidos de un polipéptido. Los limites de la secuencia codificante se determinan generalmente
mediante un marco de lectura abierta que comienza con un codén de iniciacion tal como ATG, GTG o TTG y termina
con un codén de terminacion tal como TAA, TAG o TGA. La secuencia codificante puede ser un ADN gendmico,
ADNc, ADN sintético o una combinacién de estos.

Composicién: El término "composicion” se refiere a una composicién que comprende un portador y al menos una
enzima de la presente invencién. Las composiciones descritas en el presente documento pueden mezclarse con un
pienso para animales y denominarse "pienso molido".
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Concentrados: El término "concentrados" significa pienso con altas concentraciones de proteina y energia, tales
como harina de pescado, melazas, oligosacaridos, sorgo, semillas y granos (ya sea enteros o preparados mediante
trituracion, molienda, etc. a partir de, por ejemplo, maiz, avena, centeno, cebada, trigo), torta prensada de semillas
oleaginosas (por ejemplo, de semillas de algodén, cartamo, girasol, soja, colza/canola, cacahuate o mani), torta de
palmiste, material derivado de levaduras y granos de destileria (tales como granos de destilaria himedos (WDS) y
granos de destileria secos con solubles (DDGS)).

Secuencias de control: La expresion "secuencias de control" se refiere a secuencias de acidos nucleicos necesarias
para la expresién de un polinucleétido que codifica un polipéptido maduro de la presente invencién. Cada una de las
secuencias de control puede ser nativa (es decir, proceder del mismo gen) o exégena (es decir, proceder de un gen
diferente) respecto al polinucleétido que codifica el polipéptido, o nativas o exégenas entre si. Las secuencias de
control de este tipo incluyen, sin caracter limitante, una secuencia lider, una secuencia de poliadenilacién, una se-
cuencia propeptidica, un promotor, una secuencia de un péptido sefializador y un terminador de la transcripcion.
Como minimo, las secuencias de control incluyen un promotor y sefiales de terminacion de la transcripcion y la tra-
duccion. Las secuencias de control pueden estar provistas de conectores a fin de introducir sitios de restriccion es-
pecificos que faciliten la unién de las secuencias de control con la regién codificante del polinucleétido que codifica
un polipéptido.

Factor de eficacia de produccion europeo (EPEF): La expresién "factor de eficacia de produccién europeo” es una
expresion que determina la eficiencia de produccién y tiene en cuenta la conversién del pienso, la mortalidad y la
ganancia diaria. El EEF se calcula como [(tasa de supervivencia (%) x ganancia de peso corporal (kg)) / (duracion
del estudio en dias x FCR)] x 100.

Expresion: El término "expresién" incluye cualquier etapa implicada en la produccion de un polipéptido incluidas, sin
caracter limitante, transcripcién, modificacién postranscripcional, traduccién, modificacién postraduccional, y secre-
cion.

Vector de expresion: La expresion "vector de expresion” se refiere a una molécula de ADN lineal o circular que com-
prende un polinucleétido que codifica un polipéptido y esta unida operativamente a secuencias de control que hacen
posible su expresion.

Tasa de conversion del pienso: La expresion "tasa de conversion del pienso” es la cantidad de pienso con el que se
alimenta a un animal para incrementar el peso del animal en una cantidad especificada. Una tasa de conversion del
pienso mejorada significa una menor tasa de conversion del pienso. Con "menor tasa de conversién del pienso" o
"tasa de conversién del pienso mejorada” se quiere decir que el uso de una composicion de aditivo para pienso en el
pienso da como resultado que se requiera una menor cantidad de pienso para alimentar a un animal con el fin de
incrementar el peso del animal en una cantidad especificada en comparacién con la cantidad de pienso requerida
para incrementar el peso del animal en la misma cantidad cuando el pienso no comprende dicha composicion de
aditivo para pienso.

Eficiencia del pienso: La expresién "eficiencia del pienso" se refiere a la cantidad de ganancia de peso por unidad de
pienso cuando el animal se alimenta a voluntad o con una cantidad especificada de alimento durante un periodo de
tiempo. Con "aumento de la eficiencia del pienso" se quiere decir que el uso de una composicion de aditivo para
pienso segun la presente invencién en pienso da como resultado un incremento de la ganancia de peso por unidad
de ingesta de pienso en comparacién con un animal alimentado sin que dicha composicion de aditivo para pienso
esté presente.

Forraje: El término "forraje” tal como se define en el presente documento también incluye el forraje rico en material
indigerible. El forraje es material vegetal reciente tal como heno y ensilado de plantas de forraje, hierba y otras plan-
tas de forraje, algas, legumbres y granos germinados, o cualquier combinacién de estos. Son ejemplos de plantas de
forraje la alfalfa, loto corniculado, Brassica (por ejemplo, col rizada, colza (canola), colinabo (nabo sueco), nabo),
trébol (por ejemplo, Trifolium hybridum, trébol rojo, trébol subterraneo, trébol blanco), hierba (por ejemplo, grama
comun, Bromus, Arrhenatherum elatius, Festuca, Danthonia decumbens, Poa, Dactylis glomerata, Lolium, Phleum
pratense), maiz, mijo, cebada, avena, centeno, sorgo, soja y trigo y verduras tales como remolachas. El forraje inclu-
ye ademas residuos de cultivo de la produccién de grano (tal como rastrojo de maiz; paja de trigo, cebada, avena,
centeno y otros granos); residuos de hortalizas como las coronas de la remolacha; residuos de la produccion de
semillas oleaginosas como tallos y hojas de soja, colza y otras legumbres; y fracciones del refino de granos para
consumo humano o animal, o de la produccién de combustibles u otras industrias.

Fragmento: El término "fragmento" se refiere a un polipéptido que tiene uno o mas (por ejemplo, varios) aminoacidos
ausentes del extremo amino y/o carboxilo de un polipéptido maduro; donde el fragmento tiene actividad proteasa.

En un aspecto, el fragmento comprende al menos un 90 % de la longitud del polipéptido maduro, tal como al menos
283 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, al menos 279 aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o al menos 279 aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.
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En un aspecto, el fragmento comprende al menos un 92 % de la longitud del polipéptido maduro, tal como al menos
290 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, al menos 286 aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o al menos 286 aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.

En un aspecto, el fragmento comprende al menos un 94 % de la longitud del polipéptido maduro, tal como al menos
295 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, al menos 292 aminodacidos de la SEQ ID NO: 2 o al menos 292 aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.

En un aspecto, el fragmento comprende al menos un 96 % de la longitud del polipéptido maduro, tal como al menos
301 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, al menos 298 aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2 o0 al menos 298 aminoécidos
de la SEQ ID NO: 3.

En un aspecto, el fragmento comprende al menos un 98 % de la longitud del polipéptido maduro, tal como al menos
308 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, al menos 304 aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2 o al menos 304 aminoacidos
de la SEQ ID NO: 3.

En un aspecto, el fragmento comprende al menos un 99 % de la longitud del polipéptido maduro, tal como al menos
311 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, al menos 307 aminoéacidos de la SEQ ID NO: 2 o al menos 307 aminoécidos
de la SEQ ID NO: 3.

Célula hospedadora: La expresion "célula hospedadora” significa cualquier tipo de célula que es susceptible de
transformacion, transfeccion, transduccion o similares con una construccién de acido nucleico o vector de expresién
que comprende un polinucleétido de la presente invencién. La expresion "célula hospedadora" abarca cualquier
progenie de una célula progenitora que no sea idéntica a la célula progenitora debido a mutaciones que ocurren
durante la replicacion.

Digestibilidad ileal aparente del nitrégeno: La expresion "digestibilidad ileal aparente el nitrégeno” (o AIDN) es la
diferencia porcentual en la concentracién de nitrégeno entre el material que se esta digiriendo en el ileon y el pienso,
cuando se tiene en cuenta la desaparicion aparente de materia seca al final del intestino delgado (ileon). Se usa la
AIDN como una estimacién de la digestibilidad de proteina cruda del intestino delgado, sin tener en cuenta la libera-
cién proteica endégena del intestino delgado. Esto significa que la digestibilidad real de la proteina cruda es siempre
mayor cuando se compara con la AIDN. Por lo general, un aumento de la AIDN se correlaciona con un aumento de
la absorcion de aminoacidos en el intestino delgado y es un marcador de la mejora del rendimiento en animales. La
digestibilidad ileal aparente del nitrégeno (AIDN) se calcula usando la siguiente férmula:

AIDN (%) = 100 - [(CMf/CMe) x (CNe/CNf)] x 100;
en donde

CMf = concentracion del marcador en el pienso; CMe = concentracion del marcador en el material que se esta digi-
riendo en el ileon;

CNf = concentracion de nutrientes en el pienso; CNe = concentracion de nutrientes en el material que se esta digi-
riendo en el ileon.

La expresion "mejora la digestibilidad ileal del nitrégeno en al menos un x % (por ejemplo, 4 %) en comparacion con
un control negativo" significa que si la digestibilidad ileal aparente del nitrégeno porcentual para el control negativo
(es decir, el mismo pienso pero sin afiadir una proteasa a la dieta) es y % (por ejemplo, 75 %), entonces la digestibi-
lidad ileal aparente del nitrégeno porcentual para el grupo con la proteasa es de al menos y % + x % (asi pues, en
este ejemplo >79 %).

Aislado: El término "aislado" significa una sustancia en una forma o entorno que no se encuentra en la naturaleza.
Los ejemplos no limitantes de sustancias aisladas incluyen (1) cualquier sustancia que no tenga un origen natural,
(2) cualquier sustancia, incluidos, sin caracter limitante, cualquier enzima, variante, acido nucleico, proteina, péptido
o cofactor, que se haya separado, al menos en parte, de uno o mas o de todos los constituyentes de origen natural
con los que esta asociado en la naturaleza; (3) cualquier sustancia modificada por el hombre con respecto a la sus-
tancia que se encuentra en la naturaleza; o (4) cualquier sustancia modificada incrementando la cantidad de la sus-
tancia con respecto a otros componentes con los que esta asociada de manera natural (por ejemplo, produccién
recombinante en una célula hospedadora; copias multiples de un gen que codifica la sustancia; y uso de un promotor
mas potente que el promotor asociado de manera natural con el gen que codifica la sustancia).

Polipéptido maduro: La expresion "polipéptido maduro” se refiere a un polipéptido en su forma final tras la traduccién
y cualesquiera modificaciones postraduccionales, tales como procesamiento del extremo N, truncamiento del extre-
mo C, glucosilacién, fosforilacién, etc. En un aspecto, el polipéptido maduro esta constituido por los aminoacidos 1 a
314 de la SEQ ID NO: 1 que se basa en los datos de secuenciacion de EDMAN del extremo N y datos de EM intac-
tos. En un aspecto, el polipéptido maduro esta constituido por los aminoacidos 1 a 311 de la SEQ ID NO: 2 que se
basa en los datos de secuenciacién de EDMAN del extremo N y datos de EM intactos. En un aspecto, el polipéptido
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maduro esta constituido por los aminoacidos 1 a 311 de la SEQ ID NO: 3 que se basa en los datos de secuenciacion
de EDMAN del extremo N y datos de EM intactos.

Existe constancia en la técnica de que una célula hospedadora puede producir una mezcla de dos o mas polipépti-
dos maduros diferentes (es, con un aminoacido del extremo C y/o del extremo N diferente) expresados por el mismo
polinucleétido. Se tiene constancia también en la técnica de que diferentes células hospedadoras procesan los poli-
péptidos de manera diferente y, por tanto, una célula hospedadora que exprese un polinucleétido puede producir un
polipéptido maduro diferente (por ejemplo, que tenga un aminoacido del extremo C y/o del extremo N diferente) en
comparacioén con otra célula hospedadora que exprese el mismo polinucleétido.

Construccién de acido nucleico: La expresion "construccion de acido nucleico” se refiere a una molécula de acido
nucleico, ya sea mono- o bicatenario, que se aisla a partir de un gen de origen natural o se modifica para que con-
tenga segmentos de acidos nucleicos de tal forma que de otro modo no existiria en la naturaleza o que es sintética,
que comprende una o mas secuencias de control.

Obtenido o que se puede obtener a partir de: La expresién "obtenido o que se puede obtener a partir de" significa
que el polipéptido puede encontrarse en un organismo de un rango taxonomico especifico. En una realizacion, el
polipéptido se obtiene o se puede obtener del orden Bacillales en donde el término orden es el rango taxonémico. En
otra realizacion preferida, el polipéptido se obtiene o se puede obtener de la familia Bacillaceae, Planococcaceae o
Paenibacillaceae, en donde el término familia es el rango taxonémico. En otra realizacion preferida, el polipéptido se
obtiene o se puede obtener del género Bacillus, en donde el término género es el rango taxondémico.

Si el rango taxonémico de un polipéptido no se conoce, puede ser determinado facilmente por un experto en la mate-
ria realizando una busqueda mediante BLASTP del polipéptido (usando, por ejemplo, la pagina web del Centro Na-
cional para la Informacion Biotecnolégica (NCIB) http://www.ncbi.nim.nih.gov/} y comparandolo con los homélogos
mas cercanos. Un polipéptido desconocido que es un fragmento de un polipéptido conocido se considera que es de
la misma especie taxondmica. Un polipéptido natural desconocido o variante artificial que comprende una sustitu-
cién, delecién y/o insercion en hasta 10 posiciones se considera que es de la misma especie taxonémica que el
polipéptido conocido.

Unido operativamente: La expresién "unido operativamente" se refiere a una configuraciéon en la que se coloca una
secuencia de control en una posicién adecuada con respecto a la secuencia codificante de un polinucleétido de
modo que la secuencia de control dirija la expresién de la secuencia codificante.

Microgranulo: Los términos "microgranulo” y/o "microgranulacion” se refieren a comprimidos o microgranulos sélidos
redondeados, esféricos y/o cilindricos y a los procesos para formar dichas formas sélidas, particularmente micro-
granulos de pienso y pienso para animales extruido sélido. Tal como se usan en el presente documento, los términos
"extrusién” o "extruir" son términos muy conocidos en la técnica y se refieren a un proceso para forzar el paso de
una composicion, tal como se describe en el presente documento, a través de un orificio a presién.

Parametros de rendimiento: La expresion "parametros de rendimiento” se refiere a uno o mas de los términos selec-
cionados a partir de la lista constituida por aumento del peso corporal, factor de eficiencia de produccién europeo
(EPEF), factor de eficacia de produccion europeo (EFF) y FCR. La expresién "mejorar uno 0 mas parametros de
rendimiento” significa que existe un incremento en la ganancia de peso corporal, un incremento en el factor de efi-
ciencia de produccién europeo (EPEF), un incremento en el factor de eficacia de produccién europeo (EFF) y/o un
descenso en la FCR en uno o mas animales.

Proteasa: El término "proteasa" se define en el presente documento como una enzima que hidroliza enlaces peptidi-
cos. Incluye cualquier enzima que pertenezca al grupo de enzimas EC 3.4 (incluida cada una de las trece subclases
de este, en.wikipedia.org/wiki/Category:EC_3.4). El nimero de EC se refiere a la Nomenclatura de Enzimas 1992 de
NC-IUBMB, Academic Press, San Diego, California, incluidos los suplementos 1-5 publicados en Eur. J. Biochem.
223: 1-5 (1994); Eur. J. Biochem. 232: 1-6 (1995); Eur. J. Biochem. 237: 1-56 (1996); Eur. J. Biochem. 250: 1-6
(1997); y Eur. J. Biochem. 264: 610-650 (1999); respectivamente. El término "subtilasas" se refiere a un subgrupo de
proteasas de serina de acuerdo con Siezen et al., 1991, Protein Engng. 4: 719-737 y Siezen et al., 1997, Protein
Science 6: 501-523. Las proteasas de serina o peptidasas de serina son un subgrupo de proteasas caracterizado por
tener una serina en el sitio activo, que forma un aducto covalente con el sustrato. Ademas, las subtilasas (y las pro-
teasas de serina) se caracterizan por tener dos restos aminoacidicos en el sitio activo aparte de la serina, concreta-
mente, un residuo de histidina y de &cido aspartico. Las subtilasas se pueden dividir en 6 subdivisiones, es decir, la
familia Subtilisina, la familia Termitasa, la familia Proteinasa K, la familia Lantibiético peptidasa, la familia Kexina y la
familia Pirolisina.

Actividad proteasa: La expresion "actividad proteasa" se refiere a la actividad proteolitica (EC 3.4). Los polipéptidos
que tienen actividad proteasa, o las proteasas, también se denominan a veces peptidasas, proteinasas, péptido-
hidrolasas o enzimas proteoliticas. Las proteasas pueden ser del tipo exo, que hidrolizan péptidos empezando en
cualquiera de sus extremos, o0 bien del tipo endo, que actian internamente en las cadenas polipeptidicas (endopep-
tidasas). Las endopeptidasas presentan actividad en sustratos peptidicos bloqueados en los extremos N y C que son
relevantes para la especificidad de la proteasa en cuestién.
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Existen varios tipos de actividad proteasa, tales como proteasas de tipo tripsina que escinden en el lado carboxiter-
minal de los restos de Arg y Lys y proteasas de tipo quimotripsina que escinden en el lado carboxiterminal de restos
de aminoéacidos hidréfobos. Las proteasas de la invencion son endopeptidasas de serina (EC 3.4.21) con un 6ptimo
de pH ligeramente alcalino (pH 6ptimo de 8-9,5).

La actividad proteasa se puede medir usando cualquier ensayo, en el que se emplee un sustrato, que incluya enla-
ces peptidicos relevantes para la especificidad de la proteasa en cuestion. El pH del ensayo y la temperatura del
ensayo también se tienen que adaptar a la proteasa en cuestiéon. Son ejemplos de los valores de pH del ensayo un
pHde 2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11 0 12. Son ejemplos de temperaturas del ensayo 15, 20, 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70, 80, 90 0 95 °C. Son ejemplos de sustratos de proteasa generales la caseina, albumina de suero bovi-
na y hemoglobina. En el método clasico de Anson y Mirsky, se usa como sustrato la hemoglobina desnaturalizada y
después de la incubacién del ensayo con la proteasa en cuestion, se determina la cantidad de hemoglobina soluble
en é&cido tricloroacético como una medida de la actividad proteasa (Anson y Mirsky, 1932, J. Gen. Physiol. 16: 59 y
Anson, 1938, J. Gen. Physiol. 22: 79).

A efectos de la presente invencion, se determiné la actividad proteasa usando ensayos que se describen en "Mate-
riales y métodos", tal como el ensayo de Suc-AAPF-pNA y el ensayo de Protazyme AK. En el ensayo con Protazyme
AK, el sustrato Protazyme AK insoluble (caseina reticulada con azurina) libera un color azul cuando se incuba con la
proteasa y se determina el color como una medicion de la actividad proteasa. Para el ensayo de Suc-AAPF-pNA, el
sustrato Suc-AAPF-pNA incoloro libera paranitroanilina amarilla cuando se incuba con la proteasa y se determina el
color amarillo como una medicién de la actividad proteasa.

Los polipéptidos de la presente invencion tienen al menos un 20 %, por ejemplo, al menos un 40 %, al menos un
65 %, al menos un 70 %, al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % y al menos un 100 % de la activi-
dad proteasa del polipéptido de la SEQ ID NO: 1.

Forraje rico en materia indigerible: El término "forraje rico en materia indigerible" se refiere a material vegetal seco
con niveles elevados de fibra, tal como fibra, salvado, cascaras de semillas y granos y residuos de cultivo (tales
como rastrojos, copra, paja, paja fina o residuos de remolacha azucarera).

Identidad de secuencias: El grado de relacién entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nu-
cleétidos se describe mediante el parametro "identidad de secuencias”.

A los efectos de la presente invencion, el grado de identidad de secuencias entre dos secuencias de aminoacidos se
determina usando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, J. Mol. Biol. 48: 443-453) se-
gun se implementa en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular Biology Open
Software Suite, Rice et al., 2000, Trends Genet. 16: 276-277), preferentemente la versién 3.0.0 o posterior. Se usoé la
version 6.1.0. Los parametros opcionales usados son una penalizacion por apertura de hueco de 10, penalizacién
por extensién de hueco de 0,5, y la matriz de sustitucién EBLOSUM62 (EMBOSS version de BLOSUMB62). El resul-
tado de Needle denominado la "identidad mas larga" (obtenido usando la opcién no resumida) se usa como el por-
centaje de identidad y se calcula del siguiente modo:

(Residuos idénticos x 100)/(Longitud del alineamiento - Nimero total de huecos en el alineamiento)

A los efectos de la presente invencion, el grado de identidad de secuencias entre dos secuencias de desoxirribonu-
cleétidos se determina usando el algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman y Wunsch, 1970, mencionado ante-
riormente) segln se implementa en el programa Needle del paquete EMBOSS (EMBOSS: The European Molecular
Biology Open Software Suite", Rice et al., 2000, mencionado anteriormente), preferentemente la version 3.0.0 o
versiones posteriores. Se uso la versién 6.1.0. Los parametros opcionales usados son una penalizacién por apertura
de hueco de 10, penalizacion por la extensién de hueco de 0,5 y la matriz de sustitucion EDNAFULL (versién
EMBOSS de NCBI NUC4.4). El resultado de Needle denominado "identidad mas larga" (obtenido usando la opcién
no resumida) se usa como el porcentaje de identidad y se calcula del siguiente modo: (Desoxirribonucleotidos idénti-
cos x 100)/(Longitud del alineamiento - Numero total de huecos en el alineamiento)

Ensilado: El término "ensilado" significa forraje almacenado con una humedad elevada fermentado con el que se
puede alimentar a rumiantes (animales con segunda masticacion tales como ganado y ovejas) o usado como mate-
ria prima de biocombustible para digestores anaerébicos. Se fermenta y almacena en un proceso denominado ensi-
lado, ensilamiento o ensilaje, y se compone habitualmente de cultivos de hierba o cereales (por ejemplo, maiz, sor-
go, avena, centeno, Phleum pratense etc., plantas de pasto forrajero), o cultivos de legumbres como tréboles, alfalfa,
algarroba, usando la planta verde completa (no solo el grano). El ensilado puede componerse de muchos cultivos de
campo, y pueden usarse términos especiales dependiendo del tipo (ensilado de avena para avena, henolaje para
alfalfa). El ensilado se genera bien colocando vegetacion verde cortada en un silo, apilandola en un gran cumulo
cubierto con lamina de plastico, o bien envolviendo grandes fardos en pelicula de plastico.

Polipéptido sustancialmente puro: La expresion "polipéptido sustancialmente puro" significa un preparado que con-

tiene como maximo un 10 %, como maximo un 8 %, como maximo un 6 %, como maximo un 5 %, como maximo un

4 %, como maximo un 3 %, como maximo un 2 %, como maximo un 1 % y como maximo un 0,5 % en peso de otro

material polipeptidico con el que esta asociado de manera natural o recombinante. Preferentemente, el polipéptido
9
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tiene una pureza de al menos un 92 %, por ejemplo, una pureza de al menos un 94 %, una pureza de al menos un
95 %, una pureza de al menos un 96 %, una pureza de al menos un 97 %, una pureza de al menos un 98 %, al me-
nos un 99 %, una pureza de al menos un 99,5 %, y una pureza de un 100 % en peso del material polipeptidico total
presente en el preparado. Los polipéptidos de la presente invencién se encuentran preferentemente en una forma
sustancialmente pura. Esto se puede conseguir, por ejemplo, preparando el polipéptido por métodos recombinantes
muy conocidos o por métodos clasicos de purificacion.

Variante: El término "variante" se refiere a un polipéptido que tiene actividad proteasa que comprende una alteracion,
es decir, una sustitucién, insercién y/o delecién de uno o mas (varios) residuos aminoacidicos en una o mas (varias)
posiciones. Una sustitucion se refiere al reemplazo de un aminoacido que ocupa una posicidon por un aminoacido
diferente; una delecién se refiere a la eliminacién de un aminoacido que ocupa una posicién; y una insercion se
refiere a una adicion de 1-3 aminoacidos adyacentes a un aminoacido que ocupa una posicién. Las variantes de la
presente invencion tienen al menos un 20 %, por ejemplo, al menos un 40 %, al menos un 65 %, al menos un 70 %,
al menos un 80 %, al menos un 90 %, al menos un 95 %, o al menos un 100 % de la actividad proteasa de la
SEQ ID NO: 1.

Nomenclatura

A efectos de la presente invencion, la nomenclatura [E/Q] significa que el aminoacido en esta posicion puede ser un
acido glutamico (Glu, E) o una glutamina (Gin, Q). Asimismo la nomenclatura [V/G/A/I] significa que el aminoacido en
esta posicion puede ser una valina (Val, V), glicina (Gly, G), alanina (Ala, A) o isoleucina (lle, 1}, y asi sucesivamente
para otras combinaciones como las descritas en el presente documento. Salvo que se limite adicionalmente de otro
modo, el aminoacido X se define de manera que puede ser cualquiera de los 20 aminoacidos naturales.

Descripcion detallada de la invencién
Aditivos para pienso para animales que comprenden polipéptidos que tienen actividad proteasa

Las proteasas actlan degradando las proteinas en fragmentos mas pequefios que el animal puede digerir y utilizar
mas facilmente. Las dietas para animales comprenden principalmente una fuente de hidratos de carbono (por ejem-
plo, maiz, trigo, centeno) y una fuente de proteinas (normalmente harina de soja) que se complementan con una
pequefia cantidad de grasa y una premezcla que contiene, por ejemplo, vitaminas y minerales. La proteasa ayudara
principalmente a digerir la fuente de proteinas y una manera de medir esta utilizacién es determinar la digestibilidad
ileal del nitrégeno en un animal, tal como pollos de engorde. Cuanto mayor sea la digestibilidad ileal del nitrégeno,
mejor es la degradacion de la proteina lo que normalmente conlleva una mejora de la ganancia del peso corporal y
FCR en el animal.

Con el fin de determinar si la proteasa ha mejorado realmente la digestibilidad ileal del nitrégeno, es deseable reali-
zar el ensayo in vivo con un control tanto positivo como negativo. La enzima se afiade ademas del control negativo
mientras que el control positivo reemplaza parte de la harina de soja con una fuente proteica mas digerible, tal como
concentrado proteico de soja. EI PC normalmente mostrara una mejor digestibilidad ileal del nitrégeno en compara-
cion con el NC, aunque si el contenido proteico en el NC es muy digerible, entonces la diferencia puede que sea
bastante pequefia. Sin embargo, las proteasas de interés, tales como las de la presente invencién, mostraran una
mejor digestibilidad ileal del nitrdgeno en comparacién con el NC y preferentemente también el PC.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencién se refiere a un aditivo para pienso para animales que comprende uno
o0 mas polipéptidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido es una proteasa S8 y tiene una identidad
de secuencias de al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al
menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, o
un 100 % con respecto a la SEQ ID NO: 1. En una realizacion, los polipéptidos difieren en hasta 50 aminoacidos, por
ejemplo, entre 1 y 50 aminoacidos, tal como 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10 o 1-5 aminoacidos, 0 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50 aminoacidos respecto a la SEQ ID NO: 1.

El aditivo para pienso para animales comprende o esta constituido preferentemente por la SEQ ID NO: 1 o0 una va-
riante alélica de esta; comprende la SEQ ID NO: 1 y una etiqueta de His y/o etiqueta HQ en el extremo N y/o el ex-
tremo C; comprende la SEQ ID NO: 1 y una extension en el extremo N y/o el extremo C de entre 1 y 10 aminoaci-
dos; o es un fragmento de esta que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un 90 % tal como al menos un
91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de la longitud de SEQ ID NO: 1. En otra realizacion, el aditivo para
pienso para animales comprende o esta constituido por los aminoacidos 1 a 314 de la SEQ ID NO: 1. En otra reali-
zacién, el aditivo para pienso para animales comprende o esta constituido por los aminoacidos 2 a 314 de la
SEQ ID NO: 1. En otra realizacion, el aditivo para pienso para animales comprende o esta constituido por los ami-
noacidos 4 a 314 de la SEQ ID NO: 1. En una realizacion, el polipéptido se ha aislado.

En una continuacién del primer aspecto, la invencion se refiere a un aditivo para pienso para animales que compren-
de una o mas variantes de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante es una proteasa S8 que tiene actividad proteasa y
10
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comprende una o mas sustituciones, y/o deleciones, y/o inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 posiciones. En una realizacién, el nimero de posiciones que
comprenden una sustitucion y/o delecién y/o insercién o cualquier combinacion de estas en la SEQ ID NO: 1 esta
entre 1y 50, tal como 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10 o 1-5 posiciones. En una realizacién, el nimero
de posiciones que comprenden una sustitucién y/o delecién y/o insercién o cualquier combinacién de estas en la
SEQ ID NO: 1 no es superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10. En otra realizacién, el nimero de susti-
tuciones y/o deleciones y/o inserciones en la SEQ ID NO: 1 no es superior a 10, por ejemplo, 1,2, 3,4, 5,6,7,8,90
10. En una realizacién adicional, el nimero de sustituciones, preferentemente sustituciones conservadoras, en la
SEQ ID NO: 1 no es superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 90 10.

Tal como se ha mencionado, una realizacién de la invencién se refiere a un pienso para animales o aditivo para
pienso para animales que comprende una variante de la SEQID NO: 1, SEQID NO:2, SEQID NO: 3;
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 0 SEQ ID NO: 9, en donde la variante tiene actividad
proteasa y comprende una 0 mas sustituciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier
combinacion de estasen 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50 posiciones. Se han preparado
varias variantes con una mutacién Gnica y mutaciones multiples de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3;
SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, y SEQ ID NO: 9. Los Ejemplos 12, 14 y 15 ilustran la
estabilidad gastrica y el rendimiento in vivo de la SEQ ID NO: 1. Se estudiaron las variantes con una mutacién Unica
(datos que no se muestran) y mutaciones multiples y se observd que tenian una mejor estabilidad en acidos, estabi-
lidad gastrica y actividad residual en comparacién con el polipéptido original de la SEQ ID NO: 1. En consecuencia,
una realizacién de la invencion se refiere a un aditivo para pienso para animales o composicion para pienso para
animales que comprende la SEQID NO:1, SEQIDNO:2, SEQIDNO:3; SEQIDNO:5, SEQ ID NO:6,
SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9, o una variante de estas donde la variante tiene actividad proteasa y
comprende una o mas sustituciones, y/o una o0 mas deleciones, y/o una o0 mas inserciones o cualquier combinacién
deestaseni, 2, 3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 posiciones, habitualmente 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30, mas habitualmente 1, 2, 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 posiciones, 0 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 0 15
posiciones, 01,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11 0 12 posiciones.

La variante con la combinacion de las mutaciones S173P,S175P, T297P mejoré la estabilidad en acidos en compara-
cién con la SEQ ID NO: 1 y se usé como punto de partida para mutaciones posteriores. En consecuencia, en una
realizacion de la invencion, el polipéptido tiene una identidad de secuencias de al menos un 80 %, tal como de al
menos un 85 % tal como de al menos 90 %, tal como de al menos un 95 %, tal como de al menos un 96 %, al menos
un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a cualquiera de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2,
SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 o SEQ ID NO: 9 que comprenden las
mutaciones S173P,S175P,T297P. Resulta interesante sefialar que la SEQ ID NO: 3, que es una forma mutada de la
SEQ ID NO: 2, comprende las mutaciones S173P,S175P,T297P. Tal como se muestra en los Ejemplos, el aditivo
para pienso para animales comprende convenientemente una proteasa S8 que tiene una identidad de al menos un
90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9, en donde el polipéptido comprende ninguna, una o
mas mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en S173P, S175P, T297P; L61P,V124A ,R130D,
S173P, S175P, T297P; H390D,L61P, S173P, S175P, T297P; L61P,H83T, S173P, S175P, T297P;
L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; H123W,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; N59D,H83T, S173P,
S175P, T297P; N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61Y,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
N59D,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; I143P,L61P,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
143P,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61Y, S173P,
S175P, T297P; H39D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P,
T297P; H39D,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; H39D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P;
L61Y,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P,
S173P, S175P, T297P; H83T,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; L61Y,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P;
43P,N59D, S173P, S175P, T297P; H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61P,H123W,V124A,R130D,
S173P, S175P, T297P; 143P,L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61P, S173P, S175P,
T297P; 143P,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61P,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
[43P,H83T,V124A,R130D, S173P, 8175P, T297P; I143P,L61Y,V124AR130D, S8173P, S175P, T297P;
[43P,N59D,H123W ,V124A, S173P, S8175P, T297P; N59D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
N59D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,E127N,S5129M, S173P, S175P, T297P;
43P,L61Y,H123W V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P;
143P,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,l43P,N59D,L61Y, S173P, S175P, T297P y L61Y,H83T,
S173P, S175P, T297P.

El aditivo para pienso para animales, en una realizacién de la invencién, comprende habitualmente un polipéptido
seleccionado a partir del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 9, o una variante de estas, en donde la variante tiene
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actividad proteasa y comprende una o mas sustituciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o
cualquier combinacién de estas donde una 0 mas sustituciones son mutaciones multiples que comprenden mutacio-
nes seleccionadas a partir del grupo que consiste en

S173P, S175P, T297P; L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; H39D,L61P, S173P, S175P, T297P;
L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; H123W,V124A,R130D, S173P,
S175P, T297P; N59D,H83T, S173P, S175P, T297P; N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
L61Y,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;

N59D,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; I143P,L61P,H123W V124A, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61Y, S173P,
S175P, T297P; H39D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;

H39D,L61Y,H123W ,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
H39D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; L61Y,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
H39D,N59D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P, S173P, S175P, T297P; H83T,V124A,R130D, S173P,
S175P, T297P; L61Y,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; 143P,N59D, S173P, S175P, T297P;
H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;

L61P,H123W,V124A R130D, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P;
H39D,N59D,L61P,  S173P, S175P, T297P; 143P,L61P,E127N,S129M,  S173P, S175P, T297P;
L61P,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; 143P,H83T,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61Y,V124A,R130D, S173P, §175P, T297P; [43P,N59D,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
N59D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; N59D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
H39D,N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; 143P,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
H39D,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; 143P,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P;
H39D,143P,N59D,L61Y, S173P, S175P, T297P y L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P.

Ademas, se prepararon varios homélogos. SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9 son homologas entre si.

S8, Bacillus sp-13380 (78 % respecto a la SEQ ID NO: 1)
SEQ ID NO: 5
SEQ ID NO: 6 S8, Bacillus idriensis (80 % respecto a la SEQ ID NO: 1)
SEQ ID NO: 7 S8, Bacillus sp-13380 (89 % respecto a la SEQ ID NO: 1)
SEQ ID NO: 8 S8, Bacillus sp-62451 (90 % respecto a la SEQ ID NO: 1)
SEQ ID NO: 9 S8, Bacillus oceanisediminis (87 % respecto a la SEQ ID NO: 1)

Una realizacién de la invencion se refiere a un aditivo para pienso para animales de la invencién en donde el poli-
péptido es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en una proteasa S8 de Bacillus sp-13380
que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, tal como de al menos un 76 %, al menos un 77 %, tal
como de al menos un 78 % respecto a la SEQ ID NO: 1, una proteasa S8 de Bacillus idriensis que tiene una identi-
dad de secuencias de al menos un 80 % respecto a la SEQ ID NO: 1, una proteasa S8 de Bacillus sp-62451 que
tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 % respecto a la SEQ ID NO: 1, y una proteasa S8 de Bacillus
oceanisediminis que tiene al menos un 85 %, tal como al menos un 86 %, tal como al menos un 87 % de la
SEQ ID NO: 1. Una realizacién adicional de la invencion se refiere a un aditivo para pienso que comprende una
proteasa S8 que tiene una identidad de al menos un 90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo
que consiste en la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y la SEQ ID NO: 9.

En una realizacion de cualquier parte del primer aspecto, el polipéptido (o variante) comprende uno o mas motivos
TGXKIV/TII/VIXIN/S]MSLG (SEQ ID NO: 4). En una realizacién de cualquier parte del primer aspecto, el polipéptido
(o variante) se obtiene o se puede obtener a partir del orden taxonomico Bacillales, preferentemente la familia taxo-
nomica Bacillaceae, 0 mas preferentemente el género taxonémico Bacillus.

En una realizacién de cualquier parte del primer aspecto, el polipéptido (o variante) tiene al menos un 70 %, al me-
nos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 100 % de la
actividad proteasa del polipéptido de la SEQ ID NO: 1. En una realizacién de cualquier parte del primer aspecto, el
polipéptido (o variante) mejora la digestibilidad ileal del nitrégeno en al menos un 1 %, tal como al menos un 1,5 %,
al menos un 2,0 %, al menos un 2,5 %, al menos un 3,0 %, al menos un 3,5 % o al menos un 4,0 % en comparacion
con el control negativo en el que no se afiade proteasa (variante) a la dieta.

Los cambios de los aminoacidos pueden ser poco relevantes, es decir, inserciones o sustituciones conservadoras de
aminoacidos que no afectan significativamente al plegamiento y/o la actividad de la proteina; deleciones pequefias,
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normalmente de 1-30 aminoacidos; extensiones pequefias amino- o carboxiterminales, tales como un resto de me-
tionina aminoterminal; un péptido conector pequefio de hasta 20-25 residuos; o una extensién pequefia que facilita la
purificacion al cambiar la carga neta u otra funcién, tal como una regién de polihistidina, un epitopo antigénico o un
dominio de union.

Son ejemplos de sustituciones conservadoras las que se encuentran dentro de los grupos de aminoacidos basicos
(arginina, lisina e histidina), aminoacidos acidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos polares (glutamina
y asparagina), aminoacidos hidréfobos (leucina, isoleucina y valina), aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptéfano
y tirosina) y aminoacidos pequefios (glicina, alanina, serina, treonina y metionina). En la técnica existe constancia de
sustituciones de aminoé&cidos que generalmente no alteran la actividad especifica y se describen, por ejemplo, en H.
Neurath y R.L. Hill, 1979, en The Proteins, Academic Press, Nueva York. Algunas sustituciones comunes son
Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn,
Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly. Otros ejemplos de sustituciones conservadoras son Ga A;Aa G, S;Val, L, A,
T,S;laV,LLM;Lal,M,V;MalL,|,V;PaA S, N;FaY, W H;YaF W H,WaY,F,H;RaK,E, D;KaR,E,D;
HaQ,N,S;DaNE KR QEaQ,D,K R N;SaT,A;TaS,V,A;CaS, T,A;NaD,Q,H,S;QaE,N,H K R.

Los aminoéacidos esenciales de un polipéptido pueden identificarse de acuerdo con procedimientos conocidos en la
técnica tales como la mutagénesis dirigida al sitio o la mutagénesis por barrido de alanina (Cunningham y Wells,
1989, Science 244: 1081-1085). En esta ultima técnica, se introducen mutaciones de una Unica alanina en cada
resto de la molécula y las moléculas mutadas resultantes se evalGan para determinar su actividad de proteasa con el
fin de identificar los residuos aminoacidicos que son cruciales para la actividad de la molécula. Remitase también a
Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. El sitio activo de la enzima u otra interaccion biolégica también se
puede determinar mediante el andlisis fisico de la estructura, que se determina mediante técnicas tales como reso-
nancia magnética nuclear, cristalografia, difraccion de electrones o marcaje de fotoafinidad, junto con la mutacién de
posibles aminoacidos del sitio de contacto. Remitase a, por ejemplo, de Vos et al., 1992, Science 255: 306-312;
Smith et al., 1992, J. Mol. Biol. 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS Lett. 309: 59-64. La identidad de los ami-
noacidos esenciales también se puede deducir a partir de un alineamiento con un polipéptido relacionado.

La familia de peptidasas S8 contiene endopeptidasas de serina y es la segunda familia mas grande de peptidasas de
serina, tanto en lo que se refiere al nimero de secuencias como peptidasas caracterizadas. En la subfamilia S8A, los
residuos del sitio activo se producen frecuentemente en los motivos Asp-Thr/Ser-Gly, His-Gly-Thr-His and Gly-Thr-
Ser-Met-Ala-Xaa-Pro. A partir de esto se identificaron como residuos cataliticos Asp-35, His-72 y Ser-251 y se identi-
fico como el cuarto aminoacido del sitio activo Asn-170 para la SEQ ID NO: 1, 2 y 3. La mutacién de cualquiera de
los aminoacidos de los residuos cataliticos provocara un cambio o pérdida de la actividad enzimatica.

Las sustituciones, deleciones y/o inserciones de aminoacidos Unicos o miltiples pueden realizarse y estudiarse
usando métodos conocidos de mutagénesis, recombinacién y/o transposicion, seguidos de un procedimiento de
cribado relevante, tales como los divulgados por Reidhaar-Olson y Sauer, 1988, Science 241: 53-57; Bowie y Sauer,
1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86: 2152-2156; el documento de patente WO 95/17413 o el documento de patente
WO 95/22625. Otros métodos que pueden usarse incluyen PCR propensa a errores, presentacion en fagos (por
ejemplo, Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10837; patente de EE. UU. n.2 5223 409; documento de
patente WO 92/06204) y mutagénesis dirigida a una region (Derbyshire et al., 1986, Gene 46: 145; Ner et al., 1988,
ADN 7: 127).

Los métodos de mutagénesis/reordenamiento pueden combinarse con métodos de cribado automaticos ultrarrapidos
para detectar la actividad de polipéptidos mutados, clonados expresados por células hospedadoras (Ness et al.,
1999, Nature Biotechnology 17: 893-896). Las moléculas de ADN mutadas que codifican polipéptidos activos pueden
recuperarse a partir de las células hospedadoras y secuenciarse rapidamente usando métodos estandar en la técni-
ca. Estos métodos permiten determinar rapidamente la importancia de residuos aminoacidicos individuales en un
polipéptido.

El polipéptido puede ser un polipéptido hibrido en el cual una regién de un polipéptido se fusiona en el extremo N o
en el extremo C de una regién de otro polipéptido.

El polipéptido puede ser un polipéptido de fusion o un polipéptido de fusion escindible en el cual otro polipéptido se
fusiona en el extremo N o extremo C del polipéptido de la presente invencion. Un polipéptido de fusién se produce
fusionando un polinucleétido que codifica otro polipéptido con un polinucleétido de la presente invencion. Las técni-
cas para producir polipéptidos de fusién son de uso comun en la técnica e incluyen ligar las secuencias codificantes
que codifican los polipéptidos de modo que estén en fase y que la expresién del polipéptido de fusién esté controla-
da por el mismo promotor(es) y el mismo terminador. Los polipéptidos de fusién también se pueden construir usando
la tecnologia de inteinas en la que los polipéptidos de fusién se crean después de la traduccion (Cooper et al., 1993,
EMBO J. 12: 2575-2583; Dawson et al., 1994, Science 266: 776-779).

Un polipéptido de fusién puede comprender ademas un sitio de escision entre los dos polipéptidos. Al secretar la
proteina de fusion, el sitio es escindido y se liberan los dos polipéptidos. Los ejemplos de sitios de escision incluyen,
sin caracter limitante, los sitios divulgados en Martin et al., 2003, J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 3: 568-576; Svetina et
al., 2000, J. Biotechnol. 76: 245-251; Rasmussen-Wilson et al., 1997, Appl. Environ. Microbiol. 63: 3488-3493; Ward
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et al., 1995, Biotechnology 13: 498-503; y Contreras et al., 1991, Biotechnology 9: 378-381; Eaton et al., 1986, Bio-
chemistry 25: 505-512; Collins-Racie et al., 1995, Biotechnology 13: 982-987; Carter et al., 1989, Proteins: Structure,
Function, and Genetics 6: 240-248; y Stevens, 2003, Drug Discovery World 4: 35-48.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere a un aditivo para pienso para animales que comprende uno 0 mas
polipéptidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido es una proteasa S8 y tiene una identidad de
secuencias de al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al
menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al
menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 %, o
un 100 % con respecto a la SEQ ID NO: 2. En una realizacion, los polipéptidos difieren en hasta 50 aminoacidos, por
ejemplo, entre 1 y 50 aminoacidos, tal como 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10 o0 1-5 aminoacidos, 0 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50 aminoacidos respecto a la SEQ ID NO: 2.

El aditivo para pienso para animales comprende o esta constituido preferentemente por la SEQ ID NO: 2 0 una va-
riante alélica de esta; comprende la SEQ ID NO: 2 y una etiqueta de His y/o etiqueta HQ en el extremo N y/o el ex-
tremo C; comprende la SEQ ID NO: 2 y una extensién en el extremo N y/o el extremo C de entre 1 y 10 aminoéci-
dos; o es un fragmento de esta que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un 90 % tal como al menos un
91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de la longitud de SEQ ID NO: 2. En otra realizacion, el aditivo para
pienso para animales comprende o esta constituido por los aminoacidos 1 a 311 de la SEQ ID NO: 2. En una reali-
zacion, el polipéptido se ha aislado.

En una continuacién del segundo aspecto, la invencién se refiere a un aditivo para pienso para animales que com-
prende una o mas variantes de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante es una proteasa S8 que tiene actividad pro-
teasa y comprende una o mas sustituciones, y/o deleciones, y/o inserciones o cualquier combinacién de estas en 1,
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 posiciones. En una realizacion, el nimero de posiciones
que comprenden una sustitucién y/o delecién y/o insercién o cualquier combinacién de estas en la SEQ ID NO: 2
esta entre 1 y 50, tal como 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10 o 1-5 posiciones. En una realizacién, el
numero de posiciones que comprenden una sustitucién y/o delecién y/o insercién o cualquier combinacion de estas
en la SEQ ID NO: 2 no es superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10. En otra realizacién, el nimero de
sustituciones y/o deleciones y/o inserciones en la SEQ ID NO: 2 no superior a 10, por ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7,8,9
o 10. En una realizacién adicional, el nimero de sustituciones, preferentemente sustituciones conservadoras, en la
SEQ ID NO: 2 no es superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10. Se describen gjemplos de cambios de
aminoacidos, sustituciones conservadoras y péptidos de fusién en el segundo aspecto en el presente documento.

En una realizacién de cualquier parte del segundo aspecto, el polipéptido (o variante) comprende uno o mas motivos
TGXK[V/T]II/VIXIN/SIMSLG (SEQ ID NO: 4). En una realizacion de cualquier parte del segundo aspecto, el polipép-
tido (o variante) se obtiene o se puede obtener a partir del orden taxonémico Bacillales, preferentemente la familia
taxonémica Bacillaceae, 0 mas preferentemente el género taxonémico Bacillus.

En una realizacién de cualquier parte del segundo aspecto, el polipéptido (o variante) tiene al menos un 40 %, tal
como al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un
85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 100 % de la actividad proteasa del polipéptido de la
SEQ ID NO: 1. En una realizacién de cualquier parte del segundo aspecto, el polipéptido (o variante) mejora la di-
gestibilidad ileal del nitrogeno en al menos un 1 %, tal como al menos un 1,5 %, al menos un 2,0 %, al menos un
2,5 %, al menos un 3,0 %, al menos un 3,5 % o al menos un 4,0 % en comparacién con el control negativo en el que
no se afiade proteasa (variante) a la dieta.

En un tercer aspecto, la invenciéon se refiere a un aditivo para pienso para animales que comprende uno o mas poli-
péptidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido es una proteasa S8 y tiene una identidad de secuen-
cias de al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un
88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un
94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 %
con respecto a la SEQ ID NO: 3. En una realizacion, los polipéptidos difieren en hasta 50 aminoacidos, por ejemplo,
entre 1 y 50 aminoacidos, tal como 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10 0 1-5 aminoacidos, 0 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o0 50 aminoacidos respecto a la SEQ ID NO: 3.

El aditivo para pienso para animales comprende o esta constituido preferentemente por la SEQ ID NO: 3 o0 una va-
riante alélica de esta; comprende la SEQ ID NO: 3 y una etiqueta de His y/o etiqueta HQ en el extremo N y/o el ex-
tremo C; comprende la SEQ ID NO: 3 y una extension en el extremo N y/o el extremo C de entre 1 y 10 aminoaci-
dos; o es un fragmento de esta que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un 90 % tal como al menos un
91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un
97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de la longitud de SEQ ID NO: 3. En otra realizacién, el aditivo para
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pienso para animales comprende o esta constituido por los aminoacidos 1 a 311 de la SEQ ID NO: 3. En una reali-
zacion, el polipéptido se ha aislado.

En una continuacién del tercer aspecto, la invencion se refiere a un aditivo para pienso para animales que compren-
de una o mas variantes de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante es una proteasa S8 que tiene actividad proteasa y
comprende una o mas sustituciones, y/o deleciones, y/o inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36,
37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 posiciones. En una realizacién, el nimero de posiciones que
comprenden una sustitucion y/o delecién y/o insercién o cualquier combinacion de estas en la SEQ ID NO: 3 esta
entre 1y 50, tal como 1-45, 1-40, 1-35, 1-30, 1-25, 1-20, 1-15, 1-10 o 1-5 posiciones. En una realizacion, el nimero
de posiciones que comprenden una sustitucién y/o delecién y/o insercién o cualquier combinacién de estas en la
SEQ ID NO: 3 no es superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10. En otra realizacién, el nimero de susti-
tuciones y/o deleciones y/o inserciones en la SEQ ID NO: 3 no superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8, 90
10. En una realizacién adicional, el nimero de sustituciones, preferentemente sustituciones conservadoras, en la
SEQ ID NO: 3 no es superior a 10, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10. Se describen ejemplos de cambios de
aminoacidos, sustituciones conservadoras y péptidos de fusién en el segundo aspecto en el presente documento.

Un aspecto interesante mas de la invencion se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que
tiene una identidad de al menos un 90 %, tal como una identidad de secuencias de al menos un 95 %, tal como de al
menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccionado a
partir del grupo que consiste en la SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3. Las secuencias aminoacidicas de la SEQ ID
NO: 2 y la SEQ ID NO: 3 difieren en 13 posiciones. En consecuencia, una realizacion de la invencién se refiere a un
aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que tiene una identidad de al menos un 90 % tal como una
identidad de secuencias de al menos un 95 %, tal como de al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %
o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, especialmente las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, en donde el polipéptido compren-
de una mutacién en ninguna, una o mas de las posiciones 27, 109, 111, 171, 173, 174, 175, 180, 182, 184, 198, 199
y 297. El aditivo para pienso para animales de la invencién comprende preferentemente una proteasa S8 que tiene
una identidad de al menos un 90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, o donde la proteasa S8 es un polipéptido que comprende una mutacién en ninguna,
una o mas de las posiciones 27, 109, 111, 171, 173, 174, 175, 180, 182, 184, 198, 199 y 297 de las SEQ ID NO: 2 0
SEQ ID NO: 3. Una realizacién de la invencion se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8
que tiene una identidad de al menos un 90 % tal como una identidad de secuencias de al menos un 95 %, tal como
de al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccio-
nado a partir del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, habitualmente las SEQ ID
NO: 2 y SEQ ID NO: 3, en donde el polipéptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a
partir del grupo que consiste en S27K, N109K, S111E, S171E, S173P, G174K, S175P, F180Y, G182A, L184F,
Q198E, N199K y T297P.

Una realizacién de la invencién se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que tiene una
identidad de al menos un 90 %, tal como una identidad de secuencias de al menos un 95 %, tal como de al menos
un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, habitualmente las SEQ ID NO: 2 y
SEQ ID NO: 3, donde el polipéptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a partir del
grupo que consiste en S27K+N109K, S27K+S111E, S27K+S171E, S27K+S173P, S27K+G174K, S27K+S175P,
S27K+F180Y, S27K+G182A, S27K+L184F, S27K+Q198E, S27K+N199K, N109K+S111E, N109K+S171E,
N109K+S173P, N109K+G174K, N109K+S175P, N109K+F180Y, N109K+G182A, N109K+L184F, N109K+Q198E,
N109K+N199K, S111E+S171E, S111E+S173P, S111E+G174K, S111E+S175P, S111E+F180Y, S111E+G182A,
S111E+L184F, S111E+Q198E, S111E+N199K, S171E+S173P, S171E+G174K, S171E+S175P, S171E+F180Y,
S171E+G182A, S171E+L184F, S171E+Q198E, S171E+N199K, S173P+G174K, S173P+S175P, S173P+F180Y,
S173P+G182A, S173P+L184F, S173P+Q198E, S173P+N199K, G174K+S175P, G174K+F180Y, G174K+G182A,
G174K+L184F, G174K+Q198E, G174K+N199K, S175P+F180Y, S175P+G182A, S175P+L184F, S175P+Q198E,
S175P+N199K, F180Y+G182A, F180Y+L184F, F180Y+Q198E, F180Y+N199K, G182A+L184F, G182A+Q198E,
G182A+N199K, L184F+Q198E, L184F+N199K y Q198E+N199K.

Una realizacién de la invencién se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que tiene una
identidad de al menos un 90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, habitualmente las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, en donde el poli-
péptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en
S27K+N109K+S111E, S27K+N109K+S171E, S27K+N109K+S173P, S27K+N109K+G174K, S27K+N109K+S175P,
S27K+N109K+F180Y, S27K+N109K+G182A, S27K+N109K+L184F, S27K+N109K+Q198E, S27K+N109K+N199K,
S27K+S111E+S171E, S27K+S111E+S173P, S27K+S111E+G174K, S27K+S111E+S175P, S27K+S111E+F180Y,
S27K+S111E+G182A, S27K+S111E+L184F, S27K+S111E+Q198E, S27K+S111E+N199K, S27K+S171E+S173P,
S27K+S171E+G174K, S27K+S171E+S175P, S27K+S171E+F180Y, S27K+S171E+G182A, S27K+S171E+L184F,
S27K+S171E+Q198E, S27K+S171E+N199K, S27K+S173P+G174K, S27K+S173P+S175P, S27K+S173P+F180Y,
S27K+S173P+G182A, S27K+S173P+L184F, S27K+S173P+Q198E, S27K+S173P+N199K, S27K+G174K+S175P,
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S27K+G174K+F180Y, S27K+G174K+G182A, S27K+G174K+L184F, S27K+G174K+Q198E, S27K+G174K+N199K,
S27K+8175P+F180Y, S27K+S175P+G182A, S27K+S175P+L184F, S27K+S175P+Q198E, S27K+S175P+N199K,
S27K+F180Y+G182A, S27K+F180Y+L184F, S27K+F180Y+Q198E, S27K+F180Y+N199K, S27K+G182A+L184F,
S27K+G182A+Q198E, S27K+G182A+N199K, S27K+L184F+Q198E, S27K+L184F+N199K, S27K+Q198E+N199K,

N109K+S111E+S171E
N109K+S111E+F180Y,
N109K+S111E+N199K,
N109K+S171E+F180Y,
N109K+S171E+N199K,
N109K+S173P+G182A,
N109K+G174K+S175P,
N109K+G174K+Q198E,
N109K+S175P+L184F,
N109K+F180Y+L184F,
N109K+G182A+Q198E,
N109K+Q198E+N199K,
S111E+S171E+F180Y,
S111E+S171E+N199K,
S111E+S173P+G182A,
S111E+G174K+S175P,
S111E+G174K+Q198E,
S111E+S175P+L184F,
S111E+F180Y+L184F,
S111E+G182A+Q198E,
S111E+Q198E+N199K,
S171E+S173P+G182A,
S171E+G174K+S175P,
S171E+G174K+Q198E,
S171E+S175P+L184F,
S171E+F180Y+L184F,
S171E+G182A+Q198E,
S171E+Q198E+N199K,
S173P+G174K+L184F,
S173P+S175P+G182A,
S173P+F180Y+G182A,
S173P+G182A+L184F,
S173P+L184F+N199K,
G174K+S175P+L184F,
G174K+F180Y+L184F,
G174K+G182A+Q198E,
G174K+Q198E+N199K,
S175P+F180Y+N199K,
S175P+L184F+Q198E,
F180Y+G182A+Q198E,
F180Y+Q198E+N199K,
L184F+Q198E+N199K.

N109K+S111E+S173P,
N109K+S111E+G182A,
N109K+S171E+S173P,
N109K+S171E+G182A,
N109K+S173P+G174K,
N109K+S173P+L184F,
N109K+G174K+F180Y,
N109K+G174K+N199K,
N109K+S175P+Q198E,
N109K+F180Y+Q198E,
N109K+G182A+N199K,
S111E+S171E+S173P,
S111E+S171E+G182A,
S111E+S173P+G174K,
S111E+S173P+L184F,
S111E+G174K+F180Y,
ST111E+G174K+N199K,
S111E+S175P+Q198E,
S111E+F180Y+Q198E,
S111E+G182A+N199K,
S171E+S173P+G174K,
S171E+S173P+L184F,
S171E+G174K+F180Y,
S171E+G174K+N199K,
S171E+S175P+Q198E,
S171E+F180Y+Q198E,
S171E+G182A+N199K,
S173P+G174K+S175P,
S173P+G174K+Q198E,
S173P+S175P+L184F,
S173P+F180Y+L184F,
S173P+G182A+Q198E,
S173P+Q198E+N199K,
G174K+S175P+Q198E,
G174K+F180Y+Q198E,
G174K+G182A+N199K,

S175P+F180Y+G182A,

S175P+G182A+L184F,
S175P+L184F+N199K,
F180Y+G182A+N199K,

G182A+L184F+Q198E,

N109K+S111E+G174K,
N109K+S111E+L184F,
N109K+S171E+G174K,
N109K+S171E+L184F,
N109K+S173P+S175P,
N109K+S173P+Q198E,
N109K+G174K+G182A,
N109K+S175P+F180Y,
N109K+S175P+N199K,
N109K+F180Y+N199K,
N109K+L184F+Q198E,
S111E+S171E+G174K,
S111E+S171E+L184F,
S111E+S173P+S175P,
S111E+S173P+Q198E,
S111E+G174K+G182A,
S111E+S175P+F180Y,
S111E+S175P+N199K,
S111E+F180Y+N199K,
S111E+L184F+Q198E,
S171E+S173P+S175P,
S171E+S173P+Q198E,
S171E+G174K+G182A,
S171E+S175P+F180Y,
S171E+S175P+N199K,
S171E+F180Y+N199K,
S171E+L184F+Q198E,
S173P+G174K+F180Y,
S173P+G174K+N199K,
S173P+S175P+Q198E,
S173P+F180Y+Q198E,
S173P+G182A+N199K,
G174K+S175P+F180Y,
G174K+S175P+N199K,
G174K+F180Y+N199K,
G174K+L184F+Q198E,
S175P+F180Y+L184F,
S175P+G182A+Q198E,
S175P+Q198E+N199K,
F180Y+L184F+Q198E,
G182A+L184F+N199K,

N109K+S111E+S175P,
N109K+S111E+Q198E,
N109K+S171E+S175P,
N109K+S171E+Q198E,
N109K+S173P+F180Y,
N109K+S173P+N199K,
N109K+G174K+L184F,
N109K+S175P+G182A,
N109K+F180Y+G182A,
N109K+G182A+L184F,
N109K+L184F+N199K,
S111E+S171E+S175P,
S111E+S171E+Q198E,
S111E+S173P+F180Y,
S111E+S173P+N199K,
S111E+G174K+L184F,
S111E+S175P+G182A,
S111E+F180Y+G182A,
S111E+G182A+L184F,
S111E+L184F+N199K,
S171E+S173P+F180Y,
S171E+S173P+N199K,
S171E+G174K+L184F,
S171E+S175P+G182A,
S171E+F180Y+G182A,
S171E+G182A+L184F,
S171E+L184F+N199K,
S173P+G174K+G182A,
S173P+S175P+F180Y,
S173P+S175P+N199K,
S173P+F180Y+N199K,
S173P+L184F+Q198E,
G174K+S175P+G182A,
G174K+F180Y+G182A,
G174K+G182A+L184F,
G174K+L184F+N199K,
S175P+F180Y+Q198E,
S175P+G182A+N199K,
F180Y+G182A+L184F,
F180Y+L184F+N199K,
G182A+Q198E+N199K y

Una realizacién de la invencion se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que tiene una
identidad de al menos un 90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, habitualmente las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, en donde el poli-
péptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en

S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F,

S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+5175P+G182A+L184F,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+5175P+G182A+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+5175P+L184F+Q198E,
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S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+5175P+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+G182A+Q198E+N199K,

17



10

15

20

25

30

35

ES 2993 983 T3

S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
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S27K+N109K+S111E+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+Q198E+N 199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S8173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+8173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
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S27K+N109K+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+G174K+8175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+8173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F,
S27K+S111E+S171E+8173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+N199K,
S27K+S111E+S171E+8173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+Q198E+N 199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+8S173P+8175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
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S27K+8111E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+8171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+8171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+8171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+5175P+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+8175P+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
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N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K y
S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K.

Una realizacién de la invencion se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que tiene una
identidad de al menos un 90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, habitualmente las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, en donde el poli-
péptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F,

S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E,
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S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+N 199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+Q198E+N 199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+8175P+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+8175P+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
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S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N 199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+8171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K y
S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K.

Una realizacién de la invencion se refiere a un aditivo para pienso que comprende una proteasa S8 que tiene una
identidad de al menos un 90 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, habitualmente las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, en donde el poli-
péptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E,

S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
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S27K+N109K+S111E+S171E+S173P+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S171E+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S111E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+N109K+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K,
S27K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K y
N109K+S111E+S171E+S173P+G174K+S175P+F180Y+G182A+L184F+Q198E+N199K.

En una realizacion de cualquier parte del tercer aspecto, el polipéptido (o variante) comprende uno 0 mas motivos
TGXKIV/TII/VIXIN/S]MSLG (SEQ ID NO: 4). En una realizacién de cualquier parte del tercer aspecto, el polipéptido
(o variante) se obtiene o se puede obtener a partir del orden taxonémico Bacillales, preferentemente la familia taxo-
némica Bacillaceae, 0 mas preferentemente el género taxonémico Bacillus.

En una realizacioén de cualquier parte del tercer aspecto, el polipéptido (o variante) tiene al menos un 40 %, tal como
al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 100 % de la actividad proteasa del polipéptido de la
SEQ ID NO: 1. En una realizacién de cualquier parte del tercer aspecto, el polipéptido (o variante) mejora la digesti-
bilidad ileal del nitrégeno en al menos un 1 %, tal como al menos un 1,5 %, al menos un 2,0 %, al menos un 2,5 %,
al menos un 3,0 %, al menos un 3,5 % o al menos un 4,0 % en comparacién con el control negativo en el que no se
afade proteasa (variante) a la dieta.

El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas uno o
mas componentes seleccionados de la lista constituida por: uno o mas agentes de formulacién; una o mas enzimas
adicionales; uno o mas microbios; una o0 mas vitaminas; uno o0 mas minerales; uno 0 mas aminoacidos; uno o0 mas
prebibticos; uno o mas fitbgenos; uno o mas acidos organicos; y uno o mas ingredientes para pienso adicionales.

El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas uno o
mas agentes de formulacion, tal como se analiza mas adelante en la seccion de formulacién. Los agentes de formu-
lacion preferidos son glicerol, etilenglicol, 1,2-propilenglicol o 1,3-propilenglicol, cloruro de sodio, benzoato de sodio,
sorbato de potasio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, tiosulfato de sodio, carbonato de calcio,
citrato de sodio, dextrina, glucosa, sacarosa, sorbitol, lactosa, almidén y celulosa o cualquier combinacion de estos.

El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas una o
mas enzimas, tal como se analiza mas adelante en la seccion de enzimas. Las enzimas preferidas son acetilxilano-
esterasa, acilglicerol-lipasa, amilasa, alfa-amilasa, beta-amilasa, arabinofuranosidasa, celobiohidrolasas, celulasa,
feruloil-esterasa, galactanasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, beta-glucanasa, beta-glucosidasa, lisofosfoli-
pasa, lisozima, alfa-manosidasa, beta-manosidasa (mananasa), fitasa, fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, fosfolipasa D,
proteasa, pululanasa, pectinesterasa, triacilglicerol-lipasa, xilanasa, beta-xilosidasa o cualquier combinacion de es-
tas.

El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas uno o
mas microbios, tal como se analiza mas adelante en la seccién de microbios. Los microbios preferidos son Baci-
llus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus polymyxa,
Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis, Bifi-
dobacterium sp., Carnobacterium sp., Clostridium butyricum, Clostridium sp., Enterococcus faecium, Enterococcus
sp., Lactobacillus sp., Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus farciminus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus salivarius, Lactococcus lactis, Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Megasphaera elsdenii, Me-
gasphaera sp., Pediococcus acidilactici, Pediococcus sp., Propionibacterium thoenii, Propionibacterium sp., Strepto-
coccus sp. o cualquier combinacion de estos.

El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas una o
mas vitaminas, tal como se analiza mas adelante en la seccién de vitaminas y minerales. El aditivo para pienso para
animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas uno o mas minerales, tal como
se analiza mas adelante en la seccidén de vitaminas y minerales. El aditivo para pienso para animales de cualquiera
de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas uno o0 mas aminoacidos, tal como se analiza mas ade-
lante en la seccién de aminoacidos. El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o
tres puede comprender ademas uno o mas prebibticos, tal como se analiza mas adelante en la seccién de prebibti-
cos. El aditivo para pienso para animales de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas
uno o mas fitbgenos, tal como se analiza mas adelante en la seccién de fitdgenos. El aditivo para pienso para anima-
les de cualquiera de los aspectos uno, dos o tres puede comprender ademas uno o mas acidos organicos, tal como
se analiza méas adelante en la seccién de acidos organicos.

En una realizacion, la proteasa S8 en el aditivo para pienso para animales se formula como un granulo. En una reali-
zacion, la proteasa S8 en el aditivo para pienso para animales se formula como un granulo, en donde el granulo
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comprende una particula central y uno o méas recubrimientos. En una realizacién, la proteasa S8 en el aditivo para
pienso para animales se formula como un granulo que comprende una particula central y uno o mas recubrimientos,
en donde el recubrimiento comprende una sal y/o cera y/o harina.

En una realizacion, el aditivo para pienso para animales esta en forma de una formulacién liquida. En una realiza-
cién, el aditivo para pienso para animales esta en forma de una formulacién liquida, en donde la proteasa S8 se
administra en una dosis de entre un 0,001 % y un 25 % p/p de la formulacién liquida, preferentemente de un 0,01 %
a un 25 % p/p, mas preferentemente de un 0,05 % a un 20 % p/p, mas preferentemente de un 0,2 % a un 15 % p/p,
incluso mas preferentemente de un 0,5 % a un 15 % p/p o de la manera mas preferente de un 1,0 % a un 10 % p/p
de polipéptido.

En una realizacion, el aditivo para pienso para animales estd en forma de una formulacién liquida, en donde la for-
mulacién liquida comprende de un 20 % a un 80 % p/p de poliol. En una realizacién, el aditivo para pienso para
animales esta en forma de una formulacién liquida que comprende de un 20 % a un 80 % p/p de poliol, donde el
poliol se selecciona a partir del grupo que consiste en glicerol, sorbitol, propilenglicol (MPG), etilenglicol, dietilengli-
col, trietilenglicol, 1,2-propilenglicol o 1,3-propilenglicol, dipropilenglicol, polietilenglicol (PEG) que tiene un peso
molecular promedio inferior a aproximadamente 600 y polipropilenglicol (PPG) que tiene un peso molecular promedio
inferior a aproximadamente 600 o cualquier combinacion de estos.

En una realizacion, el aditivo para pienso para animales esta en forma de una formulacion liquida, en donde la for-
mulacion liquida comprende de un 0,01 % a un 2,0 % p/p de conservante. En una realizacion, el aditivo para pienso
para animales esta en forma de una formulacioén liquida que comprende de un 0,01 % a un 2,0 % p/p de conservan-
te, donde el conservante se selecciona a partir del grupo que consiste en sorbato de sodio, sorbato de potasio, ben-
zoato de sodio y benzoato de potasio o cualquier combinacion de estos.

En una realizacion, el aditivo para pienso para animales esta en forma de una formulacion liquida que comprende:

(A) de un 0,001 % a un 25 % p/p de una proteasa S8 de la invencién (tal como se describe en los aspectos uno, dos
o tres anteriormente);

(B) de un 20 % a un 80 % p/p de poliol;

(C)de un 0,001 % a un 2,0 % p/p de conservante; y

(D) agua.

En los siguientes parrafos se describen ejemplos preferidos de polioles y conservantes.

En una realizacion adecuada, el aditivo para pienso para animales no comprende un tensioactivo.
Granulos que comprenden polipéptidos que tienen actividad proteasa

En un cuarto aspecto, la invencién se refiere a un granulo que comprende uno o mas polipéptidos que tienen activi-
dad proteasa, donde el polipéptido es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;

(¢} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(e) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;
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(f) una variante de SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitucio-
nes, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinaciéon de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 o 50 posiciones;

(g) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) y una etiqueta de His y/o etiqueta HQ en
el extremo N y/o el extremo C;

(h) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d}, (e) o (f) y una extension del extremo N y/o el
extremo C de hasta 10 aminoacidos, por ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos; y

(i un fragmento del polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un
90 % de la longitud del polipéptido maduro.

En una realizacion de cualquier parte del cuarto aspecto, el polipéptido (o variante) comprende uno o mas motivos
TGXKIV/TII/VIXIN/S]MSLG (SEQ ID NO: 4). En una realizacion de cualquier parte del cuarto aspecto, el polipéptido
(o variante) se obtiene o se puede obtener a partir del orden taxonomico Bacillales, preferentemente la familia taxo-
némica Bacillaceae, 0 mas preferentemente el género taxonémico Bacillus.

En una realizacién de cualquier parte del cuarto aspecto, el polipéptido (o variante) tiene al menos un 40 %, tal como
al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 100 % de la actividad proteasa del polipéptido de la
SEQ ID NO: 1. En una realizacién de cualquier parte del cuarto aspecto, el polipéptido (o variante) mejora la digesti-
bilidad ileal del nitrégeno en al menos un 1 %, tal como al menos un 1,5 %, al menos un 2,0 %, al menos un 2,5 %,
al menos un 3,0 %, al menos un 3,5 % o al menos un 4,0 % en comparacién con el control negativo en el que no se
afade proteasa (variante) a la dieta.

En una realizacion del cuarto aspecto, el granulo comprende una particula central y uno o mas recubrimientos. En
una realizacién, el granulo comprende una particula central y uno o mas recubrimientos, donde el recubrimiento
comprende una sal y/o cera y/o harina.

El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas componentes seleccionados a partir del grupo
que consiste en: uno o mas agentes de formulacién; una o mas enzimas adicionales; uno 0 mas microbios; una o
mas vitaminas; uno 0 mas minerales; uno o mas aminodacidos; uno o mas prebibticos; uno o mas fitbgenos; uno o
mas acidos organicos; y uno o mas ingredientes para pienso adicionales.

El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas agentes de formulacién, tal como se analiza
mas adelante en la seccién de formulacién. Los agentes de formulacion preferidos son glicerol, etilenglicol, 1,2-
propilenglicol o 1,3-propilenglicol, cloruro de sodio, benzoato de sodio, sorbato de potasio, sulfato de sodio, sulfato
de potasio, sulfato de magnesio, tiosulfato de sodio, carbonato de calcio, citrato de sodio, dextrina, glucosa, sacaro-
sa, sorbitol, lactosa, almidon y celulosa o cualquier combinacion de estos.

El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas una 0 mas enzimas adicionales, tal como se analiza mas
adelante en la seccién de enzimas. Las enzimas preferidas son acetilxilano-esterasa, acilglicerol-lipasa, amilasa,
alfa-amilasa, beta-amilasa, arabinofuranosidasa, celobiohidrolasas, celulasa, feruloil-esterasa, galactanasa, alfa-
galactosidasa, beta-galactosidasa, beta-glucanasa, beta-glucosidasa, lisofosfolipasa, lisozima, alfa-manosidasa,
beta-manosidasa (mananasa), fitasa, fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, fosfolipasa D, proteasa, pululanasa, pectineste-
rasa, triacilglicerol-lipasa, xilanasa, beta-xilosidasa o cualquier combinacién de estas.

El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas microbios, tal como se analiza mas adelante en
la seccién de probibticos. Los microbios preferidos son Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Baci-
llus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus polymyxa, Bacillus megaterium, Bacillus coagulans,
Bacillus circulans, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium sp., Carnobacterium sp., Clos-
tridium butyricum, Clostridium sp., Enterococcus faecium, Enterococcus sp., Lactobacillus sp., Lactobacillus acidop-
hilus, Lactobacillus farciminus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Lactococcus
lactis, Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Megasphaera elsdenii, Megasphaera sp., Pediococcus acidilactici, Pedio-
coccus sp., Propionibacterium thoenii, Propionibacterium sp., Streptococcus sp. o cualquier combinacion de estos.

El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas una o més vitaminas, tal como se analiza mas adelante en
la seccion de vitaminas y minerales. El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas minerales,
tal como se analiza mas adelante en la seccién de vitaminas y minerales. El granulo del cuarto aspecto puede com-
prender ademas uno o mas aminoacidos, tal como se analiza mas adelante en la seccion de aminoacidos. El granulo
del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas prebibticos, tal como se analiza mas adelante en la sec-
cién de prebioticos. El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas fitégenos, tal como se ana-
liza mas adelante en la seccion de fitdgenos. El granulo del cuarto aspecto puede comprender ademas uno o mas
acidos organicos, tal como se analiza mas adelante en la seccion de &cidos organicos.

Formulaciones liquidas que comprenden polipéptidos que tienen actividad proteasa
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En un quinto aspecto, la presente invencion se refiere a formulaciones liquidas que comprenden:

(A) de un 0,001 % a un 25 % de uno o mas polipéptidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido es
una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;

(¢} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(e) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(fy una variante de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(g) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) y una etiqueta de His y/o una etiqueta HQ
en el extremo N y/o en el extremo C;

(h) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) y una extensién del extremo N y/o del
extremo C de hasta 10 aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos; y

(i) un fragmento del polipéptido de (a), (b}, (c), (d), (e) o (f) que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un
90 % de la longitud del polipéptido maduro; y

(B} agua.
En una realizacion del quinto aspecto, la invencion se refiere a formulaciones liquidas que comprenden:

(A) de un 0,001 % a un 25 % p/p de uno o mas polipéptidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido
es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;

(¢} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
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8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(e) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(f) una variante de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(9) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b}, (c), (d), (e} o (f} y una etiqueta de His y/o una etiqueta HQ
en el extremo N y/o en el extremo C;

(h) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (¢}, (d), (e) o (f} y una extension del extremo N y/o del
extremo C de hasta 10 aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos; y

(i) un fragmento del polipéptido de (a), (b}, (c), (d), (e) o (f) que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un
90 % de la longitud del polipéptido maduro;

(B) de un 20 % a un 80 % p/p de poliol;

(C) opcionalmente de un 0,001 % a un 2,0 % p/p de conservante; y

(D) agua.

En una realizacion del quinto aspecto, la invencion se refiere a formulaciones liquidas que comprenden:

(A) de un 0,001 % a un 25 % p/p de uno o mas polipéptidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido
es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;

(¢} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(e) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(fy una variante de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(g) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (¢}, (d), (e) o (f} y una etiqueta de His y/o etiqueta HQ en
el extremo N y/o el extremo C;

(f) y una extension del extremo N y/o el
0 amino&cidos; y

(h) un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), ( (
extremo C de hasta 10 aminoacidos, por ejemplo 1,2, 3,4,5,6,7,8,90
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(i un fragmento del polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e) o (f) que tiene actividad proteasa y que tiene al menos un
90 % de la longitud del polipéptido maduro;

(B) de un 0,001 % a un 2,0 % p/p de conservante;
(C) opcionalmente de un 20 % a un 80 % p/p de poliol; y
(D) agua.

En una realizacion de cualquier parte del quinto aspecto, el polipéptido (o variante} comprende uno o mas motivos
TGXKIV/TII/VIXIN/S]MSLG (SEQ ID NO: 4). En una realizacion de cualquier parte del quinto aspecto, el polipéptido
(o variante) se obtiene o se puede obtener a partir del orden taxonémico Bacillales, preferentemente la familia taxo-
nomica Bacillaceae, 0 mas preferentemente el género taxonémico Bacillus.

En una realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, el polipéptido (o variante) tiene al menos un 40 %, tal como
al menos un 50 %, al menos un 60 %, al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %,
al menos un 90 %, al menos un 95 % o al menos un 100 % de la actividad proteasa del polipéptido de la
SEQ ID NO: 1. En una realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, el polipéptido (o variante) mejora la digesti-
bilidad ileal del nitrégeno en al menos un 1 %, tal como al menos un 1,5 %, al menos un 2,0 %, al menos un 2,5 %,
al menos un 3,0 %, al menos un 3,5 % o al menos un 4,0 % en comparacion con el control negativo en el que no se
afiade proteasa (variante) a la dieta.

En una realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende uno o mas polioles, prefe-
rentemente un poliol seleccionado a partir del grupo que consiste en glicerol, sorbitol, propilenglicol (MPG), etilengli-
col, dietilenglicol, trietilenglicol, 1,2-propilenglicol o 1,3-propilenglicol, dipropilenglicol, polietilenglicol (PEG) que tiene
un peso molecular promedio inferior a aproximadamente 600 y polipropilenglicol (PPG) que tiene un peso molecular
promedio inferior a aproximadamente 600, mas preferentemente seleccionado a partir del grupo que consiste en
glicerol, sorbitol y propilenglicol (MPG) o cualquier combinacién de estos.

En una realizacion de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende un 20 %-80 % de poliol
(es decir, cantidad total de poliol), preferentemente un 25 %-75 % de poliol, mas preferentemente un 30 %-70 % de
poliol, mas preferentemente un 35 %-65 % de poliol o de la manera mas preferente un 40 %-60 % de poliol. En una
realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende un 20 %-80 % de poliol, preferen-
temente un 25 %-75 % de poliol, mas preferentemente un 30 %-70 % de poliol, mas preferentemente un 35 %-65 %
de poliol o de la manera mas preferente un 40 %-60 % de poliol, donde el poliol se selecciona a partir del grupo que
consiste en glicerol, sorbitol, propilenglicol (MPG), etilenglicol, dietilenglicol, trietilenglicol, 1,2-propilenglicol o 1,3-
propilenglicol, dipropilenglicol, polietilenglicol (PEG) que tiene un peso molecular promedio inferior a aproximada-
mente 600 y polipropilenglicol (PPG) que tiene un peso molecular promedio inferior a aproximadamente 600. En una
realizacion de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende un 20 %-80 % de poliol (es decir,
cantidad total de poliol), preferentemente un 25 %-75 % de poliol, mas preferentemente un 30 %-70 % de poliol, mas
preferentemente un 35 %-65 % de poliol o de la manera mas preferente un 40 %-60 % de poliol, en donde el poliol
se selecciona a partir del grupo que consiste en glicerol, sorbitol y propilenglicol (MPG).

En una realizacion de cualquier parte del quinto aspecto, el conservante se selecciona a partir del grupo que consis-
te en sorbato de sodio, sorbato de potasio, benzoato de sodio y benzoato de potasio o cualquier combinacién de
estos. En una realizacion, la formulacion liquida comprende de un 0,02 % a un 1,5 % p/p de conservante, mas prefe-
rentemente de un 0,05 % a un 1,0 % p/p de conservante o de la manera mas preferente de un 0,1 % a un 0,5 % p/p
de conservante. En una realizacion, la formulacion liquida comprende de un 0,001 % a un 2,0 % p/p de conservante
(es decir, cantidad total de conservante), preferentemente de un 0,02 % a un 1,5 % p/p de conservante, mas prefe-
rentemente de un 0,05 % a un 1,0 % p/p de conservante o de la manera mas preferente de un 0,1 % a un 0,5 % p/p
de conservante, donde el conservante se selecciona a partir del grupo que consiste en sorbato de sodio, sorbato de
potasio, benzoato de sodio y benzoato de potasio o cualquier combinacion de estos.

En una realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, la proteasa S8 se administra en una dosis de entre un
0,001 % y un 25 % p/p de formulacion liquida, preferentemente de un 0,01 % a un 25 % p/p, mas preferentemente
de un 0,05 % a un 20 % p/p, mas preferentemente de un 0,2 % a un 15 % p/p, incluso mas preferentemente de un
0,5 % a un 15 % p/p o de la manera mas preferente de un 1,0 % a un 10 % p/p de polipéptido.

La formulacién liquida de cualquier parte del quinto aspecto puede comprender ademas uno 0 mas componentes
seleccionados a partir de la lista que consiste en: uno o mas agentes de formulacién; una o mas enzimas adiciona-
les; uno 0 mas microbios; una o mas vitaminas; uno o mas minerales; uno o0 mas aminodacidos; uno o mas prebibti-
cos; uno o mas fitbgenos; uno o mas acidos organicos; y uno o mas ingredientes para pienso adicionales.

En una realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende uno o mas agentes de
formulacién (tales como los descritos en el presente documento), preferentemente un agente de formulacién selec-
cionado a partir de la lista que consiste en glicerol, etilenglicol, 1,2-propilenglicol o 1,3-propilenglicol, cloruro de so-
dio, benzoato de sodio, sorbato de potasio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, sulfato de magnesio, tiosulfato de
sodio, carbonato de calcio, citrato de sodio, dextrina, glucosa, sacarosa, sorbitol, lactosa, almidén, PVA, acetato y
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fosfato, preferentemente seleccionado a partir de la lista que consiste en 1,2-propilenglicol, 1,3-propilenglicol, sulfato
de sodio, dextrina, celulosa, tiosulfato de sodio, caolin y carbonato de calcio.

En una realizacién de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende una o mas enzimas adi-
cionales. La una o mas enzimas adicionales se seleccionan preferentemente a partir del grupo que consiste en ace-
tilxilano-esterasa, acilglicerol-lipasa, amilasa, alfa-amilasa, beta-amilasa, arabinofuranosidasa, celobiohidrolasas,
celulasa, feruloil-esterasa, galactanasa, alfa-galactosidasa, beta-galactosidasa, beta-glucanasa, beta-glucosidasa,
lisofosfolipasa, lisozima, alfa-manosidasa, beta-manosidasa (mananasa), fitasa, fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, fosfo-
lipasa D, proteasa, pululanasa, pectino-esterasa, triacilglicerol-lipasa, xilanasa, beta-xilosidasa o cualquier combina-
cion de estas.

En una realizacion de cualquier parte del quinto aspecto, la formulacién liquida comprende uno o mas probibticos. El
uno o mas probibticos se seleccionan preferentemente a partir del grupo que consiste en Bacillus subtilis, Baci-
llus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus pumilus, Bacillus polymyxa, Baci-
llus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium animalis, Bifidobac-
terium sp., Carnobacterium sp., Clostridium butyricum, Clostridium sp., Enterococcus faecium, Enterococcus sp.,
Lactobacillus sp., Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus farciminus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus salivarius, Lactococcus lactis, Lactococcus sp., Leuconostoc sp., Megasphaera elsdenii, Megasphaera
sp., Pediococcus acidilactici, Pediococcus sp., Propionibacterium thoenii, Propionibacterium sp. y Streptococcus sp.
o0 cualquier combinacion de estos.

La formulacién liquida de cualquier parte del quinto aspecto puede comprender ademas una o mas vitaminas, tal
como se analiza mas adelante en la seccion de vitaminas y minerales. La formulacién liquida de cualquier parte del
quinto aspecto puede comprender ademas uno o mas minerales, tal como se analiza mas adelante en la seccién de
vitaminas y minerales. La formulacién liquida de cualquier parte del quinto aspecto puede comprender ademas uno o
mas aminoacidos, tal como se analiza méas adelante en la seccién de aminoacidos. La formulacién liquida de cual-
quier parte del quinto aspecto puede comprender ademas uno o mas prebioticos, tal como se analiza mas adelante
en la seccion de prebidticos. La formulacién liquida de cualquier parte del quinto aspecto puede comprender ademas
uno o mas fitbgenos, tal como se analiza mas adelante en la seccién de fitbgenos. La formulacién liquida de cual-
quier parte del quinto aspecto puede comprender ademas uno o mas acidos organicos, tal como se analiza mas
adelante en la seccion de acidos organicos.

En una realizacién adecuada, la formulacion comprende de un 20 % a un 80 % p/p de poliol.
Propiedades
pH-actividad

El perfil de pH-actividad de la proteasa se puede determinar tal como se describe en el ensayo cinético con Suc-
AAPF-pNA. La actividad a un pH mas bajo (por ejemplo, 4-7) puede ser beneficiosa para la digestién de proteinas en
un animal.

pH-estabilidad

El perfil de pH-estabilidad de la proteasa se puede determinar tal como se describe en el ensayo cinético con Suc-
AAPF-pNA. La estabilidad a un pH mas bajo (por ejemplo, pH 3) puede ser beneficiosa para que la proteasa sobre-
viva en las condiciones del tubo Gl del animal.

Termoestabilidad

La termoestabilidad se puede determinar tal como se describe en el Ejemplo 5, es decir, usando mediciones de CDB
para determinar la temperatura de desnaturalizacion, Td, de la proteina proteasa purificada. La Td es indicativa de la
termoestabilidad de la proteina: Cuanto mayor sea la Td, mayor sera la termoestabilidad. Por consiguiente, en una
realizacion preferida, la proteasa de la invencién posee una Td que es mayor que la Td de una proteasa de referen-
cia, en donde la Td se determina en muestras de proteasa purificada (preferentemente con una pureza de al menos
un 90 % o un 95 %, segun se determina mediante SDS-PAGE).

En realizaciones preferidas, las propiedades térmicas tales como la estabilidad térmica, la estabilidad con la tempe-
ratura, la termoestabilidad, la estabilidad frente al vapor y/o la estabilidad frente a la microgranulacién, segun las
proporciona la actividad residual, la temperatura de desnaturalizacién Td u otro parametro de la proteasa de la in-
vencién es mayor que el valor correspondiente, como la actividad residual o Td, de la proteasa de la SEQ ID NO: 1,
mas preferentemente al menos un 101 % de esta, o al menos un 102 %, 103 %, 104 %, 105 %, 106 %, 107 %,
108 %, 109 %, o al menos un 110 % de esta. Incluso mas preferentemente, el valor del parametro, tal como la activi-
dad residual o Td, de la proteasa de la invencién es al menos un 120 %, 130 %, 140 %, 150 %, 160 %, 170 %,
180 %, o al menos un 190 % del valor para la proteasa de la SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones particulares adicionales, la proteasa termoestable de la invencién tiene una temperatura de
fusion Tf (o una temperatura de desnaturalizacion, Td), segin se determina mediante calorimetria diferencial de
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barrido (CDB) tal como se describe en el Ejemplo 5 (es decir, en acetato de sodio 20 mM, pH 4,0) de al menos
50 °C. En otras realizaciones particulares adicionales, la Tf es de al menos 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92,
93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o de al menos 100 °C.

Estabilidad frente al vapor

La estabilidad frente al vapor se puede determinar tal como se describe en el Ejemplo 6 determinando la actividad
residual de las moléculas de proteasa después de un tratamiento con vapor a 85 °C o 90 °C durante un periodo
corto.

Estabilidad frente a la microgranulacion

La estabilidad frente a la microgranulacién se puede determinar tal como se describe en el Ejemplo 7 usando granu-
lado enzimatico premezclado con pienso. Al salir de la mezcladora, el pienso se acondiciona con vapor a 95 °C. Una
vez acondicionado, el pienso se comprime en forma de microgranulos y se determina la actividad residual.

Fuentes de polipéptidos que tienen actividad proteasa

Un polipéptido que tiene actividad proteasa segun la presente invencion se puede obtener de microorganismos de
cualquier género. A los efectos de la presente invencién, la expresion "obtenido a partir de", tal como se usa en el
presente documento con relacién a una fuente determinada, significaré que el polipéptido codificado por un polinu-
cleétido es producido por la fuente o por una cepa en la que se ha insertado el polinucleétido procedente de la fuen-
te. En un aspecto, el polipéptido obtenido a partir de una fuente determinada se secreta extracelularmente.

El polipéptido puede ser un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede ser un polipéptido que tiene
actividad proteasa procedente de una bacteria grampositiva dentro de un filo como Actinobacteria o0 procedente de
una bacteria gramnegativa dentro de un filo tal como Proteobacteria.

En un aspecto, el polipéptido es una proteasa procedente de una bacteria del orden Bacillales o procedente de la
familia Bacillaceae o procedente del género Bacillus.

Se entendera que, para las especies mencionadas anteriormente, la invencion abarca tanto los estados perfectos
como los imperfectos y otros equivalentes taxonémicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de
la especie con el cual se los conoce. Los expertos en la técnica reconoceran facilmente la identidad de equivalentes
apropiados.

El publico puede acceder facilmente a cepas de estas especies en varias colecciones de cultivos, tales como la
American Type Culture Collection (ATCC), Deutsche Sammiung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
(DSMZ), Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y Agricultural Research Service Patent Culture Collection,
Northern Regional Research Center (NRRL).

El polipéptido se puede identificar y obtener a partir de otras fuentes que incluyen microorganismos aislados de la
naturaleza (por ejemplo, tierra, composts, agua, etc.) 0 muestras de ADN obtenidas directamente a partir de materia-
les naturales (por ejemplo, tierra, composts, agua, etc.) usando las sondas mencionadas anteriormente. En la mate-
ria son muy conocidas las técnicas para aislar microorganismos y ADN directamente a partir de habitats naturales.
Un polinucleétido que codifica el polipéptido se puede obtener entonces cribando de manera similar una coleccion de
ADN genoémico o ADNc de otro microorganismo o una muestra de ADN mixto. Una vez que se ha detectado un poli-
nucleétido que codifica el polipéptido con la(s) sonda(s), el polinucledtido se puede aislar o clonar utilizando técnicas
conocidas por los expertos en la materia (remitase, por ejemplo, a Sambrook et al., 1989, mencionado anteriormen-
te).

Polinucleétidos

La presente invencién también se refiere a polinucledtidos que codifican un polipéptido de la presente invencion tal
como se describe en el presente documento. En una realizacién, se ha aislado el polinucleotido que codifica el poli-
péptido de la presente invencién.

Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleétido son conocidas en la materia e incluyen el aislamiento a
partir de ADN genomico o ADNc, o una combinacion de estos. La clonacién de los polinucleétidos a partir de ADN
genomico se puede efectuar, por ejemplo, usando la conocidisima reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) o
cribando con anticuerpos colecciones de expresién para detectar fragmentos de ADN clonados con caracteristicas
estructurales compartidas. Remitase, por ejemplo, a Innis et al., 1990, PCR: A Guide to Methods and Application,
Academic Press, Nueva York. Se pueden usar otros procedimientos de amplificacién de acidos nucleicos tales como
reaccion en cadena de la ligasa (LCR), transcripcién activada por ligamiento (LAT) y amplificaciéon basada en polinu-
cleétido (NASBA). Los polinucleétidos se pueden clonar a partir de una cepa de Bacillus o un organismo relacionado
de Bacillales y, por tanto, por ejemplo, puede ser una variante alélica o de especie de la regién que codifica el poli-
péptido del polinucledtido.
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Construcciones de acido nucleico

La presente invencién también se refiere a construcciones de acido nucleico que comprenden un polinucledtido de la
presente invencién unido operativamente a una o mas secuencias de control que dirigen la expresién de la secuen-
cia codificante en una célula hospedadora adecuada en condiciones compatibles con las secuencias de control.

El polinucleétido se puede manipular de diferentes maneras para hacer posible la expresién del polipéptido. La ma-
nipulacién del polinucledtido antes de su insercién en un vector puede ser deseable 0 necesaria dependiendo del
vector de expresion. Las técnicas para modificar polinucleodtidos que utilizan métodos de ADN recombinante son muy
conocidas en la materia.

La secuencia de control puede ser un promotor, un polinucleétido que es reconocido por una célula hospedadora
para la expresion de un polinucledtido que codifica un polipéptido de la presente invencién. El promotor contiene
secuencias de control de la transcripcién que regulan la expresion del polipéptido. El promotor puede ser cualquier
polinucleétido que muestre actividad transcripcional en la célula hospedadora, incluidos promotores mutantes, trun-
cados e hibridos y se puede obtener a partir de genes que codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares, ya
sean homologos o heterdlogos respecto a la célula hospedadora.

Son ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de las construcciones de acido nucleico de la
presente invencién en una célula hospedadora bacteriana los promotores obtenidos a partir del gen de alfa-amilasa
de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), gen de alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), gen de penicilinasa de
Bacillus licheniformis (penP), gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyA4), gen de levansa-
carasa de Bacillus subtilis (sacB), genes xylA y xyIB de Bacillus subtilis, gen crylllA de Bacillus thuringiensis (Agaisse
y Lereclus, 1994, Molecular Microbiology 13: 97-107), operén lac de E. coli, promotor trc de E. coli (Egon et al., 1988,
Gene 69: 301-315), gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA) y gen de beta-lactamasa procariota (Villa-
Kamaroff et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 3727-3731), asi como el promotor tac (DeBoer et al., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 21-25). Se describen mas promotores en "Useful proteins from recombinant bacteria”
en Gilbert et al., 1980, Scientific American 242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, mencionado anteriormente. En el
documento de patente WO 99/43835 se divulgan ejemplos de promotores en tandem.

Son ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de los construcciones de acido nucleico de la
presente invencién en una célula hospedadora de tipo hongo filamentoso los promotores obtenidos a partir de los
genes de la acetamidasa de Aspergillus nidulans, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, alfa-amilasa estable en
acido de Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger o Aspergillus awamori (glaA), TAKA-amilasa de Asper-
gillus oryzae, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa-fosfato-isomerasa de Aspergillus oryzae, proteasa simi-
lar a tripsina de Fusarium oxysporum (WO 96/00787), amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900),
Daria de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Quinn de Fusarium venenatum (WO 00/56900), lipasa de Rhizomu-
cor miehei, proteinasa aspartica de Rhizomucor miehei, beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa |
de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa | de Trichoderma reesei, endoglu-
canasa |l de Trichoderma reesei, endoglucanasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei,
xilanasa | de Trichoderma reesei, xilanasa |l de Trichoderma reesei, xilanasa |l de Trichoderma reesei, beta-
xilosidasa de Trichoderma reesei y factor de elongacién de la traduccién de Trichoderma reesei, asi como también el
promotor de NA2-tpi (un promotor modificado procedente de un gen de la alfa-amilasa neutra de Aspergillus en el
que la secuencia lider no traducida se ha remplazado con una secuencia lider no traducida procedente de un gen de
la triosa-fosfato-isomerasa de Aspergillus; los ejemplos no limitantes incluyen promotores modificados procedentes
de un gen de la alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger en el que la secuencia lider no traducida se ha remplazado
con una secuencia lider no traducida procedente de un gen de la triosa-fosfato-isomerasa de Aspergillus nidulans o
Aspergillus oryzae); y promotores hibridos, truncados y mutados de estos. Se describen otros promotores en la pa-
tente de EE. UU. n.2 6 011 147.

En un hospedador de tipo levadura, los promotores Utiles se obtienen a partir de los genes de la enolasa (ENO-1) de
Saccharomyces cerevisiae, galactocinasa (GAL1) de Saccharomyces cerevisiae, alcohol-
deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (ADH1, ADH2/GAP) de Saccharomyces cerevisiae, triosa-
fosfato-isomerasa (TPI) de Saccharomyces cerevisiae, metalotioneina (CUP1) de Saccharomyces cerevisiae y 3-
fosfoglicerato-cinasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros promotores (tiles para células hospedadoras de tipo leva-
dura se describen en Romanos et al., 1992, Yeast 8: 423-488.

La secuencia de control también puede ser un terminador de la transcripcién, que es reconocido por una célula hos-
pedadora para terminar la transcripcion. El terminador esta unido operativamente al extremo 3' del polinucleétido que
codifica el polipéptido. En la presente invencién se puede usar cualquier terminador que sea funcional en la célula
hospedadora.

Los terminadores preferidos para las células hospedadoras bacterianas se obtienen a partir de los genes de la pro-
teasa alcalina de Bacillus clausii (aprH), alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL) y ARN ribosémico de Esche-
richia coli (rrnB).

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2993 983 T3

Los terminadores preferidos para las células hospedadoras de tipo hongo filamentoso se obtienen a partir de los
genes de la acetamidasa de Aspergillus nidulans, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, glucoamilasa de As-
pergillus niger, alfa-glucosidasa de Aspergillus niger, TAKA-amilasa de Aspergillus oryzae, proteasa de tipo tripsina
de Fusarium oxysporum, beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa | de Trichoderma reesei, celo-
biohidrolasa Il de Trichoderma reesei, endoglucanasa | de Trichoderma reesei, endoglucanasa |l de Trichoderma
reesei, endoglucanasa Ill de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa | de Trichoder-
ma reesei, xilanasa |l de Trichoderma reesei, xilanasa |l de Trichoderma reesei, beta-xilosidasa de Trichoderma
reesei, y el factor de elongacién de |a traduccién de Trichoderma reesei.

Los terminadores preferidos para las células hospedadoras de tipo levadura se obtienen a partir de los genes de la
enolasa de Saccharomyces cerevisiae, citocromo C (CYC1) de Saccharomyces cerevisiae y gliceraldehido-3-fosfato-
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores Utiles para células hospedadoras de tipo levadu-
ra se describen en Romanos et al., 1992, mencionado anteriormente.

La secuencia de control también puede ser una region estabilizadora de ARNm en direccién 3' respecto a un promo-
tor y en direccién 5' respecto a la secuencia codificante de un gen que incrementa la expresion del gen.

Se obtienen ejemplos de regiones estabilizadoras de ARNm adecuadas a partir de un gen crylllA de Bacillus thurin-
giensis (WO 94/25612) y un gen SP82 de Bacillus subtilis (Hue et al., 1995, Journal of Bacteriology 177: 3465-3471).

La secuencia de control también puede ser una secuencia lider, una regién no traducida de un ARNm que sea im-
portante para la traduccion por parte de la célula hospedadora. La secuencia lider esta unida operativamente al
extremo &' del polinucleétido que codifica el polipéptido. Se puede usar cualquier secuencia lider que sea funcional
en la célula hospedadora.

Las secuencias lider preferidas para las células hospedadoras de tipo hongo filamento se obtienen a partir de los
genes de TAKA-amilasa de Aspergillus oryzae y triosa-fosfato-isomerasa de Aspergillus nidulans.

Las secuencias lider adecuadas para las células hospedadoras de tipo levadura se obtienen a partir de los genes de
la enolasa (ENO-1) de Saccharomyces cerevisiae, 3-fosfoglicerato cinasa de Saccharomyces cerevisiae, factor alfa
de Saccharomyces cerevisiae y alcohol-deshidrogenasa/gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (ADH2/GAP) de
Saccharomyces cerevisiae.

La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilacién, una secuencia unida operativamente
al extremo 3' del polinucledtido y que, cuando se transcribe, es reconocida por la célula hospedadora como una
sefial para afiadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Se puede usar cualquier secuencia de poliadenila-
cién que sea funcional en la célula hospedadora.

Las secuencias de poliadenilacion preferidas para las células hospedadoras de tipo hongo filamentoso se obtienen a
partir de los genes para la antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, glucoamilasa de Aspergillus niger, alfa-
glucosidasa de Aspergillus niger TAKA-amilasa de Aspergillus oryzae, y proteasa de tipo tripsina de Fusarium
oxysporum.

Se describen secuencias de poliadenilacién dtiles para células hospedadoras de tipo levadura en Guo y Sherman,
1995, Mol. Cellular Biol. 15: 5983-5990.

La secuencia de control también puede ser una regién que codifique un péptido sefializador, que codifique un pépti-
do sefializador unida al extremo N de un polipéptido y dirija el polipéptido a la via secretora de la célula. El exiremo
5' de la secuencia codificante del polinucledtido puede contener de manera intrinseca una secuencia que codifique
un péptido sefializador unida de manera natural en el marco de lectura de la traduccién al segmento de la secuencia
codificante que codifica el polipéptido. Como alternativa, el extremo 5' de la secuencia codificante puede contener
una secuencia que codifica un péptido sefializador que es exbégena respecto a la secuencia codificante. Puede ser
necesaria una secuencia que codifica un péptido sefializador exégena cuando la secuencia codificante no contenga
de manera natural una secuencia que codifica un péptido sefializador. Como alternativa, una secuencia que codifica
un péptido sefializador exdégena puede simplemente remplazar la secuencia que codifica el péptido sefializador
natural con el fin de potenciar la secrecion del polipéptido. Sin embargo, se puede usar cualquier secuencia que
codifica el péptido sefializador que dirija al polipéptido expresado a la ruta secretora de una célula hospedadora.

Las secuencias que codifican un péptido sefializador eficaces para células hospedadoras bacterianas son las se-
cuencias que codifican un péptido sefializador obtenidas a partir de los genes de la amilasa maltogénica NCIB 11837
de Bacillus, subtilisina de Bacillus licheniformis, beta-lactamasa de Bacillus licheniformis, alfa-amilasa de Bacillus
stearothermophilus, proteasas neutras de Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM) y prsA de Bacillus subtilis.
Se describen péptidos sefializadores adicionales en Simonen y Palva, 1993, Microbiological Reviews 57: 109-137.

Son secuencias que codifican los péptidos sefializadores eficaces para las células hospedadoras de tipo hongo

filamentoso las secuencias que codifican el péptido sefializador obtenidas a partir de los genes de amilasa neutra de
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, TAKA-amilasa de Aspergillus oryzae, celulasa de Humicola
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insolens, endoglucanasa V de Humicola insolens, lipasa de Humicola lanuginosa y proteinasa aspartica de Rhi-
zomucor miehei.

Los péptidos sefializadores Utiles para las células hospedadoras de tipo levadura se obtienen a partir de los genes
del factor alfa de Saccharomyces cerevisiae y de la invertasa de Saccharomyces cerevisiae. Se describen otras
secuencias que codifican un péptido sefializador (tiles en Romanos et al., 1992, mencionada anteriormente.

La secuencia de control también puede ser una secuencia que codifica un propéptido, la cual codifica un propéptido
situado en el extremo N de un polipéptido. El polipéptido resultante se conoce como una proenzima o un propolipép-
tido (o un zimégeno en algunos casos). Generalmente, un propolipéptido es inactivo y se puede convertir en un
polipéptido activo mediante la escisién catalitica o autocatalitica del propéptido a partir del propolipéptido. La se-
cuencia que codifica el propéptido se puede obtener a partir de los genes de proteasa alcalina (aprE) de Bacillus
subtilis, proteasa neutra (nprT) de Bacillus subtilis, lacasa de Myceliophthora thermophila (WO 95/33836), proteinasa
aspartica de Rhizomucor miehei y factor alfa de Saccharomyces cerevisiae.

Cuando estan presentes las secuencias del péptido sefializador y del propéptido, la secuencia del propéptido se
sitta junto al extremo N de un polipéptido y la secuencia del péptido sefializador se sitda junto al extremo N de la
secuencia de propéptido.

También puede desearse la incorporacion de secuencias reguladoras que regulen la expresion del polipéptido en
relacion con el crecimiento de la célula hospedadora. Son ejemplos de secuencias reguladoras aquellas que provo-
can que se active o desactive la expresion del gen como respuesta a un estimulo fisico o quimico, incluida la pre-
sencia de un compuesto regulador. Las secuencias reguladoras en sistemas procariotas incluyen los sistemas ope-
radores lac, tac, y trp. En levaduras, se puede usar el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En los hongos filamentosos,
se pueden usar el promotor de la glucoamilasa de Aspergillus niger, el promotor de la TAKA-alfa-amilasa de Aspergi-
llus oryzae, y el promotor de la glucoamilasa de Aspergillus oryzae, el promotor de la celobiohidrolasa | de Tricho-
derma reesei y el promotor de la celobiohidrolasa Il de Trichoderma reesei. Otros ejemplos de secuencias regulado-
ras son aquellas que permiten la amplificacion génica. En los sistemas eucariotas, estas secuencias reguladoras
incluyen el gen de la dihidrofolato-reductasa, que se amplifica en presencia de metotrexato, y los genes de las meta-
lotioneinas, que se amplifican con metales pesados. En estos casos, el polinucleédtido que codifica el polipéptido
estaria unido operativamente a la secuencia reguladora.

Vectores de expresion

La presente invencién también se refiere a vectores de expresion recombinantes que comprenden un polinucleétido
de la presente invencién, un promotor y sefiales terminadoras de la transcripcién y la traduccion. Los diversos nu-
cleétidos y secuencias de control pueden unirse entre si para producir un vector de expresion recombinante que
puede incluir uno o mas sitios de restriccion convenientes para permitir la insercion del o la sustitucion con el polinu-
cleétido que codifica el polipéptido en dichos sitios. Como alternativa, el polinucleétido se puede expresar insertando
el polinucledtido o una construccién de acido nucleico que comprenda el polinucledtido en un vector apropiado para
la expresién. Cuando se crea el vector de expresion, la secuencia codificante se sitla en el vector de modo que la
secuencia codificante esté unida operativamente a las secuencias de control adecuadas para la expresion.

El vector de expresion recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plasmido o un virus) que se pueda
someter convenientemente a procedimientos de ADN recombinante y que pueda propiciar la expresion del polinu-
cleétido. La eleccion del vector dependera habitualmente de la compatibilidad del vector con la célula hospedadora
en la que se va a introducir el vector. El vector puede ser un plasmido lineal o circular cerrado.

El vector puede ser un vector de replicacion autbnoma, es decir, un vector que existe como una entidad extracromo-
s6mica, cuya replicacion es independiente de la replicacidon cromosémica, por ejemplo, un plasmido, un elemento
extracromosémico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio para
garantizar la autorreplicacién. Como alternativa, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula hos-
pedadora, se integra en el genoma y se replica junto con el (los) cromosoma(s) en el (los) que ha sido integrado.
Ademas, se puede usar un Unico vector o plasmido o dos o mas vectores o plasmidos que contengan de forma con-
junta el ADN total que se va a introducir en el genoma de la célula hospedadora o un transposoén.

El vector contiene preferentemente uno o mas marcadores de seleccién que permiten una seleccion sencilla de las
células transformadas, transfectadas, transducidas o similares. Un marcador de seleccién es un gen cuyo producto
proporciona resistencia a virus o biocidas, resistencia a metales pesados, prototrofia a los auxotrofos y similares.

Son ejemplos de marcadores de seleccion bacterianos los genes dal de Bacillus licheniformis o Bacillus subtilis o
marcadores que confieren resistencia a antibidticos tales como resistencia a ampicilina, cloranfenicol, kanamicina,
neomicina, espectinomicina o tetraciclina. Algunos marcadores adecuados para células hospedadoras de tipo leva-
dura incluyen, sin caracter limitante, ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, MET3, TRP1 y URAS3. Los marcadores de seleccién
para uso en una célula hospedadora de tipo hongo filamentoso incluyen, sin caracter limitante, adeA (fosforribosila-
minoimidazol-succinocarboxamida sintasa), adeB (fosforribosil-aminoimidazol sintasa), amdS (acetamidasa), argB
(ornitina-carbamoiltransferasa), bar (fosfinotricina-acetiltransferasa), hph (higromicina-fosfotransferasa), niaD (nitrato-
reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (sulfato-adeniltransferasa) y trpC (antranilato sintasa), asi
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como equivalentes de estos. Para su uso en una célula de Aspergillus se prefieren los genes amdS y pyrG de As-
pergillus nidulans o Aspergillus oryzae y un gen bar de Streptomyces hygroscopicus. Para su uso en una célula de
Trichoderma se prefieren los genes adeA, adeB, amdS, hph y pyrG.

El marcador de seleccion puede ser un sistema marcador de seleccién dual como el descrito en el documento de
patente WO 2010/039889. En un aspecto, el marcador de seleccion dual es un sistema marcador de seleccién dual
hph-tk.

El vector contiene preferentemente un elemento(s) que permite(n) la integracién del vector en el genoma de la célula
hospedadora o la replicacion autonoma del vector en la célula independiente del genoma.

Para la integracién en el genoma de la célula hospedadora, el vector puede depender de la secuencia del polinucleo-
tido que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integracién en el genoma mediante re-
combinacion homéloga o no homoéloga. Como alternativa, el vector puede contener polinucleétidos adicionales para
dirigir la integracion mediante recombinacién homologa en el genoma de la célula hospedadora en una ubicacién
(ubicaciones) concreta(s) en el (los) cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integracién en una ubicacién
concreta, los elementos de integraciéon deben contener un nimero suficiente de acidos nucleicos, tal como de 100 a
10.000 pares de bases, de 400 a 10.000 pares de bases y de 800 a 10.000 pares de bases, que poseen un grado de
identidad de secuencias elevado respecto a la secuencia diana correspondiente para potenciar la probabilidad de
una recombinacion homéloga. Los elementos de integraciéon pueden ser cualquier secuencia que sea homéloga
respecto a la secuencia diana en el genoma de la célula hospedadora. Ademas, los elementos de integracion pue-
den ser polinucleétidos codificantes o no codificantes. Por otra parte, el vector puede integrarse en el genoma de la
célula hospedadora mediante recombinacion no homéloga.

Para la replicacion autbnoma, el vector puede comprender ademas un origen de replicacion que permita que el vec-
tor se replique de manera auténoma en la célula hospedadora en cuestion. El origen de replicacién puede ser cual-
quier replicador plasmidico que medie en la replicacién auténoma que esté en funcionamiento en una célula. La
expresion "origen de replicacién" o "replicador plasmidico" se refiere a un polinucleétido que hace posible que un
plasmido o vector se replique in vivo.

Son ejemplos de origenes de replicacion bacterianos los origenes de replicacion de los plasmidos pBR322, pUC19,
pACYC177 y pACYC184 que permiten la replicacién en E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060, y pAMB1 que permiten
la replicacion en Bacillus.

Son ejemplos de origenes de replicacién que se pueden usar en células hospedadoras de tipo levadura los origenes
de replicacion de 2 micrometros ARS1, ARS4, la combinacién de ARS1 y CEN3 y la combinacion de ARS4 y CENG.

Son ejemplos de origenes de replicacion (tiles en una célula de tipo hongo filamentoso AMA1 y ANS1 (Gems et al.,
1991, Gene 98: 61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Res. 15: 9163-9175; WO 00/24883). El aislamiento del gen
AMAT1 y la construccién de plasmidos o vectores que comprendan el gen se pueden lograr de acuerdo con los méto-
dos divulgados en el documento de patente WO 00/24883.

Puede insertarse mas de una copia de un polinucleétido de la presente invencién en una célula hospedadora para
incrementar la produccién de un polipéptido. Se puede conseguir un incremento en el nimero de copias del polinu-
cleétido integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula hospedadora o incluyen-
do un gen marcador de seleccién que se puede amplificar con el polinucleétido, donde las células que contengan
copias amplificadas del gen marcador de seleccién y, por lo tanto, copias adicionales del polinucleétido, se puedan
seleccionar cultivando las células en presencia del agente de selecciéon adecuado.

Los expertos en la técnica estaran muy familiarizados con los procedimientos usados para unir los elementos descri-
tos anteriormente para construir los vectores de expresion recombinante de la presente invencién (remitase, por
ejemplo, a Sambrook et al., 1989, mencionado anteriormente).

Células hospedadoras

La presente invencion también se refiere a células hospedadoras recombinantes, que comprenden un polinucleétido
de la presente invencién unido operativamente a una o mas secuencias de control que dirigen la produccién de un
polipéptido de la presente invencion. Se introduce una construccién o vector que comprende un polinucleétido en
una célula hospedadora, de tal forma que la construccién o vector se mantenga como un integrante cromosémico o
como un vector extracromosomico autorreplicante, tal como se ha descrito anteriormente. La expresién "célula hos-
pedadora" abarca cualquier progenie de una célula precursora que no sea idéntica a la célula precursora debido a
mutaciones que ocurren durante la replicacion. La eleccién de una célula hospedadora dependera en gran medida
del gen que codifica el polipéptido y de su fuente.

La célula hospedadora puede ser cualquier célula Util en la produccién recombinante de un polipéptido de la presen-
te invencién, por ejemplo, una procariota o una eucariota.

36



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2993 983 T3

La célula hospedadora procariota puede ser cualquier bacteria grampositiva 0 gramnegativa. Las bacterias grampo-
sitivas incluyen, sin caracter limitante, Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Geobacillus, Lactobacillus, Lactococcus,
Oceanobacillus, Staphylococcus, Streptococcus y Streptomyces. Las bacterias gramnegativas incluyen, sin caracter
limitante, Campylobacter, E. coli, Flavobacterium, Fusobacterium, Helicobacter, llyobacter, Neisseria, Pseudomonas,
Salmonella y Ureaplasma.

La célula hospedadora bacteriana puede ser cualquier célula de Bacillus que incluye, sin caracter limitante, células
de Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coa-
gulans, Bacillus firmus, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus,
Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis.

La célula hospedadora bacteriana también puede ser cualquier célula de Streptococcus, que incluye, sin caracter
limitante, células de Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus uberis y Streptococcus equi
subsp. Zooepidemicus.

La célula hospedadora bacteriana puede ser cualquier célula de Streptomyces que incluye, sin caracter limitante,
células de Streptomyces achromogenes, Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus y
Streptomyces lividans.

La introduccién de ADN en una célula de Bacillus puede efectuarse mediante transformacién de protoplastos (remi-
tase, por ejemplo, a Chang y Cohen, 1979, Mol. Gen. Genet. 168: 111-115), transformacién de células competentes
(remitase, por ejemplo, a, Young y Spizizen, 1961, J. Bacteriol. 81: 823-829 o Dubnau y Davidoff-Abelson, 1971, J.
Mol. Biol. 56: 209-221), electroporacion (remitase, por ejemplo, a Shigekawa y Dower, 1988, Biotechniques 6: 742-
751}, o conjugacion (remitase, por ejemplo, a, Koehler y Thorne, 1987, J. Bacteriol. 169: 5271-5278). La introduccién
de ADN en una célula de E. coli puede efectuarse por transformacién de protoplastos (remitase, por ejemplo, a Ha-
nahan, 1983, J. Mol. Biol. 166: 557-580) o electroporacién (remitase, por ejemplo, a Dower et al., 1988, Nucleic
Acids Res. 16: 6127-6145). La introduccion de ADN en una célula de Streptomyces puede efectuarse mediante
transformacién de protoplastos, electroporacién (remitase, por ejemplo, a Gong et al., 2004, Folia Microbiol. (Praha)
49: 399-405), conjugacion (remitase, por ejemplo, a Mazodier et al., 1989, J. Bacteriol. 171: 3583-3585) o transduc-
cién (remitase, por ejemplo, a Burke et al., 2001, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 6289-6294). La introduccién de ADN
en una célula de Pseudomonas puede efectuarse mediante electroporacion (remitase, por ejemplo, a Choi et al.,
20086, J. Microbiol. Methods 64: 391-397) o conjugacién (remitase, por ejemplo, a Pinedo y Smets, 2005, Appl. Envi-
ron. Microbiol. 71: 51-57). La introduccion de ADN en una célula de Streptococcus puede efectuarse mediante com-
petencia natural (remitase, por ejemplo, a Perry y Kuramitsu, 1981, Infect. Immun. 32: 1295-1297), transformacion
de protoplastos (remitase, por ejemplo, a Catt y Jollick, 1991, Microbios 68: 189-207) o electroporacién (remitase,
por ejemplo, a Buckley et al., 1999, Appl. Environ. Microbiol. 65: 3800-3804) o conjugacion (remitase, por ejemplo, a
Clewell, 1981, Microbiol. Rev. 45: 409-436). Sin embargo, puede usarse cualquier método conocido en la técnica
para introducir ADN en una célula hospedadora.

La célula hospedadora también puede ser una célula eucariota, tal como una célula de mamifero, de insecto, vegetal
o flngica.

La célula hospedadora puede ser una célula fingica. El término "hongos", tal como se usa en el presente documen-
to, incluye los filos de ascomicetos, basidiomicetos, quitridiomicetos y zigomicetos, asi como también los oomicetos y
todos los hongos mitosporicos (como se definen en Hawksworth et al., En, Ainsworth and Bisby's Dictionary of The
Fungi, 8.2 edicion, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino Unido).

La célula hospedadora fungica puede ser una célula de tipo levadura. El término "levadura”, tal como se usa en el
presente documento, incluye levaduras que se reproducen por ascosporas (endomicetales), levaduras que se repro-
ducen por basidiosporas y levaduras que pertenecen a los hongos imperfectos (blastomictos). Dado que la clasifica-
cion de las levaduras puede cambiar en el futuro, a efectos de esta invencién, la levadura se definira tal como se
describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, Passmore y Davenport, editores, Soc. App. Bacteriol. Sympo-
sium Series n.? 9, 1980).

La célula hospedadora de levadura puede ser una célula de Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Saccha-
romyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia, tal como una célula de Kluyveromyces lactis, Saccharomyces carlsber-
gensis, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri,
Saccharomyces norbensis, Saccharomyces oviformis o Yarrowia lipolytica.

La célula hospedadora de tipo hongo puede ser una célula de tipo hongo filamentoso. La expresién "hongos filamen-
tosos" incluye todas las formas filamentosas de la subdivision de los eumicetos y oomicetos (tal como se definen por
Hawksworth et al., 1995, mencionado anteriormente). Los hongos filamentosos se caracterizan generalmente por
tener una pared micelial compuesta por quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacaridos comple-
jos. El crecimiento vegetativo tiene lugar mediante el alargamiento de la hifa y el catabolismo del carbono es estric-
tamente aerobio. Por el contrario, el crecimiento vegetativo en levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae tiene
lugar mediante gemacién de un talo unicelular y el catabolismo del carbono puede ser fermentativo.
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La célula hospedadora de tipo hongo filamentoso puede ser una célula de Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium,
Bjerkandera, Ceriporiopsis, Chrysosporium, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola,
Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Phanerochaete, Phle-
bia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolypocladium, Trametes o Tri-
choderma.

Por ejemplo, la célula hospedadora de tipo hongo filamentoso puede ser una célula de Aspergillus awamori, Aspergi-
llus foetidus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis gilvescens, Ceriporiopsis pannocin-
ta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora, Chrysosporium inops, Chrysosporium
keratinophilum, Chrysosporium lucknowense, Chrysosporium merdarium, Chrysosporium pannicola, Chrysosporium
queenslandicum, Chrysosporium tropicum, Chrysosporium zonatum, Coprinus cinereus, Coriolus hirsutus, Fusarium
bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium ro-
seum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium
torulosum, Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei,
Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia
radiata, Pleurotus eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Tricho-
derma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride.

Las células fungicas se pueden transformar mediante un proceso que conlleva la formacion de protoplastos, la trans-
formacion de los protoplastos y la regeneracién de la pared celular de una manera de por si conocida. Se describen
procedimientos adecuados para la transformacién de células hospedadoras de Aspergillus y Trichoderma en el do-
cumento de patente EP 238023, Yelton et al., 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1470-1474 y Christensen et al.,
1988, Bio/Technology 6: 1419-1422. Se describen métodos adecuados de transformacion de especies de Fusarium
en Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156 y el documento de patente WO 96/00787. Las levaduras pueden trans-
formarse usando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, J.N. y Simon, M.1., editors, Guide
to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, volumen 194, pags. 182-187, Academic Press,
Inc., Nueva York; Ito et al., 1983, J. Bacteriol. 153: 163; y Hinnen et al., 1978, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75: 1920.

Métodos de produccién

La presente invencién también se refiere a métodos de produccién de un polipéptido de la presente invencién, que
comprenden (a) cultivar una célula, que en su forma no modificada produce el polipéptido, en condiciones propicias
para la produccién del polipéptido; (b) opcionalmente aislar el polipéptido; y (c) recuperar el polipéptido. En un as-
pecto, la célula es una célula de Bacillus. En otro aspecto, la célula es una célula de Bacillus horneckiae.

La presente invencion también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invencién, compren-
diendo dicho método las etapas de:

(a) cultivar una célula hospedadora de Bacillus que comprende un polinucleétido exégeno que codifica el polipéptido
de la presente invencién, donde se expresa el polinucleodtido y se produce el polipéptido;

(b) opcionalmente aislar el polipéptido; y
(c) opcionalmente recuperar el polipéptido.

En una realizacion, la célula hospedadora Bacillus se selecciona a partir de la lista que consiste en Bacillus alkalop-
hilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus
firmus, Geobacillus stearothermophilus, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium,
Bacillus pumilus, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis. En una realizacion preferida,
la célula hospedadora Bacillus recombinante se selecciona a partir de la lista que consiste en Bacillus licheniformis,
Bacillus amyloliquefaciens y Bacillus subtilis.

Las células hospedadoras se cultivan en un medio nutritivo adecuado para la produccion del polipéptido usando
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, las células pueden cultivarse mediante cultivo en matraz agitado o
fermentacion a pequefia 0 a gran escala (incluidas fermentaciones continuas, discontinuas, semicontinuas o en
estado s6lido) en fermentadores de laboratorio o industriales en un medio adecuado y en condiciones que permitan
la expresion y/o aislamiento del polipéptido. El cultivo tiene lugar en un medio nutritivo adecuado que comprende
fuentes de carbono y nitrégeno y sales inorganicas, usando procedimientos conocidos en la técnica. Los medios
adecuados se pueden adquirir de proveedores comerciales o se pueden preparar de acuerdo con las composiciones
publicadas (por ejemplo, en los catéalogos de la Coleccién de Cultivos Tipo Estadounidense). Si el polipéptido se
secreta en el medio nutritivo, el polipéptido se puede recuperar directamente del medio. Si el polipéptido no se secre-
ta, se puede recuperar a partir de los lisados celulares.

El polipéptido se puede detectar usando métodos comunes en la técnica que son especificos para los polipéptidos.
Estos métodos de deteccion incluyen, sin caracter limitante, el uso de anticuerpos especificos, la formacioén de un
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producto enzimatico o la desapariciéon de un sustrato enzimatico. Por ejemplo, se puede usar un ensayo enzimatico
para determinar la actividad del polipéptido.

El polipéptido se puede recuperar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido se puede
recuperar del medio nutritivo mediante procedimientos convencionales que incluyen, sin caracter limitante, recogida,
centrifugacion, filiracion, extraccion, secado por pulverizacion, evaporacion o precipitacion. En un aspecto, se recu-
pera un caldo de fermentacion que comprende el polipéptido.

El polipéptido se puede purificar mediante varios procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, sin caracter
limitante, cromatografia (por ejemplo, de intercambio iénico, afinidad, hidréfoba, cromatoenfoque y exclusion por
tamafio), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque preparativo), solubilidad diferencial (por
ejemplo, precipitacién con sulfato de amonio), SDS-PAGE o extraccién (remitase, por ejemplo, a Protein Purification,
Janson y Ryden, editores, VCH Publishers, Nueva York, 1989) para obtener polipéptidos sustancialmente puros.

En un aspecto alternativo, el polipéptido no se recupera, sino que en su lugar se usa una célula hospedadora de la
presente invencién que expresa el polipéptido como una fuente del polipéptido.

Plantas

La presente invencién también se refiere a plantas aisladas, por ejemplo, una planta transgénica, parte de una planta
o célula vegetal, que comprende un polinucleétido de la presente invencion para expresar y producir asi un polipép-
tido o dominio en cantidades recuperables. El polipéptido o dominio se puede recuperar de la planta o parte de una
planta. Como alternativa, la planta o parte de una planta que contiene el polipéptido o dominio se puede usar tal cual
para mejorar la calidad de un alimento o pienso, por ejemplo, mejorando el valor nutricional, la palatabilidad y las
propiedades reolbgicas, o para destruir un factor antinutritivo.

La planta transgénica puede ser una dicotiledénea (una dicot) o0 monocotiledénea (una monocot). Son ejemplos de
plantas monocotiledéneas las gramineas, tales como la espiguilla (pasto azul, Poa), pasto forrajero tal como Festu-
ca, Lolium, pasto de zonas templadas, tal como Agrostis, y cereales, por ejemplo, trigo, avena, centeno, cebada,
arroz, sorgo y maiz.

Son ejemplos de plantas dicotiledéneas el tabaco, legumbres, como altramuces, patata, remolacha azucarera, gui-
sante, judia y soja, y plantas cruciferas (familia Brassicaceae), tales como la coliflor, semilla de colza y el organismo
modelo estrechamente relacionado Arabidopsis thaliana.

Son ejemplos de partes de una planta el tallo, callos, hojas, raices, frutos, semillas y tubérculos, asi como también
los tejidos individuales que comprenden estas partes, por ejemplo, epidermis, meséfilo, parénquima, tejidos vascula-
res, meristemas.

Las células vegetales y compartimientos de células vegetales especificos, tales como cloroplastos, apoplastos, mito-
condrias, vacuolas, peroxisomas y citoplasma también se consideran parte de una planta.

También se incluyen dentro del alcance de la presente invencion la progenie de dichas plantas, partes de una planta
y células vegetales.

La planta transgénica o célula vegetal que expresa el polipéptido o dominio se puede construir segun métodos cono-
cidos en la técnica.

La presente invencion también se refiere a métodos de produccion de un polipéptido o dominio de la presente inven-
cién que comprenden (a) cultivar una planta o célula vegetal transgénica que comprende un polinucleétido que codi-
fica el polipéptido o dominio en condiciones propicias para la produccion del polipéptido o dominio; y (b) recuperar el
polipéptido o dominio, en donde el polinucledtido exdgeno se integra en el cromosoma de las células hospedadoras
y se une operativamente con un promotor.

Formulaciones de caldos de fermentaciéon o composiciones celulares

La presente invencién también se refiere a una formulacién de un caldo de fermentacién o una composicion celular
que comprende un polipéptido de la presente invencion. El producto de tipo caldo de fermentacién comprende, ade-
mas, ingredientes adicionales usados en el proceso de fermentacién tales como, por ejemplo, células (incluidas las
células hospedadoras que contienen el gen que codifica el polipéptido de la presente invencién que se usan para
producir el polipéptido de interés), desechos celulares, biomasa, medio de fermentacién y/o productos de fermenta-
cion. En algunas realizaciones, la composicién es un caldo completo de células inertes que contiene uno o mas
acidos organicos, células inertes y/o desechos celulares, y medio de cultivo.

La expresion "caldo de fermentacion”, tal como se usa en la presente, se refiere a un preparado producido mediante

fermentacion celular que se somete a una recuperacion y/o purificacion minima o nula. Por ejemplo, se producen

caldos de fermentacién cuando se cultivan cultivos microbianos hasta la saturacién, se incuban en condiciones limi-

tantes de carbono para permitir la sintesis de proteinas (por ejemplo, la expresiéon de enzimas por parte de las célu-

las hospedadoras) y la secrecién al medio de cultivo celular. El caldo de fermentacion puede contener contenidos no
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fraccionados o fraccionados de los materiales de fermentacion obtenidos al final de la fermentacién. Normalmente, el
caldo de fermentacién no esta fraccionado y comprende el medio de cultivo agotado y desechos celulares presentes
después de haber retirado las células microbianas (por ejemplo, células de tipo hongo filamentoso), por ejemplo,
mediante centrifugacion. En algunas realizaciones, el caldo de fermentacion contiene medio de cultivo celular agota-
do, enzimas extracelulares y células microbianas viables y/o no viables.

En una realizacion, la formulacién del caldo de fermentacién y las composiciones celulares comprenden un primer
componente de tipo acido organico que comprende al menos un acido organico de 1-5 carbonos y/o una sal de este
y un segundo componente de tipo acido organico que comprende al menos un acido organico de 6 o mas carbonos
y/o una sal de este. En una realizacion especifica, el primer componente de tipo acido organico es acido acético,
acido férmico, acido propidnico, una sal de estos o una mezcla de dos o mas de los anteriores, y el segundo compo-
nente de tipo acido organico es acido benzoico, acido ciclohexanocarboxilico, acido 4-metilvalérico, acido fenilacéti-
co, una sal de estos o una mezcla de dos o més de los anteriores.

En un aspecto, la composicion contiene uno 0 mas acidos organicos y opcionalmente contiene ademas células iner-
tes y/o desechos celulares. En una realizacién, las células inertes y/o desechos celulares se retiran de un caldo
completo de células inertes para proporcionar una composicién que esté exenta de estos componentes.

Las formulaciones de caldos de fermentacion o las composiciones celulares pueden comprender ademas un agente
conservante y/o antimicrobiano (por ejemplo, bacteriostatico), incluidos, sin caracter limitante, sorbitol, cloruro de
sodio, sorbato de potasio y otros conocidos en la técnica.

La composicién o caldo completo de células inertes puede contener los contenidos no fraccionados de los materiales
de fermentacién obtenidos al final de la fermentacion. Normalmente, la composicion o caldo completo de células
inertes contiene el medio de cultivo agotado y los desechos celulares presentes después de que las células micro-
bianas (por ejemplo, células de tipo hongo filamentoso) se hayan cultivado hasta la saturacion, incubadas en condi-
ciones limitantes de carbono para permitir la sintesis de proteinas. En algunas realizaciones, la composicion o caldo
completo de células inertes contiene el medio de cultivo celular agotado, enzimas extracelulares y células de tipo
hongo filamentoso inertes. En algunas realizaciones, las células microbianas presentes en la composicion o caldo
completo de células inertes se pueden permeabilizar y/o lisar usando métodos conocidos en la técnica.

Una composicion celular o caldo completo segun se describe en la presente es normalmente un liquido, pero puede
contener componentes insolubles tales como células inertes, desechos celulares, componentes de medios de cultivo
y/o enzima(s) insoluble(s). En algunas realizaciones, se pueden retirar los componentes insolubles para proporcionar
una composicion liquida aclarada.

Las formulaciones de caldo completo y composiciones celulares de la presente invencién se pueden producir me-
diante un método descrito en el documento de patente WO 90/15861 o WO 2010/096673.

Composiciones enzimaticas

La presente invencion también se refiere a composiciones que comprenden un polipéptido de la presente invencién.
Preferentemente, las composiciones estan enriquecidas en el polipéptido de la invencién. El término "enriquecido”
indica que la actividad proteasa de la composicién se ha incrementado, por ejemplo, con un factor de enriquecimien-
to de al menos 1,1, tal como de al menos 1,2, al menos 1,3, al menos 1,4, al menos 1,5, al menos 2,0, al menos 3,0,
al menos 4,0, al menos 5,0, al menos 10.

Formulacién

La enzima de la invencion se puede formular como un liquido o un sélido. Para una formulacion liquida, el agente de
formulacién puede comprender un poliol (tal como, por ejemplo, glicerol, etilenglicol o propilenglicol}, una sal (tal
como, por ejemplo, cloruro de sodio, benzoato de sodio, sorbato de potasio) o un azlcar o derivado de azlcar (tal
como, por ejemplo, dextrina, glucosa, sacarosa y sorbitol}. Por tanto, en una realizacién, la composicién es una
composicién liquida que comprende el polipéptido de la invencién y uno o mas agentes de formulacion selecciona-
dos a partir de la lista que consiste en glicerol, etilenglicol, 1,2-propilenglicol, 1,3-propilenglicol, cloruro de sodio,
benzoato de sodio, sorbato de potasio, dextrina, glucosa, sacarosa y sorbitol. La formulacién liquida se puede pulve-
rizar sobre el pienso después de que se haya granulado o se puede afadir al agua de beber proporcionada a los
animales.

Para una formulacién sélida, la formulaciéon puede estar, por ejemplo, en forma de un granulo, polvo secado por
pulverizacién o aglomerado (por ejemplo, tal como se divulga en el documento de patente WO00/70034). El agente
de formulacion puede comprender una sal (sales organicas o inorganicas de cinc, sodio, potasio o calcio tales como,
por ejemplo, acetato de calcio, benzoato de calcio, carbonato de calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio, sorbato
de calcio, sulfato de calcio, acetato de potasio, benzoato de potasio, carbonato de potasio, cloruro de potasio, citrato
de potasio, sorbato de potasio, sulfato de potasio, acetato de sodio, benzoato de sodio, carbonato de sodio, cloruro
de sodio, citrato de sodio, sulfato de sodio, acetato de cinc, benzoato de cinc, carbonato de cinc, cloruro de cinc,
citrato de cinc, sorbato de cinc o sulfato de cinc), almidon o un azicar o derivado de azlcar (tal como, por ejemplo,
sacarosa, dextrina, glucosa, lactosa o sorbitol).
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En una realizacién, la composicion es una composicién sélida, tal como una composicion secada por pulverizacion,
que comprende la proteasa de la invencién y uno o mas agentes de formulacién seleccionados a partir de la lista que
consiste en cloruro de sodio, benzoato de sodio, sorbato de potasio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, sulfato de
magnesio, tiosulfato de sodio, carbonato de calcio, citrato de sodio, dextrina, glucosa, sacarosa, sorbitol, lactosa,
almidén y celulosa. En una realizacién preferida, el agente de formulacion se selecciona a partir de uno o mas de los
siguientes compuestos: sulfato de sodio, dextrina, celulosa, tiosulfato de sodio, sulfato de magnesio y carbonato de
calcio.

La presente invencién también se refiere a granulos/particulas enzimaticos que comprenden la lisozima de la inven-
cion, opcionalmente combinados con una o mas enzimas adicionales. El granulo se compone de un nlcleo y opcio-
nalmente uno o mas recubrimientos (capas externas) que rodean al nicleo.

Normalmente, el tamafio de granulo/particula, medido como el diametro esférico equivalente (tamafio promedio de
particula basado en el volumen), del granulo es de 20-2000 um, particularmente 50-1500 pm, 100-1500 pm o 250-
1200 pm.

El nicleo se puede preparar granulando una mezcla de los ingredientes, por ejemplo, mediante un método que
comprende técnicas de granulacién tales como cristalizacion, precipitacion, recubrimiento en cubeta, recubrimiento
en lecho fluido, aglomeracion en lecho fluido, atomizacién rotatoria, extrusién, compresion, esferonizacion, métodos
de reduccién del tamafio, granulacién en tambor y/o granulacién de alta cizalladura.

Se pueden consultar métodos de preparacion del nicleo en Handbook of Powder Technology; Particle size enlarge-
ment de C. E. Capes; volumen 1; 1980; Elsevier. Los métodos de preparacién incluyen tecnologias conocidas de
formulacién de piensos y granulos, por ejemplo:

a) productos secados por pulverizacion, en donde una disolucion liquida que contiene la enzima se atomiza en una
torre de secado por pulverizacién para formar microgotas que durante su trayecto descendente por la torre de seca-
do se secan para formar un material particulado que contiene la enzima;

b) productos estratificados, en donde la enzima esta en forma de una capa que recubre una particula central inerte
preformada, donde una disolucién que contiene la enzima se atomiza, habitualmente en un aparato de lecho fluido
donde las particulas centrales preformadas estan fluidificadas, y la disolucion que contiene la enzima se adhiere a
las particulas centrales y se seca para dejar una capa de enzima seca sobre la superficie de la particula central. Se
pueden obtener particulas de un tamarfio deseado de esta manera si se puede encontrar una particula central (til del
tamafio deseado. Este tipo de producto se describe en, por ejemplo, el documento de patente WO 97/23606;

c) particulas centrales absorbidas, en donde en lugar de tener la enzima como una capa que recubre el nicleo, la
enzima se absorbe sobre y/o en el interior de la superficie del nucleo. Dicho proceso se describe en el documento de
patente WO 97/39116;

d) productos de extrusion o granulados, en donde una pasta que contiene la enzima se prensa para obtener mini-
granulos o se extruye a presién a través de una pequefia abertura y se corta en particulas que posteriormente se
secan. Dichas particulas habitualmente tienen un tamafio considerable debido a que el material en el que se realiza
la apertura de extrusion (habitualmente una placa con orificios perforados) fija un limite sobre la caida de presién
que se puede permitir sobre la apertura de extrusién. Ademas, las presiones de extrusién muy elevadas cuando se
usa una apertura pequefia aumentan la generacién de calor en la pasta enzimatica, lo que es dafiino para la enzima;

e) productos aglomerados, en donde un polvo que contiene la enzima se suspende en cera fundida y la suspension
se pulveriza, por ejemplo, a través de un atomizador de disco giratorio, en una camara de refrigeracién donde las
microgotas solidifican rapidamente (Michael S. Showell (editor); Powdered detergents; Surfactant Science Series;
1998; vol. 71; pagina 140-142; Marcel Dekker). El producto obtenido es uno en donde la enzima esta distribuida
uniformemente por todo el material inerte en lugar de concentrarse sobre su superficie. Los documentos US
4 016 040 y US 4 713 245 también se refieren a esta técnica;

f} productos de granulacion en mezcladora, en donde un liquido se afiade a una composicion de polvo seco de, por
ejemplo, componentes de granulacién convencionales, introduciéndose la enzima mediante el liquido o el polvo o
ambos. El liquido y el polvo se mezclan y segln se absorbe la humedad del liquido en el polvo seco, los componen-
tes del polvo seco empiezan a adherirse y aglomerarse y se acumulan particulas, con lo que se forman granulos que
comprenden la enzima. Dicho proceso se describe en el documento US 4 106 991 y los documentos relacionados
EP 170360, EP 304332, EP 304331, WO 90/09440 y WO 90/09428. En un producto particular de este proceso, don-
de pueden usarse diversas mezcladoras de alto corte como granuladores, se mezclan granulos constituidos por la
enzima, rellenos y aglutinantes, etc., con fibras de celulosa para reforzar las particulas para obtener el denominado
granulado en T. Las particulas reforzadas, que son mas robustas, liberan menos polvo enzimatico.

g) reduccion del tamafio, en donde los nicleos se producen por molienda o trituraciéon de particulas mas gran-
des, minigranulos, comprimidos, briquetas, etc., que contienen la enzima. La fraccion de particulas centrales desea-
da se obtiene por tamizado del producto molido o triturado. Las particulas de tamafio excesivo e insuficiente pueden
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reciclarse. La reduccién de tamafio se describe en (Martin Rhodes (editor); Principles of Powder Technology; 1990;
Capitulo 10; John Wiley & Sons);

h} granulacién en lecho fluido, que conlleva suspender particulados en una corriente de aire y pulverizar un liquido
sobre las particulas fluidificadas mediante boquillas. Las particulas golpeadas por las microgotas de pulverizacién
quedan humedecidas y se vuelven pegajosas. Las particulas pegajosas colisionan con otras particulas, se adhieren
a ellas y forman un granulo;

i} los nucleos pueden someterse a secado, tal como en una secadora de lecho fluido. Los expertos en la materia
pueden usar otros métodos conocidos para secar granulos en la industria de piensos o detergentes. El secado prefe-
rentemente tiene lugar a una temperatura del producto de 25 a 90 °C. Para algunas enzimas, es importante que los
nicleos que comprenden la enzima contengan una cantidad baja de agua antes del recubrimiento. Si se usan para
recubrir enzimas sensibles al agua antes de retirar el exceso de agua, quedara atrapada dentro del nlcleo y puede
afectar a la actividad de la enzima de manera negativa. Después del secado, los nlcleos contienen preferiblemente
un 0,1-10 % p/p de agua.

El nucleo puede incluir materiales adicionales tales como rellenos, materiales fibrosos (fibras de celulosa o sintéti-
cas), agentes estabilizantes, agentes solubilizantes, agentes de suspension, agentes que regulan la viscosidad,
esferas ligeras, plastificantes, sales, lubricantes y fragancias.

El nicleo puede incluir un aglutinante, tal como polimero sintético, cera, grasa o hidrato de carbono.

El nicleo puede incluir una sal de un cation multivalente, un agente reductor, un antioxidante, un catalizador de la
descomposicion de peroxido y/o un componente de tampén acido, habitualmente como una mezcla homogénea.

En una realizaciéon, el nicleo comprende un material seleccionado a partir del grupo que consiste en sales (tales
como acetato de calcio, benzoato de calcio, carbonato de calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio, sorbato de cal-
cio, sulfato de calcio, acetato de potasio, benzoato de potasio, carbonato de potasio, cloruro de potasio, citrato de
potasio, sorbato de potasio, sulfato de potasio, acetato de sodio, benzoato de sodio, carbonato de sodio, cloruro de
sodio, citrato de sodio, sulfato de sodio, acetato de cinc, benzoato de cinc, carbonato de cinc, cloruro de cing, citrato
de cinc, sorbato de cing, sulfato de cinc), almidén o un azucar o derivado de azUcar (tal como, por ejemplo, sacaro-
sa, dextrina, glucosa, lactosa, sorbitol), azlcar o derivado de azlcar (tal como, por ejemplo, sacarosa, dextrina,
glucosa, lactosa, sorbitol), moléculas organicas de bajo peso molecular, almidén, harina, celulosa y minerales
y minerales arcillosos (también conocidos como filosilicatos de aluminio hidratados). En una realizacién, el nicleo
comprende un mineral arcilloso tal como caolinita o caolin.

El nucleo puede incluir una particula inerte con la enzima absorbida sobre ella, o aplicada sobre la superficie, por
ejemplo, por recubrimiento en lecho fluido.

El nicleo puede tener un diametro de 20-2000 pum, particularmente 50-1500 pm, 100-1500 pm o 250-1200 pum.

El nicleo puede estar rodeado por al menos un recubrimiento, por ejemplo, para mejorar la estabilidad en el alma-
cenamiento, para reducir la formacién de polvo durante la manipulacién, o para colorear el granulo. El (Los) recubri-
miento(s) opcional(es) puede(n) incluir un recubrimiento salino y/o céreo y/o de harina, u otros materiales de recu-
brimiento adecuados.

El recubrimiento puede aplicarse en una cantidad de al menos un 0,1 % en peso del nicleo, por ejemplo, de al me-
nos un 0,5 %, 1 % 0 5 %. La cantidad puede ser de como maximo un 100 %, 70 %, 50 %, 40 % o un 30 %.

El recubrimiento tiene preferentemente un grosor de al menos 0,1 um, particularmente de al menos 0,5 um, de al
menos 1 um o de al menos 5 um. En algunas realizaciones, el grosor del recubrimiento es inferior a 100 um, tal
como inferior a 60 pm o inferior a 40 um.

El recubrimiento debe encapsular la unidad central formando una capa sustancialmente continua. Se debe entender
que una capa sustancialmente continua es un recubrimiento que tiene pocos o ningun orificio, de modo que la uni-
dad central se encapsule o encierre con pocas 0 ninguna zona no recubierta. En una realizacién particular, la capa o
recubrimiento debe tener un grosor homogéneo.

El recubrimiento puede contener ademas otros materiales tal como existe constancia en la técnica, por ejemplo,
rellenos, agentes antiadherentes, pigmentos, tintes, plastificantes y/o aglutinantes, tales como diéxido de titanio,
caolin, carbonato de calcio o talco.

Un recubrimiento salino puede comprender al menos un 60 % en peso de una sal, por ejemplo, al menos un 65 %, al
menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o al
menos un 99 % en peso.

La sal puede afiadirse a partir de una solucién salina donde la sal esta completamente disuelta o a partir de una
suspensién salina donde las particulas finas son menores de 50 pum, tal como menores de 10 pm o menores de
5 um.
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El recubrimiento salino puede comprender una Unica sal o una mezcla de dos 0 mas sales. La sal puede ser hidroso-
luble, en particular tener una solubilidad de al menos 0,1 g en 100 g de agua a 20 °C, preferentemente al menos 0,5
g por 100 g de agua, por ejemplo, al menos 1 g por 100 g de agua, por ejemplo, al menos 5 g por 100 g de agua.

La sal puede ser una sal inorganica, por ejemplo, sales de sulfato, sulfito, fosfato, fosfonato, nitrato, cloruro o carbo-
nato, o sales de acidos organicos simples (menos de 10 atomos de carbono, por ejemplo, 6 0 menos atomos de
carbono) tales como citrato, malonato o acetato. Son ejemplos de cationes en estas sales los iones de metales alca-
linos o alcalinotérreos, el ion amonio o iones de metales de la primera serie de transicion, tales como sodio, potasio,
magnesio, calcio, cinc 0 aluminio. Los ejemplos de aniones incluyen cloruro, bromuro, yoduro, sulfato, sulfito, bisulfi-
to, tiosulfato, fosfato, fosfato monobasico, fosfato dibasico, hipofosfito, dihidrogenopirofosfato, tetraborato, borato,
carbonato, bicarbonato, metasilicato, citrato, malato, maleato, malonato, succinato, sorbato, lactato, formiato, aceta-
to, butirato, propionato, benzoato, tartrato, ascorbato o gluconato. En particular se pueden usar sales de metales
alcalinos o alcalinotérreos de sulfato, sulfito, fosfato, fosfonato, nitrato, cloruro o carbonato, o sales de acidos organi-
cos simples tales como citrato, malonato o acetato.

La sal en el recubrimiento puede tener una humedad constante a 20 °C superior a un 60 %, particularmente superior
a un 70 %, superior a un 80 % o superior a un 85 %, o puede ser otra forma hidratada de una sal de este tipo (por
ejemplo, anhidrato). El recubrimiento salino puede ser tal como se describe en los documentos de patente WO
97/05245, WO 98/54980, WO 98/55599, WO 00/70034, WO 2006/034710, WO 2008/017661, WO 2008/017659, WO
00/20569, WO 01/004279, WO 97/05245, WO 00/01793, WO 2003/059086, WO 2003/059087, WO 2007/031483,
WO 2007/031485, WO 2007/044968, WO 2013/192043, WO 2014/014647 y WO 2015/197719, o un recubrimiento
polimérico tal como se describe en el documento de patente WO 01/00042.

Son ejemplos especificos de sales adecuadas NaCl (CH20°C=76 %), Na2C03 (CH20°C=92 %), NaNO3
(CH20°C=73 %), Na2HPO4 (CH20°C=95 %), Na3P0O4 (CH25°C=92 %), NH4Cl (CH20°C = 79,5 %), (NH4)2HPO4
(CH20°C = 93,0 %), NH4H2PO4 (CH20°C = 93,1 %), (NH4)2504 (CH20°C=81,1 %), KCI (CH20°C=85 %), K2HPO4
(CH20°C=92 %), KH2PO4 (CH20°C=96,5%), KNO3 (CH20°C=93,5%), Na2S804 (CH20°C=93 %), K2S04
(CH20°C=98 %), KHS04 (CH20°C=86 %), MgS0O4 (CH20°C=90 %), ZnS0O4 (CH20°C=90 %) y citrato de sodio
(CH25°C=86 %). Otros ejemplos incluyen NaH2PO4, (NH4)H2PO4, CuS0O4, Mg(NO3)2, acetato de magnesio, ace-
tato de calcio, benzoato de calcio, carbonato de calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio, sorbato de calcio, sulfato
de calcio, acetato de potasio, benzoato de potasio, carbonato de potasio, cloruro de potasio, citrato de potasio, sor-
bato de potasio, acetato de sodio, benzoato de sodio, citrato de sodio, sulfato de sodio, acetato de cinc, benzoato de
cing, carbonato de cinc, cloruro de cinc, citrato de cinc y sorbato de cinc.

La sal puede estar en una forma anhidra, o puede ser una sal hidratada, es decir, una sal cristalina hidratada con
agua(s) de cristalizacién unida(s), tal como se describe en el documento de patente WO 99/32595. Los ejemplos
especificos incluyen sulfato de sodio anhidro (Na2S04), sulfato de magnesio anhidro (MgSO4), sulfato de magnesio
heptahidratado (MgSQO4.7H20), sulfato de cinc heptahidratado (ZnS04.7H20), fosfato dibasico de sodio heptahidra-
tado (Na2HPQO4.7H20), nitrato de magnesio hexahidratado (Mg(NO3)2(6H20)), citrato de sodio dihidratado y aceta-
to de magnesio tetrahidratado.

Preferentemente, la sal se aplica como una disolucion de la sal, por ejemplo, usando un lecho fluido.

Un recubrimiento céreo puede comprender al menos un 60 % en peso de una cera, por ejemplo, al menos un 65 %,
al menos un 70 %, al menos un 75 %, al menos un 80 %, al menos un 85 %, al menos un 90 %, al menos un 95 % o
al menos un 99 % en peso.

Son ejemplos especificos de ceras los polietilenglicoles; polipropilenos; cera de carnauba; cera de candelilla; cera de
abejas; aceite vegetal o sebo animal hidrogenados, tales como polietilenglicol (PEG), metilhidroxipropilcelulosa
(MHPC), alcohol polivinilico (PVA), sebo de buey hidrogenado, aceite de palma hidrogenado, semillas de algodén
hidrogenadas y/o aceite de soja hidrogenado; alcoholes de acido graso; monoglicéridos y/o diglicéridos, tales como
estearato de glicerilo, en donde el estearato es una mezcla de acido estearico y palmitico; cera microcristalina; para-
fina; y acidos grasos, tales como acidos grasos de cadena larga lineal hidrogenados y derivados de los estos. Una
cera preferida es aceite de palma o aceite de palma hidrogenado.

El granulo puede comprender un ndcleo que comprende la proteasa de la invencién, uno 0 mas recubrimientos sali-
nos y uno o mas recubrimientos céreos. Se muestran ejemplos de granulos enzimaticos con multiples recubrimientos
en los documentos de patente WO 93/07263, WO 97/23606 y WO 2016/149636.

Pueden producirse granulados que no generan polvo, por ejemplo, tal como se divulga en las patentes de EE. UU.
n.o 4.106.991 y 4.661.452 y pueden recubrirse opcionalmente mediante los métodos conocidos en la técnica. Los
materiales de recubrimiento puede ser materiales de recubrimiento céreos y materiales de recubrimiento que forman
peliculas. Algunos ejemplos de materiales de recubrimiento céreos son los productos de tipo polidxido de etileno
(polietilenglicol, PEG) con pesos moleculares medios de 1000 a 20000; nonilfenoles etoxilados que tienen de 16 a 50
unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos etoxilados en los que el alcohol contiene de 12 a 20 atomos de car-
bono y en los que hay de 15 a 80 unidades de 6xido de etileno; alcoholes grasos; acidos grasos; y mono-, di- y trigli-
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céridos de &cidos grasos. En el documento de patente GB 1483591 se proporcionan ejemplos de materiales de
recubrimiento que forman peliculas adecuados para la aplicacién mediante técnicas de lecho fluido.

El granulado puede comprender ademas una o mas enzimas adicionales. Cada enzima estara entonces presente en
mas granulos, lo que asegura una distribucion mas uniforme de las enzimas, y también reduce la segregacion fisica
de diferentes enzimas debido a diferentes tamarfios de particula. Los métodos para producir cogranulados de multi-
ples enzimas se divulgan en la divulgacién ip.com IPCOM000200739D.

Otro ejemplo de formulacién de enzimas mediante el uso de cogranulados se divulga en el documento de patente
WO 2013/188331.

La presente invencién también se refiere a enzimas protegidas preparadas de acuerdo con el método divulgado en
el documento de patente EP 238 216.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la presente invencioén proporciona un granulo, que comprende:
(@) un ndcleo que comprende una proteasa de acuerdo con la invencion, y
(b) un recubrimiento que consiste en una 0 mas capas que rodean el nicleo.

En una realizacion, el recubrimiento comprende un recubrimiento salino como se describe en el presente documen-
to. En una realizacién, el recubrimiento comprende un recubrimiento céreo tal como se describe en el presente do-
cumento. En una realizacion, el recubrimiento comprende un recubrimiento salino y después un recubrimiento céreo
como se describe en el presente documento.

Pienso para animales

La presente invencidén también se refiere a pienso para animales que comprende una o mas proteasas de la inven-
cion. En una realizacion, la invencion se refiere a pienso para animales que comprende el aditivo para pienso para
animales del aspecto uno, dos o tres y material vegetal. En una realizacion, la invencién se refiere a pienso para
animales que comprende el granulo del aspecto cuatro y material vegetal. En una realizacién, la invencion se refiere
a pienso para animales que comprende la formulacién liquida del aspecto cinco y material vegetal.

La invencion se refiere ademas a pienso para animales en microgranulos. El pienso para animales en microgranulos
se puede preparar microgranulando el pienso para animales tal como se ha descrito en el parrafo anterior. Por lo
tanto, en una realizacién, la invencion se refiere a pienso para animales en microgranulos que comprende el aditivo
para pienso para animales del aspecto uno, dos o tres y material vegetal. En una realizacién, la invencion se refiere
a pienso para animales en microgranulos que comprende el granulo del aspecto cuatro y material vegetal. En una
realizacion, la invencioén se refiere a pienso para animales en microgranulos que comprende la formulacién liquida
del aspecto cinco y material vegetal.

En una realizacién, el material vegetal comprende legumbres, cereales, avena, centeno, cebada, trigo, maiz, sorgo,
pasto varilla, mijo, mijo perla, mijo cola de zorro, soja, soja silvestre, judias, altramuz, frijol tépari, frijol escarlata, frijol
slimjim, frijol lima, frijol francés, haba (fava bean), garbanzo, lenteja, cacahuate, cacahuate espariol, canola, colza
(colza oleaginosa), arroz, remolacha, col, remolacha azucarera, espinacas, quinoa o guisantes, en una forma proce-
sada de estos (tal como harina de soja, harina de colza) o cualquier combinacién de estos. En una realizacién prefe-
rida, el material vegetal es harina de soja.

Las composiciones de pienso o dietas para animales tienen un contenido de proteina relativamente alto. Las dietas
para aves de corral y cerdos se pueden caracterizar tal como se indica en la Tabla B del documento de patente
WO 01/58275, columnas 2-3. Las dietas para peces se pueden caracterizar tal como se indica en la columna 4 de
esta Tabla B. Ademas, estas dietas para peces normalmente tienen un contenido de grasa cruda de 200-310 g/kg.

Una composicién para pienso para animales de acuerdo con la invencién tiene un contenido de proteina cruda de
50-800 g/kg y comprende ademas al menos una proteasa como la reivindicada en el presente documento.

Ademas o como alternativa (al contenido de proteina cruda indicado anteriormente), la composicion para pienso para
animales de la invencion tiene un contenido de energia metabolizable de 10-30 MJ/kg; y/o un contenido de calcio de
0,1-200 g/kg; y/o un contenido de fésforo disponible de 0,1-200 g/kg; y/o un contenido de metionina de 0,1-100 g/kg;
y/o un contenido de metionina mas cisteina de 0,1-150 g/kg; y/o un contenido de lisina de 0,5-50 g/kg.

En realizaciones particulares, el contenido de energia metabolizable, proteina cruda, calcio, fosforo, metionina, me-
tionina mas cisteina y/o lisina estd comprendido dentro de cualquiera de los intervalos 2, 3, 4 0 5 de la Tabla B del
documento de patente WO 01/58275 (R. 2-5).

La proteina cruda se calcula como el nitrégeno (N} multiplicado por un factor de 6,25, es decir, proteina cruda

(9/kg)= N (g/kg) x 6,25. El contenido de nitrégeno se determina por el método de Kjeldahl (A.O.A.C., 1984, Official
Methods of Analysis 14.2 ed., Association of Official Analytical Chemists, Washington DC).
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La energia metabolizable se puede calcular basandose en la publicacién de NRC Nutrient requirements in swine,
novena edicién revisada de 1988, subcomité de la nutricién de suidos, comité de la nutricién de animales, consejo de
agricultura y consejo nacional de investigacion. National Academy Press, Washington, D.C., pags. 2-6, y la European
Table of Energy Values for Poultry Feedstuffs, Spelderholt centre for poultry research and extension, 7361 DA
Beekbergen, Paises Bajos. Grafisch bedrijff Ponsen & looijen bv, Wageningen. ISBN 90-71463-12-5.

El contenido dietético de calcio, fosforo disponible y aminoacidos en las dietas completas para animales se calcula
en funcién de tablas de piensos tales como Veevoedertabel 1997, gegevens over chemische samenstelling, verteer-
baarheid en voederwaarde van voedermiddelen, Central Veevoederbureau, Runderweg 6, 8219 pk Lelystad. ISBN
90-72839-13-7.

En una realizacién particular, la composicion para pienso para animales de la invencién contiene al menos una pro-
teina vegetal tal como se ha definido anteriormente.

La composicion para pienso para animales de la invencidén también puede contener proteina de origen animal, tal
como harina de huesos y carne, harina de plumas y/o harina de pescado, normalmente en una cantidad de un 0-
25 %. La composicion para pienso para animales de la invencién también puede comprender granos secos de desti-
leria con solubles (DDGS), habitualmente en cantidades de un 0-30 %.

En otras realizaciones particulares adicionales, la composiciéon para pienso para animales contiene un 0-80 % de
maiz; y/o un 0-80 % de sorgo; y/o un 0-70 % de trigo; y/o un 0-70 % de cebada; y/o un 0-30 % de avena; y/o un O-
40 % de harina de soja; y/o un 0-25 % de harina de pescado; y/o un 0-25 % de harina de huesos y carne; y/o un 0-
20 % de suero lacteo.

El pienso animal puede comprender proteinas vegetales. En realizaciones particulares, el contenido proteico de las
proteinas vegetales es de al menos un 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 o 90 % (p/p). Las proteinas vegetales pueden
proceder de fuentes de proteinas vegetales tales como legumbres y cereales, por ejemplo, materiales de plantas de
las familias Fabaceae (Leguminosae), Cruciferaceae, Chenopodiaceae y Poaceae tales como harina de soja, harina
de altramuz, harina de colza y combinaciones de estas.

En una realizacion, la fuente de proteinas vegetales es material de una o mas plantas de la familia Fabaceae, por
ejemplo, soja, altramuz, guisante o judia. En otra realizacion, la fuente de proteinas vegetales es un material proce-
dente de una o mas plantas de la familia Chenopodiaceae, por ejemplo, remolacha, remolacha azucarera, espinaca
o quinoa. Otros ejemplos de fuentes de proteinas vegetales son la colza y la col. En otra realizacién particular, la
soja es una fuente de proteinas vegetales preferida. Otros ejemplos de fuentes de proteinas vegetales son cereales
tales como cebada, trigo, centeno, avena, maiz, arroz y sorgo.

Las dietas para animales se pueden fabricar, por ejemplo, como un pienso en puré (no en microgranulos) o pienso
en microgranulos. Habitualmente, los piensos molidos se mezclan y se afiaden cantidades suficientes de vitaminas
y minerales esenciales de acuerdo con las especificaciones para las especies en cuestion. Se pueden afiadir enzi-
mas como formulaciones enzimaticas liquidas o sélidas. Por ejemplo, para los alimentos en forma de puré se puede
afiadir una formulacion enzimatica liquida o sélida antes o durante la etapa de mezcla de los ingredientes. Para los
piensos en microgranulos, el preparado de proteasa/enzima (liquido o sélido) también se puede afiadir antes o du-
rante la etapa de los ingredientes del pienso. Normalmente un preparado de proteasa/enzima liquido comprende la
proteasa de la invencion opcionalmente con un poliol, tal como glicerol, etilenglicol o propilenglicol, y se afiade des-
pués de la etapa de microgranulacién, tal como pulverizando la formulacién liquida sobre los microgranulos. La en-
zima también se puede incorporar en una premezcla o aditivo para pienso.

Como alternativa, la proteasa se puede preparar congelando una mezcla de disolucidon enzimatica liquida con un
agente espesante tal como harina de soja molida y liofilizando a continuaciéon la mezcla.

La concentracion enzimatica final en la dieta estda comprendida en el intervalo de 0,01-200 mg de proteina enzimati-
ca por kg de dieta, preferentemente entre 0,05-100 mg/kg de dieta, mas preferentemente de 0,1-50 mg, incluso mas
preferentemente de 0,2-20 mg de proteina enzimatica por kg de dieta para animales.

En la actualidad, se contempla que la enzima se administre en una o0 mas de las siguientes cantidades (intervalos
posolégicos): 0,01-200; 0,05-100; 0,1-50; 0,2-20; 0,1-1; 0,2-2; 0,5-5; 0 1-10; siendo todos estos intervalos en mg de
proteina proteasa por kg de pienso (ppm).

Para determinar los mg de proteina proteasa por kg de pienso, la proteasa se purifica a partir de la composicién para
pienso, y se determina la actividad especifica de la proteasa purificada usando un ensayo relevante (remitase a la
actividad proteasa). La actividad proteasa de la composicion para pienso como tal también se determina usando el
mismo ensayo y, basandose en estas dos determinaciones, se calcula la dosis en mg de proteina proteasa por kg de
pienso.

En una realizacion particular, el aditivo para pienso para animales de la invencién esta destinado a ser incluido (o se
prescribe para que sea incluido) en dietas o piensos para animales en niveles de un 0,01 a un 10,0 %; mas particu-
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larmente de un 0,05 a un 5,0 %; o de un 0,2 a un 1,0 % (el % se refiere a los g de aditivo por 100 g de pienso). Esto
es asi en particular para las premezclas.

Los mismos principios se aplican para determinar los mg de proteina proteasa en aditivos para pienso. Naturalmen-
te, si se dispone de una muestra de la proteasa empleada para preparar el aditivo para pienso o el pienso, la activi-
dad especifica se determina a partir de esta muestra (sin necesidad de purificar la proteasa a partir del aditivo o la
composicién para pienso).

Enzimas adicionales

En otra realizacion, las composiciones descritas en el presente documento incluyen opcionalmente una o mas enzi-
mas. Las enzimas se pueden clasificar basandose en el manual Enzyme Nomenclature de NC-IUBMB, 1992}, remi-
tase también a la pagina ENZYME de internet: www.expasy.ch/enzyme/. ENZYME es un repositorio de informacién
relativa a la nomenclatura de enzimas. Se basa principalmente en las recomendaciones del Comité de Nomenclatura
de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUB-MB), Academic Press, Inc., 1992, y describe cada
tipo de enzima caracterizada para la que se ha proporcionado un niumero EC (Comisién Enzimatica) (Bairoch A. The
ENZYME database, 2000, Nucleic Acids Res 28:304-305). Esta nomenclatura de enzimas de la IUB-MB se basa en
su especificidad de sustrato y ocasionalmente en su mecanismo molecular; una clasificacién de este tipo no refleja
las caracteristicas estructurales de estas enzimas.

Otra clasificacion de ciertas enzimas glucosido-hidrolasa, tales como endoglucanasa, galactanasa, mananasa, dex-
tranasa, lisozima y galactosidasa se describe en Henrissat et al., "The carbohydrate-active enzymes database
(CAZy) in 2013", Nucl. Acids Res. (1 de enero de 2014) 42 (D1): D490-D495; remitase también a www.cazy.org.

Por lo tanto, la composicion de la invencién también puede comprender al menos otra enzima seleccionada a partir
del grupo que comprende acetilxilano-esterasa (EC 3.1.1.23), acilglicerol-lipasa (EC 3.1.1.72), alfa-amilasa (EC
3.2.1.1), beta-amilasa (EC 3.2.1.2), arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), celulasa (EC
3.2.1.4), feruloil-esterasa (EC 3.1.1.73), galactanasa (EC 3.2.1.89), alfa-galactosidasa (EC 3.2.1.22), beta-
galactosidasa (EC 3.2.1.23), beta-glucanasa (EC 3.2.1.6), beta-glucosidasa (EC 3.2.1.21), triacilglicerol-lipasa (EC
3.1.1.3), lisofosfolipasa (EC 3.1.1.5), lisozima (EC 3.2.1.17), alfa-manosidasa (EC 3.2.1.24), beta-manosidasa (ma-
nanasa) (EC 3.2.1.25), fitasa (EC 3.1.3.8, EC 3.1.3.26, EC 3.1.3.72), fosfolipasa A1 (EC 3.1.1.32), fosfolipasa A2
(EC 3.1.1.4), fosfolipasa D (EC 3.1.4.4), proteasa (EC 3.4), pululanasa (EC 3.2.1.41), pectino-esterasa (EC 3.1.1.11),
xilanasa (EC 3.2.1.8, EC 3.2.1.136), beta-xilosidasa (EC 3.2.1.37) o cualquier combinacion de estas.

En una realizacién, la composicion de la invencién comprende una galactanasa (EC 3.2.1.89) y una beta-
galactosidasa (EC 3.2.1.23).

En una realizacion, la composicién de la invencion comprende una fitasa (EC 3.1.3.8 0 3.1.3.26). Los ejemplos de
fitasas comercializadas incluyen fitasa Bio-FeedTM (Novozymes), Ronozyme® P, Ronozyme® NP y Ronozyme®
HiPhos (DSM Nutritional Products), NatuphosTM (BASF), NatuphosTM E (BASF), Finase® y Quantum® Blue (AB
Enzymes), OptiPhos® (Huvepharma), fitasa AveMix® (Aveve Biochem), Phyzyme® XP (Verenium/DuPont) y Axtra®
PHY (DuPont). Otras fitasas preferidas incluyen las descritas en, por ejemplo, los documentos de patente
WO 98/28408, WO 00/43503 y WO 03/066847.

En una realizacion, la composicién de la invencién comprende una xilanasa (EC 3.2.1.8). Los ejemplos de xilanasas
comercializadas incluyen Ronozyme® WX (DSM Nutritional Products), Econase® XT y Barley (AB Vista), Xylathin®
(Verenium), Hostazym® X (Huvepharma), Axtra® XB (xilanasa/beta-glucanasa, DuPont) y Axtra® XAP (xilana-
sa/amilasa/proteasa, DuPont), AveMix® XG 10 (xilanasa/glucanasa) y AveMix® 02 CS (xilana-
sa/glucanasa/pectinasa, Aveve Biochem) y Naturgrain (BASF).

En una realizacién, la composicion de la invencién comprende una proteasa (EC 3.4). Los ejemplos de proteasas
comercializadas incluyen Ronozyme® ProAct (DSM Nutritional Products), Winzyme Pro Plus® (Suntaq International
Limited) y Cibenza® DP100 (Novus International).

En una realizacién, la composicién de la invencién comprende una alfa-amilasa (EC 3.2.1.1). Los ejemplos de alfa-
amilasas comercializadas incluyen Ronozyme® A y RONOZYME® RumiStar™ (DSM Nutritional Products).

En una realizacién, la composicion de la invencién comprende un producto enzimatico multicomponente, tal como
FRA® Octazyme (Framelco), Ronozyme® G2, Ronozyme® VP y Ronozyme® MultiGrain (DSM Nutritional Products),
Rovabio® Excel o Rovabio® Advance (Adisseo), Endofeed® DC (endo-1,3(4)-B-glucanasa y endo-1,4-B-xilanasa,
Andres Pintaluba SA) o Amylofeed® (endo-1,3(4)-B-glucanasa y endo-1,4-p-xilanasa y a-amilasa, Andres Pintaluba
SA).

Eubiéticos

Los eubibticos son compuestos que estan disefiados para proporcionar un equilibrio saludable de la microflora en el
tubo gastrointestinal. Los eubibticos engloban varios aditivos para pienso diferentes, tales como probibticos, prebioti-
cos, fitbgenos (aceites esenciales) y acidos organicos que se describen con mas detalle a continuacion.
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Probiéticos

En una realizacién, la composicién para pienso para animales comprende ademas uno o mas probiéticos adiciona-
les. En una realizacion particular, la composicién para pienso para animales comprende ademas una bacteria de uno
o0 mas de los siguientes géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Bacillus, Pediococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Carnobacterium, Propionibacterium, Bifidobacterium, Clostridium y Megasphaera, o cualquier combi-
nacion de estos.

En una realizacién, la composicién para pienso para animales comprende ademas una bacteria de una o mas de las
siguientes cepas: Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus cereus, Bacillus pumi-
lus, Bacillus polymyxa, Bacillus megaterium, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Enterococcus faecium, Enteroco-
ccus spp. y Pediococcus spp, Lactobacillus spp, Bifidobacterium spp, Lactobacillus acidophilus, Pediococcus acidi-
lactici, Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, Propionibacterium thoenii, Lactobacillus farciminus, Lactobacillus
rhamnosus, Clostridium butyricum, Bifidobacterium animalis ssp. animalis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus saliva-
rius ssp. salivarius, Megasphaera elsdenii, Propionibacteria sp.

En una realizacion, la composicion, el aditivo para pienso para animales o el pienso para animales comprende ade-
mas una bacteria de una o mas de las siguientes cepas de Bacillus subtilis: 3A-P4 (PTA-6506), 15A-P4 (PTA-6507),
22C-P1 (PTA-6508), 2084 (NRRL B-500130), LSSA01 (NRRL-B-50104), BS27 (NRRL B-501 05), BS 18 (NRRL B-
50633), BS 278 (NRRL B-50634), DSM 29870, DSM 29871, DSM 32315, NRRL B-50136, NRRL B-50605, NRRL B-
50606, NRRL B-50622 y PTA-7547.

En una realizacién, la composicion, el aditivo para pienso para animales o el pienso para animales comprende ade-
mas una bacteria de una o mas de las siguientes cepas de Bacillus pumilus: NRRL B-50016, ATCC 700385, NRRL
B-50885 o NRRL B-50886.

En una realizacién, la composicion, el aditivo para pienso para animales o el pienso para animales comprende ade-
mas una bacteria de una o mas de las siguientes cepas de Bacillus lichenformis: NRRL B-50015, NRRL B-50621 o
NRRL B-50623.

En una realizacién, la composicion, el aditivo para pienso para animales o el pienso para animales comprende ade-
mas una bacteria de una o mas de las siguientes cepas de Bacillus amyloliquefaciens: DSM 29869, DSM 29869,
NRRL B 50607, PTA-7543, PTA-7549, NRRL B-50349, NRRL B-50606, NRRL B-50013, NRRL B-50151, NRRL B-
50141, NRRL B-50147 o NRRL B-50888.

El recuento de bacterias de cada una de las cepas bacterianas en la composicién para pienso para animales esta
entre 1 x 104 y 1 x 1014 UFC/kg de materia seca, preferentemente entre 1 x 106 y 1 x 1012 UFC/kg de materia
seca y mas preferentemente entre 1 x 107 y 1 x 1011 UFC/kg de materia seca. En una realizacién, el recuento de
bacterias de cada una de las cepas bacterianas en la composicién para pienso para animales esta entre 1 x 108 y
1 x 1010 UFC/kg de materia seca.

El recuento de bacterias de cada una de las cepas bacterianas en la composicion para pienso para animales esta
entre 1 x 105y 1 x 1015 UFC/animal/dia, preferentemente entre 1 x 107 y 1 x 1013 UFC/animal/dia, y mas preferen-
temente entre 1 x 108 y 1 x 1012 UFC/animal/dia. En una realizacién, el recuento de bacterias de cada una de las
cepas bacterianas en la composicién para pienso para animales esta entre 1 x 109 y 1 x 1011 UFC/animal/dia. En
una realizacion, la cantidad de probiéticos es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicion.

En ofra realizacion, la una o mas cepas bacterianas estan presentes en forma de una espora estable.

Son ejemplos de productos comerciales Cylactin® (DSM Nutritional Products), Alterion (Adisseo), Enviva PRO (Du-
Pont Animal Nutrition), Syncra® (mezcla enzima + probiotico, DuPont Animal Nutrition), Ecobiol® y Fecinor®
(Norel/Evonik) y GutCare® PY1 (Evonik).

Prebiéticos

Los prebidticos son sustancias que inducen el crecimiento o la actividad de microorganismos (por ejemplo, bacterias
y hongos) que contribuyen al bienestar de su hospedador. Los prebi6ticos habitualmente son compuestos de fibra no
digeribles que pasan sin digerir a través de la parte superior del tubo gastrointestinal y estimulan el crecimiento o la
actividad de bacterias ventajosas que colonizan el intestino grueso actuando como sustrato para ellas. Normalmente,
los prebidticos aumentan la cantidad o actividad de las bifidobacterias y las bacterias acido lacticas en el tubo Gl.

Los derivados de levadura (levaduras completas inactivadas o paredes celulares de levadura) también pueden con-
siderarse prebidticos. A menudo comprenden oligosacaridos de manano, beta-glucanos de levadura o contenidos
proteicos y se obtienen normalmente de la pared celular de la levadura Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacion, la cantidad de prebibticos es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicion. Son ejemplos
de productos de levadura Yang® y Agrimos (Lallemand Animal Nutrition).

Fitébgenos
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Los fitégenos son un grupo de promotores del crecimiento naturales o promotores del crecimiento no antibiticos
usados como aditivos para pienso para animales, obtenidos a partir de hierbas, especias u otras plantas. Los fitége-
nos pueden ser sustancias sencillas preparadas a partir de aceites esenciales/extractos, plantas individuales y mez-
cla de plantas (productos de herbolario) 0 mezcla de aceites esenciales/extractos/plantas (productos especializa-
dos).

Son ejemplos de agentes fitbgenos el romero, salvia, orégano, tomillo, clavo y cedrén. Son ejemplos de aceites
esenciales el timol, eugenol, meta-cresol, vainillina, salicilato, resorcina, guajacol, gingerol, aceite de lavanda, iono-
nas, irona, eucaliptol, mentol, aceite de menta, alfa-pineno; limoneno, anetol, linalool, dihidrojasmonato de metilo,
carvacrol, acido propidnico/propionato, acido acético/acetato, acido butirico/butirato, aceite de romero, aceite de
clavo, geraniol, terpineol, citronelol, salicilato de amilo y/o bencilo, cinamaldehido, polifenol vegetal (tanino), circuma
y extracto de clrcuma.

En una realizacién, la cantidad de fitdgenos es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicién. Son ejemplos
de productos comerciales Crina® (DSM Nutritional Products); CinergyTM, BiacidTM, ProHacidTM Classic y ProHaci-
dTM AdvanceTM (todos Promivi/Cargill) y Envivo EO (DuPont Animal Nutrition).

Acidos organicos

Los &cidos organicos (C1-C7) estan ampliamente distribuidos en la naturaleza como constituyentes normales de
plantas o tejidos animales. También se forman mediante la fermentacién microbiana de hidratos de carbono princi-
palmente en el intestino grueso. A menudo se usan en la produccion de cerdos y aves de corral como remplazo de
promotores del crecimiento antibiéticos ya que tienen un efecto preventivo sobre los problemas intestinales como
enteritis necrética en pollos e infeccidon por Escherichia coli en cerdos jévenes. Los acidos organicos se pueden
vender como un monocomponente 0 mezclas de habitualmente 2 o 3 acidos organicos diferentes. Son ejemplos de
acidos organicos los acidos grasos de cadena corta (por ejemplo, acido férmico, acido acético, acido propiénico,
acido butirico), acidos grasos de cadena media (por ejemplo, acido caproico, &cido caprilico, acido caprico, acido
laurico), acidos di/tricarboxilicos (por ejemplo, acido fumarico), hidroxiacidos (por ejemplo, acido lactico), acidos
aromaticos (por ejemplo, acido benzoico), acido citrico, acido sorbico, acido malico y acido tartarico o su sal (habi-
tualmente sal de sodio o potasio, tal como diformiato de potasio o butirato de sodio).

En una realizacién, la cantidad de acido organico es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicién. Son
ejemplos de productos comerciales VevoVitall® (DSM Nutritional Products), Amasil®, Luprisil®, Lupro-Grain®, Lu-
pro-Cid®, Lupro-Mix® (BASF), acido n-butirico AF (OXEA) y Adimix Precision (Nutriad).

Premezcla

La incorporacién de la composicién de aditivos para pienso para animales tal como se ha ejemplificado anteriormen-
te en el presente documento para pienso para animales, por ejemplo, aves de corral, en la practica se realiza usando
un concentrado o una premezcla. Una premezcla designa una mezcla preferentemente uniforme de uno o0 mas mi-
croingredientes con diluyente y/o portador. Las premezclas se usan para facilitar una dispersion uniforme de los
microingredientes en una mezcla mayor. Se puede afiadir una premezcla de acuerdo con la invencién a los ingre-
dientes del pienso o al agua de bebida como sélidos (por ejemplo, como un polvo hidrosoluble) o liquidos.

Aminoacidos

La composicion de la invencion puede comprender ademas uno o mas aminoacidos. Son ejemplos de aminoacidos
que se usan en el pienso para animales la lisina, alanina, beta-alanina, treonina, metionina y triptéfano. En una reali-
zacién, la cantidad de aminoacido es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicién.

Vitaminas y minerales

En otra realizacién, el pienso para animales puede incluir una 0 mas vitaminas, tal como una o mas vitaminas liposo-
lubles y/o una o mas vitaminas hidrosolubles. En otra realizacién, el piensos para animales puede incluir opcional-
mente uno o mas minerales, tales como uno o mas oligominerales y/o uno 0 mas macrominerales.

Normalmente las vitaminas lipo- e hidrosolubles, asi como los oligominerales, forman parte de la denominada pre-
mezcla destinada a afadirse al pienso, mientras que los macrominerales se suelen afiadir por separado al pienso.

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

Los ejemplos no limitantes de vitaminas hidrosolubles incluyen la vitamina C, vitamina B12, biotina y colina, vitamina
B1, vitamina B2, vitamina B8, niacina, acido félico y pantotenato, por ejemplo, Ca-D-pantotenato.

Los ejemplos no limitantes de oligominerales incluyen boro, cobalto, cloruro, cromo, cobre, fluoruro, yodo, hierro,
manganeso, molibdeno, yodo, selenio y cinc.

Ejemplos no limitantes de macrominerales incluyen calcio, magnesio, fésforo, potasio y sodio.
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En una realizacién, la cantidad de vitaminas es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicion. En una realiza-
cién, la cantidad de minerales es de un 0,001 % a un 10 % en peso de la composicion.

Los requisitos nutricionales de estos componentes (ejemplificados con aves de corral y lechones/cerdos) se enume-
ran en la Tabla A del documento de patente WO 01/58275. La expresion "requisito nutricional” quiere decir que estos
componentes se deben proporcionar en la dieta en las concentraciones indicadas.

Como alternativa, el aditivo para pienso para animales de la invenciéon comprende al menos uno de los componentes
individuales especificados en la Tabla A del documento de patente WO 01/58275. La expresion "al menos uno" se
refiere a uno o mas, uno o dos o tres o cuatro y asi sucesivamente hasta un total de trece o hasta un total de quince
componentes individuales. Mas especificamente, este al menos un componente individual se incluye en el aditivo de
la invencién en una cantidad tal que proporcione una concentracion en el pienso comprendida en el intervalo indica-
do en la columna cuatro o la columna cinco o la columna seis de la Tabla A.

En otra realizacion adicional, el aditivo para pienso para animales de la invencién comprende al menos una de las
siguientes vitaminas, preferentemente para proporcionar una concentracion en el pienso dentro de los intervalos
indicados a continuacion en la Tabla 1 (para dietas para lechones y dietas para pollos de engorde, respectivamente).

Tabla 1: Recomendaciones tipicas de vitaminas

Dieta para lechones Dieta para pollos de engorde

Vitamina

Vitamina A 10.000-15.000 Ul/kg de alimento 8-12 500 Ul/kg de alimento
Vitamina D3 1800-2000 Ul/kg de pienso 3000-5000 Ul/kg de pienso
Vitamina E 60-100 mg/kg de pienso 150-240 mg/kg de pienso
Vitamina K3 2-4 mg/kg de pienso 2-4 mg/kg de pienso
Vitamina B1 2-4 mg/kg de pienso 2-3 mg/kg de pienso
Vitamina B2 6-10 mg/kg de pienso 7-9 mg/kg de pienso
Vitamina B6 4-8 mg/kg de pienso 3-6 mg/kg de pienso
Vitamina B12 0,03-0,05 mg/kg de pienso 0,015-0,04 mg/kg de pienso

Niacina (Vitamina B3)

30-50 mg/kg de pienso

50-80 mg/kg de pienso

Acido pantoténico

20-40 mg/kg de pienso

10-18 mg/kg de pienso

Acido folico

1-2 mg/kg de pienso

1-2 mg/kg de pienso

Biotina

0,15-0,4 mg/kg de pienso

0,15-0,3 mg/kg de pienso

Cloruro de colina

200-400 mg/kg de pienso

300-600 mg/kg de pienso

Otros ingredientes del pienso

La composicion de la invencién puede comprender ademas agentes colorantes, estabilizantes, aditivos que mejoran
el crecimiento y compuestos de aroma/aromatizantes, acidos grasos poliinsaturados (PUFA); especies que generan
oxigeno reactivo, antioxidantes, péptidos antimicrobianos, polipéptidos antiflingicos y compuestos de control de
micotoxinas.

Son ejemplos de agentes de coloracion los carotenoides, tales como beta-caroteno, astaxantina y luteina.

Son ejemplos de compuestos de aroma/aromatizantes el creosol, anetol, deca-, undeca- y/o dodecalactonas, iono-
nas, irona, gingerol, piperidina, propilidenftalida, butilidenftalida, capsaicina y tanina.

Son ejemplos de péptidos antimicrobianos (AMP) CAP18, leucocina A, tripticina, protegrina-1, tanatina, defensina,
lactoferrina, lactoferricina y ovispirina, tal como novispirina (Robert Lehrer, 2000), plectasinas y estatinas, incluidos
los compuestos y los polipéptidos descritos en los documentos de patente WO 03/044049 y WO 03/048148, asi
como también las variantes o los fragmentos de los péptidos anteriores que retienen la actividad antimicrobiana.

Son ejemplos de polipéptidos antiflingicos (AFP) los péptidos de Aspergillus giganteus y Aspergillus niger, asi como
también variantes y fragmentos de estos que retienen la actividad antifingica, tal como se divulga en los documen-
tos de patente WO 94/01459 y WO 02/90384.
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Son ejemplos de acidos grasos poliinsaturados los &cidos grasos poliinsaturados C18, C20 y C22, tales como el
acido araquidénico, acido docosohexanoico, acido eicosapentaenoico y acido gamma-linoleico.

Son ejemplos de especies que generan oxigeno reactivo los agentes quimicos tales como el perborato, persulfato o
percarbonato; y enzimas tales como una oxidasa, una oxigenasa o una sintetasa.

Se pueden usar antioxidantes para limitar la cantidad de especies de oxigeno reactivo que pueden generarse de
modo que el nivel de especies de oxigeno reactivo esté en equilibrio con los antioxidantes.

Se pueden encontrar micotoxinas, tales como desoxinivalenol, aflatoxina, zearalenona y fumonisina en piensos para
animales y pueden provocar un rendimiento negativo en el animal o enfermedad. Los compuestos que pueden con-
trolar los niveles de micotoxina, tal como mediante desactivacién de la micotoxina o mediante unién de la micotoxina,
pueden afiadirse al pienso para animales para mejorar estos efectos negativos. Son ejemplos de compuestos de
control de micotoxinas Vitafix®, Vitafix Ultra (Nuscience), Mycofix®, Mycofix® Secure, FUMzyme®, Biomin® BBSH,
Biomin® MTV (Biomin), Mold-Nil®, Toxi-Nil® y Unike® Plus (Nutriad).

Métodos de preparacion de un pienso para animales

La invencion se refiere a un método de preparacién de un pienso para animales que comprende mezclar el aditivo
para pienso para animales del aspecto uno, dos o tres con al menos una proteina o fuente de proteinas. La inven-
cién se refiere ademas a un método de preparacion de un pienso para animales que comprende mezclar el granulo
del aspecto cuatro con al menos una proteina o fuente de proteinas. La invencion se refiere ademas a un método de
preparacién de un pienso para animales que comprende mezclar la formulacion liquida del aspecto cinco con al
menos una proteina o fuente de proteinas.

En una realizacién, la proteina o fuente de proteinas comprende legumbres, cereales, avena, centeno, cebada, trigo,
maiz, sorgo, pasto varilla, mijo, mijo perla, mijo cola de zorro, soja, soja silvestre, judias, altramuz, frijol tépary, frijol
escarlata, frijol slimjim, frijol lima, frijol francés, haba (fava bean), garbanzo, lenteja, cacahuate, cacahuate espafiol,
canola, colza (colza oleaginosa), arroz, remolacha, col, remolacha azucarera, espinacas, quinoa o guisantes, en una
forma procesada de estos (tal como harina de soja, harina de colza) o cualquier combinacion de estos. En una reali-
zacion preferida, la proteina o fuente de proteinas es harina de soja.

La invencion se refiere ademas a un método de preparacién de un pienso para animales que comprende aplicar la
formulacién liquida del aspecto cinco a material vegetal. En una realizacion, la formulacion liquida se aplica mediante
un pulverizado. En una realizacién adicional, el material vegetal comprende legumbres, cereales, avena, centeno,
cebada, trigo, maiz, sorgo, pasto varilla, mijo, mijo perla, mijo cola de zorro, soja, soja silvestre, judias, altramuz, frijol
tépary, frijol escarlata, frijol slimjim, frijol lima, frijol francés, haba (fava bean), garbanzo, lenteja, cacahuate, cacahua-
te espafiol, canola, colza (colza oleaginosa), arroz, remolacha, col, remolacha azucarera, espinacas, quinoa o gui-
santes, en una forma procesada de estos (tal como harina de soja, harina de colza) o cualquier combinacion de
estos. En una realizacion preferida, el material vegetal es harina de soja.

Métodos de mejora del rendimiento del animal

La invencion se refiere ademas a un método de mejora de uno o mas parametros de rendimiento de un animal, que
comprende administrar a uno o mas animales el aditivo para pienso para animales del aspecto uno, dos o tres. La
invencién se refiere ademas a un método de mejora de uno o mas parametros de rendimiento de un animal, que
comprende administrar a uno o mas animales el granulo del aspecto cuatro. La invencién se refiere ademas a un
método de mejora de uno o mas parametros de rendimiento de un animal, que comprende administrar a uno o mas
animales la formulacién liquida del aspecto cinco.

En una realizacién, se prepara un pienso para animales a partir del aditivo para pienso para animales, el granulo o la
formulacién liquida tal como se describe en el presente documento y se administra al animal. La invencién se refiere
ademas a un método de mejora de uno o mas parametros de rendimiento de un animal, que comprende administrar
a uno o mas animales un pienso para animales o pienso para animales en microgranulos que comprende la proteasa
S8 de la invencion.

En una realizacién, "mejora del rendimiento de un animal" se refiere a que hay un incremento de la ganancia de
peso corporal. En otra realizacion, "mejora del rendimiento de un animal" se refiere a que hay una tasa de conver-
sién de pienso mejorada. En una realizacion adicional, "mejorar del rendimiento de un animal" se refiere a que hay
una mayor eficiencia del pienso. En una realizacién adicional, "mejorar del rendimiento de un animal" se refiere a
que hay un incremento de la ganancia de peso corporal y/o una tasa de conversién de pienso mejorada y/o una
mayor eficiencia del pienso.

Segun una realizacién adecuada, la mejora del rendimiento de un animal significa la mejora de la ganancia de peso
corporal, la mejora del factor de eficiencia de produccién europeo (EPEF) y/o la mejora de FCR.

Método de mejora del valor nutritivo del pienso para animales
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La expresién mejorar el valor nutricional de un alimento para animales se refiere a la mejora de la disponibilidad de
los nutrientes en el alimento. En esta invencion, "mejorar los valores nutricionales" se refiere en particular a la mejora
de la disponibilidad de la fraccién proteica del pienso, lo que da lugar a un aumento de la extraccion de proteinas,
mayores rendimientos proteicos y/o mejora de la utilizacién de proteinas. Cuando el valor nutricional del pienso au-
menta, aumenta la digestibilidad de las proteinas y/o los aminoacidos, y puede mejorar la velocidad de crecimiento
y/o la ganancia de peso y/o la conversion del pienso (es decir, el peso de pienso ingerido relativo a la ganancia de
peso) del animal.

Por lo tanto, la invencion se refiere ademas a un método de mejora del valor nutricional de un pienso para animales,
que comprende afadir el aditivo para pienso para animales del aspecto uno, dos o tres al pienso. Por lo tanto, la
invencién se refiere ademas a un método de mejora del valor nutricional de un pienso para animales, que compren-
de afiadir el granulo del aspecto cuatro al pienso. Por lo tanto, la invencién se refiere ademas a un método de mejora
del valor nutricional de un pienso para animales, que comprende afiadir la formulacién liquida del aspecto cinco al
pienso. Una realizacion de la invencién se refiere al método de mejora del valor nutricional de un pienso para anima-
les, que comprende afiadir el aditivo para pienso para animales de la invencion, el granulo de la invencion o la for-
mulacién liquida de la invencion al pienso.

Una realizacién adecuada de la invencion se refiere a un método de aumento de la digestibilidad y/o solubilidad de
proteina, que comprende mezclar el aditivo para pienso para animales de la invencién, el granulo de la invencion o la
formulacién liquida de la invencién con al menos una proteina o fuente de proteina.

En una realizacién, el pienso comprende legumbres, cereales, avena, centeno, cebada, trigo, maiz, sorgo, pasto
varilla, mijo, mijo perla, mijo cola de zorro, soja, soja silvestre, judias, altramuz, frijol tépary, frijol escarlata, frijol
slimjim, frijol lima, frijol francés, haba (fava bean), garbanzo, lenteja, cacahuate, cacahuate espariol, canola, colza
(colza oleaginosa), arroz, remolacha, col, remolacha azucarera, espinacas, quinoa o guisantes, en una forma proce-
sada de estos (tal como harina de soja, harina de colza) o cualquier combinacién de estos. En una realizacién prefe-
rida, el pienso comprende harina de soja.

Usos

La presente invencion también se refiere a métodos de uso de los polipéptidos que tienen actividad proteasa o las
composiciones de estos para, por ejemplo, pienso para animales.

Uso en pienso para animales

También se puede usar una proteasa de la invencién en pienso para animales. En una realizacién, la presente in-
vencién proporciona un método de preparacién de una composicion para pienso para animales que comprende
afiadir una o mas proteasas de la presente invencién a uno o mas ingredientes del pienso para animales.

Una realizacién adecuada incluye el uso del aditivo para pienso para animales de la invencion, el granulo de la in-
vencion o la formulacion liquida de la invencion:

en la preparacion de una composicién para uso en pienso para animales;

para mejorar el valor nutricional de un pienso para animales;

para incrementar la proteina digerible y/o soluble en pienso para animales;

para incrementar el grado de hidrélisis de proteinas en dietas para animales;

para mejorar no terapéuticamente uno o mas parametros de rendimiento en un animal; y/o

para el tratamiento de proteinas, en donde dicho tratamiento es para ejercer una influencia hidrolizante sobre las
proteinas.

La una o mas proteasas de la presente invencién también se pueden usar en pienso para animales como enzimas
potenciadoras del pienso que mejoran la digestibilidad del pienso aumentando la eficiencia de su utilizacién segin
los documentos de patente WO 00/21381 y WO 2004/026334.

En una realizacién adicional, se puede usar una proteasa de la presente invencién en un pienso para animales o
como un aditivo para pienso, donde puede proporcionar un efecto positivo sobre el tubo digestivo del animal y de
este modo mejorar el rendimiento del animal segun la ganancia de peso, la tasa de conversion de pienso (FCR), el
factor de eficiencia de produccién europeo (EPEF), el factor de eficacia de produccion europeo (EFF) o la mejora en
la salud del animal tal como un descenso de la tasa de mortalidad. La FCR se calcula como la ingesta de pienso en
g/animal en relacién con la ganancia de peso en g/animal.

En el uso segun la invencién, las proteasas pueden administrarse al animal antes, después o junto con la dieta. Se
prefiere este Ultimo caso.
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En una realizacién, la forma de la proteasa cuando se afiade al pienso o cuando se incluye en un aditivo para pienso
esta bien definida. La expresion "bien definida/o" significa que el preparado de proteasa tiene una pureza de al me-
nos un 50 % segun se determina mediante cromatografia de exclusién por tamarfio (remitase al Ejemplo 12 del do-
cumento de patente WO 01/58275). En otras realizaciones particulares, el preparado de proteasa tiene una pureza
de al menos un 60, 70, 80, 85, 88, 90, 92, 94 o al menos un 95 % segln se determina mediante este método.

Un preparado de proteasa bien definido es conveniente. Por ejemplo, es mucho mas facil dosificar correctamente en
el pienso una proteasa que esté esencialmente exenta de otras proteasas interferentes o contaminantes. La expre-
sién "dosificar correctamente" se refiere en particular al objetivo de obtener resultados constantes y coherentes, y a
la capacidad de optimizar la dosis en funcién del efecto deseado.

Sin embargo, para el uso en pienso para animales, la proteasa no necesita ser pura; puede incluir, por ejemplo, otras
enzimas, en cuyo caso podria denominarse preparado de proteasa.

El preparado de proteasa se puede (a) afiadir directamente al pienso, o (b) se puede usar en la produccién de una o
mas composiciones intermedias, tales como aditivos de piensos o premezclas que se afiaden posteriormente al
pienso (0 se usan en un procedimiento de tratamiento). El grado de pureza descrito anteriormente se refiere a la
pureza del preparado de proteasa original, independientemente de que se utilice segun el apartado (a) o (b) anterio-
res.

Los preparados de proteasa con purezas de este orden de magnitud se pueden obtener en particular usando méto-
dos de produccién recombinantes, mientras que cuando la proteasa se produce mediante métodos de fermentacién
tradicionales no se obtienen tan facilmente y ademas estan supeditados a una variacién de lote a lote mucho mayor.

Naturalmente, estos preparados de proteasa se pueden mezclar con otras enzimas.

La proteina puede ser una proteina de origen animal, tal como harina de huesos y carne, harina de plumas y/o hari-
na de pescado; o puede ser una proteina vegetal.

La expresion "proteinas vegetales", tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier compuesto,
composicién, preparado o mezcla que incluya al menos una proteina procedente de una hortaliza u originada a partir
de esta, incluidas las proteinas modificadas y los derivados proteicos. En las realizaciones, el contenido proteico de
las proteinas vegetales es de al menos un 10, 20, 30, 40, 50 o un 60 % (p/p).

Las proteinas vegetales pueden obtenerse de fuentes de proteinas vegetales tales como legumbres y cereales, por
ejemplo, materiales procedentes de plantas de las familias Fabaceae (Leguminosae), Cruciferaceae, Chenopodia-
ceae y Poaceae, tales como harina de soja, harina de altramuz y harina de colza.

En una realizacion, la fuente de proteinas vegetales es material de una o mas plantas de la familia Fabaceae, por
ejemplo, soja, altramuz, guisante o judia.

En otra realizacién, la fuente de proteinas vegetales es un material procedente de una o mas plantas de la familia
Chenopodiaceae, por ejemplo, remolacha, remolacha azucarera, espinaca o quinoa.

Otros ejemplos de fuentes de proteinas vegetales son la colza, la semilla de girasol, la semilla de algodén y la col.
La soja es una fuente de proteinas vegetales preferida.

Otros ejemplos de fuentes de proteinas vegetales son los cereales, tales como la cebada, el trigo, el centeno, la
avena, el maiz, el arroz, el triticale y el sorgo.

En una realizacion de un proceso de tratamiento, la(s) proteasa(s) en cuestion afecta(n) a (o actia(n) o ejerce(n) su
influencia hidrolizante o degradante sobre) las proteinas, tales como proteinas vegetales o fuentes de proteinas.
Para conseguir esto, la proteina o la fuente de proteinas normalmente se suspende en un disolvente, por ejemplo,
un disolvente acuoso tal como el agua, y se ajustan los valores de pH y temperatura teniendo en cuenta las caracte-
risticas de la enzima en cuestion. Por ejemplo, el tratamiento puede tener lugar a un valor de pH en el que la activi-
dad de la presente proteasa sea de al menos un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, o0 al menos
un 90 %. Asimismo, por ejemplo, el tratamiento puede tener lugar a una temperatura en la que la actividad de la
presente proteasa sea de al menos un 5 %, 10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 0 al menos un 90 %.
Las indicaciones de actividad porcentual anteriores son relativas a las actividades maximas. La reaccion enzimatica
continlia hasta obtener el resultado deseado, después de lo cual puede detenerse o no mediante la inactivacion de
la enzima, por ejemplo, mediante una etapa de tratamiento con calor.

En una realizaciéon adecuada, el método para el tratamiento de proteinas comprende la etapa de afiadir el aditivo
para pienso para animales de la invencion, el granulo de la invencion o la formulacion liquida de la invencion a al
menos una proteina o fuente de proteina.

En otra realizacién de un proceso de tratamiento de la invencidn, la accion de la proteasa se mantiene, lo que quiere
decir que, por ejemplo, la proteasa se afiade a las proteinas, pero su influencia hidrolizante no se activa, por asi
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decirlo, hasta mas tarde cuando se desee, una vez que se hayan establecido las condiciones hidrolizantes adecua-
das o una vez que se hayan inactivado los posibles inhibidores enzimaticos o cualesquiera otros medios que se
hayan podido aplicar para posponer la accion de la enzima.

En una realizacién, el tratamiento es un pretratamiento de pienso para animales o proteinas que pueden usarse en
pienso para animales, es decir, las proteinas se hidrolizan antes de su consumo.

La expresiéon "mejorar el valor nutricional de un pienso para animales" se refiere a la mejora de la disponibilidad de
los nutrientes en el pienso. En esta invencion, "mejorar los valores nutricionales" se refiere en particular a la mejora
de la disponibilidad de la fraccién proteica del pienso, lo que da lugar a un aumento de la extraccion de proteinas,
mayores rendimientos proteicos y/o mejora de la utilizacién de proteinas. Cuando el valor nutricional del pienso au-
menta, aumenta la digestibilidad de las proteinas y/o los aminoacidos, y puede mejorar la velocidad de crecimiento
y/o la ganancia de peso y/o la conversion del pienso (es decir, el peso de pienso ingerido relativo a la ganancia de
peso) del animal.

La proteasa puede afadirse a los piensos en cualquier forma, ya sea como una proteasa relativamente pura o mez-
clada con otros componentes destinados a afadirse a los piensos para animales, es decir, en forma de aditivos para
pienso para animales, tales como las denominadas premezclas para pienso para animales.

Ejemplos
Cepas

Se aislé una cepa de Bacillus horneckiae a partir de una muestra ambiental en Turquia en o antes de 1995 tal como
se divulga en el documento de patente WO 2015/091990.

Se aisl6 Bacillus sp. TY145 a partir de una muestra de tierra antartica aproximadamente en 1989 tal como se divulga
en el documento de patente WO 92/17577.

Ensayos de proteasas

1} Ensayo cinético con Suc-AAPF-pNA:

Sustrato pNA: Suc-AAPF-pNA (Bachem L-1400).

Temperatura: Temperatura ambiente (25 °C)

Tampones de ensayo:  |Acido succinico 100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, CABS 100 mM, CaCl2 1 mM,
KCI 150 mM, 0,01 % de Triton X-100 ajustado a valores de pH de 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0,
7,0, 8,0, 9,0, 10,0 y 11,0 con HCI 0 NaOH.

Se mezclaron 20 ul de proteasa (diluidos en Triton X-100 al 0,01 %) con 100 pl de tampén de ensayo. El ensayo se
inicié afiadiendo 100 pl de sustrato pNA (50 mg disueltos en 1,0 ml de DMSO vy diluidos adicionalmente 45x con
Triton X-100 al 0,01 %). El incremento en la DO405 se controlé como una medicién de la actividad proteasa.

2) Ensayo de punto final con Suc-AAPF-pNA:

53



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2993 983 T3

Sustrato pNA: Suc-AAPF-pNA (Bachem L-1400).

Temperatura: Controlada (temperatura del ensayo)

Tampones de ensayo:  |Acido succinico 100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, CABS 100 mM, CaCl2 1 mM,
KCI 150 mM, 0,01 % de Triton X-100, pH 7,0.

200 pl del sustrato pNA (50 mg disueltos en 1,0 ml de DMSO vy diluidos adicionalmente 50x con los tampones de
ensayo) se afiadieron con pipetas en un tubo Eppendorf y se pusieron sobre hielo. Se afiadieron 20 ul de muestra de
peptidasa (diluida en Triton X-100 al 0,01 %). El ensayo se inici6 transfiriendo el tubo Eppendorf a un termomezcla-
dor Eppendorf, que se fij6 a la temperatura del ensayo. El tubo se incubé durante 15 minutos en el termomezclador
Eppendorf a la mayor velocidad de agitacion (1400 rpm). La incubacién se detuvo transfiriendo el tubo nuevamente
al bafio de hielo e incorporando 600 pl de &cido succinico 500 mM, pH 3,5. Se transfirieron 200 pl de sobrenadante a
una placa de microvaloracion. Se ley6 la DO405 como una medida de la actividad peptidasa. Se incluy6é un tamp6n
como control negativo en el ensayo (en lugar de la enzima).

2) Ensayo de Protazyme AK:

Sustrato: comprimido de Protazyme AK (caseina tefiida y reticulada, de Megazyme)
Temperatura: controlada (temperatura del ensayo).
Tampon de ensayo: Acido succinico 100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, CABS 100 mM, CaClI2 1 mM,

KCI 150 mM, 0,01 % de Triton X-100, pH 9,0.

Se suspendié un comprimido de Protazyme AK en 2,0 ml de Triton X-100 al 0,01 % mezclando suavemente. Se
dispensaron 500 pl de esta suspensién y 500 pl del tampdn de ensayo en un tubo Eppendorf y se colocaron en hielo.
Se afiadieron 20 pl de la muestra de proteasa (diluida en Triton X-100 al 0,01 %). El ensayo se inici6 transfiriendo el
tubo Eppendorf a un termomezclador Eppendorf, que se fij6 a la temperatura del ensayo. El tubo se incubé durante
15 minutos en el termomezclador Eppendorf a la mayor velocidad de agitacion (1400 rpm). La incubacién se detuvo
transfiriendo el tubo de nuevo al bafio de hielo. A continuacion, el tubo se centrifugd en una centrifugadora enfriada
con hielo durante unos pocos minutos y se transfirieron 200 pl del sobrenadante a una placa de microvaloracion. Se
leyé la DO650 como una medicién de la actividad proteasa. Se incluyé un tamp6n como control negativo en el ensa-
yo (en lugar de la enzima).

3) Ensayo de o-ftaldialdehido (OPA):

Este ensayo detecta aminas primarias y, por lo tanto, puede medirse la escisién de enlaces peptidicos por una pro-
teasa como la diferencia en absorbancia entre la muestra tratada con proteasa y una muestra de control. El ensayo
se realizd esencialmente de acuerdo con Nielsen et al. (Nielsen et al., 2001, "Improved method for determining food
protein degree of hydrolysis”, J. Food Sci. 66: 642-646).

Se filtraron 0,5 ml de muestra a través de una placa de filtro PN8175 de 96 pocillos PALL (10 min, 2700 rpm, 5 °C).
Las muestras se diluyeron adecuadamente (por ejemplo, 10, 50 o0 100 veces) en agua desionizada y se colocaron
25 ul de cada muestra en una placa de microvaloracion de 96 pocillos (5 réplicas). Se dispensaron 200 pl de reactivo
OPA (tetraborato disédico decahidratado 100 mM, dodecilsulfato sodico (SDS) 3,5 mM, ditiotreitol (DDT) 5,7 mM, o-
ftaldialdehido 6 mM) en todos los pocillos, la placa se agitdé (60 segundos, 650 rpm) y se midi6 la absorbancia a 340
nm.

Ejemplo 1: Expresion y purificacion de la proteasa S8 de Bacillus horneckiae

La proteasa S8 de Bacillus horneckiae (SEQ ID NO: 1) se expresé y purific6 como se describe en el Ejemplo 1 del
documento de patente WO 2015/091990. Se usé un ensayo de Suc-AAPF-pNA cinético para obtener el perfil de pH-
actividad y el perfil de pH-estabilidad. Se us6 un ensayo de Suc-AAPF-pNA de punto final para obtener el perfil de
temp-actividad a pH 7.

Caracteristicas de la proteasa S8 de Bacillus horneckiae (SEQ ID NO: 1).

El peso molecular relativo seguin se determina por SDS-PAGE fue aproximadamente Mr = 35 kDa.

La secuencia del extremo N determinada mediante la degradacién de EDMAN fue: EVTATPS.

El peso molecular del pico principal (aprox. 50 %) determinado por el analisis de peso molecular intacto fue de

32132,0 Da.
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La secuencia madura del pico principal (de los datos de secuenciacion EDMAN del exiremo N y datos de EM intac-
ta):

EVTATPSTQTPWGIKSIYNDQSITKTTGGSGIKVAVLDTGVHTGHIDLAGSSEQCKDE TQSNPL
VNGSCTDRQGHGTHVAGTVLAHGGSDGQGVYGVAPQAKLWAYKVLGDNGSGYSDDIAAAIR
HVADEASRTGSKVVINMSLGSSGKDSLIASAVDYAYGKGVLIVAAAGNSGSGSNTIGYPAALVN
AVAVAALENVQQONGTYRVANFSSRGNPATAGDFRIQERDVEVSAPGASVESTWYNGGYNTIS
GTSMATPHVAGLAAKIWSSNSSLSHSQLRTELONRAKVYDIKGGIGAGTGDDYASGFGYPRVK
(SEQ ID NO: 1)

El peso molecular calculado de esta secuencia madura es de 32132,0 Da.

El analisis del peso molecular intacto mostré que aprox. un 10 % del producto fueron los aminoacidos 2-314 y aprox.
un 40 % del producto fueron los aminoacidos 4-314.

Ejemplo 2.1: Expresién y purificacion de la proteasa S8 de Bacillus sp TY145.

La proteasa S8 de Bacillus sp TY145 (SEQ ID NO: 2) se expres6 y purificé como se describe en el Ejemplo 1 del
documento de patente WO 92/17577. Se us6 un ensayo de Suc-AAPF-pNA cinético para obtener el perfil de pH-
actividad y el perfil de pH-estabilidad. Se us6 un ensayo con Protazyme AK para obtener el perfil temp-actividad a un
pH de 9.

Caracteristicas de la proteasa S8 de Bacillus sp. TY145 (SEQ ID NO: 2).

El peso molecular relativo segln se determina por SDS-PAGE fue aproximadamente Mr = 34 kDa.

La secuencia del extremo N determinada mediante la degradacion de EDMAN fue: AVPSTQT.

El peso molecular determinado por el analisis de peso molecular intacto fue de 31784 Da.

La secuencia madura (de los datos de la secuenciacion EDMAN del extremo N y datos de EM intacta):
AVPSTQTPWGIKSIYNDQSITKTTGGSGIKVAVLOTGVYTSHLDLAGSAEQCKDFTQSNPLVDG
SCTDRQGHGTHVAGTVLAHGGSNGQGVYGVARPQAKLWAYKVLGDNGSGY SDDIAAAIRHVA
DEASRTGSKVVINMSLGSSAKDSLIASAVDYAYGKGVLIVAAAGNSGSGSNTIGFPGGLYNAVA
VAALENVQQNGTYRVADFSESRGNPATAGDYHIQERDIEVEAPGASVESTWYTGGYNTISGTEM
ATPHVAGLAAKIWSANTSLSHSQLRTELGNRAKVYDIKGGIGAGTGDDYASGFGYPRVK

(SEQ ID NGQ: 2}

El peso molecular calculado de esta secuencia madura es de 31783,7 Da.

El analisis del peso molecular intacto también mostré que aprox. un 10 % del producto comprendia un EVT extra en
el extremo N.

Ejemplo 2.2 Ejemplo de expresién para cinco proteasas S8 de Bacillus (homoélogas de la SEQ ID NO: 1).

Se expresaron cinco proteasas S8 adicionales en Bacillus subtilis. La expresion de la SEQ ID NO: 5: la proteasa S8
1 de Bacillus sp-13380 (Bacillus sp-1, GENESEQP:BDV61032) se describe en el documento de patente
WQ02017064253-A1. La expresion de la SEQIDNO:6, la proteasa S8 de Bacillus idriensis
(GENESEQP:BCB40142). La expresion de la SEQ ID NO: 7: la proteasa S8 2 de Bacillus sp-13380 (Bacillus sp-1,
GENESEQP:BCB40140); la expresion de la SEQ ID NO: 8: la proteasa S8 de Bacillus sp-62451 (Bacillus sp-2,
GENESEQP:BCB40144) se describen en la patente W0O2015091989-A1.

La expresion de la proteasa S8 de Bacillus oceanisediminis (SEQ ID NO: 9) se realizé de la siguiente manera. El gen
que codifica las proteasas S8 de Bacillus oceanisediminis (SEQ ID NO: 10) se sometié a una optimizacion de codo-
nes y fue sintetizado por Integrated DNA Technologies (Interleuvenlaan 12A, B-3001 Lovaina, Bélgica). El gen se
expresd como una enzima secretada donde la sefial de secrecién nativa de los genes se reemplazé con una sefial
de secrecion de Bacillus clausii (con la siguiente secuencia aminoacidos: MKKPLGKIVASTALLISVAFSSSIASA). Se
realiz6 la construccion como una construccion de integracion lineal, donde los genes sintéticos se fusionaron por
PCR entre dos regiones cromosémicas homélogas de Bacillus subtilis junto con un promotor fuerte y un marcador de
la resistencia a cloranfenicol. La fusién se realizé mediante SOE PCR (Horton, R.M., Hunt, H.D., Ho, S.N., Pullen,
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J.K. y Pease, L.R. (1989) Engineering hybrid genes without the use of restriction enzymes, gene splicing by overlap
extension, Gene 77: 61-68). El método SOE PCR también se describe en la solicitud de patente WO 2003095658.
En ambos construcciones el gen se expreso bajo el control de un sistema promotor triple (tal como se describe en el
documento de patente WO 99/43835) constituido por los promotores del gen de la alfa-amilasa de Bacillus licheni-
formis (amyL), del gen de la alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ) y el promotor crylllA de Bacillus
thuringiensis que incluye la secuencia estabilizante. Bacillus subtilis se transformé con la construccion de PCR lineal.
Se seleccionaron los transformantes en placas LB complementadas con 6 g de cloranfenicol por ml. Se cultivé un
clon de Bacillus subtilis recombinante en un cultivo liquido. La enzima recombinante se acumulé en el sobrenadante
después de la lisis celular natural. Se recolecté el sobrenadante que contenia la enzima y las enzimas se purificaron
tal como se describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3: Construccion, expresién y purificaciéon de la variante de proteasa S8 (SEQ ID NO: 3).

Una variante de la proteasa TY145 (SEQ ID NO: 3) se construy6, expresé y purificé como se describe en el Ejemplo
1 del documento de patente WO 2016/097354. Se us6 un ensayo de Suc-AAPF-pNA cinético para obtener el perfil
de pH-actividad y el perfil de pH-estabilidad. Se usé un ensayo con Protazyme AK para obtener el perfil temp-
actividad a un pH de 9.

Caracteristicas de la variante de proteasa S8 (SEQ ID NO: 3)

El peso molecular relativo segliin se determina por SDS-PAGE fue aproximadamente Mr = 37 kDa.

La secuencia del extremo N determinada mediante la degradacion de EDMAN fue: AVPSTQT.

El peso molecular determinado por el analisis de peso molecular intacto fue de 32089,1 Da.

La secuencia madura (de los datos de la secuenciacion EDMAN del extremo N y datos de EM intacta):
AVESTQTPWGIKSIYNDQSITKTTGEKGIKVAVLDTGVYTSHLDLAGSAEQCKDFTQSNPLVDG
SCTDRQGHGTHVAGTVLAHGGSNGQGVYGVAPQAKLWAYKVLGDKGEGYSDDIAAAIRHVA
DEASRTGSKVVINMSLGSSAKDSLIASAVDYAY GKGVLIVAAAGNEGPKPNTIGYPAGFVYNAVA
VAALENVQEKGTYRVADFSSRGNPATAGDYHQERDIEVEAPGASVESTWYTGGYNTISGTSM
ATPHVAGLAAKIWSANTSLSHSQLRTELOQNRAKVYDIKGGIGAGPGDDYASGFGYPRVK

{(SEQ ID NO: 3)

El peso molecular calculado de esta secuencia madura es de 32089,3 Da.

El analisis del peso molecular intacto también mostré que aprox. un 10 % del producto comprendia un EVT extra en
el extremo N.

Ejemplo 4: curvas de pH de suspensiones espesas de SBM-maiz

Las curvas de pH-actividad de la proteasa S8 de la invencién en una suspensién espesa de harina de soja-maiz se
determinaron de acuerdo con el siguiente método.

Sustrato: SBM-maiz (30:70)
Temperatura: 40 °C

Tampones de ensayo: Acido succinico 100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, tampon CABS 100 mM,
CaCl2 12,5 mM, KCI 150 mM, 0,01 % de Triton X-100, ajustado al pH deseado (3, 4, 5, 6, 7) con NaOH o HCI.

A 2 g del sustrato SBM-maiz (30:70) se afiadieron 20 ml del tampén de ensayo que se ajusto hasta el pH deseado
con NaOH o HCI. La suspensién espesa se agité durante 5 min y se transfirieron 2 ml de la suspension espesa a
cada pocillo de una placa de 24 pocillos en una mezcladora de placas con calefaccién y mezcla magnéticas combi-
nadas. Las muestras se preincubaron durante 30 min a 40 °C. La proteasa se diluy6é hasta 100 ul en tampén de
acetato de sodio 100 mM (9,565 g/l de NaOAc, 1,75 g/l de acido acético, CaCl2 5 mM, 0,01 % de BSA, 0,01 % de
Tween20, pH 6,0) para conseguir una concentracion final de 200 mg EP/kg de sustrato, y se afiadié a los pocillos.
Después de 3 horas a 40 °C con agitacidon magnética, la placa se centrifugo (10 min, 4000 rpm, 0 °C) y el sobrena-
dante se analiz6 usando el ensayo de OPA (o-ftadialdehido). La actividad de las proteasas es la cantidad de extre-
mos a-amino libres tal como se determina mediante la absorbancia a 340 nm menos el blanco (muestra procesada
sin enzima) y se proporciona en la Tabla 4 a continuacion.
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Tabla 4: pH-actividad de diferentes proteasas en maiz-SBM

Proteasa pH 3 pH 4 pH5 pH 6 pH 7
Bacillus horneckiae (SEQ ID NO: 1). 0,01 0,15 1,38 1,5 0,94
Bacillus sp. TY145 (SEQ ID NO: 2). 0,00 0,77 2,08 3,26 4,54
Variante de Bacillus sp. (SEQ ID NO: 3). 0,00 0,69 1,28 1,96 2,76

Ejemplo 5: Termoestabilidad

Una alicuota de la muestra proteica de la proteasa se desaliniza o se sustituye su tampon por acetato-Na 20 mM, pH
4,0 usando una columna PD-10 preempaquetada o se dializa frente a 2 x 500 ml de acetato-Na 20 mM, pH 4,0 a
4 °C en una etapa de 2-3 h seguido de una etapa que dura toda la noche. La muestra se filtra a través de un filiro de
0,45 ym y se diluye con tampén hasta aproximadamente 2 unidades de A280. El tampon de dialisis se usa como
referencia en la calorimetria diferencial de barrido (CDB). Las muestras se desgasifican usando succién al vacio y
agitando durante aproximadamente 10 minutos.

Se realiza un barrido de CDB en un MicroCal VP-DSC con una velocidad de barrido constante de 1,5 °C/min desde
20-90 °C. Se realiza un estudio de los datos usando el software MicroCal Origin (versién 4,10}, y la temperatura de
desnaturalizacién, Td (denominada también temperatura de fusién, Tf), se define como la temperatura en el apice
del pico en el termograma.

Ejemplo 6: Estabilidad frente al vapor
La actividad residual de la proteasa después del tratamiento con vapor se puede evaluar usando el siguiente ensayo.

En estos experimentos, se usa una configuracién modificada mediante la cual el vapor se obtiene de un generador
de vapor y se dirige a la caja. Las muestras colocadas en una placa se insertan en la caja a través de un cajén
cuando la temperatura ha alcanzado aproximadamente 93-94 °C. Tras insertar las muestras, la temperatura cae
hasta 4 °C. Se realiza la incubacién durante 30 segundos mientras la temperatura permanece aproximadamente
constante a 90 °C. Posteriormente, se retira rapidamente la placa de la caja, se colocan las muestras en hielo se
resuspenden y se evallan con respecto a la actividad proteasa usando, por ejemplo, el ensayo de Suc-AAPF-pNA o
de o-ftadialdehido (OPA). Cada muestra enzimatica se compara con una muestra similar que no ha sido tratada con
vapor con el fin de calcular la actividad residual.

Ejemplo 7: Pruebas de estabilidad frente a la microgranulacion

La granulacion enzimatica se lleva a cabo de la manera que se describe en el Ejemplo 1 de la patente de EE. UU.
n.2 4 106 991. El granulado obtenido se seca en un lecho fluido hasta un contenido de agua inferior a un 1 % y se
criba para obtener un producto con un tamafio de particula comprendido entre 250 pm y 850 pum. Por Gltimo, el pro-
ducto se recubre con aceite de palmay carbonato de calcio la manera que se describe en el Ejemplo 22 de la paten-
te de EE. UU. n.o 4 106 991.

Se premezclan aproximadamente 50 g de granulado enzimatico con 10 kg de pienso durante 10 minutos en una
mezcladora horizontal pequefia. Esta premezcla se mezcla con 90 kg de pienso durante 10 minutos en una mezcla-
dora horizontal mas grande. Desde la mezcladora, el pienso se dirige al acondicionador (una mezcladora en cascada
con inyeccién de vapor) a una velocidad de aproximadamente 300 kg/hora. El acondicionador calienta el pienso
hasta 95 °C (medido a la salida) inyectando vapor. El tiempo de permanencia en el acondicionador es de 30 segun-
dos. Desde el acondicionador el alimento se dirige a una prensa Simon Heesen equipada con un troquel horizontal
de 3,0 x 35 mm y se prensa en forma de microgranulos con una longitud de aproximadamente 15 mm. Después de
prensar, los microgranulos se colocan en un refrigerador por aire y se enfrian durante 15 minutos.

La actividad proteasa se mide usando el ensayo de Suc-AAPF-pNA antes de la microgranulacién y en los micro-
granulos de pienso después de la microgranulacién. La estabilidad de la microgranulacién se determina comparando
la actividad proteasa en el pienso microgranulado en relacién con la actividad en pienso no microgranulado.

Ejemplo 8: Ensayo de digestibilidad ileal del nitrégeno en pollos de engorde usando la proteasa S8 de Bacillus hor-
neckiae (SEQ ID NO: 1).

Animales y alimentacién

Se usaron pollos de un dia de edad (Cobb500) obtenidos de un criadero comercial (Accouvoir multiplicateur Grelier,
La Bohardiére, Francia). Los pollos se alojaron en jaulas en bateria con suelo de alambre (0,75 m2/jaula, 6 po-
llos/jaula) con acceso ilimitado al pienso y al agua. La alimentacién se dividié en dos fases, Inicial y de Engorde (1-7
y 8-21, respectivamente) de acuerdo con las necesidades nutricionales de los pollos. La distribucién de los pollos en
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las jaulas dependi6 del peso corporal del dia 1, con el fin de minimizar las variaciones de peso corporal entre las
jaulas. Todas las aves se sometieron a la misma estrategia de alimentacion durante los primeros 16 dias de vida, a
lo que siguié un periodo experimental de cinco dias en los dias 17-21. Durante el periodo experimental, las jaulas se
distribuyeron en una dieta de control negativo (CN), dieta de control positivo (CP) o tratamiento enzimatico, que se
construyd a partir del CN pulverizado con disolucién de proteasa liquida, remitase a la Tabla 5. El CP se formulo
para contener la misma energia metabolizable, proteina cruda, concentracion de lisina y metionina que el CN, sin
embargo, se usaron fuentes proteicas con una mayor digestibilidad en comparacién con el CN. Todas las dietas
contuvieron TiO2 como un marcador de la digestibilidad.

Tabla 5: Composicién y analisis quimico de las dietas

g de ingrediente/100 g de pienso CN CN + proteasa CP
Maiz 55,73 55,73 57,79
Harina de soja 137,30 37,30 30,89
Concentrado proteico de soja - - 4,50
Aceite vegetal 2,00 2,00 2,00
Caliza 1,00 1,00 1,00
Fosfato de dicalcio 1,86 1,86 1,74
Premezcla de vitaminas 1,00 1,00 1,00
TiO2 0,10 0,10 0,10
Avatec® (coccidiostatico) 0,06 0,06 0,06
NaCl 0,50 0,50 0,50
DL-Metionina 0,28 0,28 0,28
Lisina-HCI 0,15 0,15 0,14
Treonina 0,01 0,01 -
Proteasa, ppm - 15 -
EM, Kcal/kg de pienso 3085 3085 3085
PC 22,0 22,0 22,0
D-lisina 1,19 1,19 1,19
D-metionina 0,55 0,55 0,55
Calcio 0,90 0,90 1,18
Fésforo 0,75 0,75 0,73
Fosforo disponible 0,45 0,45 0,45

Recogida de datos y muestras

Se obtuvieron el peso corporal y consumo de pienso por jaula totales entre los dias 16 y 21. En el dia 21 se sacrifica-
ron todos los pollos mediante dislocacion cervical. Los pollos se diseccionaron y se recogio el contenido del ileon
terminal. Se definio el ileon terminal como los 17 cm proximos a un punto 2 cm anterior a la unién del ileon y el ciego
tal como se describe en Jallier et al. (2003, Influence of the methodology of sampling content from different parts of
the ileum on the values of apparent ileal digestibility in broiler chickens, Br. Poult. Sci. 44: 807-809). Se combinaron
los materiales que se estaban digiriendo en el ileon de una jaula, se liofilizaron y se molieron para el analisis quimi-
co. Se determinaron la concentracion de TiO2 y proteina cruda tanto en el material que se estaba digiriendo como en
las muestras de pienso para una estimacion posterior de la digestibilidad ileal aparente del nitrogeno, AIDN (%) que
se proporciona en la Tabla 6:
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AIDN (%)= 100 - [(CMf/CMe) x (CNe/CNf)] x 100
donde

CMf =concentracion del marcador en el pienso; CMe = concentracién del marcador en el material que esta digiriendo
en el ileon;

CNf = concentracion de nutrientes en el pienso; CNe = concentracion de nutrientes en el material que se esta digi-
riendo en el ileon.

Se determiné el contenido de nitrégeno mediante un aparato FP-528 de LECO (LECO® Corporation) de acuerdo con
el método Dumas (Dumas, 1831, Procedes de I'Analyse Organigue, Ann. Chim. Phys. 247: 198-213). El contenido
de nitrégeno se transformé en proteina cruda usando un factor de 6,25.

Se determinaron las concentraciones de diéxido de titanio en el pienso y material que se estaba digiriendo mediante
un aparato de plasma de acoplamiento inductivo (ICP, por sus siglas en inglés) ICP-OES 5100 (Agilent Technolo-
gies) de acuerdo con la norma DIN EN I1SO 11885:1997 (DIN EN I1SO 1998) después de mineralizacién con H2S04
de las muestras.

Tabla 6: Resultados de AIDN a partir del ensayo in vivo en pollos de engorde

ITratamiento % de digestibilidad ileal aparente del nitrégeno, promedio
CN 75,8
CP 78,8
Bacillus horneckiae (SEQ ID NO: 1) 84,2

La proteasa de Bacillus horneckiae incrementd de manera significativa (P<0,01 en comparacién con el CN) la diges-
tibilidad ileal aparente de nitrégeno en comparacién tanto con el CN como con el CP.

Ejemplo 9: Ensayo de digestibilidad ileal del nitrégeno en pollos de engorde usando la proteasa S8 de Bacillus hor-
neckiae (SEQ ID NO: 1) y una proteasa S8 variante de Bacillus sp.

Se realizé el ensayo tal como se describe en el Ejemplo 8 y los resultados de AIDN se presentan en la Tabla 7 a
continuacion.

Tabla 7: Resultados de AIDN a partir del ensayo in vivo en pollos de engorde

Tratamiento % de digestibilidad ileal aparente del nitrégeno, promedio
CN 80,4
CP 80,5

Bacillus horneckiae (SEQ ID NO: 1). (83,3

Variante de Bacillus sp. 81,9
(SEQ ID NO: 3).

Tanto la proteasa de Bacillus horneckiae como la variante de proteasa de Bacillus sp. incrementaron la digestibilidad
ileal aparente de nitrégeno en comparacion tanto con el CN como con el CP. En este ensayo in vivo, la digestibilidad
proteica intrinseca de los ingredientes del pienso fue inesperadamente elevada, lo que significa que el CP solamente
mostr6é un incremento minimo en la digestibilidad en comparacién con el CN. Aun asi, las proteasas incrementaron la
digestibilidad ileal aparente de nitrdgeno en comparacién con el CP, lo que muestra que las proteasas pueden actuar
incluso en dietas de buena calidad.

Ejemplo 10: Pienso para animales y aditivos para pienso
Granulo

El granulo se prepara granulando una proteasa de la invencién con un relleno tal como sulfato de sodio, sulfato de
magnesio, carbonato de calcio y/o celulosa y a continuacién, recubriendo opcionalmente el granulo con un recubri-
miento de cera (por ejemplo, aceite de palma hidrogenado) o un recubrimiento de sal (por ejemplo, sulfato de sodio
y/o sulfato de magnesio).
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Como alternativa, el granulo se prepara absorbiendo una disolucién liquida de una proteasa de la invencién en un
nucleo inerte y a continuacién, recubriendo opcionalmente el granulo con un recubrimiento de cera (por ejemplo,
aceite de palma hidrogenado) o un recubrimiento de sal (por ejemplo, sulfato de sodio y/o sulfato de magnesio).

Formulacién liquida

Una formulacién liquida de una proteasa de la invenciéon comprende de un 0,1 % a un 10 % p/p de proteina enzima-
tica, un 40-60 % de glicerol, de un 0,1 a un 0,5 % de benzoato de sodio y agua. La formulacién liquida se pulveriza
sobre el pienso para animales en microgranulos descrito anteriormente o sobre un pienso en forma de puré.

Aditivo para pienso para animales

Se afiade una formulacién de premezcla de una proteasa de la invencién que contiene de 0,01 g a 10 g de proteina
enzimatica por kilo de premezcla (formulada opcionalmente como un granulo revestido) a la siguiente premezcla:

5000000 IE Vitamina A
1000000 IE Vitamina D3
13333 mg Vitamina E
1000 mg Vitamina K3
750 mg Vitamina B1
2500 mg Vitamina B2
1500 mg Vitamina B6
7666 mcg Vitamina B12
12333 mg Niacina
33333 mcg Biotina

300 mg Acido félico
3000 mg Ca-D-Pantotenato
1666 mg Cu

16666 mg Fe

16666 mg Zn

23333 mg Mn

133 mg Co

66 mg I

66 mg Se

5,8 % Calcio

25 % Sodio

Ejemplos de pienso para animales

Este es un ejemplo de un pienso para pollos de engorde que comprende el aditivo para pienso para animales tal
como se ha descrito anteriormente:

62,55 % de maiz
33,8 % de harina de soja (50 % de proteina cruda)
1,0 % de aceite de soja

0,2 % de DL-metionina
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0,22 % de DCP (fosfato dicalcico)

0,76 % de CaCO3 (carbonato de calcio)

0,32 % de arena

0,15 % de NaCl (cloruro de sodio)

1 % del aditivo para pienso para animales anterior (premezcla).

Los ingredientes se mezclan, y el pienso se microgranula a la temperatura deseada, por ejemplo, 60, 65, 75, 80, 85,
90 o incluso 95 °C.

Unicamente a modo de ejemplo, un pienso para pollos, por ejemplo, pollos de engorde, puede comprender uno o
mas de los ingredientes enumerados en los porcentajes de ejemplo que se proporcionan en la Tabla 8.1 a continua-

10

15

cion.

Tabla 8.1: Ejemplo de dieta para pollos de engorde en la fase de iniciacion y finalizacién

Ingredientes Iniciacion (%) Finalizacion (%)
Maiz 46,2 46,7
Trigo molido 6,7 10,0
DDGS de maiz 7,0 7,0
Harina de soja 48 % PC 32,8 26,2
Combinacién de grasa animal/veg 3,0 5,8
|-Lisina-HCI 0,3 0,3
DL-Metionina 0,3 0,3
L-treonina 0,1 0,1
Sal 0,3 0,4
Caliza 1,1 11
Fosfato dicalcico 1,2 1,2
Premezcla de vitaminas y minerales 0,3 0,3

Unicamente a modo de ejemplo, las especificaciones de la dieta para pollos, tales como pollos de engorde, pueden
ser como se exponen como se proporcionan en la Tabla 8.2 a continuacion.

Tabla 8.2: Ejemplo de especificaciones de la dieta para pollos en la fase de iniciacién y finalizacién

Especificaciones de la dieta Iniciaciéon Finalizacion
Proteina cruda (%) 23,00 20,40
Energia metabolizable (kcal/kg) 2950 3100
Calcio (%) 0,85 0,85
Fosforo disponible (%) 0,38 0,38

Sodio (%) 0,18 0,19

Lisina digerible (%) 1,21 1,07
Metionina digerible (%) 0,62 0,57
Metionina + cisteina digeribles (%) 0,86 0,78
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Especificaciones de la dieta Iniciaciéon Finalizacion

Treonina digerible (%) 0,76 0,68

Unicamente a modo de ejemplo, un pienso para gallinas ponedoras puede comprender uno o mas de los ingredien-
tes enumerados en los porcentajes de ejemplo que se proporcionan en la Tabla 8.3 a continuacion.

Tabla 8.3: Ejemplo de la dieta para ponedoras en la fase de puesta

Ingrediente Fase de puesta (%)
Maiz 10,0
Trigo 53,6
DDGS de maiz 5,0
Harina de soja 48 % PC 14,9
Trigo molido 3,0
Aceite de soja 1.8
L-Lisina-HCI 0,2
DL-Metionina 0,2
L-Treonina 0,1
Sal 0,3
Fosfato dicalcico 1,6
Caliza 8,9
Premezcla de vitaminas y minerales 0,6

Unicamente a modo de ejemplo, las especificaciones de la dieta para gallinas ponedoras pueden ser como se expo-
nen se proporcionan en la Tabla 8.4 a continuacién.

Tabla 8.4: Ejemplo de especificaciones de la dieta para gallinas ponedoras en la fase de puesta

Especificaciones de la dieta Fase de puesta
Proteina cruda (%) 16,10

Energia metabolizable (kcal/kg) 2700

Lisina (%) 0,85

Metionina (%) 0,42

Metionina + cisteina (%) 0,71

Treonina (%) 0,60

Calcio (%) 3,85

Fosforo disponible (%) 0,42

Sodio (%) 0,16

Unicamente a modo de ejemplo, un pienso para pavos puede comprender uno 0 mas de los ingredientes enumera-
dos en los porcentajes de ejemplo que se proporcionan en la Tabla 8.5 a continuacion.
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Tabla 8.5: Ejemplo de dieta para pavos en las fases 1 a 4

Ingrediente Fase 1 (%) Fase 2 (%) Fase 3 (%) Fase 4 (%)
Trigo 33,6 42,3 52,4 61,6
DDGS de maiz 7,0 7,0 7,0 7,0
Harina de soja 48 % PC 44,6 36,6 27,2 19,2
Harina de colza 4,0 4,0 4.0 4.0
Aceite de soja 4.4 4,2 3,9 3,6
L-Lisina-HCI 0,5 0,5 0,4 0,4
DL-Metionina 0,4 0,4 0,3 0,2
L-Treonina 0,2 0,2 0,1 0,1
Sal 0,3 0,3 0,3 0,3
Caliza 1,0 1,1 1,1 1,0
Fosfato dicalcico 3,5 3,0 2,7 2,0
Premezcla de vitaminas y minerales 0,4 0,4 0,4 0,4

Unicamente a modo de ejemplo, las especificaciones de la dieta para pavos pueden ser como se exponen se pro-
porcionan en la Tabla 8.6 a continuacion.

Tabla 8.6: Ejemplo de especificaciones de la dieta para pavos en las fases 1 a 4

Especificaciones de la dieta Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
Proteina cruda (%) 29,35 26,37 22,93 20,00
Energia metabolizable (kcal/kg) 2,850 2,900 2,950 3,001
Calcio (%) 1,43 1,33 1,22 1,02
Fosforo disponible (%) 0,80 0,71 0,65 0,53
Sodio (%) 0,16 0,17 0,17 0,17
Lisina digerible (%) 1,77 1,53 1,27 1,04
Metionina digerible (%) 0,79 0,71 0,62 0,48
Metionina + cisteina digeribles (%) [1,12 1,02 0,90 0,74
Treonina digerible (%) 1,03 0,89 0,73 0,59

Unicamente a modo de ejemplo, un pienso para lechones puede comprender uno o mas de los ingredientes enume-

rados en los porcentajes de ejemplo que se proporcionan en la Tabla 8.7 a continuacion.
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Tabla 8.7: Ejemplo de dieta para lechones en las fases 1y 2

Ingrediente Fase 1 (%) Fase 2 (%)
Maiz 20,0 7,0
Trigo 25,9 46,6
Centeno 4,0 10,0
Trigo molido 4,0 4,0
DDGS de maiz 6,0 8,0
Harina de soja 48 % PC 25,7 19,9
Suero seco 10,0 0,0
Aceite de soja 1,0 0,7
|-Lisina-HCI 0,4 0,5
DL-Metionina 0,2 0,2
L-Treonina 0,1 0,2
L-Triptéfano 0,03 0,04
Caliza 0,6 0,7
Fosfato dicalcico 1,6 1,6
Premezcla de vitaminas y minerales (0,2 0,2
Sal 0,2 0,4

Unicamente a modo de ejemplo, las especificaciones de la dieta para lechones pueden ser como se exponen se
proporcionan en la Tabla 8.8 a continuacion.

Tabla 8.8: Ejemplo de especificaciones de la dieta para lechones en las fases 1 a 2

Especificaciones de la dieta Fase 1 Fase 2
Proteina cruda (%) 21,50 20,00
Energia digerible (kcal/kg) 3380 3320
Energia neta para los suidos (kcal’kg) [2270 2230
Calcio (%) 0,80 0,75
Fosforo digerible (%) 0,40 0,35
Sodio (%) 0,20 0,20
Lisina digerible (%) 1,23 1,14
Metionina digerible (%) 0,49 0,44
Metionina + cisteina digeribles (%) 0,74 0,68
Treonina digerible (%) 0,80 0,74

Unicamente a modo de ejemplo, un pienso para cerdos en fase de engorde/final puede comprender uno o mas de
los ingredientes enumerados en los porcentajes de ejemplo que se proporcionan en la Tabla 8.9 a continuacién.
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Tabla 8.9: Ejemplo de dieta de engorde/final

Ingrediente Engorde/final (%)
Maiz 27,5
Harina de soja 48 % PC 15,4
DDGS de maiz 20,0
Salvado de trigo 11,1
Salvado de arroz 12,0
Harina de semillas de canola 10,0
Caliza 1,6
Fosfato dicélcico 0,01
Sal 0,4
Premezcla de vitaminas y minerales 0,3
Lisina-HCI 0,2
Aceite vegetal 0,5

Unicamente a modo de ejemplo, las especificaciones de |a dieta para cerdos en fase de engorde/final pueden ser
€cOmo se exponen se proporcionan en la Tabla 8.10 a continuacién.

Tabla 8.10: Ejemplo de especificaciones de la dieta para cerdos en fase de engorde/finalizacién

Especificaciones de la dieta Engorde/finalizacién
Proteina cruda (%) 22,60

Energia metabolizable (kcal/kg) 3030

Calcio (%) 0,75

Fosforo disponible (%) 0,29

Lisina digerible (%) 1,01

Metionina + cisteina digeribles (%) 0,73

Treonina digerible (%) 0,66

Ejemplo 11: Ensayo de digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno en pollos de engorde para nuevas protea-
sas en comparacioén con la referencia (Cibenza)

Animales y alimentacién

Se usaron pollos de un dia de edad (Cobb500) obtenidos de un criadero comercial (Accouvoir multiplicateur Grelier,
La Bohardiére, Francia). Los pollos se alojaron en jaulas en bateria con suelo de alambre (0,75 m2/jaula, 6 po-
llos/jaula). Se les proporciond acceso ilimitado al pienso proporcionado en la Tabla 9 y agua hasta el dia 7. Las aves
se pesaron en el dia 7 y se distribuyeron en uno de los 6 tratamientos usando el peso corporal como criterio. Se uso6
la misma dieta para alimentar a las aves hasta el dia 16. El periodo experimental transcurrié a continuacién desde
los dias 16 a 21 de la vida del pollo. Durante el periodo experimental, se alimento a las aves con una dieta de control
positivo (CP), dieta de control negativo (CN) o CN + enzima de prueba (Tabla 9). Las enzimas de prueba usadas en
el experimento son la SEQ ID NO: 1 (88, B. hornechiae) y la SEQ ID NO: 3 (S8, Bacillus sp-11238).

Las enzimas se proporcionaron en forma liquida y se aplicaron a los tratamientos mediante pulverizacién usando un
sistema de presion un trabaja acoplado con una mezcladora Forberg F60. El CP se formuld para proporcionar la
misma energia metabolizable, proteina cruda, concentracion de lisina y metionina que el CN, sin embargo, contuvo
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g de ingrediente/100 g de pienso CN CN + proteasa CP
Maiz 55,73 55,73 57,79
Harina de soja 137,30 37,30 30,89
Concentrado proteico de soja - - 4,50
Aceite vegetal 2,00 2,00 2,00
Caliza 1,00 1,00 1,00
Fosfato de dicalcio 1,86 1,86 1,74
Premezcla de vitaminas 1,00 1,00 1,00
TiO2 0,10 0,10 0,10
Avatec® (coccidiostatico) 0,06 0,06 0,06
NaCl 0,50 0,50 0,50
DL-Metionina 0,28 0,28 0,28
Lisina-HCI 0,15 0,15 0,14
[Treonina 0,01 0,01 -
Proteasa, ppm - 15 -
Valores objetivo de energia, aminoacidos y minerales
EM, Kcal/kg de pienso 3085 3085 3085
PC 22,0 22,0 22,0
D-lisina 1,19 1,19 1,19
D-metionina 0,55 0,55 0,55
Calcio 0,90 0,90 1,18
Fésforo 0,75 0,75 0,73
Disponibilidad de fésforo 0,45 0,45 0,45

Recogida de datos y muestras

Se obtuvieron el peso corporal y consumo de pienso promedio por jaula y por tratamiento entre los dias 16 y 21. En
el dia 21 se sacrificaron todos los pollos mediante dislocacion cervical. Los pollos se diseccionaron y se recogio el
contenido del yeyuno. Se define el yeyuno como el segmento del intestino delgado que comienza al final del bucle
pancreatico (duodeno) y termina en su parte distal a 1 cm de proximidad del diverticulo de Meckel. Se combinaron
los materiales que se estaban digiriendo en el yeyuno de una jaula, se liofilizaron y se molieron para el analisis qui-
mico. Se determinaron la concentracion de TiO2 y proteina cruda tanto en el material que se estaba digiriendo como
en las muestras de pienso para una estimacion posterior de la digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno,
AJDN (%) que se proporciona en la Tabla 10:

AJDN (%)= 100 - [[CMf/ICMe) x (CNe/CNf)] x 100

donde

66



10

15

20

25

30

ES 2993 983 T3

CMf = concentracion del marcador en el pienso; CMe = concentracion del marcador en el material que esté digirien-
do en el yeyuno;

CNf = concentracion de nutrientes en el pienso; CNe = concentracion de nutrientes en el material que se esta digi-
riendo en el yeyuno.

Se determiné el contenido de nitrégeno usando un aparato FP-528 de LECO (LECO® Corporation) de acuerdo con
el método Dumas (Dumas, 1831, Procedes de I'Analyse Organique, Ann. Chim. Phys. 247:198-213). El contenido de
nitrégeno se transformé en proteina cruda usando un factor de 6,25.

Se determinaron las concentraciones de diéxido de titanio en el pienso y material que se estaba digiriendo usando
un instrumento ICP-OES 5100 (Agilent Technologies) de acuerdo con la norma DIN EN ISO 11885:1997 (DIN EN
ISO 1998) después de mineralizacién con H2S04 de las muestras.

Tabla 10: Resultados del primer ensayo in vivo

Tratamiento % de digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno, promedio
CN 57,88
CP 60,44
SEQ ID NO: 1 62,61
SEQ ID NO: 2 61,26
SEQ ID NO: 3 62,04
Cibenza 57,18

Los resultados demuestran que las proteasas incrementaron la digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno en
comparacion tanto con el CN y CP como con la referencia (Cibenza).

Ejemplo 12: Ensayo de digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrdgeno en pollos de engorde para nuevos homo-
logos de proteasas en comparacion con la referencia (Cibenza)

Animales y alimentacién

Se usaron pollos de un dia de edad (Cobb500) obtenidos de un criadero comercial (Accouvoir multiplicateur Grelier,
La Bohardiére, Francia). Los pollos se alojaron en jaulas en bateria con suelo de alambre (0,75 m2/jaula, 6 po-
llos/jaula). Se les proporcioné acceso ilimitado al pienso [¢Qué tipo de pienso?] y agua hasta el dia 7. Las aves se
pesaron en el dia 7 y se distribuyeron en uno de los 8 tratamientos usando el peso corporal como criterio. Se us6
una dieta similar [¢Describir dieta?] para alimentar a las aves hasta el dia 16. El periodo experimental transcurrié a
continuacion desde los dias 16 a 21 de la vida del pollo. Durante el periodo experimental, se aliment6 a las aves con
una dieta de control positivo (CP), dieta de control negativo (CN} o CN + enzima de prueba (Tabla 11). Las enzimas
de prueba usadas en el experimento fueron:

S8, Bacillus sp-13380 (78 % respecto a la SEQ ID NO: 1)
SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 6 S8, Bacillus idriensis (80 % respecto a la SEQ ID NO: 1)

SEQ ID NO: 7 S8, Bacillus sp-13380 (89 % respecto a la SEQ ID NO: 1)

SEQ ID NO: 8 S8, Bacillus sp-62451 (90 % respecto a la SEQ ID NO: 1)

SEQ ID NO: 9 S8, Bacillus oceanisediminis (87 % respecto a la SEQ ID NO: 1)

Las enzimas se proporcionaron en forma liquida y se aplicaron a los tratamientos mediante pulverizacién usando un
sistema de presion ultrabaja acoplado con una mezcladora Forberg F60. El CP se formuld para proporcionar la mis-
ma energia metabolizable, proteina cruda, concentracién de lisina y metionina que el CN, sin embargo, contuvo
fuentes proteicas con una mayor digestibilidad en comparacién con el CN. Todas las dietas contuvieron TiO2 como
un marcador de la digestibilidad.
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g de ingrediente/100 g de pienso CN CN + proteasa CP
Maiz 55,73 55,73 57,79
Harina de soja 137,30 137,30 30,89
Concentrado proteico de soja - - 4,50
Aceite vegetal 2,00 2,00 2,00
Caliza 1,00 1,00 1,00
Fosfato de dicalcio 1,86 1,86 1,74
Premezcla de vitaminas 1,00 1,00 1,00
TiO2 0,10 0,10 0,10
Avatec® (coccidiostatico) 0,06 0,06 0,06
NaCl 0,50 0,50 0,50
DL-Metionina 0,28 0,28 0,28
Lisina-HCI 0,15 0,15 0,14
[Treonina 0,01 0,01 -
Proteasa, ppm - 15 -
Valores objetivo de energia, aminoacidos y minerales
EM, Kcal/kg de pienso 3085 3085 3085
PC 22,0 22,0 22,0
D-lisina 1,19 1,19 1,19
D-metionina 0,55 0,55 0,55
Calcio 0,90 0,90 1,18
Fésforo 0,75 0,75 0,73
Disponibilidad de fésforo 0,45 0,45 0,45

Recogida de datos y muestras

Se obtuvieron el peso corporal y consumo de pienso promedio por jaula y por tratamiento entre los dias 16 y 21. En
el dia 21 se sacrificaron todos los pollos mediante dislocacién cervical. Los pollos se diseccionaron y se recogi6 el
contenido del yeyuno. Se define el yeyuno como el segmento del intestino delgado que comienza al final del bucle
pancreatico (duodeno) y termina en su parte distal a 1 cm de proximidad del diverticulo de Meckel. Se combinaron
los materiales que se estaban digiriendo en el yeyuno de una jaula, se liofilizaron y se molieron para el analisis qui-
mico. Se determinaron la concentracion de TiO2 y proteina cruda tanto en el material que se estaba digiriendo como
en las muestras de pienso para una estimacion posterior de la digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno,
AJDN (%) que se proporciona en la Tabla 12:

AJDN (%)= 100 - [(CMf/CMe) x (CNe/CNf)] x 100
donde
CMf = concentracion del marcador en el pienso; CMe = concentracion del marcador en el material que esté digirien-

do en el yeyuno;
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CNf = concentracion de nutrientes en el pienso; CNe = concentracion de nutrientes en el material que se esta digi-
riendo en el yeyuno.

Se determiné el contenido de nitrégeno usando un aparato FP-528 de LECO (LECO® Corporation) de acuerdo con
el método Dumas (Dumas, J.B.A., Procedes de I'Analyse Organique, Ann. Chim. Phys. 247:198-213 (1831). El con-
tenido de nitrégeno se transformé en proteina cruda usando el factor 6,25.

Se determinaron las concentraciones de diéxido de titanio en el pienso y material que se estaba digiriendo usando
un instrumento ICP-OES 5100 (Agilent Technologies) de acuerdo con la norma DIN EN ISO 11885:1997 (DIN EN
ISO 1998) después de mineralizaciéon con H2S04 de las muestras.

Tabla 12: Resultados del primer ensayo in vivo

Tratamiento % de digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno, promedio

CN 53,50

SEQ ID NO: 5 55,67

SEQ ID NO: 7 54,23

SEQ ID NO: 6 54,14

SEQ ID NO: 9 53,83

Cibenza 53,82

Los resultados demuestran que las proteasas incrementaron la digestibilidad en el yeyuno aparente del nitrégeno en
comparacion tanto con el CN como con la referencia (Cibenza).

La invencion descrita y reivindicada en el presente documento no debe estar limitada en cuanto a su alcance por los
aspectos especificos que se describen en el presente documento, ya que se pretende que estos aspectos sean
ilustraciones de varios aspectos de la invencién. Se pretende que cualesquiera aspectos equivalentes queden inclui-
dos en el alcance de esta invencién. De hecho, varias modificaciones de la invencién, ademas de las mostradas y
descritas en el presente documento, seran evidentes para los expertos en la técnica teniendo en cuenta la descrip-
cién anterior. También se pretende que dichas modificaciones queden incluidas en el alcance de las reivindicaciones
adjuntas. En caso de conflicto, prevalecera la presente divulgacion, incluidas las definiciones.

Ejemplo 12. Actividad de 10 PE-variantes de la SEQ ID NO: 1 en material relevante de pienso (SBM/maiz) a pH 7

Las proteasas se incuban con una suspension espesa de SBM-maiz pH 7 a 40 °C con agitacion. Después de la
incubacién se mide el efecto de la proteasa mediante el método de OPA.

Se prepara una disolucién madre de tampon (acido succinico 100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, tampon
CAPS 100 mM, CaCl2*2H20 12,5 mM, KCI 306 mM, 0,01 % de Triton X-100) y se ajusta a pH de 7,36 con NaOH 10
M o HCI al 37 %. La mezcla de 1,4 g de SBM (siglas en inglés de harina de soja) molida, 0,6 g de maiz molido con
20 ml de la disolucién madre de tampén proporciona una suspensién espesa con un pH resultante de 7. La suspen-
sién espesa se premezcla durante 5 min a temperatura ambiente en un agitador magnético.

Se colocan placas de 24 pocillos (con imanes cruzados) en un dispositivo con calefaccion y agitacién combinadas
para precalentar a 40 °C. Se transfieren 2 ml de la suspensién espesa con pH 7 a cada pocillo y la placa se cierra
con cinta para precintar y se preincuban durante 30 min. Se afiaden 100 pl de tampén (blanco) o disolucién enzima-
tica a los pocillos (correspondiente a 200 mg de enzima/kg de pienso), se cierra la cinta para precintar y las placas
incuban durante 3 horas. La placa se centrifuga durante 10 min a 4000 rpm (2500 x g) a 0 °C. El sobrenadante se
transfiere a tubos Eppendorf y se analiza usando la metodologia de OPA descrita anteriormente.

Todas las variantes de PE estudiadas tuvieron una actividad més elevada que la no modificada a pH 7 en
SBM:maiz.
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SEQ ID NO: 1, Variante Actividad (pH 7) Desv. est.
S173P,S175P, T297P H39D,N59D,L61Y 2,74 0,33
S173P,S175P,T297P H39D,L61P 2,74 0,60
S173P,S175P, T297P 143P,L61P,H123W,V124A 2,28 0,28
S173P,S175P, T297P H39D,N59D,L61Y,H83T 2,53 0,02
S173P,S175P, T297P L61Y,V124A,R130D 2,79 0,50
S173P,S175P, T297P H39D,143P,N59D,L61Y 2,79 0,35
S173P,S175P, T297P H83T,V124A,R130D 2,00 0,51
S173P,S175P, T297P 143P,L61P,E127N,S129M 3,03 0,10
S173P,S175P, T297P 143P,L61P,V124A,R130D 1,62 0,07
S173P,S175P, T297P 143P,N59D,H123W,V124A 1,89 0,05
(ninguna) SEQ ID NO: 1 0,85 0,04

Ejemplo 13. SEQ ID NO: 3. Datos in vitro del material relevante de pienso

Mismo procedimiento que anteriormente.

Actividad a pH 7
Proteasa
ProAct 3,27
SEQ ID NO: 3 4,25

ApH7,la SEQ ID NO: 3 tiene una actividad mas elevada en SBM:maiz que ProAct®.
Ejemplo 14 . Ejemplos de clonacion y expresion para variantes de PE de la SEQ ID NO 1
Ejemplo 14.1: Construccién de variantes mediante mutagénesis dirigida al sitio

Se construyeron variantes dirigidas al sitio de la proteasa de serina S8A de Bacillus horneckiae (SEQ ID NO: 1), que
comprenden sustituciones especificas de acuerdo con la invencién. Las variantes se prepararon mediante clonacién
tradicional de fragmentos de ADN (Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 Ed., Cold Spring
Harbor, 1989) usando PCR junto con oligonucleétidos mutagénicos disefiados adecuadamente que introducian las
mutaciones deseadas en la secuencia resultante y cualquier experto en la técnica las puede repetir.

Se disefiaron los oligonucleétidos mutagénicos correspondientes a la secuencia de ADN que flanquea el(los) sitio(s)
de mutacion deseado(s), se separaron segun los pares de bases de ADN que definen las insercio-
nes/deleciones/sustituciones, y se adquirieron de un proveedor de oligonucleétidos tal como Integrated DNA Techno-
logies (IDT). Para estudiar las variantes de proteasa de la invencion, se integra el ADN mutado que comprende una
variante de la invencién en una cepa competente de B. subtilis mediante recombinacion homéloga, se fermenta
usando protocolos estandar (medio a base de extracto de levadura, 4 dias, 30 °C) y se criba mediante un ensayo de
actividad.

Ejemplo 14.2: Expresion para el ensayo de actividad

Las variantes construidas se sembraron en placas en agar LB complementado con 6 pg/ml de cloranfenicol y se
cultivaron a 37 °C durante un dia. Después del cultivo, se recogieron colonias y se transfirieron a pocillos individua-
les de placas estandar de 24 pocillos profundos (DWP, por sus siglas en inglés) que contenian 3 ml de caldo TBgly
complementado con 6 pg/ml de cloranfenicol y oligometales (FeCI3 50 mM, CaCl2 20 mM, MnCI2 10 mM, ZnSO4
10 mM, CuCI2 2 mM y NiCI2 2 mM, (F. William Studier, "Protein production by auto-induction in high-density shaking
cultures”, Protein Expression and Purification, 41 (2005) 207-234).
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La proteasa de serina S8A de Bacillus horneckiae no modificada también se inoculé como referencia en cuatro poci-
llos de cada placa. Las placas DWP se cultivaron durante cuatro dias a 30 °C con agitacion a 220 rpm. Después del
cultivo, las placas se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 minutos y los sobrenadantes se redistribuyeron en cuadri-
cula en placas de microvaloraciéon de 96 pocillos que se usaron a continuacioén para el cribado de la actividad resi-
dual.

Ejemplo 14.3: Fermentacién para la purificacion

La fermentacion se puede realizar mediante métodos muy conocidos en la técnica o de la siguiente forma. Las dife-
rentes cepas de B. subtilis que albergaban las variantes se extendieron en lineas en placas de agar LB, y se cultiva-
ron durante la noche a 37 °C. Se transfirieron las colonias a 100 ml de medio PS-1 (PS-1: 100 g/l de sacarosa (n.? de
cat. de Danisco 109-0429), 40 g/l de corteza de soja (harina de soja), 10 g/l de Na2HPO4-12H20 (n.? de cat. de
Merck 6579), 0,1 ml/l de reemplazo- Dowfax63N10 (Dow) en matraces agitados de 500 ml. El cultivo dura habitual-
mente 4 dias a 30 °C con agitacion a 270 rpm. Se retiraron las células y otro material no disuelto del caldo de fer-
mentacién centrifugando a 4500 rpm durante 20-25 minutos.

Ejemplo 15. Descripcion del ensayo para cribar las variantes de la SEQ ID NO 1 para detectar una mejora en la
estabilidad gastrica

Medios y disolucién

Un litro de tamp6n acetato/MES/HEPES/glicina 100 mM estuvo compuesto de 8,2 g de acetato de sodio, 19,5 g de
MES, 23,8 g de HEPES y 7,5 g de glicina. Este tampén se complementé con 1 ml de CaCl2 (1 M), 50 ml de SDS al
20 %, 1 ml de Triton-X al 10 % y el pH se ajustd a pH 7 con NaOH 5 N.

Se prepar6 tampon de provocacion gastrica pH 3,4 mezclando 715 ml de acido citrico 0,1 M y 285 ml de Na2HPO4
0,2 M.

El reactivo de parada estuvo compuesto de Na2HPO4 0,2 M.

Se preparo la placa de ensayo Protazyme AK a pH 7 en placas de 96 pocillos de 0,5 ml Nunc U96PP con fondo en
V. Se disolvieron cien comprimidos de Protazyme AK (Megazyme T-PRAK-200T) (aproximadamente 10,825 g) en
200 ml de acetato/MES/HEPES/glicina/CaCl2/SDS/Triton-X100 agitando durante 10 minutos a temperatura ambien-
te. Se separaron en alicuotas 180 ul de esta disolucién en las placas de 96 pocillos con fondo en V MTP (Nunc
U96PP 0,5 ml) usando una pipeta de 8 canales y puntas de pipeta con un orificio amplio. Las placas de ensayo se
sellaron y congelaron hasta su uso.

Se separaron en alicuotas caldos de Bacillus de las variantes de la SEQ ID NO: 1 en dos cuadriculas idénticas.
Cada cuadricula contuvo muestras duplicadas y también estuvieron presentes dos ejes de referencia en cada cua-
dricula para todas las placas.

Descripcion del ensayo

El ensayo se ejecutd en un Biomek FXp (Beckman Coulter). El ensayo consistié en una caida de pH hasta pH 3,4
(provocacion gastrica) durante 10 minutos (cribado primario) y 15 minutos (cribado secundario realizado en mutacio-
nes combinadas del cribado primario) a 23 °C para las diferentes variantes de la SEQ ID NO: 1. Durante ese tiempo
de incubacion, la estabilidad de los ejes de las diferentes variantes se vio afectada de manera diferente por la caida
del pH. El ensayo de provocacion gastrica se detuvo afiadiendo el reactivo de parada para neutralizar la reaccion en
la cuadricula de provocacién. Para evitar variaciones entre placas, las muestras estudiadas para este ensayo de
provocacién gastrica se dividieron en dos cuadriculas dentro de una placa de 96 pocillos: una cuadricula de control,
que no se sometié a la caida de pH y una cuadricula de provocacion que sufrié la agresion de la caida de pH.

La segunda parte del ensayo consistio en revelar la actividad residual mediante una incubacion en placas de Prota-
zyme AK a pH 7 después del ensayo de provocacion gastrica. El ensayo de Protazyme AK se incubé durante
15 minutos a 23 °C con agitacion a 500 rpm. La reaccién se detuvo por centrifugacion y los sobrenadantes se transfi-
rieron a una placa espectrofotométrica de lectura. Se calculd la relacion de la actividad residual (AR) para cada va-
riante calculando la relacién de (absorbancia promedio variante respecto a la cuadricula de provoca-
cién)/(absorbancia promedio variante respecto a la cuadricula de control)*100. Se us6 este nimero de AR para clasi-
ficar las variantes segun su mejora de la estabilidad géastrica. Se realizaron dos ciclos de cribado: un primer ciclo
para identificar las mutaciones primarias mas prometedoras y un segundo para identificar las variantes mas estabili-
zadas generadas a partir de las mutaciones primarias combinadas. Se analizé la absorbancia de las placas espec-
trofotométricas a 590 nm.

Ejemplo 16 Purificacion de PE-variantes de proteasa
Ensayo de actividad

Ensayo de Suc-AAPF-pNA:
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Sustrato pNA: Suc-AAPF-pNA (Bachem L-1400).
Temperatura: Temperatura ambiente (25 °C)

Tampon de ensayo : acido succinico 100 mM, HEPES 100 mM, CHES 100 mM, CABS 100 mM, CaCl2 1 mM, KCI
150 mM, 0,01 % de Triton X-100, pH 9,0.

Se mezclaron 20 ul de proteasa (diluidos en Triton X-100 al 0,01 %) con 100 pl de tampén de ensayo. El ensayo se
inicié afiadiendo 100 pl de sustrato pNA (50 mg disueltos en 1,0 ml de DMSO vy diluidos adicionalmente 45x con
Triton X-100 al 0,01 %). El incremento en la OD405 se monitorizé como una medicién de la actividad proteasa.

Purificacién de las PE-variantes de la SEQ ID NO 1

Se expresaron las PE-variantes en B. subtilis. Se centrifugd el caldo de cultivo (26000 x g, 20 min) y se decanto
cuidadosamente el sobrenadante del precipitado. El sobrenadante se filiré a través de una unidad de filtracion Nal-
gene de 0,2 um para retirar los restos de células hospedadoras de Bacillus. El filirado de 0,2 um se mezcl6 1:1 con
(NH4)2804 3,0 My la mezcla se aplico a una columna de fenil-Sepharose FF (sustitucién elevada) (de GE Healthca-
re) equilibrada en H3BO3 50 mM, MES/NaOH 10 mM, CaCl2 2 mM, (NH4)2S04 1,5 M, pH 6,0. Después de lavar la
columna con el tampén de equilibrado, la proteasa se eluyé por etapas con H3BO3 50 mM, MES 10 mM, CaCl2
2 mM, pH 6,0. El pico el huido (que contenia la actividad proteasa, se recogié y se aplicé sobre una columna de
bacitracina-agarosa (de Upfront chromatography) equilibrada con H3BO3 50 mM, MES 10 mM, CaCl2 2 mM, pH 6,0.
Tras lavar exhaustivamente la columna con el tamp6n de equilibrado, se eluy6 la proteasa con H3BO3 50 mM, MES
10 mM, CaCl2 2 mM, NaCl 1 M, pH 6,0 con 2-propanol al 25 % (v/v). El pico de elucién (que contenia la actividad
proteasa) se transfirié a MES 20 mM, CaCl2 2 mM, pH 6,0 en una columna de sephadex G25 (de GE Healthcare). El
pico transferido constituy6 el preparado purificado y se usé para experimentos adicionales.

Cuando los preparados purificados de PE-proteasa variante se analizaron mediante SDS-PAGE no reductora y el gel
se tifid con coomassie, las PE-proteasas variante se visualizaron como una banda dominante principal a aprox. 34-
37 kDa.

Ejemplo 17. Ensayo in vivo con pollos de engorde
Material y métodos

Se realizaron cuatro ensayos independientes en gallineros con suelo y un estudio con pollos de engorde en un galli-
nero tipo jaula para evaluar el rendimiento de crecimiento y la digestibilidad ileal aparente del nitrégeno.

Animales y alojamiento

El dia de la llegada (dia 1}, los pollos (Ross 308/708, Cobb 500) se dividieron por peso en grupos de 18-25 aves.
Cada grupo se colocé en un gallinero con suelo cubierto de virutas de madera y se le asignd uno de los diferentes
tratamientos. En el ensayo en gallinero tipo jaula, se han usado 5 aves por réplica.

Cada tratamiento se replicé con 8-12 grupos. Los pollos se alojaron en una habitacién con ambiente controlado. La
temperatura ambiental se adapté a la edad de las aves. Los pollos tuvieron libre acceso al pienso y al agua.

Composicion del pienso, tratamientos y duracién de la alimentacién

Fase de alimentacién:

* Iniciacion (0-14)

*» De engorde (dias 14-28)

» Finalizaciéon (dias 28-35)

Dieta experimental complementada con enzimas: Dias 0-35

Distribucién del pienso: Después de la microgranulacion o puré

Las enzimas se proporcionaron en forma liquida y se aplicaron después de la microgranulacién o en un puré.
Volumen final de la disolucién producto: de 300 a 500 ml para ~200 kg de dieta.

Las dietas experimentales (Inicial y de Engorde) fueron a base de harina de maiz-soja (remitase a la siguiente Ta-
bla). Las dietas se formularon para contener 215 - 220 g de proteina cruda y 12,9 MJ/kg de MEN para el periodo
inicial y 190 - 195 g de proteina cruda y 13,4 MJ/kg de MEN para el periodo de engorde. Las dietas basales si con-
tuvieron coccidiostatico segun la practica local.
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Ingredientes (%) Iniciacién (d 1-14) De engorde (d 14-35)

Maiz 8,0 % 51,30 — 52,70 58,76 — 60,20

Soja O/C 44 % 38,50 - 39,70 31,00 - 32,30

iAceite de soja 3,70 — 3,90 4,20 — 4,50

Premezclal 1,00 1,00

Otros 2,7-5,5 2,0 - 5,04

Contenido calculado

Proteina cruda (g/kg) 215 - 220 190-195

Energia metabolizable (MJ/kg)2 12,9 13,4

1 Premezcla de vitaminas-minerales proporcionada por Kilogramo de dieta: Vitamina A: 10.000 U.L;
vitamina E: 40 U.l.; vitamina K3: 3,0 mg; vitamina C: 100 mg; vitamina B1: 2,50 mg; vitamina B2: 8,00
mg; vitamina B6: 5,00 mg; vitamina B12: 0,03 mg; niacina: 50,0 mg; pantotenato de calcio: 12,0 mg;
acido folico: 1,50 mg; biotina 0,15 mg; colina: 450 mg; etoxiquina: 54 mg; Na: 1,17 g; Mg: 0,8 g; Mn:
80 mg; Fe: 60 mg; Cu: 30 mg; Zn: 54 mg; I: 1,24 mg; Co: 0,6 mg; Se: 0,3 mg.

Las dietas se usaron en la alimentacién sin complementar (control negativo, C) o complementadas con
1. SEQ ID NO: 1 con 10 de proteina enzimatica por kg de pienso o

2. SEQ ID NO: 2 con 10 de proteina enzimatica por kg de pienso o

3. aminodcidos sintéticos en un control positivo.

Para las aplicaciones posteriores a la microgranulacion, se diluy6 la cantidad apropiada de los preparados liquidos
de las proteasas en agua y se pulverizd sobre el respectivo pienso en microgranulos para obtener las concentracio-
nes finales en el pienso correspondientes a los diferentes tratamientos. Para el equilibro de procedimiento de todos
los tratamientos, también se pulverizé el mismo volumen de agua en los microgranulos de las dietas de control.

Parametros experimentales y analisis

Para los experimentos, las aves se pesaron (como grupo replicado) los dias 1, 14, 28 y 35. Se determiné el consumo
de pienso para los periodos intermedios. Se calculé la ganancia de peso corporal y la tasa de conversién del pienso
(pienso/ganancia). Ademas, el contenido ileal se recogié al final del ensayo (dia 35) para la determinacion de la
digestibilidad ileal aparente del nitrégeno.

Resultados y conclusién

Los resultados obtenidos en los estudios mostraron que la inclusién de las proteasas fue eficaz para mejorar la tasa
de conversién del pienso en las dietas de pienso para pollos de engorde. En particular, los resultados mostraron que
los tratamientos enzimaticos mejoran de manera constante el rendimiento en todas las enzimas estudiadas de la
invencién. Esta constancia y el nivel de mejora es algo buscado en la industria.
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REIVINDICACIONES

1. Un aditivo para pienso para animales que comprende uno o mas polipéptidos que tienen actividad proteasa, en
donde el polipéptido es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en:

(a) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

(b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;

(¢} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 4;

(e) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 5;

(f) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 6;

(9) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 7;

(h) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 8;

(i} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, por ejemplo, al menos un 80 %, al
menos un 85 %, al menos un 86 %, al menos un 87 %, al menos un 88 %, al menos un 89 %, al menos un 90 %, al
menos un 91 %, al menos un 92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al
menos un 97 %, al menos un 98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 9;

(j} una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(k) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

() una variante de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(m) una variante de la SEQ ID NO: 5, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacion de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
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8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(n) una variante de la SEQ ID NO: 6, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(o) una variante de la SEQ ID NO: 7, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(p) una variante de la SEQ ID NO: 8, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(9) una variante de la SEQ ID NO: 9, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38,
39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 0 50 posiciones;

(ry un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (), (f}, (g), (h) o (i} y una etiqueta de His y/o eti-
queta HQ en el extremo N y/o extremo C;

(s} un polipéptido que comprende el polipéptido de (a), (b), (c), (d), (e}, (f}, (@), (h) o (i} y una extension del extremo N
y/o el extremo C de hasta 10 aminoacidos, por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 aminoacidos; y

(t) un fragmento del polipéptido de (a), (b}, (c), (d}, (e}, (f}, (g), (h) o (i) que tiene actividad proteasa y que tiene al
menos un 90 % de la longitud del polipéptido maduro.

2. El aditivo para pienso para animales de la reivindicaciéon 1, en donde la proteasa S8 comprende el motivo
TGXKIV/TIII/VIXIN/SIMSLG (SEQ ID NO: 4).

3. El aditivo para pienso para animales de la reivindicacion 1 0 2 que comprende ademas una o0 mas vitaminas.

4. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3 que comprende uno o mas polipép-
tidos que tienen actividad proteasa, en donde el polipéptido es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que
consiste en:

(@) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 1;

b) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 2;

(c} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 %, o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 3;

(d) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 4;

e) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 5;

(f) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 6;

(9) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un

92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 7;
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(h) un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un
92 %, al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un
98 %, al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 8;

(i} un polipéptido que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, al menos un 91 %, al menos un 92 %,
al menos un 93 %, al menos un 94 %, al menos un 95 %, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 %,
al menos un 99 % o un 100 % respecto a la SEQ ID NO: 9;

(j) una variante de la SEQ ID NO: 1, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12, 13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones;

(k) una variante de la SEQ ID NO: 2, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones;

(I} una variante de la SEQ ID NO: 3, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones;

(m) una variante de la SEQ ID NO: 5, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones;

(n) una variante de la SEQ ID NO: 6, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones;

(o) una variante de la SEQ ID NO: 7, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones;

(p) una variante de la SEQ ID NO: 8, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12, 13,14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o 30 posiciones;

(9) una variante de la SEQ ID NO: 9, en donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una 0 mas sustitu-
ciones, y/o una o mas deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinacién de estas en 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9,10,11,12,13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 posiciones.

5. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, que comprende la SEQ ID NO: 1,
SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3; SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, o SEQ ID NO: 9, 0 una
variante de estas donde la variante tiene actividad proteasa y comprende una o mas sustituciones, y/o una o mas
deleciones, y/o una o mas inserciones o cualquier combinaciéon de estasen 1,2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14,
15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49 o 50 posiciones, habitualmente 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30, mas habitualmente 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20
posiciones, 01,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 0 15 posiciones, 0 1,2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11 0 12 posicio-
nes.

6. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, donde las sustituciones son muta-
ciones multiples que comprenden mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en

S173P, S175P, T297P; L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; H39D,L61P, S173P, S175P, T297P;
L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; H123W,V124A,R130D, S173P,
S1756P, T297P; N59D,H83T, S173P, S175P, T297P; N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
L61Y,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; N59D,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61P,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,H83T,
S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61Y, S173P, S175P, T297P; H39D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P,
T297P; H39D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
H39D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; L61Y,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
H39D,N59D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P, S173P, S175P, T297P; H83T,V124A,R130D, S173P,
S1756P, T297P; L61Y,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; 143P,N59D, S173P, S175P, T297P;
H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61P,H123W,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61P, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61P,H83T,E127N,S129M, S173P, §8175P, T297P;
[43P,H83T,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; [43P,L61Y,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P;
[43P,N59D,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; N59D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
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N59D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P;
[43P,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,143P,N59D,L61Y, S173P, S175P, T297P; y L61Y,H83T,
S173P, S175P, T297P.

7. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, en donde la proteasa S8 tiene una
identidad de al menos un 90 %, tal como una identidad de secuencias de al menos un 95 %, tal como de al menos
un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, donde el polipéptido comprende ninguna, una 0 mas
de las mutaciones seleccionadas a partir del grupo que consiste en S27K, N109K, S111E, S171E, S173P, G174K,
S175P, F180Y, G182A, L184F, Q198E, N199K y T297P.

8. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, que comprende una proteasa S8
que tiene una identidad de al menos un 90 %, tal como una identidad de secuencias de al menos un 95 %, tal como
de al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccio-
nado a partir del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID
NO: 8 y SEQ ID NO: 9, donde el polipéptido comprende ninguna, una o mas de las mutaciones seleccionadas a
partir del grupo que consiste en

S173P, S175P, T297P; L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; H39D,L61P, S173P, S175P, T297P;
L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; H123W,V124A R130D, S173P,
S1756P, T297P; Nb59D,H83T, S173P, S175P, T297P; N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
L61Y,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; N59D,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61P,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,H83T,
S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61Y, S173P, S175P, T297P; H39D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P,
T297P; H39D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
H39D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; L61Y,H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
H39D,N59D,L61Y,H83T, S173P, S175P, T297P; 143P,L61P, S173P, S175P, T297P; H83T,V124A,R130D, S173P,
S1756P, T297P; L61Y,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; 143P,N59D, S173P, S175P, T297P;
H83T,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61P,H123W,V124AR130D, S173P, S175P, T297P;
43P,L61P,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,L61P, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61P,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P; L61P,H83T,E127N,S129M, §S173P, S175P, T297P;
[43P,H83T,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P; 143P,L61Y,V124A,R130D, S173P, S175P, T297P;
[43P,N59D,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; N59D,H83T,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P;
N59D,L61Y,H123W,V124A, S173P, S175P, T297P; H39D,N59D,E127N,S129M, S173P, S175P, T297P;
[43P,L61Y,H123W,V124A, S173P, §S175P, T297P; H39D,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P;
[43P,N59D,L61P,H83T, S173P, S175P, T297P; H39D,143P,N59D,L61Y, S173P, S175P, T297P y L61Y,H83T,
S173P, S175P, T297P.

9. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, que comprende una proteasa S8
que tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, tal como de al menos un 95 %, tal como de al menos
un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir
del grupo que consiste en las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3, donde el polipéptido comprende una
mutacién en ninguna, una o mas de las posiciones 27, 109, 111, 171, 173, 174, 175, 180, 182, 184, 198, 199 y 297
de las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 0 SEQ ID NO: 3. j

10. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con la reivindicaciéon 9, que comprende una proteasa S8 que
tiene una identidad de secuencias de al menos un 90 %, tal como de al menos un 95 %, tal como de al menos un
96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % respecto a un polipéptido seleccionado a partir del
grupo que consiste en las SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:3, o donde la proteasa S8 es un polipéptido que comprende
una mutacién en ninguna, una o mas de las posiciones 27, 109, 111, 171, 173, 174, 175, 180, 182, 184, 198, 199 y
297 de las SEQ ID NO:2 o la SEQ ID NO:3.

11. El aditivo para pienso para animales de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el polipépti-
do es una proteasa S8 seleccionada a partir del grupo que consiste en una proteasa S8 de Bacillus sp-13380 que
tiene una identidad de secuencias de al menos un 75 %, tal como de al menos un 76 %, al menos un 77 %, tal como
de al menos un 78 % respecto a la SEQ ID NO: 1, una proteasa S8 de Bacillus idriensis que tiene una identidad de
secuencias de al menos un 80 % respecto a la SEQ ID NO: 1, una proteasa S8 de Bacillus sp-62451 que tiene una
identidad de secuencias de al menos un 90 % respecto a la SEQ ID NO: 1, y una proteasa S8 de Bacillus oceanise-
diminis que tiene al menos un 85 %, tal como al menos un 86 %, tal como al menos un 87 % de la SEQ ID NO: 1.

12. El aditivo para pienso para animales de las reivindicaciones 1 a 11, donde el aditivo para pienso para animales
no comprende un surfactante.

13. El aditivo para pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que comprende uno o mas
componentes seleccionados a partir de la lista que consiste en:
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uno o mas agentes de formulacion;

una o mas enzimas adicionales;

uno o mas microbios;

una o0 mas vitaminas;

uno o mas minerales;

uno 0 mas aminoacidos;

uno o mas prebidticos;

uno o mas fitbgenos;

uno o mas acidos organicos; y

uno 0 mas componentes para pienso distintos.

14. El aditivo para pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde la proteasa S8 se
formula como un granulo.

15. Una formulacién liquida que comprende el aditivo para pienso para animales de cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a11ydeun 20 % aun 80 % p/p de poliol.

16. Un pienso para animales que comprende el aditivo para pienso para animales de cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 11 o la formulacion liquida de la reivindicacion 15 y material vegetal.

17. Un método no terapéutico de mejora de uno o mas parametros de rendimiento de un animal que comprende
administrar a uno o mas animales el aditivo para pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11,
la formulacion liquida de la reivindicacion 15 o el pienso para animales de |a reivindicacién 16.

18. Un método no terapéutico de preparacién de un pienso para animales que comprende mezclar el aditivo para
pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la formulacién liquida la reivindicacién 15 con al
menos una proteina o fuente de proteinas.

19. Un método para el tratamiento de proteinas, que comprende afiadir el aditivo para pienso para animales de cual-
quiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la formulacién liquida la reivindicacion 15 a al menos una proteina o fuente de
proteinas, en donde dicho tratamiento es para ejercer una influencia hidrolizante sobre las proteinas.

20. Método para incrementar la digestibilidad y/o solubilidad de proteinas, que comprende mezclar el aditivo para
pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la formulacién liquida de la reivindicacién 15 con
al menos una proteina o fuente de proteinas.

21. Un método de mejora del valor nutricional de un pienso para animales, que comprende afiadir el aditivo para
pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la formulacién liquida de la reivindicacién 15 al
pienso.

22. Uso del aditivo para pienso para animales de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11 o la formulacién liquida de
la reivindicacion 15:

en la preparacion de una composicién para uso en pienso para animales;

para mejorar el valor nutricional de un pienso para animales;

para incrementar la proteina digerible y/o soluble en pienso para animales;

para incrementar el grado de hidrélisis de proteinas en dietas para animales;

para mejorar no terapéuticamente uno o mas parametros de rendimiento en un animal; y/o

para el tratamiento de proteinas, en donde dicho tratamiento es para ejercer una influencia hidrolizantes sobre las
proteinas.

23. Un método de produccién de un polipéptido, que comprende las etapas de:

(a) cultivar una célula hospedadora de Bacillus que comprende un polinucleétido exégeno que codifica el polipéptido
tal como se ha definido en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde se expresa el polinucleétido y se produce
el polipéptido; y, opcionalmente

(b) recuperar el polipéptido.
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