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(57) Bei einem Verfahren zur Herstellung eines
Futtermittelzusatzes zum sauerstoffunab-
hangigen, enzymatischen Abbau von My-
kotoxinen, insbesondere Fumonisinen, wird
wenigstens eine Nukleinsduresequenz von
Genen entsprechend Sequenz ID-Nr. 1, 2,
4,6, 8,10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24
vorgelegt, die wenigstens eine Nukleinsau-
resequenz in prokaryotischen oder eukary- 0 p » » P ®
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kompletter, rekombinanter Wirtsorganis-
mus sowie gegebenenfalls gemeinsam mit
einem Cosubstrat in einem Futtermittel
eingesetzt.
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Zusammenfassung :

Bei einem Verfahren zur Herstellung eines Futtermittelzu-
satzes zum sauerstoffunabhangigen, enzymatischen Abbau von Myko-
toxinen, insbesondere Fumonisinen, wird wenigstens eine Nuklein-
sduresequenz von Genen entsprechend Sequenz ID-Nr. 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt, die wenigstens eine
Nukleinsauresequenz in prokaryotischen oder eukaryotischen Wirts-
zellen exprimiert und wenigstens ein dadurch hergestelltes Enzym
entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21,
23 und 25 oder auch ein kompletter, rekombinanter Wirtsorganismus
sowie gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat in einem Fut-
termittel eingesetzt.

(Fig. 3)




Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur
Herstellung eines Futtermittelzusatzes zum sauerstoffunabhan-
gigen, enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumoni-
sinen und einen Futtermittelzusatz zum sauerstoffunabhangigen,
enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen, in
Futtermitteln bzw. im Verdauungstrakt von Tieren sowie die Ver-
wendung derselben.

Verschiedenste Mykotoxine treten auf landwirtschaftlichen
Produkten sehr h3ufig auf und verursachen je nach Art der Mykoto-
xine schwere wirtschaftliche Schéden, insbesondere in den aus den
landwirtschaftlichen Produkten hergestellten Nahrungsmitteln und
auch bei Tieren und Menschen, welche derartige Nahrungsmittel
verzehren, wobei derartige Sch&den auflerst vielfaltig sind. Es
wurden bereits zahlreiche Methoden entwickelt, um zu versuchen,
derartige Mykotoxine zu entgiften bzw. abzubauen oder unschadlich
zu machen, um die durch die Mykotoxine verursachten Schaden in
den Bereichen von tierischer und menschlicher Ernahrung, der
Tierzucht, Viehwirtschaft, Verarbeitung von Futter und Lebensmit-
tel und dgl. hintanzuhalten.

Unter den bekannten Mykotoxinen existiert eine Vielzahl von
untereinander strukturell verwandten Mykotoxinen, wie beispiels-
weise die Fumonisine, von welchen Fumonisin B; das am haufigsten
vorkommende Toxin der Gruppe ist. Jedoch sind zahlreiche Derivate
und verwandte Molektile bekannt, welche ebenfalls giftige Wirkun-
gen bei Tieren aufweisen, wie beispielsweise im Zusammenhang mit
der Flitterung von kontaminiertem Mais. Fumonisine sind in diesem
Zusammenhang eine nahezu allgegenwdrtige Kontamination auf Mais,
welche aber auch auf anderen Getreiden, Nussen und Gemise einen
stark negativen Effekt in bezug auf die Tiergesundheit und Lei-
stung darstellen.

Der mikrobielle Abbau von Fumonisinen wurde bereits in der
EP 1 860 954 beschrieben, gemidR welcher Mikroorganismen zur Ent-
giftung von Fumonisinen und Fumonisinderivaten eingesetzt werden,

bei welchen die detoxifizierenden Bakterien oder Hefen, gewdhlt
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aus genau definierten St&mmen zur Entgiftung von Fumonisinen Fut-
termitteln zugesetzt werden.

Auch wurden bereits katabolische Stoffwechselwege fir den
biologischen Abbau von Fumonisinen und die hiefr verantwortli-
chen Gene und Enzyme beschrieben. So beschreibt beispielsweise
die EP 0 988 383 Fumonisin entgiftende Zusammensetzungen und Ver-
fahren, wobei die eingesetzten, Fumonisin abbauenden Enzyme in
erster Linie in transgenen Pflanzen produziert werden, bei wel-
chen die Entgiftung von Fumonisinen mit Hilfe einer Aminooxidase,
welche fir ihre enzymatische Aktivitat molekularen Sauerstoff be-
nétigt, erfolgt.

Des weiteren beschreibt die WO 2004/085624 Transaminasen,
Deaminasen und Aminomutasen und Zusammensetzungen und Verfahren
zur enzymatischen Detoxifizierung, wobei insbesondere aminierte
Toxine, beispielsweise Fumonisine, entgiftet werden. 1In diesem
Zusammenhang werden Polypeptide, welche eine Deaminaseaktivitat
besitzen, zur Entgiftung eingesetzt.

Bisher bekannten Verfahren ist jedoch gemeinsam, daR sie fur
eine Detoxifizierung der Mykotoxine molekularen Sauerstoff fir
die beschriebenen, katabolischen Stoffwechselwege bendtigen, wo-
bei die insbesondere erforderlichen Aminooxidasen unter sauer-
stoffunabhangigen Bedingungen nicht arbeiten kénnen. Ein Einsatz
von derartigen Genen und Enzymen zur Detoxifizierung von Futter-
mitteln, beispielsweise im Verdauungstrakt von Tieren, ist auf-
grund des im wesentlichen sauerstofffreien Milieus in dem Ver-
dauungstrakt von Tieren nicht méglich bzw. zeigen die bekannten
Gene oder Enzyme keinerlei Wirkung.

Die Erfindung zielt nun darauf ab, ein Verfahren zur Her-
stellung eines Futtermittelzusatzes zur Verflgung zu stellen, mit
welchem es gelingt, Mykotoxine und insbesondere Fumonisine unab-
hangig von Sauerstoff sicher und zuverldssig zu entgiften.

Zur Ldsung dieser Aufgaben ist das erfindungsgeméfe Verfah-
ren im wesentlichen dadurch gekennzeichnet, daf3 wenigstens eine

Nukleinsduresequenz von Genen entsprechend Sequenz ID-Nr. 1, 2,




4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt wird, die
wenigstens eine Nukleinsduresequenz in prokaryotischen oder euka-
ryotischen Wirtszellen exprimiert wird und wenigstens ein dadurch
hergestelltes Enzym entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder auch ein kompletter, rekombi-
nanter Wirtsorganismus gewonnen werden kann, wobei das wenigstens
eine Enzym gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat in einem
Futtermittel eingesetzt wird. Dadurch, daf3 wenigstens eine Nuk-
leinsiduresequenz von Genen entsprechend den nachfolgenden Sequenz
ID-Nr. 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt
wird, gelingt es, spezifische, Fumonisine bzw. Mykotoxine ab-
bauende Gene zu klonieren und zu produzieren, wobei beispiels-
weise die Expression in E.coli und Pichia pastoris unter Verwen-
dung von Standardverfahren durchgefiihrt wird, bei welcher Expres-
sion Enzyme entsprechend den Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder auch ein kompletter, rekombinanter
Wirtsorganismus gewonnen werden koénnen, welcher gegebenenfalls
gemeinsam mit einem Cosubstrat in einem Futtermittel eingesetzt
wird. Mit einem nach einem derartigen Verfahren hergestellten
Futtermittelzusatz gelingt es, Mykotoxine im Verdauungstrakt von
Tieren auch in einem anaeroben oder einem sauerstoffunabhangigen
Milieu vollstandig und zuverl&ssig abzubauen, wobei die spezifi-
schen bei diesem Verfahren exprimierten bzw. produzierten Enzyme
den Abbau von Fumonisinen und von Zwischenprodukten des Abbauwe-
ges katalysieren. Mit einem derartigen Verfahren gelingt es
weiterhin, den Sphingolipidstoffwechsel, der durch eine Wechsel-
wirkung der Fumonisine mit dem Enzym Ceramidsynthase behindert
wird, aufrecht zu erhalten und gleichzeitig die Fumonisine
biologisch zu nicht toxischen Substanzen abzubauen, welche von
dem Tier ohne Schiédigung ausgeschieden werden kénnen. Schliefllich
kdnnen technologische Anwendungen der Detoxifizierung erzielt
werden, da dieses Verfahren auch im grdéfleren technischen Mafstab,
entgegen den aus dem Stand der Technik bekannten Verfahren,

anwendbar ist, so daR mit dem erfindungsgemafen Verfahren sicher




und =zuverlassig ein Futtermittelzusatz hergestellt werden kann,
der Mykotoxine und insbesondere Fumonisine im
sauverstoffunabhangigen Milieu enzymatisch abbauen kann.

Die in dem erfindungsgemdfen Verfahren eingesetzten Nuklein-
sduresequenzen bzw. die mittels dieser Nukleinsduresequenzen in
bakteriellen und eukaryotischen Wirtszellen exprimierten, in
sauerstoffunabhadngigem Milieu sauerstoffunabhangig katalytisch

wirkenden Enzyme sind nachfolgend aufgelistet.

Nukleinsauren

Sequenzen:

>Seq ID 1 (fum (Fumonisinkatabolismus) Gencluster, 15.420 bp)
TGTCGGCGATCRGTAAACTTCTACCGTGGTCCTCGTTCGCCCACAKCATACATCACAGACRTCGGGATTTCCAACTGAAC
GGGTCCCGGCCTGCCGGCCCACATTTCCCGGAACGCCATATGGGTGATTTCGACAATCCGGTTCCAGGCGAAGATGGGTG
CGCCCCATTTAACCGCGGGTCGAAAGAGGTCGATCTGGTCTTGTCCCTGAAAGGTTTTTGGCGTGCAGGGATAAACGACA
CCAAGTTGATGCTGGGACGTTATTGCGACGAAGGGAACCCCTTCGTGGCGTGCCGTCACGACTCCAGGCAGAAGGTTTGC
CGTACCGGGACCCGGATTCGTGACAATCGCGGCGACCTGTCCGGTGETCTTGTAAATGCCCTCGGCCATATAGGCTGCGG
CGGCCTCGTGCCGCACCGGGACGAACAATATCCCATTGTCT TCGAGCGCAGCCAGGAGCGGATCCACCTCCGGCGACATG
AGGCCGAAGACATACCGGACGCCTTCGACGGCCAAACATCGTGCCAATAATTCTCCGCCCGTGAGGCGCATGACGATCTC
CAGTACGAAAGGTGAGTGCCCAGGTTCCGGCACATTCGCTGTGGTTAGT TGATGCGCTGATCGGCCAACCGACTGAGTGG
AGTTGGATGGCCGCACCTTACCCTGTCGCGCATAACTCTCAGATCCGGAAACGGACCCCGACATTAARATAGCGGCCGAC
CGGATCATAGGCAGAGCTGGTCGGGCTGGAAAAACTGCTGGGGTCGTTCGTCGCTAT TGGCGGATCTCGGTCGAACAAAT
TATTGACCGATAGAAACAGCTGCTGCTTCTGGCCAAAAGCCGCGATGTCGAAGGTCAATGTCGCGTCGGTGTACCAAACC
GCCGGAGCGTGGTTCARATTCGTATCGACGCCCTCCACATTGTCGGCATTGAACACCGATGCTGCGATGAAGCGCTGCTG
CACGAGAAGCGCCCAATCGTCGGTCGAATATCGCGCCTGGAAGTTGGCCGACCATTTTGGCGTGTCCGGTTGTCCGAGCG
AACGGATGGGCGCCGAGCCGGTCGCGATGCGATAGGCAGAGGTATGGTGCGTTGCCAGCGCACGAAGACTGAACGTGCCG
CCGCCGACGGGGCGTGAGTAATAGGCCTCGAAGTCAATTCCCGCCGCTTTCTGGACAGCCAGGTTGAGATTGGGACCCGT
CACTGTGATGGTGCCGTCCGGATTCTCCGTTATGAGGTCGCAGAAGAAGGTGT TTCCTGCATCGCACGCGTCGATTTCCT
GCTGGGGAAGGAGGAAATCGATCGCGCCCTTCACCTTCACCACATAGCGATCGACCGAAAACTGAAACCCCGGCACGAAG
GCGGGGCGTAGCACCGCGCCGAATGTAAGGACGTCCGCCTTTTCAGGGCGCARATCCGCGTTGCCGGCGGTARAGAACCG
CGTCTGCACAGCCTGTCCGCCATAAATTGAATTGAGCGTCGCCTGACGGCCGGGGTCGAATAGCTCGACAAGGCTTGGCC
CGCGGATATCTCGCGAACGGGTCGCGCGGAACCTGAGGCCGTCGATCGGCTCATATTCTCCGCCCAGCTTCCAGGTTGTT
ACTCCACCGGACTGGCTGTAATCGGCATATCGGACGGCGCCGTTTAAGTTCAGCGAACGTCCCAGCGCGCTGTCCTTCAG
AATCGGGACGCCGATTTCGACAARACCTTCCTTGATGTCATAGCTTCCCGAGAAGGGAAGTGGGTTGTAGAGATTGAAGC
CTCCAGGCCGACCTGCCTGCGCCGCCGGAGCCCCCCTGATTCCCGTGATCGAGGTCGTCGCCTGCGATATCGCGTCGGTT
TCCTGCCGGGCCTTCTCCTTGCGATATTCGATACCAGCGGCGACCGAGACCGGGCCCGCGCCGAACGACAGGCTATCGCC
GAGGTCGCCGGAAATCGTGAGTCCCGCCACATATTGCTCAAGCCTCAGCTGAGCGACGCCATCAGCGGTGACATAGTCGA
TGGCCGACGCGCTCGGCGAGCCTGTGCCGAAGAGATTGAGCGGCACGCAATCTTGGTCGAGGCCGGCCAGTGTTGAACGG
CAGACGATATTGCCCGCGGGATCGCGGACCGCATCGACGGCGGCGTAGAGATTGCGGTTGATGGTGAGATTGTTTTCACG
AAGCTCGAGGTCCGTAAGGCCAAAGGAGGCCGAGCCATCGAGTTTCCAGCCATTGCCAATGTCTGCCCGGAAGCCGGCAG
CGCCGCGGTAGACCTTTGCGAAATTCTCGATTTCGACCAAGGGAAAGTCGCTTGAGAAGCGACCGACAACGATCGAAGCC
TGGGCATTTCTGTCCATGAGCGTCGCGAGTGGAGCCGGAAGGAAGGCGTTATCACGGAAGATCCGGARATTATTCGAGCC
ACCGACATGCGATATTACGAATGCACCCAGGTTGGTGTGGGAATAAGCATAGGTGCCCTCCGCATACACCTGCACAGTGT
CGGACACATCATATGCGGCGCGTAGGAACGCGTTGTAGCGAAGCTGATCCGGGGCGAAGCCGATATTCACGCGCGGTCCA
TCGCCGCCGCTCTGGAACGACGAGCTCGTAAAATTCCCGTAGTCGAAGGTCCCTAGGACTCCTCCGGGCAARARCGCGAT
GCCTTTCAGAGGGCCGGACGTGACAAGTCCGCCGTAGGATCCGCGAGAACTGCGAATATCGGGCACGACCGTGACGCCTG
TCGTAGCGCCGGGCACGGGATATTGGCCGGCGGCCATGTCGAACCAGCGGCGACCCGTTGCTTCATCGGCCCGGATTCCG
TCCTGTCGAAAATATTCGAAGCTGCCGAGCAAGTGCAACCGGTCGTCGGCARACGAAGTGCCGAAGGCGATCGAACCGCC
GTAGGACGGGAGGTCGCCGCGGGTTGAAACACCCGACTGGAGCTCGGCCCTGATGCCTTCCAGATCTTCGTCGAGCACGA
AGTTGATGACGCCCGAAACGGCATCGGAACCGTAGGCGGCCGAGGCGCCGCCCGTCACGACATCGACGCGCTTGACCAAC
GCCTGCGGCAGCACGTTGATATCGACCGAGCCTGTGAAATTGGTCGCGACGAAACGGTTGCCGTTCAGCAGGACGAGGTT
CCGGTTTGACCCGAGGCCGCGCATGTTGAGCAGGTTCTGACCGCTGTTCCCCGTTCCGGGTGTCGTGCCAGGGTTGGAGE
TCTTCAAGCTGTCGTTGAACACGGGCAGCTGGTTGAGTGCGTCGGCAAGGTTGGTCGGAGATGCCTCCTTCAACTGCTCG
CTGGATACGGCTGTAACCGGCGTCGGCGAATTGAAGCCGTTCTGGAGGCGGCTGCCGGTCACGACGATTTCGCTCGTTCC
CCGGTCCGTGTCCGCTTCGTCCGGCTGACCTATCGATGCGGGATCGCTATCCTGAGCACTGGCAGAGACAGGARATGCGA
GGGTGCCGAGCGCTACTGCGCCGAGCARACTAT TTGCCTTGCCGGGCTTTTCGATTCTGAACTTCCGATACATCTGCAGT




CCCTCCCGAATTGATAGGGACTCCGTTTGAGTCCCCTTGTTTCTTGACGCCGCCGTCGCTCACCACGGTCCGGTCGGAGE
CTAAGCGTCGGGCCTAAGGACCCGCAATTTGAACATCAAATGCAATGATCGGAGGCTTCATTGCACTTCGCGCATAGACC
GGCGCGGTAGCTGAAAGTGCCAATAATCAGGGATTTTGCTGAACAGTTGCGGCATGACGTCCGGCATCGGCCACGCGGTT
GGCGGCATCGACGTGGCTTTCGCGTCGCCGCCCCTCAAGCACCGGCGAGTTGCATTAAAATGGGATGAGGCTGGAGAGAC
GCAAAATCTCTGAGGACCGCGCTGAACGCGCGATCCGTCGCCTCGAGGGTCTCCGTTACATCGTCAACTGTATGGGCCGC
AGAGAGAAACATATTGTGATAGGGATGAACATAGACGCCGCCCTTCAGGCACGCCGCGGCCCACGCATAGCCGATCCGRA
AATCGGGATCGTCCGCAAAGAATATTTGCGGCATCTGCGCCGGGCCCGTCTGCTTCAACTCAAGACCATGGCGCTGAGAC
TGTGCCTCCAGGCCTGCCCGCAGGGCEGCGCCEGCTGGCGATCAGCGTTTCGAGATAAGGCGTCTCTCGAATGATCCTGAG
GGTTTCGATCGCGGCCGCCATCGGTACCGCAGAGAACCAGAAGGAGCCGGTCACAAATATATCCCGCGCCGCATCGCGCG
CCTTGTTCGAGCCCAGCAGGGCGGAGATCGGATAGCCATTCGCAAAGCATTTTCCCCAGCAACTGAGATCGGGTTCGATA
CCCAAATGCGTCCAGCTGCAATCGCGCGCCACCCGGAAACCTGCGCGCACATCGTCAACGACCAGAAGCGCACCGGTCTC
GTCACAACATTTTCGAGCGGTGCGCGCGAACTCAAGCTGGGCGAGGGCCTGGTCCTCAAATACTTCGTGTCGGAAAGGTG
TGGCAAAGACAGCCGCAATATCGCCATCGTGCGCCTTGAACGCGTCCGATAAGCTTTGGGCGTCGTTATAGGTATAATAT
GCGACATGCACGCGATCGGAAGCGAGAATCCCGGCAGTATGCGGAGTGTTCCACGGGGAAGCGCCATGATAGGCGCCTTT
GGCGCATAATATGGTTTTGCGCCCCGTATGGGCACGCGCGAGAACCATCGCCGTTGAGGTGGCATCGCTGCCATTTTTGC
AGAACATCGCCCAATCCGCATGACGGACCATGCCCACAAAGGCTTCGGCGAGGTTGACCATGATCTCCGAAGGACCGGTC
ATGGTGTCGCCGAGAAGTCGCTGCGCATCAGCCGCGGCTTCGATTTCGGATTGCCGGTAACCGAGCAAATTTGGCCCATA
CGCGCACATATAGTCGATATAGGGCTGCTCGTCGGCGTCCCAAATTCGTGCCCCCAGCGCGCGCCTGAAGAACTGGGGGA
ATTCTGGCGGCAGCAACCGTGTCGACTCGTGGCCGTACATCCCGCCCGGAATGACCCGTTCGGCGCGTTCTCTGAGATCT
TTCTGCCTTGTTCCGTTCGCCATAATGCACCTCTCGCGATAAATAATGGGTAAAAATCCACGARATTCAACGATTCGTGA
TCTGAAAGAGATATATCTTGTAATATACTGTATAATTATACACAATGCGCAATCGGACGACGGGATAGCGGGGCAGGGAG
GACGGGGAAATCTATGCGGAACGTCAGCGACAAGGCGCCGCCCCACGAGACGCTCACCGTAGTCGTCGCGGCAATGATCG
TTGGCACGGCCGCCTTGATGGTGCTTGGAATACAGCCCATCCTTCTCGGCGCCCTTGTAGAGGAGGGGCGTATTCCCGCC
GAGGGGTTGGGATCGGCGGCAACGGTGGAAATACTGGCGATCGCGGCGGGAACATGCATCGGACCCGTTCTTATGAAGAC
GGGATATCTGCGGGCGAAATGCGCGGCACTCTGCTTAATGCTCGCCGCAATCAACTTCGGATTGACGTTGCCGGGTTTCG
ATTTGCCCATCGTGGCTTGCCGAGCGGCAGCGGGAGCCCTGGAAGGTCTTTCGCTCAGCGCGGCGATCCTGATCATGACT
CATAATCGGCGGCCGGACCGGCTGAGCGGAATATTTCTGGGCGCGCAGACGATACCGCAGGTAATATCTGCTTATTTGCT
CCCGACGGAGATTATTCCGCGCTGGGGGAGCGCAGGCGGCTTCACGATCCTGGGCATTCTCGCGGCGATCGCCGCGATCG
CGGCTCTGTGCCTCGTCGATCGCGTTGAGCTCGATCCGACGACCGTTAACGACGACTTGCAGTGGTCACCCGCGGCGATC
GTCATTTCGATGGCGGCATTCGTTCAATTCTCGGGGGTCGETGCCGCATGGAGCTATCTGGAGCGACTGGCTGCGCAGCA
CGGATTTTCGGGAGAAACGATCGGTATCGCCATTTCCGGGAGTTTGCTTTGCCAGGTAGGCGGGGCTTGGCTGGCCGCTT
GGATCGGTGGGCGGGTCGGATATCGCTTCGCCTTAATCGCTGGGAGCCTGCTTCAGGCGGGCAACGTGATCGCATTGGCG
GTGGCCGATCAGCCAAGCTGGTTTATTTCCGCTTCCTGTGCTTTCGGCCTGTTCTGETTGGCGATGCAGCCCTTCCARAT
CCGCTTCGCGATCGCGATAGATAACAGCCGGCAGCTTGCTGTACTGCTGACGCCGATCGCCCTCGTCGGGTTGAGCGCGG
GGCCCTTGTTGCTCTCTCGCTTTGCCGGGGCGACCGACTTGCGCTGGATCTTTGTGGGGAGTTCGACCTTGTTGCTGGCC
AGCGCGCTTCTGTATCTTTGCGCTTCTCTGTTTCAACCGCGCGGARAGGTGATCGCTGAAACGGTGGACGTATGAARARG
ACGGATCGGGGTTCGCGATGACATCGCAGGTCAAGCTTCGTAGCGCGGCAAAGCGGCCGCGCAGTCCTAARAGCGAGCGA
GGTCTTGCTCGTTACGAGTCCTTGCTTGATGCGACCGACAGGCTGTTGGTCGATCTAGACCCCGATCAGGTCGGTCTCTA
TCAGATTGCAGAGGAAGCGGGTGCCTCACCGTCGTCCGTCTATCATTTCTTTCCGACCAAGGAAGTGGCTCATCTCGCTC
TGATGCGCCGCTATCTGGAGGGGCTCCGGAATCTCGACGCGATGGAAGTCGACATCGGCCAGCTCGAAAGCTGGCAGGAC
CTGATGAAGTTGGATCAGATCAGGGCGCGAGACTATTATAATAGCCACCCGCCCGCCCTCAAGCTTCTGTTCGGCGGATA
TGECGGGETCGAGGCCAGAAAGCTTGACGAGCGATACTCCGAGGAAATCGTGAGCTCCATGTATGGCAGATACAACGGCA
TTTTCCATATGCCGCAAATGGAGAATGAGGCTCTCATGTTCACGATCTGCTTCGCAATTCTCGACGCGGTATGGGCCGTC
TCCTTTCGCCGGTTCGGTGAAATTACGTCGGATTTTCTTCGGGAGGGGCAAGCGGCTTGCATTGCCTATTGCCGACACTA
TCTGCCCGAGCGAACGCCATCAGCGTGAATCCGTTCAACGATATGCAGGAATGTCCGTTGCGTTGAGTTCGGTTCTGAGT
TCGGTCGGTTAGGAGGCCCCGCGATAAACCAACGCTCTTCTGTCGAAGGGATGTCGCCTGGTTCGACCAGGCCCTGCGAA
GTCAGCCGCAATCAACGAGGCAGATGTCAACGTGGCCAGCAAGTTCAACTGTGAGTTACTCGATCTGCGATCATTTGTTG
CGGTGTATGAAACGCGAAGTTTTAGCCACGCCGCGCGGCTTCTGAATCAATCGCAGCCCGCGCTCAGCCGGAGAATCCAG
CGCCTCGAGAGTCTCGTGGGCGGTCCGTTGTTCGAGCGGACCAGTCGGTCGCTTGCCGARACGGCGCTCGGCAAAGAGTT
GCTCCCGGTCGCCCACCGAGCGTTGGAACTTGTCGATACGTCGCTGTTTGCGTCGCCCAATGTCCGGGAGTTCCGCTGGA
CAGACATCACGATTGCCTGTGTACAGACCGCCGCCTTCCATGTTCTCCCGCGAGCTGCGCGCTTGTACATGGATCAAAAT
CCGAGGGTCCGACTCCGCATCCTTGACGTGCCGGCGGTCGAGGCTGCGGACCTGGTTGCGAGCGGCGAGGCGGAGTTCGG
CATCAGCATTGAGAGCCTGTTGCCATCAAGCCTGCGGTTCGATGCGCTCCACGAGGACCCGTTCGGCCTGGCATGCCACC
GAAGCCATCCGCTGGCGTCGCTCGAGATCCTTGAATGGACGCAATTGAAAGGTGAAAGCCTGATCGCCGTTCACCGTGCG
AGCCGGAACCGCACGTTGCTCGATGCCGAACTCGCGCGCAACAATATCGCGCTGGAATGGCGGTATGAGGTCGCGCATCT
GACGACGGCGCTGGGATTGATCGATGCGCAATTGGGTGTCECTGTTATGCCCCGCATGGTTATGCCCCGCTCGGGTCGGT
CGGAGGTCGETCTGGCGCCCCGTCGTCGCGCCGGTCGTCCARCGCACGATCGGCATCGTTCAGCGCCGCACCGGCTCGATG
CACCCTGCCGCACAGCAATTGCTTGCGCGGCTCCGCGCGECCTGGTCGTCCGCCAATCTGGGCGACATCGCGTCTCGCGA
AGATGGGGCATCGTGACACGCGTTCTATGCGCCTGCAGCATCGATGCTCACGATCATTGCATTTGCTGAGAGACGAACGC
GAAGATACCGCTGGGTCACAGGATATCAGTCCATCGAGGCGGGAGAGAAATGTGTGAAAGAGCACCAATGCCGTGGCGGC
CGGGCGTCCCCCGCTGCGCCCGCCACGTGGCTTGCGCGGATCAGCGTTTCCCGGEGBGCCTCCGCCATCGCCTGGACCTT
CATGCTTGGCGCAACTGCCATTCCCGTGGCTGCGCAAACTGACGATCCGAAGCTCGTTCGTCATACCCAGTCGGGCGCCG
TCGAGGGCGTCGAGGGCGACGTCGAGACTTTTTTGGGAATACCCTTCGCGGCTCCGCCGGTCGGCGACCTGCGATGGCGG
CCGCCGGCTCCGCCGAGGGCGTGGGCGGGCACCAGGGACGGCCGCCGCTTTGCGCCCGATTGCATCGGGAACGAGCGGCT
TAGAGAGGGGAGCCGGGCTGCCGGGACGAGCGAAGACTGCCTCTATCTGAATATCTGGTCTCCCAAACAGGTCGGTAAGG
GGGGGCTCCCCGTCATGATCTGGGTTTACGGCGGTGEGTTTAGCGGCGGTTCTGGCGCGGTGCCATATTATGACGGCTCT
GCGCTCGCGCAGAAGGGCGTGGTGGTCGTCACGTTCAACTATCGCGCCGGGATTCTGGGCTTTCTTGCCCATCCGGCGCT
TTCAAAGGAAAGTCCGAATGGCGTGTCGGGCAACTATGGTCTTCTCGACATGCTCGCGGCGTTCAAATGGGTTCAGAACA




ACATAAGGGAGTTCGGCGGAGACCCGAACCGTGTCACGGTCTTTGGCGAGTCCGCCGGCGCGAGCGCGCTCGGACTGCTC
CTGACCTCGCCGCTCAGTGAGAGCGCCTTCAATCAGGCGATACTGCAAAGTCCGGGTCTGGCCAGGCCGCTCGCCACGCT
TTCTGAARAGCGAAGCGAATGGGCTGGAGCTGGGAGCCGATATTTCTGCTCTACGGCGTGCCGATGCGGGCGAATTGACGA
AGATCGCGCAATCGCGAATACCCATGTCGCGCCAGTTCACCAAGCCGCGGCCGATGGGTCCGATTCTGGACGGCTATGTT
TTGCGCACCCTTGACGTCGATGCCTTCGCCAAGGGGGCCTTCCGCAAGATACCCGTTCTGGTCGGCGGAAACGCCGACGA
AGGGCGCGCTTTTACGGATCGCCTGCCGGTCAAAACGGTCCTTGAATATCGAGCCTATCTCACAGAACAATTTGGTGACG
AGGCGGACGCATGGGAGCGTTGTTATCCCGCGAACTCCGACGCCGACGTCCCCGCCGCCGTTGCCCGTCTTTTTGGGGAT
AGTCAGTTCAACAACGGGATCGAGCTGCTCTCGGCAGCCTTCGCGAAATGGCGAACGCCGCTTTGGAGATATCGCTTTAC
GGGCATTCCAGGAGCCGGCCGTCGCCCCGCCACGCATGGAGACGAAATTCCCTATGTCTTCGCAAATCTGGGGCCGTCGT
CCGTATCTATGTTTGGGTCGCTCGAAGGCGGCGCCGGGGCGTCGGACATCAAACTTGCGACCGAAATGTCCGCGGCCTGG
GTGAGCTTCGCGGTGCACGGGGTCCCCGATCAGGGCACGAAATCGCACTGGCCGCGCTTCGAGCGGCGAGGGGAGATCAT
GACTTTTGGTTCGCAGGTTGGCTCTGGGGAAGGTCTTGGAGTTTCGCCGAGCAAAGCCTGCCAACCCTCAAAATAGCGCC
CGGCCTGTGCGTGCTTCAGCACGCCGTCCCGCTTTGCGGGCGACGGGCTGTGCCCTCTGCCTAGAAGGAAGTAAGTTGCG
CTACGACGTCGCGATAATTGGAGGTGGCAACGCTGCATTGACGGCAGCCGTGACGGCGCGTGAAGCGGGGGCCTCGGTTC
TTGTGATCGAGCATGCGCCGCGCGCCATGCGCGGCGGCAACAGTCGTCACACACGCAATATGCGTACGATGCACGAACGT
CCCCTGTCGCCGTTGACCGGTGAATATTCGGCGGACGAATATTGGAATGATCTTGTCCGCGTCACGGGGGGGCGCACCGA
CGAAGAACTCGCGCGGCTCGTTATCCGCAACACCACCGACGCTATTCCCTTCATGACCGCGCTGCGGTGTGCGTTTCCAGC
CCTCGCTGTCGGGCACGCTGAGTTTATCGCGAACCAACGCATTCTTCCTTGGCGGCGGGAAGGCGCTTGTAAACGCATAT
TACGCCACGGCCGAACGGCTAGGCGTCGATATTCTCTATGATTCTGAGGTGACCGAGATCAACCTTCAGCAAGGCGTCGT
GCAGCGTCTGCAATTGCGCAGCCGGGGATTCCCTGTCGAAGTGGAAGCCAAGGCTGCCATCGCCTCGTCCGGAGGATTCC
AGGCAAATCTTGACTGGCTCTCAAGCGCATGGGGGCCTGCTGCGGCGAACTTCATCGTACGGGGCACGCCATATGCGACT
GGCACGGTGCTCAAGAACCTGTTGGAGCAAGGCGTCGCCTCGGTGGGAGATCCAACCCAATGCCATGCTGTCGCGATCGA
TGGGCGAGCGCCCAAATACGACGGCGGCATCGTCACACGACTGGACTGCGTTCCCTTCTCGATCGTCGTCAACAAGGACG
CCTTGCGCTTCTACGATGAAGGCGAAGATGTGTGGCCGAAGCGTTACGCCATATGGGGTCGCTTGGTGGCACAGCAGCCT
GATCAGATCGCTTTCAGCATAATCGATCGGCAGGCCGAAGACCTCTTCATGCCGTCAGTGTTCCCCCCCGTGCAAGCGGA
CACGATCGCGGGTCTGGCCGAGAAACTCGGTCTGAATCCCGTAACCCTGGAACGCACGGTGGCCGAATTCAACGCCGCAT
GCGTGCCCGGCGAATTCGGCGGCCARGATCTCGACGACCTCCACACCGAGGGAATCGAACCAAAGAAATCCAACTGGGCC
CGACCGATTATTGTGCCCCCGTTCAGCGCCTATCCTCTCCGGCCCGGGATCACCTTCACCTATCTCGGCGTCAAGGTAGA
CAGCCGTGCGCGGGTCATCATGGAGACAGGTGAGCCGACAARAAACCTGTTTGCTTCGGGGGAAATAATGGCGGGCAGCA
TTCTCGGCCAAGGTTATCTCGCTGGATTTGGAATGGCGATTGGTACCGTATTCGGCCGCATCGCGGGTTGGGAGGCCGCA
CGTCATGCAGGATTTTGATCTCGTAAAAATGCTGTCTGACTTGCCGTCGGCGCCGGAGCTGGAAGCCAGGCGCGTTATGG
AGGTGTGCAACGCGTGCCGCTATTGCGAAGGGTTCTGCGCGGTATTTCCTGCAATGACCTTGCAGCGTCATTTCGCCAGC
GGCGATCTCAGCCACCTCGCCAATCTCTGCCACTCGTGCCAAGGTTGCTATTACGCCTGCCAATACGCCCCTCCGCATGA
GTTCGGAATAAACGTTCCAAAGGCGCTGTCGGAGTTGCGGCTCGAGAGCTACGAGCAGCATGCTTGGCCCCGGCCGGTCG
CCGCTCTCTATCGCAAGAATGCGCTCATCATTTCCATCTTGTCGGCGGCATGCATAACCGGCGTCCTTCTGCTTGCCGCC
ATCTTCAACGGGGATGCACTTTTCGCGAAACACGCATCGGTGCCCGGCGGCGGGTTTTACAACGTTATTCCTTATCAGGC
GATGATTGCCGTCGCGGCGACCACATTTCTTTATTCCGCGCTGGCGCTGGCGATCAGTCTCGTTCGCTTTTCGCGGACGA
TCGGTCTGGGAATTAAGGTTCTTTATCAGCACGTGCCGGTTCTTCGGGCGCTACGCGATGCGGCGACTCTGCGATATCTC
GGCGGCAGCGACGGCGAGGGGTGTAACGACGCGGACCGAGACATTTTCGACGACCCGGCGAAAATTTCATCACGCCCTTGC
CTATGGCTTCGGACTTTGTTTCGCGGCCACAGCCACGGGCACGATCTACGATCATATGTTCGGCTGGCCGGCGCCCTATG
CGCTTTTCAGCTTGCCGGTCGTCCTAGGGACCGT TGGGGGGATCGGAATGGTCGTGGGCGCGATCGGCCTACTCTGGCTC
AAGCTGGCCGGCGAAGACGCTCCTCGATCACCGGCACTGCTTGGGCCGGATGTTGCCCTGTTGGTGCTTCTGCTTGCCAT
AGCGGCAACGGGCCTCCTCCTTTTAGCGGTCCGCAGCACCGAAGTCATGGGCGTCGCGCTCGCCGTCCATCTCGGCGTCG
TCTTGGCCTTCTTTTTGGTGATGCCATACAGCAAATTTGTCCACGGTATCTTCAGGCTCACGGCTCTCGTGCGCCATCAT
GCTGACCGCGAGGCAAGTAATGGCTTCGCCTCCAGCCCTCCCACGAAAAAGGGTTAAACAATGGAACATATGAAGTCCGT
TCGCGATCGCAGTAGCGTCATGCAGATCGTGAGAGTGGCGAGTGGCAACTGTCTCGAGCAATATGATTTCTTCGTTTACG
GCTTCTATGCGGCATATATTGCGAGAAGCTTTTTTCCGACCGGCGATAACGCGACATCGCTCATGCTTTCATTGGCCACT
TTTGGCGCTGGTTTCCTCATGAGGCCCTTGGGGGCGATTTTTCTCGGGTCCTACATCGATCGCGTCGGGCGTCGGAAAGG
CCTGATCGTGACACTCGCGATCATGGCCGTCGGAACCCTCACCATTGCGATGACTCCARGCTATGAGGCAATTGGATTAC
TCGCACCGGTTATCGTGCTCGTCGGGCGACTTTTGCAGGGTTTTTCCGCTGGAGCAGAGTCGGGTGGCGTCTCAGTGTAC
TTGGCGGAAATTGCGTCGCCCAAATCGAGAGGCTTCTTCACCTCGTGGCAGTCTGCCAGCCAGCAGGTGGCCGTCATGAT
CGCCGCCGCGATCGGTCTTGCGCTGCAATCAACGCTTTCACCGGAGCAAATGAACGACTGGGGATGGCGGGTGCCCTTGT
TGATCGGATGCTTGATTATCCCCGTGATACTCTGGCTGCGCCGGTCTCTCCCGGAAACGAAAGCCTATCTCCACATGGAG
CACAAGGCGCATTCGATCGGCGAATCCCTCCGCGAATTGCAACAGAGCTGGGGGCTGATCTTGACGGGCATGGCGATGTC
GATCCTCACGACGACCACCTTTTACATGATTACCGCCTATACGCCGACATTTGGCGAGAAAGCACTCGGACTGAGCCCGC
AAGATGTCCTGCTGGTTACCATCATGGTCGGCGTGTCGAACTTCCTGTGGCTTCCGATCGGGGGTGCTCTCTCGGATCGT
ATCGGTAGAACCCCGATCCTACTGGTCGTGCCGGTCACCGTTCTCGCCATCGCCTTTCCCCTGATGAGCTGGCTCGTCGC
GGCACCGACATTCGGAGCGCTTGCAGCTGTTCTGCTGACTTTCTCCGCATGCTTTGGACTCTATAATGGGGCGCTCATCG
CGAGACTCACCGAGATTATGCCTCCCGCCATTAGAACCCTTGGCTTCTCGCTGGCGTTCAGTCTCGCGACCTCGCTGTTC
GGCGGCTTCACCCCATTGGTAAGTACGGCGCTAATCCACGCGACGGGCAGCAATTCCGCGCCTGCAATCTGGCTCTGTTT
TGCGGCTTTCATCAGCTTCGTCGGTGTGGCCGCATCGACCCGGCTGAGCCGGCCAATCGCCGAAGGCGCCAGATAGGACA
ATCAGAGAATGCCCGTGCGGCAATGAAGCGAGATTCGGGCGGTAGGTGCGCTGGCGGCACTTCGCGAAGAGCCGTTGCGG
ACGGCTGAAACGATGATGGTATGAATGGGCTAAGACATGAGAGCAGTAGTTTACCGAAATGGCGAACTTGTCCTGGGGGC
CTATGCTGATCCGATACCCGCCGCCGGGCAGGTGCTCGTCAAGACCAGAGCATGCGGCATCTGCGGATCTGACCTTCATT
TTTGCGATCATGCGCAGGCGTTTACGAACCTTGCATCGCGGGCGGGTATCGCCTCTATGGAAGTTGATTTGTGTCGAGAC
ATCGTTCTGGGGCATGAATTCTGTGGCGAGATTATGGAGTTCGGGCCCTCTGCGGATCGTCGCTTCAAACCCGGACAGCT
TGTGTGCTCGCTGCCGCTGGCGATCGGTCCGACCGGAGCGCGGACGATTGGCTACTCGGATGAGTATCCCGGCGGGCTCG
GCGAATATATGGTCCTCACGGAAGCGCTCTTGCTGCCTGTTCCGAACGGCCTTCCGGCGACCTGCGCGGCGTTGACGGAG
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CCGATGGCGETGGGATGGCATGCCGTCGAGATCGCGCAGGTTCAACCACATCACATCCCTGTGGTGATCGGGTGCGGACC
GGTCGGGTTGGCAGTCGTCGCTGCCCTGAAACATAAGCAAGTTGCTCCGATTATTGCGTCGGATCCATCGCCCGATCGGC
GTGCTCTTGCTCTGCGGATGGGCGCCGACGCCETTGTCGATCCGCGCGAAGAATCACCCTTTCGCCAGGCCGAGAAGATC
GCACGCCCGGTCGGACAAGGTGGGGCCCTGTCCAGCTCATTGCTGTCAAAGTCTCAAATGATATTCGAATGCGTAGGGGT
GCCGGGCATGCTTCGGCATGCGATGGACGGCGCGTCCGACGGGTCCGAGATCATGGTCGTTGGCGCATGCATGCAGCCGG
ACGCGATCGAGCCCATGATCGGGATGTTTAAAGCGCTCACGATCAAATTCTCGCGAACTTACACGGGTGAGGAATTCGCC
GCGGTGCTTCACATGATAGGTGAGGGCGCACTCGACGTATCTCCGCTCGTTACCGATGTGATTGGCCTGTCCGATGTCCC
GTCCGCGTTTGAGGCTCTACGGAGTCCAGGCGCCCAAGCAAAAGTGATTGTGGACCCTTGGCGCTGAGCCTGAGGATGCC
AAGGGTGCGACGTTGGGCATCGTCAAAGAAGGCGACGTTGACCCGGTATGTGAACATCCCCATATTCTTCCGCAGCTGAA
GCAGTTGGTAAACATGCCAAAATATGAACTGTAGTATTGCGTCGGGGTTCTCATTGTGGGGTTTGCCATTGTCATCGCTC
GCACCCGGCGACAAAGATTAGATGTACTTCCGATAATCCGTGCTCTCGACCTGGCCTTCCTTCATATATTTCAGGACCTC
TCCGACCATGCGTGCGGCGCGGATCGGGATCGGCAGGCCGTTGGTTCATCTGGGTCGAGTTCCAGTTGATCTTCGTAAGAG
AGAACACCTCCTCGGCTAACTGCGCCGCGGTACTATCGCAGGATCGTCTCGAGCGTYCGC

>Seq ID 2 (fumA)
ATGCGGAACGTCAGCGACAAGGCGCCGCCCCACGAGACGCTCACCGTAGTCGTCGCGGCAATGATCGTTGGCACGGCCGC
CTTGATGGTGCTTGGAATACAGCCCATCCTTCTCGGCGCCCTTGTAGAGGAGGGGCETAT TCCCGCCGAGGGGTTGGGAT
CGGCGGCAACGGTGGAAATACTGGCCATCGCGGCGGGAACATGCATCGGACCCGTTCTTATGAAGACGGGATATCTGCGE
GCGAAATGCGCGGCACTCTGCTTAATGCTCGCCGCAATCAACTTCGGATTGACGTTGCCGGGTTTCGATTTGCCCATCGT
GGCTTGCCGAGCGECAGCGGEGAGCCCTGGAAGGTCTTTCGCTCAGCGCGGCGATCCTGATCATGACTCATAATCGGCGGC
CGGACCGGCTGAGCGGAATATTTCTGGGCGCGCAGACGATACCGCAGGTAATATCTGCTTAT TTGCTCCCGACGGAGATT
ATTCCGCGCTGGGGGAGCGCAGGCGGCTTCACGATCCTGGGCAT TCTCGCGGCGATCGCCGCGATCGCGGCTCTGTGCCT
CGTCGATCGCGTTGAGCTCGATCCGACGACCGTTAACGACGACTTGCAGTGGTCACCCGCGGCGATCGTCATTTCGATGG
CGGCATTCGTTCAAT TCTCGGGGGTCGGTGCCGCATGGAGCTATCTGGAGCGACTGGCTGCGCAGCACGGATTTTCGGGA
GAAACGATCGGTATCGCCATTTCCGGGAGTTTGCTTTGCCAGGTAGGCGGGGCTTGGCTGGCCGCTTGGATCGGTGGGCG
GGTCGGATATCGCTTCGCCTTAATCGCTGGGAGCCTGCTTCAGGCGGGCAACGTGATCGCATTGGCGGTGGCCGATCAGC
CARGCTGGTTTATTTCCGCTTCCTGTGCTTTCGGCCTGTTCTGGTTGGCGATGCAGCCCTTCCAAATCCGCTTCGCGATC
GCGATAGATAACAGCCGGCAGCTTGCTGTACTGCTGACGCCGATCGCCCTCGTCGGETTGAGCGCGGGGCCCTTGTTGCT
CTCTCGCTTTGCCGGGGCCACCGACTTGCGCTGEATCTTTGTGGGGAGTTCGACCTTGTTGCTGGCCAGCGCGCTTCTGT
ATCTTTGCGCTTCTCTGTTTCAACCGCGCGGAAAGGTGATCGCTGARACGGTGGACGTA

>Seq ID 4 (fumB)
ATGACATCGCAGGTCAAGCTTCGTAGCGCGGCAAAGCGGCCGCGCAGTCCTAARAGCGAGCGAGGTCTTGCTCGTTACGA
GTCCTTGCTTGATGCGACCGACAGGCTGTTGEGTCGATCTAGACCCCGATCAGGTCGGTCTCTATCAGATTGCAGAGGAAG
CGGGTGCCTCACCETCGTCCGTCTATCATTTCTTTCCGACCAAGGAAGTGGCTCATCTCGCTCTGATGCGCCGCTATCTG
GACGGGGCTCCGGAATCTCGACGCGATGGAAGTCGACATCGGCCAGCTCGAAAGCTGGCAGGACCTGATGAAGTTGGATCA
GATCAGGGCGCGAGACTATTATAATAGCCACCCGCCCGCCCTCAAGCTTCTGTTCGGCGGATATGGCGGGGTCGAGGCCA
GARAGCTTGACGAGCGATACTCCGAGGAAATCGTGAGCTCCATGTATGGCAGATACAACGGCATTTTCCATATGCCGCAA
ATGGAGAATGAGGCTCTCATGTTCACGATCTGCTTCGCAATTCTCGACGCGGTATGGGCCGTCTCCTTTCGCCGGTTCGG
TGAAATTACGTCGGATTTTCTTCGGGAGGGGCAAGCGGCTTGCATTGCCTATTGCCGACACTATCTGCCCGAGCGRACGC
CATCAGCGTGA

>Seq ID 6 (fumC)
GTGGCCAGCAAGTTCAACTGTGAGTTACTCGATCTGCGATCATTTGTTGCGGTGTATGAAACGCGAAGTTTTAGCCACGC
CGCGCGGCTTCTGAATCAATCGCAGCCCGCGCTCAGCCGGAGAATCCAGCGCCTCGAGAGTCTCGTGGGCGGTCCGTTGT
TCGAGCGGACCAGTCGGTCGCTTGCCGAAACGGCGCTCGGCARAGAGT TGCTCCCGGTCGCCCACCGAGCGTTGGAACTT
GTCGATACGTCGCTGTTTGCGTCGCCCAATGTCCGGGAGTTCCGCTGGACAGACATCACGATTGCCTGTGTACAGACCGC
CGCCTTCCATGTTCTCCCGCGAGCTGCGCGCTTGTACATGGATCAAAATCCGAGGGTCCGACTCCGCATCCTTGACGTGC
CGGCGGTCGAGGCTGCGGACCTGGTTGCGAGCGGCGAGGCGGAGT TCGGCATCAGCATTGAGAGCCTGTTGCCATCAAGC
CTGCGGTTCGATGCGCTCCACGAGGACCCGTTCGGCCTGGCATGCCACCGAAGCCATCCGCTGGCGTCGCTCGAGATCCT
TGAATGGACGCAATTGAAAGGTGAAAGCCTGATCGCCGT TCACCGTGCGAGCCGGAACCGCACGTTGCTCGATGCCGAAC
TCGCGCGCAACAATATCGCGCTGGAATGGCGGTATGAGGTCGCGCATCTGACGACGGCGCTGGGATTGATCGATGCGCAA
TTGGGTGTCGCTGTTATGCCCCGCATGGTTATGCCCCGCTCGGGTCGGTCGGAGGTCGTCTGGCGCCCCGTCGTCGCGCC
GGTCGTCCAACGCACGATCGGCATCGTTCAGCGCCGCACCGGCTCGATGCACCCTGCCGCACAGCAATTGCTTGCGCGGC
TCCGCGCGGCCTGGTCGTCCGCCAATCTGGGCGACATCGCGTCTCGCGAAGATGGGGCATCGTGA

>Seq ID 8 (fumD)

GTGAAAGAGCACCAATGCCGTGGCGGCCGGGCGTCCCCCGCTGCGCCCGCCACGTGGCTTGCGCGGATCAGCGTTTCCCG
GGGGGCCTCCGCCATCGCCTGGACCTTCATGCTTGGCGCAACTGCCATTCCCGTGGCTGCGCAAACTGACGATCCGAAGC
TCGTTCGTCATACCCAGTCGGGCGCCGTCGAGGGCGTCGAGGGCGACGTCGAGACT TTTTTGGGAATACCCTTCGCGGCT
CCGCCGGTCGGCGACCTGCGATGGCGECCGCCGGCTCCGCCGAGGGCGTGEGCGGGCACCAGGGACGGCCGCCGCTTTGE
GCCCGATTGCATCGGGAACGAGCGGCTTAGAGAGGGGAGCCGGGCTGCCGGGACGAGCGAAGACTGCCTCTATCTGAATA
TCTGGTCTCCCAAACAGGTCGGTAAGGGGGGGCTCCCCGTCATGATCTGGGTTTACGGCGGTGGGTTTAGCGGCGGTTCT
GGCGCGGTGCCATATTATGACGGCTCTGCGCTCGCGCAGAAGGGCGTGGTGGTCGTCACGTTCAACTATCGCGCCGGGAT
TCTGGGCTTTCTTGCCCATCCGGCGCTTTCAAAGGARAGTCCGAATGGCGTGTCGGGCAACTATGGTCTTCTCGACATGC




TCGCGGCGTTCARATGGGTTCAGAACAACATAAGGGAGTTCGGCGGAGACCCGAACCGTGTCACGGTCTTTGGCGAGTCC
GCCGGCGCGAGCGCGCTCGGACTGCTCCTGACCTCGCCGCTCAGTGAGAGCGCCTTCAATCAGGCGATACTGCAAAGTCC
GGGTCTGGCCAGGCCGCTCGCCACGCTTTCTGAAAGCGAAGCGAATGGGCTGGAGCTGGGAGCCGATATTTCTGCTCTAC
GGCGTGCCGATGCGGGCGAATTGACGAAGATCGCGCAATCGCGAATACCCATGTCGCGCCAGTTCACCARGCCGCGGCCG
ATGGGTCCGATTCTGGACGGCTATGTTTTGCGCACCCTTGACGTCGATGCCTTCGCCAAGGGGGCCTTCCGCAAGATACC
CGTTCTGGTCGGCGGAAACGCCGACGAAGGGCGCGCTTTTACGGATCGCCTGCCGGTCAAAACGGTCCTTGAATATCGAG
CCTATCTCACAGAACAATTTGGTGACGAGGCGGACGCATGGGAGCGTTGTTATCCCGCGAACTCCGACGCCGACGTCCCC
GCCGCCGTTGCCCGTCTTTTTGGGGATAGTCAGTTCAACAACGGGATCGAGCTGCTCTCGGCAGCCTTCGCGAAATGGCG
AACGCCGCTTTGGAGATATCGCTTTACGGGCATTCCAGGAGCCGGCCGTCGCCCCGCCACGCATGGAGACGAAATTCCCT
ATGTCTTCGCAAATCTGGGGCCGTCGTCCGTATCTATGTTTGGGTCGCTCGARAGGCGGCGCCGGGGCGTCGGACATCAAA
CTTGCGACCGAAATGTCCGCGGCCTGGGTGAGCTTCGCGGTGCACGGGGTCCCCGATCAGGGCACGAAATCGCACTGGCC
GCGCTTCGAGCGGCGAGGGGAGATCATGACTTTTGGTTCGCAGGTTGGCTCTGGGGAAGGTCTTGGAGTTTCGCCGAGCA
AAGCCTGCCAACCCTCAAAATAG

>Seq ID 10 (fumE)
TTGGAGTTTCGCCGAGCAARAGCCTGCCAACCCTCAAAATAGCGCCCGGCCTGTGCGTGCTTCAGCACGCCGTCCCGCTTT
GCGGGCGACGGGCTGTGCCCTCTGCCTAGAAGGAAGTAAGTTGCGCTACGACGTCGCGATAATTGGAGGTGGCAACGCTG
CATTGACGGCAGCCGTGACGGCGCGTGAAGCGGGGECCTCGGTTCTTGTGATCGAGCATGCGCCGCGCGCCATGCGCGGE
GGCAACAGTCGTCACACACGCAATATGCGTACGATGCACGAACGTCCCCTGTCGCCGTTGACCGGTGAATATTCGGCGGA
CGAATATTGGAATGATCTTGTCCGCGTCACGGGGGGGCGCACCGACGAAGAACTCGCGCGGCTCGTTATCCGCAACACCA
CCGACGCTATTCCCTTCATGACGCGCTGCGETGTGCATTTCCAGCCCTCGCTGTCGGGCACGCTGAGT TTATCGCGAACT
AACGCATTCTTCCTTGGCGGCGGGAAGGCGCTTGTAAACGCATATTACGCCACGGCCGAACGGCTAGGCGTCGATATTCT
CTATGATTCTGAGGTGACCGAGATCAACCTTCAGCAAGGCGTCGTGCAGCGTCTGCAATTGCGCAGCCGGGGATTCCCTG
TCGAAGTGGAAGCCAAGGCTGCCATCGCCTCGTCCGGAGGATTCCAGGCAAATCTTGACTGGCTCTCAAGCGCATGGGGG
CCTGCTGCGGCGAACTTCATCGTACGGGGCACGCCATATGCGACTGGCACGGTGCTCAAGAACCTGTTGGAGCAAGGCGT
CGCCTCGGTGGGAGATCCAACCCAATGCCATGCTGTCGCGATCGATGGGCGAGCGCCCAAATACGACGGCGGCATCGTCA
CACGACTGGACTGCGTTCCCTTCTCGATCGTCGTCAACAAGGACGCCTTGCGCTTCTACGATGAAGGCGAAGATGTGTGG
CCGAAGCGTTACGCCATATGGGGTCGCTTGGTGGCACAGCAGCCTGATCAGATCGCTTTCAGCATAATCGATCGGCAGGC
CGAAGACCTCTTCATGCCGTCAGTGTTCCCCCCCGTGCAAGCGGACACGATCGCGGGTCTGGCCGAGARACTCGGTCTGA
ATCCCGTAACCCTGGAACGCACGGTGGCCGAATTCAACGCCGCATGCGTGCCCGGCGAATTCGGCGGCCAAGATCTCGAC
GACCTCCACACCGAGGGAATCGAACCAAAGAAATCCAACTGGGCCCGACCGATTATTGTGCCCCCGTTCAGCGCCTATCC
TCTCCGGCCCGGGATCACCTTCACCTATCTCGGCGTCAAGGTAGACAGCCGTGCGCGEGTCATCATGGAGACAGGTGAGC
CGACAAAAAACCTGTTTGCTTCGGGGGAAATAATGGCGGGCAGCATTCTCGGCCAAGGTTATCTCGCTGGATTTGGAATG
GCGATTGGTACCGTATTCGGCCGCATCGCGGGTTGGGAGGCCGCACGTCATGCAGGATTTTGA

>Seq ID 12 (fumF)
ATGCAGGATTTTGATCTCGTAAAAATGCTGTCTGACTTGCCETCGGCGCCGGAGCTGGAAGCCAGGCGCGTTATGGAGGT
GTGCAACGCGTGCCGCTATTGCGAAGGGTTCTGCGCGGTATTTCCTGCAATGACCTTGCAGCGTCATTTCGCCAGCGGCG
ATCTCAGCCACCTCGCCAATCTCTGCCACTCGTGCCAAGGTTGCTATTACGCCTGCCAATACGCCCCTCCGCATGAGTTC
GGAATAAACGTTCCAAAGGCGCTGTCGGAGTTGCGGCTCGAGAGCTACGAGCAGCATGCTTGGCCCCGGCCGGTCGCCGT
TCTCTATCGCAAGAATGCGCTCATCATTTCCATCTTGTCGGCGGCATGCATAACCGGCGTCCTTCTGCTTGCCGCCATCT
TCAACGGGGATGCACTTTTCGCGAAACACGCATCGGTGCCCGGCGGCGGETTTTACAACGTTATTCCTTATCAGGCGATG
ATTGCCGTCGCGGCGACCACATTTCTTTATTCCGCGCTGGCGCTGGCGATCAGTCTCGTTCGCTTTTCGCGGACGATCGG
TCTGGGAATTAAGGTTCTTTATCAGCACGTGCCGGTTCTTCGGGCGCTACGCGATGCGGCGACTCTGCGATATCTCGGCG
GCAGCGACGGCGAGGGGTGTAACGACGCGGACGAGACATTTTCGACGACCCGGCGAAAATTTCATCACGCCCTTGCCTAT
GGCTTCGGACTTTGTTTCGCGGCCACAGCCACGGGCACGATCTACGATCATATGTTCGGCTGGCCGGCGCCCTATGCGCT
TTTCAGCTTGCCGGTCGTCCTAGGGACCGTTGGGGGGATCGGAATGGTCGTGGGCGCGATCGGCCTACTCTGGCTCAAGC
TGGCCGGCGAAGACGCTCCTCGATCACCGGCACTGCTTGGGCCGGATGTTGCCCTGTTGGTGCTTCTGCTTGCCATAGCG
GCAACGGGCCTCCTCCTTTTAGCGGTCCGCAGCACCGAAGTCATGGGCGTCGCGCTCGCCGTCCATCTCGGCGTCGTCTT
GGCCTTCTTTTTGGTGATGCCATACAGCAAATTTGTCCACGGTATCTTCAGGCTCACGGCTCTCGTGCGCCATCATGCTG
ACCGCGAGGCAAGTAATGGCTTCGCCTCCAGCCCTCCCACGAAAAAGGGTTAA

>Seq ID 14 (fumG)

ATGGAACATATGAAGTCCGTTCGCGATCGCAGTAGCGTCATGCAGATCGTGAGAGTGGCGAGTGGCAACTGTCTCGAGCA
ATATGATTTCTTCGTTTACGGCTTCTATGCGGCATATATTGCGAGAAGCTTTTTTCCGACCGGCGATAACGCGACATCGC
TCATGCTTTCATTGGCCACTTTTGGCGCTGGTTTCCTCATGAGGCCCTTGGGGGCGATTTTTCTCGGGTCCTACATCGAT
CGCGTCGGCCGTCGGAAAGGCCTGATCGTGACACTCGCGATCATGGCCGTCGGAACCCTCACCATTGCGATGACTCCAAG
CTATGAGGCAATTGGATTACTCGCACCGGTTATCGTGCTCGTCGGGCGACTTTTGCAGGGTTTTTCCGCTGGAGCAGAGT
CGGGTGGCGTCTCAGTGTACTTGGCGGAAATTGCGTCGCCCARATCGAGAGGCTTCTTCACCTCGTGGCAGTCTGCCAGC
CAGCAGGTGGCCGTCATGATCGCCGCCGCGATCGGTCTTGCGCTGCAATCAACGCTTTCACCGGAGCAAATGAACGACTG
GGGATGGCGGGTGCCCTTGTTGATCGGATGCTTGATTATCCCCGTGATACTCTGGCTGCGCCGGTCTCTCCCGGAAACGA
AAGCCTATCTCCACATGGAGCACAAGGCGCATTCGATCGGCGAATCCCTCCGCGAATTGCAACAGAGCTGGGGGCTGATC
TTGACGCGCATGGCGATGTCGATCCTCACGACGACCACCTTTTACATGATTACCGCCTATACGCCGACATTTGGCGAGAA
AGCACTCGGACTGAGCCCGCAAGATGTCCTGCTGGTTACCATCATGGTCGGCGTGTCGAACTTCCTGTGGCTTCCGATCG
GGGGTGCTCTCTCGGATCGTATCGGTAGAACCCCGATCCTACTGGTCGTGCCGGTCACCGTTCTCGCCATCGCCTTTCCC
CTGATGAGCTGGCTCGTCGCGGCACCGACATTCGGAGCGCTTGCAGCTGTTCTGCTGACTTTCTCCGCATGCTTTGGACT




CTATAATGGGGCGCTCATCGCGAGACTCACCGAGATTATGCCTCCCGCCATTAGAACCCTTGGCTTCTCGCTGGCGTTCA
GTCTCGCGACCTCGCTGTTCGGCGGCTTCACCCCATTGGTAAGTACGGCGCTAATCCACGCGACGGGCAGCAATTCCGCG
CCTGCAATCTGGCTCTGTTTTGCGGCTTTCATCAGCTTCGTCGGTGTGGCCGCATCGACCCGGCTGAGCCGGCCAATCGC
CGAAGGCGCCAGATAG

>Seq ID 16 (fumH)
ATGAGAGCAGTAGTTTACCGAAATGGCGAACTTGTCCTGGGGGCCTATGCTGATCCGATACCCGCCGCCGGGCAGGTGCT
CGTCAAGACCAGAGCATGCGGCATCTGCGGATCTGACCTTCATTTTTGCGATCATGCGCAGGCGTTTACGAACCTTGCAT
CGCGGGCGGGTATCGCCTCTATGGAAGTTGATTTGTGTCGAGACATCGTTCTGGGGCATGAATTCTGTGGCGAGATTATG
GAGTTCGGECCCTCTGCGGATCGTCGCTTCAAACCCGGACAGCTTGTGTGCTCGCTGCCGCTGGCGATCGGTCCGACCGG
AGCGCGGACGATTGGCTACTCGGATGAGTATCCCGGCGGGCTCGGCGAATATATGGTCCTCACGGAAGCGCTCTTGCTGC
CTGTTCCGAACGGCCTTCCGGCGACCTGCGCGGCGTTGACGGAGCCGATGGCGGTGGGATGGCATGCCGTCGAGATCGCG
CAGGTTCAACCACATCACATCCCTGTGGTGATCGGGTGCGGACCGGTCGGGTTGGCAGTCGTCGCTGCCCTGAAACATAA
GCAAGTTGCTCCGATTATTGCGTCGGATCCATCGCCCGATCGGCGTGCTCTTGCTCTGCGGATGGGCGCCGACGCCGTTG
TCGATCCGCGCGAAGAATCACCCTTTCGCCAGGCCGAGAAGATCGCACGCCCGGTCGGACAAGGTGGGGCCCTGTCCAGE
TCATTGCTGTCAAAGTCTCAAATGATATTCGAATGCGTAGGGGTGCCGGGCATGCTTCGGCATGCGATGGACGGCGCGTC
CGACGGGTCCGAGATCATGGTCGTTGGCGCATGCATGCAGCCGGACGCGATCGAGCCCATGATCGGGATGTTTARAGCGC
TCACGATCAAATTCTCGCGAACTTACACGGGTGAGGAATTCGCCGCGGTGCTTCACATGATAGGTGAGGGCGCACTCGAC
GTATCTCCGCTCGTTACCGATGTGATTGGCCTGTCCGATGTCCCGTCCGCGTTTGAGGCTCTACGGAGTCCAGGCGCCCA
AGCAAAAGTGATTGTGGACCCTTGGCGCTGA

>Seq ID 18 (fumI)
ATGGCGAACGGAACAAGGCAGAAAGATCTCAGAGAACGCGCCGAACGGGTCATTCCGGGCGGGATGTACGGCCACGAGTCGACACGG
TTGCTGCCGCCAGAATTCCCCCAGTTCTTCAGGCGCGCGCTGGGGGCACGAATTTGGGACGCCGACGAGCAGCCCTATATCGACTAT
ATGTGCGCGTATGGGCCAAATTTGCTCGGTTACCGGCAATCCGAAATCGAAGCCGCGGCTGATGCGCAGCGACTTCTCGGCGACACC
ATGACCGGTCCTTCGGAGATCATGGTCAACCTCGCCGAAGCCTTTGTGGGCATGGTCCGTCATGCGGATTGGGCGATGTTCTGCAAA
AATGGCAGCGATGCCACCTCAACGGCGATGGTTCTCGCGCGTGCCCATACGGGGCGCAAAACCATATTATGCGCCAAAGGCGCCTAT
CATGGCGCTTCCCCGTGGAACACTCCGCATACTGCCGGGATTCTCGCTTCCGATCGCGTGCATGTCGCATATTATACCTATAACGAC
GCCCAAAGCTTATCGGACGCGTTCAAGGCGCACGATGGCCGATATTGCGGCTGTCTTTGCCACACCTTTCCGACACGAAGTATTTGAG
GACCAGGCCCTCGCCCAGCTTGAGTTCGCGCGCACCGCTCGAAAATGTTGTGACGAGACCGGTGCGCTTCTGGTCGTTGACGATGTG
CGCGCAGGTTTCCGGGTGGCGCGCGATTGCAGCTGGACGCATTTGGGTATCGAACCCGATCTCAGTTGCTGGGGAAAATGCTTTGCG
AATGGCTATCCGATCTCCGCCCTGCTGGGCTCGAACAAGGCGCGCGATGCGGCGCGGGATATATTTGTGACCGGCTCCTTCTGGTTC
TCTGCGGTACCGATGGCGGCCGCGATCGAAACCCTCAGGATCATTCGAGAGACGCCTTATCTCGAAACGCTGATCGCCAGCGGCGCC
GCCCTGCGGGCAGGCCTGGAGGCACAGTCTCAGCGCCATGGTCTTGAGTTGAAGCAGACGGGCCCGGCGCAGATGCCGCAAATATTC
TTTGCGGACGATCCCGATTTTCGGATCGGCTATGCGTGGGCCGCGGCGTGCCTGAAGGGCGGCGTCTATGTTCATCCCTATCACAAT
ATGTTTCTCTCTGCGGCCCATACAGTTGACGATGTAACGGAGACCCTCGAGGCGACGGATCGCGCGTTCAGCGCGGTCCTCAGAGAT
TTTGCGTCTCTCCAGCCTCATCCCATTTTAATGCAACTCGCCGGTGCTTGA

>Seq ID 20 (fumJ)

ATGTATCGGAAGTTCAGAATCGAAAAGCCCGGCAAGGCAAATAGTTTGCTCGGCGCAGTAGCGCTCGGCACCCTCGCATTTCCTGTC
TCTGCCAGTGCTCAGGATAGCGATCCCGCATCGATAGGTCAGCCGGACGAAGCGGACACGGACCGGGGAACGAGCGARATCGTCGTG
ACCGGCAGCCGCCTCCAGAACGCECTTCAATTCGCCGACGCCGGTTACAGCCGTATCCAGCGAGCAGTTGAAGGAGGCATCTCCGACC
AACCTTGCCGACGCACTCAACCAGCTGCCCGTGTTCAACGACAGCTTGAAGACCTCCAACCCTGGCACGACACCCGGARCGGGGAAC
AGCGGTCAGAACCTGCTCAACATGCGCGGCCTCGGGTCAAACCGGAACCTCGTCCTGCTGAACGGCAACCGTTTCGTCGCGACCAAT
TTCACAGGCTCGGTCGATATCAACGTGCTGCCGCAGGCGTTGETCAAGCGCGTCGATGTCGTGACGGGCGGECGCCTCGECCGCCTAC
GGTTCCGATGCCGTTTCGGGCGTCATCAACTTCGTGCTCGACGAAGATCTGGAAGGCATCAGGGCCGAGCTCCAGTCGGGTGTTTCA
ACCCGCGGCGACCTCCCGTCCTACGECGGTTCGATCGCCTTCGGCACTTCGTTTGCCGACGACCGGTTGCACTTGCTCGGCAGCTTC
GAATATTTTCGACAGGACGGAATCCGGGCCGATGAAGCAACGGGTCGCCGCTGGTTCGACATCGCCGCCGGCCAATATCCCGTGCCC
GGCGCTACGACAGGCGTCACGGTCGTGCCCGATATTCGCAGTTCTCGCGGATCCTACGECGGACTTGTCACGTCCGGCCCTCTGAAA
GGCATCGCGTTTTTGCCCGGAGGAGTCCTAGGGACCTTCGACTACGGGAATTTTACGAGCTCGTCGTTCCAGAGCGGCGGCGATGGA
CCGCGCGTGAATATCGGCTTCGCCCCGGATCAGCTTCGCTACAACGCGTTCCTACGCGCCGCATATGATGTGTCCGACACTGTGCAG
GTGTATGCGGAGGGCACCTATGCTTATTCCCACACCAACCTGGGTGCATTCGTAATATCGCATGTCGGTGGCTCGAATAATTTCCGE
ATCTTCCGTGATAACGCCTTCCTTCCGGCTCCACTCGCGACGCTCATGGACAGAAATGCCCAGGCTTCGATCGTTGTCGGTCGCTTC
TCAAGCGACTTTCCCTTGGTCGAAATCGAGAATTTCGCAAAGGTCTACCGCGGCGCTGCCGGCTTCCGGGCAGACATTGGCAATGGC
TGGAAACTCGATGGCTCGGCCTCCTTTGGCCTTACGGACCTCGAGCTTCGTGAAAACAATCTCACCATCAACCGCAATCTCTACGCC
GCCGTCGATGCGGTCCGCGATCCCGCGGGCAATATCGTCTGCCGTTCAACACTGGCCGGCCTCGACCAAGATTGCGTGCCGCTCAAT
CTCTTCGGCACAGGCTCGCCGAGCGCETCGGCCATCGACTATGTCACCGCTGATGGCGTCGCTCAGCTGAGGCTTGAGCAATATGTG
GCGGGACTCACGATTTCCGGCGACCTCGGCGATAGCCTGTCGTTCEGCGCGGECCCGGTCTCGGTCGCCGCTGGTATCGAATATCGC
ARGGAGAAGGCCCGGCAGGAAACCGACGCGATATCGCAGGCGACGACCTCGATCACGGGAATCAGGGGGGCTCCGGCGGCGCAGGCA
GGTCGGCCTGGAGGCTTCAATCTCTACAACCCACTTCCCTTCTCGGGAAGCTATGACATCAAGGAAGGTTTTGTCGARATCGGCGTC
CCGATTCTGAAGGACAGCGCGCTGGGACGTTCGCTGAACT TAAACGGCGCCGTCCGATATGCCGATTACAGCCAGTCCGGTGGAGTA
ACAACCTGGAAGCTGGGCGGAGAATATGAGCCGATCGACGGCCTCAGGTTCCGCGCGACCCGTTCGCGAGATATCCGCGGGCCAAGC
CTTGTCGAGCTATTCGACCCCGGCCGTCAGGCGACGCTCAATTCAATTTATGGCGGACAGGCTGTGCAGACGCGGTTCTTTACCGCC
GGCAACGCGGATTTGCGCCCTGARAAGGCGGACGTCCTTACATTCGGCGCGGETGCTACGCCCCGCCTTCGTGCCGGGGTTTCAGTTT
TCGGTCGATCGCTATGTGGTGAAGGTGAAGGGCGCGATCGATTTCCTCCTTCCCCAGCAGGARATCGACGCGTGCGATGCAGGARAC
ACCTTCTTCTGCGACCTCATAACGGAGAATCCGGACGGCACCATCACAGTGACGGGTCCCAATCTCAACCTGGCTGTCCAGARAGCG




GCGGGAATTGACTTCGAGGCCTATTACTCACGCCCCGTCGGCGGCGGCACGTTCAGTCTTCGTGCGCTGGCAACGCACCATACCTCT
GCCTATCGCATCGCGACCGGCTCGGCGCCCATCCGTTCGCTCGGACAACCGGACACGCCAAAATGGTCGGCCAACTTCCAGGCGCGA
TATTCGACCGACGATTGGGCGCTTCTCGTGCAGCAGCGCTTCATCGCAGCATCGGTGTTCAATGCCGACAATGTGGAGGGCGTCGAT
ACGAATTTGAACCACGCTCCGGCGGTTTGGTACACCGACGCGACATTGACCTTCGACATCGCGGCTTTTGGCCAGAAGCAGCAGCTG
TTTCTATCGGTCAATAATTTGTTCGACCGAGATCCGCCAATAGCGACGAACGACCCCAGCAGTTTTTCCAGCCCGACCAGCTCTGCC
TATGATCCGGTCGGCCGCTATTTTAATGTCGGGGTCCGTTTCCGGATCTGA

>Seq ID 22 (fumK) nicht vollstéandig
ATGCGCCTCACGGGCGGAGAATTATTGGCACGATGTTTGGCCGTCGAAGGCGTCCGGTATGTCTTCGGCCTCATGTCGCCGGAGGTG
GATCCGCTCCTGGCTGCGCTCGAAGACAATGGGATATTGTTCGTCCCGGTGCGGCACGAGGCCGCCGCAGCCTATATGGCCGAGGET
ATTTACAAGACCACCGGACAGGTCGCCGCGATTGTCACGAATCCGGGTCCCGGTACGGCARACCTTCTGCCTGGAGTCGTGACGGCA
CGCCACGAAGGGGTTCCCTTCGTCGCAATAACGTCCCAGCATCAACTTGGTGTCGTTTATCCCTGCACGCCAARAACCTTTCAGGGA
CAAGACCAGATCGACCTCTTTCGACCCGCGGTTAAATGGGGCGCACCCATCTTCGCCTGGAACCGGATTGTCGAAATCACCCATATG
GCGTTCCGGGARATGTGGGCCGGCAGGCCGGGACCCGTTCAGT TGGAAATCCCGARGTCTGTGATGTATGKTGTGGGCGAACGAGGA
CCACGGTAGAAGTTTACRGATCGCCGACA. . .

>Seq ID 24
ATGGAATTGAGCCGCCAACGAGACCAGGCCTTGAGGGAGCGCGCCCAAGCGGTGATCCCGGGCGGGATGTACGGTCACGAGTCGACC
TATCTGATGCCCGAGGGCACGCCACAGTTCTTCAGTCGCGGCAAAGGCGCCCGACTTTGGGACGCCGACGGCAACGAGTATGTCGAT
TACATGTGCGCCTATGGCCCCAACCTGCTGGETTACGGCTTCGAACCCGTCGARGCGGCCGCCGCAGCCCAGCAAGCCCGGGGCGAT
ACCCTGACCGGGCCETCGGAGGTGATGCTGCAGTTGGCGGAAGACTTCGTCGCGCARATCAGCCACGCGGACTGGGCCATGTTCTGC
AAGAACGGCACAGACGCCACCTCAATGGCGATGGTCATCGCGCGCGCACACACCGGCCGGAAGACGATCCTCTGCGCGAAAGGCGCC
TATCATGGGGCCGCGECCTTEGTGCACGCCGATCCTGGCCGGAACGCTACCGGAGGATCGCGCCTTTGTAGTCTACTACGACTACAAT
GACGCCCAAAGCCTCGTCGACGCCTTCGAGGCCCATCAGGACGACGTCGCGGCGATCTTCGCCACCCCTCACCGTCACGAGGTGTTC
AGCGACCAGATCGATCCTGATCCGGAATATGCGGCCAGCETGCGGGCGCTCTGCGACAAGAGCGGCGCCCTGCTCGTCGTCGACGAA
GTTCGAGCCGAGTTCAGGATCGCCECGCCACTGCAGCTGGGCCAAGATCGGCGTCGCTCCGGATCTGAGCACCTGGGGCAAGTGCTTC
GCCAACGGCTATCCGATCTCGGCGGTCCTAGGGGGCGAAAAGGTGCGCAGCGCGGCAAAGGCCGTCTACGTCACCGGCTCGTTCTGG
TTCTCGGCCACGCCCATGGCCGCAGCCGTCCAAACCCTGAAGCAAATCCGCGAGACCGACTATCTCGAGCGGATCAACGCGGCCGGG
ACCCGCCTGCGCCAGGGCCTGCAGCAGCAGGCTGCTCACAACGGCTTTACGTTGCGCCAAACGGGGCCCGTCTCCATGCCCCARGTC
CTCTTCGAGGAAGATCCCGATTTTCGGGTCGGCTACCGCTGGGTTCGCGAATGCCTGAAGCGAGGGGTGTACTTCAGCCCCTACCAT
AACATGTTCCTGTCGGCGGCCCATAGCGAGGCGGACCTGGCCAAGACCCTTGCGGCTACCGGCGACGCCTTCGTCGAGCTACGCGCC
AAGCTTCCGAGCCTAGAAATCCACCAACCCCTCCTCGCCCTGAGAGCGGCCTAA

Enzyme
Sequenzen:

>Seq ID 3 (FumA)
MRNVSDKAPPHETLTVVVAAMIVGTAALMVLGIQPILLGALVEEGRIPAEGLGSAATVEI
LAIAAGTCIGPVLMKTGYLRAKCAALCLMLAAINFGLTLPGFDLPIVACRAAAGALEGLS
LSAAILIMTHNRRPDRLSGIFLGAQTIPQVISAYLLPTEI IPRWGSAGGFTILGILAAIA
AIAALCLVDRVELDPTTVNDDLQWSPAAIVISMAAFVQFSGVGAAWSYLERLAAQHGFSG
ETIGIAISGSLLCQVGGAWLAAWIGGRVGYRFALIAGSLLQAGNVIALAVADQPSWFISA
SCAFGLFWLAMQOPFQIRFAIAIDNSRQLAVLLTPIALVGLSAGPLLLSRFAGATDLRWIF
VGSSTLLLASALLYLCASLFQPRGKVIAETVDV

>Seq ID 5 (FumB)
MTSQVKLRSAAKRPRSPKSERGLARYESLLDATDRLLVDLDPDQVGLYQIAEEAGASPSS
VYHFFPTKEVAHLALMRRYLEGLRNLDAMEVDIGQLESWQDLMKLDQIRARDYYNSHPPA
LKLLFGGYGGVEARKLDERYSEEIVSSMYGRYNGI FHMPQMENEALMFTICFAILDAVWA
VSFRRFGEITSDFLREGQAACIAYCRHYLPERTPSA

>Seq ID 7 (FumC)

VASKFNCELLDLRSFVAVYETRSFSHAARLLNQSQPALSRRIQRLESLVGGPLFERTSRS
LAETALGKELLPVAHRALELVDTSLFASPNVREFRWTDITIACVQTAAFHVLPRAARLYM
DQNPRVRLRILDVPAVEAADLVASGEAEFGISIESLLPSSLRFDALHEDPFGLACHRSHP
LASLEILEWTQLKGESLIAVHRASRNRTLLDAELARNNIALEWRYEVAHLTTALGLIDAQ
LGVAVMPRMVMPRSGRSEVVWRPVVAPVVQRTIGIVQRRTGSMHPAAQQLLARLRAAWSS
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>Seq ID 9 (FumD)

VKEHQCRGGRASPAAPATWLARISVSRGASAIAWTFMLGATAIPVAAQTDDPKLVRHTQS
GAVEGVEGDVETFLGIPFAAPPVGDLRWRPPAPPRAWAGTRDGRRFAPDCIGNERLREGS
RAAGTSEDCLYLNIWSPKQVGKGGLPVMIWVYGGGFSGGSGAVPYYDGSALAQKGVVVVT
FNYRAGILGFLAHPALSKESPNGVSGNYGLLDMLAAFKWVQNNIREFGGDPNRVTVFGES
AGASALGLLLTSPLSESAFNQAILQSPGLARPLATLSESEANGLELGADISALRRADAGE
LTKIAQSRIPMSRQFTKPRPMGPILDGYVLRTLDVDAFAKGAFRKIPVLVGGNADEGRAF
TDRLPVKTVLEYRAYLTEQFGDEADAWERCYPANSDADVPAAVARLFGDSQFNNGIELLS
AAFAKWRTPLWRYRFTGIPGAGRRPATHGDEIPYVFANLGPSSVSMFGSLEGGAGASDIK
LATEMSAAWVSFAVHGVPDQGTKSHWPRFERRGEIMTFGSQVGSGEGLGVSPSKACQPSK

>Seq ID 11 (FumE)
LEFRRAKPANPQONSARPVRASARRPALRATGCALCLEGSKLRYDVAIIGGGNAALTAAVT
AREAGASVLVIEHAPRAMRGGNSRHTRNMRTMHERPLSPLTGEYSADEYWNDLVRVTGGR
TDEELARLVIRNTTDAIPFMTRCGVRFQPSLSGTLSLSRTNAFFLGGGKALVNAYYATAE
RLGVDILYDSEVTEINLQQGVVQRLQLRSRGFPVEVEAKAATASSGGFQANLDWLSSAWG
PAAANFIVRGTPYATGTVLKNLLEQGVASVGDPTQCHAVAIDGRAPKYDGGIVTRLDCVP
FSIVVNKDALRFYDEGEDVWPKRYAIWGRLVAQQPDQIAFSIIDRQAEDLFMPSVFPPVQ
ADTIAGLAEKLGLNPVTLERTVAEFNAACVPGEFGGQDLDDLHTEGIEPKKSNWARPIIV
PPFSAYPLRPGITFTYLGVKVDSRARVIMETGEPTKNLFASGEIMAGSILGQGYLAGFGM
AIGTVFGRIAGWEAARHAGF

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

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

>Seq ID 17 (FumH)
MRAVVYRNGELVLGAYADPIPAAGQVLVKTRACGICGSDLHFCDHAQAFTNLASRAGIAS
MEVDLCRDIVLGHEFCGEIMEFGPSADRRFKPGQLVCSLPLAIGPTGARTIGYSDEYPGG
LGEYMVLTEALLLPVPNGLPATCAALTEPMAVGWHAVEIAQVQPHHIPVVIGCGPVGLAV
VAALKHKQVAPIIASDPSPDRRALALRMGADAVVDPREESPFRQAEKIARPVGQGGALSS
SLLSKSQMIFECVGVPGMLRHAMDGASDGSEIMVVGACMQPDAIEPMIGMFKALTIKFSR
TYTGEEFAAVLHMIGEGALDVSPLVTDVIGLSDVPSAFEALRSPGAQAKVIVDPWR
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>Seq ID 19 (FumlI)
MANGTRQKDLRERAERVIPGGMYGHESTRLLPPEFPQFFRRALGARIWDADEQPYIDYMC
AYGPNLLGYRQSEIEAAADAQRLLGDTMTGPSEIMVNLAEAFVGMVRHADWAMFCKNGSD
ATSTAMVLARAHTGRKTILCAKGAYHGASPWNTPHTAGILASDRVHVAYYTYNDAQSLSD
AFKAHDGDIAAVFATPFRHEVFEDQALAQLEFARTARKCCDETGALLVVDDVRAGFRVAR
DCSWTHLGIEPDLSCWGKCFANGYPISALLGSNKARDAARDIFVTGSFWFSAVPMAAAIE
TLRIIRETPYLETLIASGAALRAGLEAQSQRHGLELKQTGPAQMPQIFFADDPDFRIGYA
WAAACLKGGVYVHPYHNMFLSAAHTVDDVTETLEATDRAFSAVLRDFASLQPHPILMQLA
GA

>Seq ID 21 (FumJ)
MYRKFRIEKPGKANSLLGAVALGTLAFPVSASAQDSDPASIGQPDEADTDRGTSEIVVTG
SRLONGFNSPTPVTAVSSEQLKEASPTNLADALNQLPVFNDSLKTSNPGTTPGTGNSGQN
LLNMRGLGSNRNLVLLNGNRFVATNFTGSVDINVLPQALVKRVDVVTGGASAAYGSDAVS
GVINFVLDEDLEGIRAELQSGVSTRGDLPSYGGSIAFGTSFADDRLHLLGSFEYFRQDGI
RADEATGRRWFDIAAGQYPVPGATTGVTVVPDIRSSRGSYGGLVTSGPLKGIAFLPGGVL
GTFDYGNFTSSSFQSGGDGPRVNIGFAPDQLRYNAFLRAAYDVSDTVQVYAEGTYAYSHT
NLGAFVISHVGGSNNFRIFRDNAFLPAPLATLMDRNAQASIVVGRFSSDFPLVEIENFAK
VYRGAAGFRADIGNGWKLDGSASFGLTDLELRENNLTINRNLYAAVDAVRDPAGNIVCRS
TLAGLDQDCVPLNLFGTGSPSASAIDYVTADGVAQLRLEQYVAGLTISGDLGDSLSFGAG
PVSVAAGIEYRKEKARQETDAISQATTSITGIRGAPAAQAGRPGGFNLYNPLPFSGSYDI
KEGFVEIGVPILKDSALGRSLNLNGAVRYADYSQSGGVTTWKLGGEYEPIDGLRFRATRS
RDIRGPSLVELFDPGRQATLNSIYGGQAVQTRFFTAGNADLRPEKADVLTFGAVLRPAFV
PGFQFSVDRYVVKVKGAIDFLLPQQEIDACDAGNTFFCDLITENPDGTITVITGPNLNLAV
QKAAGIDFEAYYSRPVGGGTFSLRALATHHTSAYRIATGSAPIRSLGQPDTPKWSANFQA
RYSTDDWALLVQQRFIAASVFNADNVEGVDTNLNHAPAVWYTDATLTFDIAAFGQKQQLF
LSVNNLFDRDPPIATNDPSSFSSPTSSAYDPVGRYFNVGVRFRI

>Seq ID 23 (FumK) nicht vollstandig
MRLTGGELLARCLAVEGVRYVFGLMSPEVDPLLAALEDNGILFVPVRHEAAAAYMAEGIY
KTTGQVAAIVINPGPGTANLLPGVVTARHEGVPFVAITSQHQLGVVYPCTPKTFQGQDQI
DLFRPAVKWGAPIFAWNRIVEITHMAFREMWAGRPGPVQLEIPXSVMYVVGERGPR-KFX
DRR....

>Seq ID 25
MELSRQRDQALRERAQAVIPGGMYGHESTYLMPEGTPQFFSRGKGARLWDADGNEYVDYM
CAYGPNLLGYGFEPVEAAAAAQQARGDTLTGPSEVMVQLAEDFVAQISHADWAMFCKNGT
DATSMAMVIARAHTGRKTILCAKGAYHGAAPWCTPILAGTLPEDRAFVVYYDYNDAQSLV
DAFEAHQDDVAAIFATPHRHEVFSDQIDPDPEYAASVRALCDKSGALLVVDEVRAGFRIA
RDCSWAKIGVAPDLSTWGKCFANGYPISAVLGGEKVRSAAKAVYVTGSFWFSATPMAAAV
ETLKQIRETDYLERINAAGTRLREGLQQQAAHNGFTLRQTGPVSMPQVLFEEDPDFRVGY
GWVRECLKRGVYFSPYHNMFLSAAHSEADLAKTLAATGDAFVELRAKLPSLEIHQPLLAL
RAA-

Gemdf3 einer bevorzugten Weiterbildung des erfindungsgemafen
Verfahrens wird das Verfahren so gefuhrt, daf® vor Einsatz der En-
zyme im Futtermittel diese mittels molekulargenetischer Methoden,

Mutagenese oder molekularer Evolution verandert werden. Indem das




Verfahren so gefihrt wird, daf3 die Enzyme vor ihrem Einsatz im
Futtermittel mittels molekulargenetischer Methoden, Mutagenese
oder molekularer Evolution verandert werden, gelingt es, die En-
zyme in noch stabilerer und an den spateren Einsatzzweck angepafs-
ter Form herzustellen, wodurch der sauerstoffunabhangige Abbau
von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen, im Futter noch weiter
verbessert bzw. vervollstandigt werden kann.

Gemaf? einer bevorzugten Weiterbildung des Verfahrens wird
das Verfahren so gefihrt, daf® die Enzyme vor ihrem Einsatz in dem
Futtermittelzusatz isoliert werden. Durch Isolation der Enzyme
kann ein gezielter Einsatz einzelner Enzyme in dem Futtermittel
und somit dem Verdauungstrakt von Tieren durchgefihrt werden, wo-
durch ein noch gezielterer Abbau von Mykotoxinen mdglich wird.

Gemaf? einer weiteren bevorzugten Weiterbildung des Verfah-
rens wird das Verfahren so geflihrt, daff die Enzyme in einer
Schutzhltille verkapselt werden. Durch Verkapseln der Enzyme in
einer Schutzhille gelingt es, die Enzyme ohne Veradnderung, insbe-
sondere ohne Abbau und Schadigung an ihren Einsatzort, insbeson-
dere in den Verdauungstrakt von Tieren, zu transportieren, so dafs
erst nach Auflésung der Schutzhllle, beispielsweise im Magen-
Darm-Trakt von Tieren, die Enzyme zu wirken beginnen, wodurch ein
noch gezielterer, rascherer und vollstédndiger Abbau der Mykotoxi-
ne im sauerstoffunabhangigen bzw. anaeroben Milieu des Magen-
Darm-Trakts von Tieren erzielt werden kann.

Gemafd einer bevorzugten Weiterbildung wird das erfindungsge-
maRe Verfahren so gefihrt, daff die Enzyme aus Permease ID-Nr. 3,
Carboxylesterase ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase ID-Nr.
11, Citratverwertungsprotein ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase ID-
Nr. 17, Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 und/oder Aceto-
lactat-Synthase ID-Nr. 23 gewahlt werden. Durch eine derartige
Verfahrensfihrung kénnen insbesondere Fumonisine vollstandig und
sauerstoffunabhangig abgebaut werden. In diesem Fall werden aus
dem Gencluster der Nukleinsauresequenz mit der ID-Nr. 1

ausgewahlte offene Leserahmen in prokaryotischen oder




eukaryotischen Wirtszellen zur Expression gebracht. Im bakteriel-
len Stamm mit der Hinterlegungsnummer DSM16254 erfolgt die
Transkription der im Gencluster mit der ID-Nr 1 enthaltenen offe-
nen Leserahmen gesteuert bzw. geregelt durch einen bidirektiona-
len Promotor, der zwischen fumA und fumI, wie dies Abb. 1 ent-
nehmbar ist, angeordnet ist. Die Gene codieren fiir Proteine, wel-
che in der Regulierung der Genexpression, wie beispielsweise FumB
und FumC, bei der Substraterkennung und dem Transport, wie bei-
spielsweise FumA, FumJ, FumG und im Substratkatabolismus, wie
beispielsweise FumD, FumgE, FumF, FumH, FumI und FumK involviert
sind. Aus den entsprechenden Nukleinsiuresequenzen, welche fur
spezielle Proteine codieren, wurden gemaff einer bevorzugten
Weiterbildung des Verfahrens gemaf der Erfindung die Gene ausge-
wahlt, welche fir den Substratkatabolismus verantwortlich sind,
wodurch die entsprechenden gebildeten Enzyme das Substrat, nam-
lich Fumonisine vollstandig katabolisieren koénnen.

In der nachfolgenden Tabelle 1 ist die Bezeichnung der Gene
des fumonisinkatabolischen Genclusters aufgefiihrt, wobei O die

Orientierung, namlich f forward und r reverse bedeuten.

Tabelle 1
Gen |Sequenz| O | Start | Ende | Lange Bezeichnung
ID

fumA 2| £ 5214 6395 1182 | Permease

fumB 4| f£| e6418| 7068 651 |tetR-artiger
Transkriptionsregulator

fumC 6| £| 7232| 8176 945|lysR-artiger
Transkriptionsregulator

fumD 8| £| 8294| 9916| 1623 |Carboxylesterase

fumE 10| £| 9876| 11378| 1503|Tricarballylatdehydrogenase

fumF 12} £| 11494 12537| 1044 |Citratverwertungsprotein B

fumG 14| f| 12541 13836} 1296|Tricarballylatprotonensymport

fumH 16| f£| 13957| 15027 1071 |Alkoholdehydrogenase

fumI 18| r| 5063| 3795| 1269|Aminotransferase

fumJd 20} r| 3513 679| 2835|TonB-abha&ngiger Rezeptor

fumK 22| r 551 ? ? |Acetolactatsynthase
(teilweise)




Indem das erfindungsgemadfe Verfahren bevorzugt so gefihrt
wird, daR ein Enzym eingesetzt wird, welches wenigstens 90 % Se-
quenzidentitat mit wenigstens einem der Enzyme ID-Nr. 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 aufweist, kann ein noch voll-
stadndigerer Abbau der Fumonisine im Magen-Darm-Trakt von Tieren
sichergestellt werden, wobei gleichzeitig nicht nur Fumonisine,
sondern auch verwandte bzw. strukturell A&ahnliche Mykotoxine im
anaeroben Milieu entgiftet werden koénnen, wie 2zum Beispiel das
AAL Toxin.

Indem das Verfahren bevorzugt so gefihrt wird, daff bei Ein-

satz von Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 als Cosubstrat

ein Keton, insbesondere eine a-Ketosdure, eingesetzt wird, kann

insbesondere beim Abbau der Aminogruppe von Fumonisin und gleich-

zeitigem Einsatz von einer a-Ketosdure, wie beispielsweise Brenz-
traubensure, die Aminogruppe an dem Fumonisinmolektl durch eine
Ketogruppe ersetzt werden, wobei als Nebenprodukt dieser Reaktion
Alanin entsteht, welches vollstandig unschadlich ist, so dafs ein
vollstidndiger Abbau von Fumosinen 2zu unschadlichen Substanzen
sichergestellt ist.

Die Erfindung zielt weiterhin auf einen Futtermittelzusatz
ab, mit welchem es sicher und zuverladssig gelingt, Mykotoxine,
insbesondere Fumonisine im Futtermittel und/oder dem Verdauungs-
trakt von Tieren sauerstoffunabh&ngig abzubauen bzw. zu detoxifi-
zieren.

Zur Loésung dieser Aufgaben ist ein derartiger Futtermittel-
zusatz im wesentlichen dadurch gekennzeichnet, daf® wenigstens ein
Enzym der Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23
und 25 oder wenigstens ein kompletter, rekombinanter Wirtsorga-
nismus zur Produktion dieser Enzyme sowie gegebenenfalls zusatz-
lich wenigstens ein Cosubstrat fur wenigstens eines bzw. einige
der eingesetzten Enzyme und ein inerter Trager enthalten sind.
Ein derartiger Futtermittelzusatz, in dem wenigstens ein Enzym
oder ein kompletter, rekombinanter Wirtsorganismus zur Produktion

dieses Enzyms sowie gegebenenfalls zusdtzlich wenigstens ein Co-
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substrat flr wenigstens eines bzw. einige der eingesetzten Enzyme
und ein inerter Tr&ger enthalten sind, zeichnet sich dadurch aus,
daf? er zielgerichtet Mykotoxine, insbesondere Fumonisine im Ver-
dauungstrakt von Tieren abbaut und somit detoxifiziert. Durch den
Einsatz eines erfindungsgemafen Futtermittelzusatzes, welcher im
wesentlichen aus isolierten Enzymen sowie gegebenenfalls deren
Cosubstraten und Tragern bestehen, ergibt sich der Vorteil, dafs
diese ihre katalytische Aktivitat in einer Umgebung und unter Be-
dingungen beibehalten, in welchem beispielsweise komplette Mikro-
organismen nicht oder nur wenig aktiv waren, wobei gleichzeitig
eine bedeutend hdhere, spezifische Aktivitat erzielt werden kann,
sowie definierte Reaktionen unter Vermeidung von unerwlinschten
Nebenreaktionen katalysiert werden kdénnen. Darlber hinaus kdnnen
Probleme, welche gemdRf dem Stand der Technik durch den Einsatz
vermehrungsfdhiger Keime in den Futtermitteln entstanden sind,
mit Sicherheit hintangehalten werden und Uberdies weisen Futter-
mittelzusatze, welche nur isolierte Enzyme enthalten, sowohl eine
bessere Eignung zur Formulierung fir gezielte und kontrollierte
Aktivierung, d.h. beispielsweise an einer bestimmten Stelle des
Verdauungstrakts, als auch die Vermeidung von unerwinschtem, er-
héhtem Substratverbrauch auf. Um die Spezifitdt noch weiter zu
erhdhen, ist der Futtermittelzusatz gemdf der vorliegenden Erfin-
dung dahingehend bevorzugt weitergebildet, daf3 durch molekularge-
netische Methoden, Mutagenese oder molekulare Evolution veréander-
te Enzyme eingesetzt sind.

Gemafs einer bevorzugten Weiterbildung ist der Futtermittel-
zusatz so ausgebildet, daf ein Enzym eingesetzt ist, welches we-
nigstens 90 % Sequenzidentit&t mit einem Enzym der ID-Nr. 3, 5,
7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 aufweist. Wenn ein Enzym
eingesetzt ist bzw. wird, welches wenigstens 90 % Sequenzidenti-
tit mit einem Enzym mit der ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17,
19, 21, 23 und 25 aufweist, gelingt es, neben den bevorzugt abzu-
bauenden Fumonisinen auch weitere Mykotoxine sicher und zuverlés-

sig im Magen-Darm-Trakt von Tieren sauerstoffunabhangig abzu-




bauen, wodurch eine weitgehende Entgiftung der aufgenommenen Fut-
termittel erzielt werden kann.

Indem der Futtermittelzusatz so ausgebildet ist, wie dies
einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung entspricht, daf die
Enzyme, veranderten Enzyme und/oder 2zu wenigstens 90 % identen
Enzyme mit einer Schutzhtille ummantelt eingesetzt sind, kann si-
chergestellt werden, daff die Enzyme, die zu wenigstens 90 % iden-
ten Enzyme oder veradnderten Enzyme vor einem vorzeitigen Aktivi-
tadtsverlust gesichert sind und sicher und zuverlassig an der vor-
gesehenen Stelle des Magen-Darm-Trakts ihre Wirkung entfalten.

Indem der Futtermittelzusatz bevorzugt so weitergebildet
ist, daf die Enzyme aus einer Carboxylesterase ID-Nr. 9, Tricar-
ballylat-Dehydrogenase ID-Nr. 11, einem Citratverwertungsprotein
ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase ID-Nr. 17, Aminotransferase ID-
Nr. 19 oder ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-Synthase ID-Nr. 23 ge-
w&hlt sind, werden im wesentlichen die 2zum Substratkatabolismus
befahigten Enzyme zum Einsatz gebracht, so daf3 neben einer gerin-
geren Menge an einzusetzenden Enzymen auch sichergestellt werden
kann, daf keine unerwinschten Nebenreaktionen im Magen-Darm-Trakt
von Tieren auftreten.

GemaR einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung ist der
Futtermittelzusatz so ausgebildet, daf’? eine Carboxylesterase ID-
Nr. 9, eine Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25, eine o-Ke-
tosdure als Cosubstrat und ein inerter Trager enthalten sind. In-
dem der Futtermittelzusatz eine Carboxylesterase, eine Amino-
transferase und eine a-Ketosdure als Cosubstrat neben einem iner-
ten TraAger aufweist, gelingt es insbesondere, Fumonisine, welche
in den Futtermitteln enthalten sind, zuerst zu hydrolysieren, in-
dem von den Fumonisinen Tricarballylsaurereste mit Hilfe einer
Carboxylesterase abgespalten werden, und das so gebildete hydro-
lysierte Fumonisin in weiterer Folge unter Einwirkung der Amino-
transferase und der o-Ketosiure als Cosubstrat, im vorliegenden
Fall bevorzugt Brenztraubenslure, weiter umzusetzen, indem eine

Aminogruppe von dem hydrolysierten Fumonisinmolekil durch eine
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Ketogruppe ersetzt wird, so daR ein flir Tiere v6llig ungefédhrli-
ches 2-Keto-hydrolysiertes Fumonisin entsteht, welches unveran-
dert ausgeschieden werden kann, und als Nebenprodukt Alanin ge-
bildet wird, welches ebenfalls keinerlei negative Eigenschaften
auf den Organismus ausubt.

Schlieflich zielt die vorliegende Erfindung auf die Verwen-
dung von Genen, wie sie in den Sequenzen ID-Nr. 1, 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 dargestellt sind, oder komplet-
ten, rekombinanten Wirtsorganismen zur Expression dieser Gense-
gquenzen sowie gegebenenfalls von Cosubstraten zur Herstellung
eines Futtermittelzusatzes flr Tiere ab. Mit derartig hergestell-
ten Futtermittelzusitzen gelingt ein vollstandiger und zuverléas-
siger Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen im Ver-
dauungstrakt von Tieren, wobei flr einen derartigen Abbau im Ge-
gensatz zu aus dem Stand der Technik bekannten Genen keinerlei
molekularer Sauerstoff erforderlich ist.

In bevorzugter Weise werden gemdf der vorliegenden Erfindung

eine Carboxylesterase ID-Nr. 9, eine Aminotransferase ID-Nr. 19

oder ID-Nr. 25, eine a-Ketosdure als Cosubstrat sowie ein inerter
Triger eingesetzt, mit welcher Verwendung insbesondere Fumonisine
sicher und zuverl&ssig im Verdauungstrakt von Tieren zur Ganze 2zu
unschi&dlichen Bestandteilen abgebaut werden kdnnen.

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfihrungsbei-
spielen sowie Figuren ndher dargestellt. In diesen zeigt:

Fig. 1 den Fumonisin-katabolischen Gencluster,

Fig. 2 die Michaelis-Menten-Kurve fir Fumonisin-Carboxyle-
sterase FumD, und

Fig. 3 eine Abbaukurve von hydrolysiertem Fumonisin B;.

In Fig. 1 ist ein Fumonisin katabolischer Gencluster als
Teilsequenz von 15420 Basenpaaren eines mikrobiellen Stammes mit
der Hinterlegungsnummer DSM 16254 dargestellt. In dem fum-Genclu-
ster des bakteriellen Stammes DSM 16254 wird die Transkription
der offenen Leserahmen durch einen bidirektionalen Promotor ge-

steuert bzw. geregelt, welcher zwischen fumA und fumI angeordnet
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ist. Der Cluster codiert Proteine, welche in der Regulierung der
Genexpression, wie beispielsweise FumB und FumC, in der Substrat-
erkennung und dem Transport, wie beispielsweise FumJ, FumA und
FumG und in einem Substratkatabolismus, wie beispielsweise FumD,

FumE, FumF, FumH, FumI und FumK involviert sind.

Beispiele

Beispiel 1: Die Enzymkinetik von Fumonisin-Carboxylesterase

Das fumD Gen (Sequenz ID-Nr. 8), welches eine Fumonisin-Car-
boxylesterase codiert, wurde kloniert und in Pichia pastoris
unter Verwendung von Standardverfahren exprimiert. Das his-ge-
taggte Enzym wurde ruckgewonnen und aus der uberstehenden L&sung
der Kultur durch AffinitAtschromatographie gereinigt. Die Enzym-
konzentration wurde bestimmt und die enzymkinetischen Parameter
wurden mit sieben unterschiedlichen Substratkonzentrationen im
Bereich zwischen 50 pg bis 25 mg FB; pro Liter und einer Enzym-
konzentration von 0,33 ng/ml bestimmt. Die Reaktionen wurden in
20 mM Tris-Cl (pH 8,0) Puffer mit 0,1 mg/ml Rinderserumalbumin
gepuffert und bei 30 °C inkubiert. Proben wurden nach 0, 30, 60
120 und 240 Minuten Inkubation genommen und durch HPLC-MS/MS ana-
lysiert. Fumonisin B; (FB;) und hydrolysiertes Fumonisin B; wurden
quantifiziert basierend auf einer Kalibrierung mit den gereinig-
ten Referenzsubstanzen und einem vollstandig 13¢  markierten,
internen FB1 Standard.

Fig. 2 zeigt die Michaelis-Menten-Kurve fir die Transforma-
tion wvon Fumonisin Bl (FBl) durch Fumonisin-Carboxylesterase
FumD, welche bei einer Enzymkonzentration von 0,33 ng/ml in Tris-
Cl-Puffer (pH 8,0) bestimmt wurde, wobei anfangliche Enzymge-
schwindigkeiten gegen die Substratkonzentration aufgetragen wur-
den. Die Michaelis-Menten-Kurve =zeigt einen Abfall bei hoheren
Substratkonzentrationen, da die Enzymgeschwindigkeit basierend
auf dem Produkt, d.h. hydrolysierter FB;-Bildung berechnet wurde.

Da hydrolysiertes FB; aus FB; in einer zweistufigen Reaktion tuber




partiell hydrolysiertes FB; mit lediglich einer Tricarballylsau-
re-Seitenkette, die zurtickbehalten wurde, und einer Seitenkette
ausgebildet wird, die abgespalten wurde, war die Endproduktbil-
dung bei hohen Substratkonzentrationen verzdgert. Die Michaelis-
Menten-Konstante Ky wurde als 0,90 umol/l berechnet, was 650 ppb
dquivalent ist, und die Umwandlungszahl war 900 pro Sekunde.

Aus Fig. 2 ergibt sich, daf Fumonisine mit der Carboxyl-
esterase in den relevanten Konzentrationsbereichen rasch und

vollsté&ndig hydrolysiert werden kdénnen.

Beispiel 2: Die katalytische Aktivitat von hydrolysierter Fumoni-

sinaminotransferase

Sequenz ID-Nr. 18 wurde unter Verwendung von Standardverfah-
ren kloniert und in E. coli exprimiert unter Steuerung bzw. Rege-
lung eines Bakteriophagen T7 Promotors. Die Bakterienzellen wur-
den gesammelt in 50 mM Natriumphosphatpuffer, neuerlich suspen-
diert und durch Ultraschall 1lysiert. Hydrolysiertes Fumonisin
wurde hinzugefligt und die Proben wurden bei 25 °C inkubiert. Pro-
ben wurden in Zeitintervallen genommen und durch HPLC-MS/MS
analysiert. Es wurde keine Reduktion der hydrolysierten FB; Kon-

zentration beobachtet. Wenn ein Cosubstrat, wie beispielsweise

eine «a-Ketosiure, wie Brenztraubens&ure oder Oxalacetat zu der
Reaktion hinzugefligt wurde, konnte ein vollstadndiger Abbau des
hydrolysierten Fumonisins zu 2-Keto-HFB; beobachtet werden, wie
dies in Fig. 3 dargestellt ist. Diese Substanz ist fUr Tiere

vollstandig unschadlich.

Beispiel 3: Enzymaktivitat in Darmmilieu

Zur Uberprifung der enzymatischen Aktivitat von FUM-Car-
boxylesterase im Verdauungstrakt wurden schlachtfrische Schweine-
darme verwendet und unter Ausschluf von Sauerstoff ins Labor

transportiert und in einer anaeroben Sterilwerkbank untersucht.




Etwa 10cm lange Stlcke von Duodenum und Jejunum wurden abgebunden
und herausgeschnitten. Mit Kanllen wurde Fumonisin Bl in konzent-
rierter waRriger Losung auf eine Endkonzentration von etwa 10 ppm
eingespritzt und mit Darminhalt vermischt. Anschliefend wurden 5
pg Fumonisin-Carboxylesterase in waRriger Losung, bzw. dasselbe
Volumen Wasser in den Negativkontrollen, eingespritzt und einge-
mischt. Die Darmabschnitte wurden bei 39 °C inkubiert. Mit Hilfe
von Kaniilen wurden Proben gezogen und durch HPLC-MS/MS analy-
siert. Dabei zeigte sich, daRf Fumonisin Bl im Duodenum und Jeju-
num zum Zeitpunkt der ersten Probenahme nach zwei Stunden bereits

vollstandig hydrolysiert war.

Beispiel 4: Ermittlung des Temperaturbereichs der Aktivitat von

Fumonisin-Carboxylesterase

Zur Ermittlung des Temperaturbereichs, in dem Fumonisin-Car-
boxylesterase aktiv ist, wurden 1,6 ng/ml FUM-Carboxylesterase in
20 mM Tris-Cl Puffer, pH 7,0, mit 0,1 mg/ml BSA und 10 ppm Fumo-
nisin Bl bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert. Dabei
zeigte sich, daR das Temperaturoptimum fir das Enzym bei 30 °C
lag. Auch bei 40 °C und sogar 50 °C wurde enzymatische Aktivitat
noch eindeutig festgestellt. Somit ist diese FUM-Carboxylesterase
zur Anwendung unter den Temperaturbedingungen wie im Verdauungs-
trakt, oder im Zuge von Prozefdischritten der Lebens- oder Futter-
mittelherstellung, die bei erhdéhter Temperatur stattfinden, ge-

eignet.

Beispiel 5: Bestimmung des pH-Bereichs der Aktivitat von Fumoni-

sin-Carboxylesterase

Zur Bestimmung des pH-Bereichs, in dem Fumonisin-Carboxyl-
esterase aktiv ist, wurde Teorell-Stenhagen-Puffer verwendet.
Dieser Puffer l&aRt sich durch die Kombination von Citrat, Phos-

phat und Borat Uber einen Bereich von 10 pH Einheiten mit




gleicher Pufferkapazit&t einstellen. FUM-Carboxylesterase wurde
in einer Konzentration von 3,3 ng/ml mit 10 ppm Fumonisin Bl bei
verschiedenen pH-Werten in diesem Puffer bei 25 °C inkubiert. Die
héchste Aktivitat zeigte sich bei pH 8,0, aber es konnte im ge-
samten Bereich von pH 5 bis pH 10 Aktivitat festgestellt werden.
Durch die Aktivit&t in diesem breiten pH-Bereich wird die techno-
logische Anwendung des Enzyms als Futtermittelzusatz bzw. in Zuge

der Verarbeitung von Lebens- und Futtermitteln ermdglicht.

Beispiel 6: Fltterungsversuch mit Ferkeln

Der Versuch wurde in einem Versuchsstall mit 12 Buchten fir
jeweils 10 Tiere durchgefihrt. Der Stall war ausgestattet mit
Spaltenboden, Schalentr&nkern und einem computergesteuerten Fut-
terungssystem. Die Automaten waren entlang der Buchtenwande ange-
ordnet. Das Stallklima wurde t&glich automatisch aufgezeichnet
und die Temperatur nach den Standardempfehlungen zur Ferkelauf-
zucht eingestellt.

120 gemischt-geschlechtliche Absetzferkel (Alter: ca. 4 Wo-
chen, durchschnittliches Einstellgewicht 8,21 kg) wurden fir die-
sen Versuch eingesetzt. Jedes Ferkel wurde mit einer Ohrmarke
versehen und einzeln gewogen. Die 120 Ferkel wurden auf 12 Buch-
ten zufallig verteilt. Alle Ferkel entstammten dem Osterreichi-
schen Zuchtprogramm OHYB (= (Edelschwein x Landrasse) X Pie-
train).

Direkt nach dem Absetzen wurden die Ferkel fiUr 2 Tage mit
einem Starterfutter geflttert, nach dieser Eingewdhnungsphase er-
folgte die Umstellung auf das Versuchsfutter. Die Fitterung er-
folgte 2-phasig: Absetzphase Tag 1 - 14, Aufzuchtphase Tag 15 -
42. Das Versuchsfutter wurde buchtenindividuell Uber die Spotmix-
Flitterungsanlage gemischt und je nach Anzahl der Ferkel, Ge-
wichtsentwicklung und Futterverzehr zweimal té&glich trocken zuge-
teilt. Wasser stand zur Aufnahme ad libitum zur Verfiigung. Die 12

Buchten wurden in vier verschiedene Applikationsgruppen zu je




drei Wiederholungen geteilt und erhielten die folgenden Ein-

mischungen ins oben beschriebene Futter:

Gruppe

Negativ-Kontrolle |Keine Toxine, kein Enzymzusatz

Positiv-Kontrolle |4 - 5,5 ppm Fumonisin Bl

Versuchsgruppe 1 4 - 5,5 ppm Fumonisin Bl + Enzymmix 1
(Carboxylesterase, Aminotransferase, Pyruvat)

0,5 kg/t Futter

Versuchsgruppe 2 4 - 5,5 ppm Fumonisin Bl + Enzymmix 1 (Car-
boxylesterase, Aminotransferase, Pyruvat, iner-

ter Carrier) 1 kg/t Futter

In der Positiv-Kontrolle wurden bei fast der Halfte der
Tiere respiratorische Probleme beobachtet, wobei es auch zu einem

Ausfall kam. Alle anderen Gruppen erschienen gesund.

Leistungsdaten

Gruppe Anzahl | Anfangsgewicht | Endgewicht Ausfalle
der (Durchschnitt, | (Durchschnitt,
Tiere |kg) kg)

Negativ- 30 8,34 26,82

Kontrolle

Positiv- 30 8,17 24,77 1

Kontrolle

Versuchsgruppe 1 |30 8,08 26,69

Versuchsgruppe 2 |30 8,25 27,03




Anspruche

1. Verfahren zur Herstellung eines Futtermittelzusatzes zum
sauerstoffunabhdngigen, enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, ins-
besondere Fumonisinen, dadurch gekennzeichnet, dafR wenigstens
eine Nukleinsduresequenz von Genen entsprechend Sequenz ID-Nr. 1,
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt wird, die
wenigstens eine Nukleins&uresequenz in prokaryotischen oder euka-
ryotischen Wirtszellen exprimiert wird und wenigstens ein dadurch
hergestelltes Enzym entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder auch ein kompletter, rekombi-
nanter Wirtsorganismus gewonnen werden kann, wobei das wenigstens
eine Enzym gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat in eiﬁeﬁ
Futtermittel eingesetzt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf
vor Einsatz der Enzyme im Futtermittel diese mittels molekularge-
netischer Methoden, Mutagenese oder molekularer Evolution veran-
dert werden.

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

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeich-
net, daR die Enzyme in einer Schutzhiille verkapselt werden.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, daf3 die Enzyme aus Permease ID-Nr. 3, Carboxyl-
esterase ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase ID-Nr. 11, Cit-
ratverwertungsprotein ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase ID-Nr. 17,
Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-
Synthase ID-Nr. 23 gewahlt werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, daf ein Enzym eingesetzt wird, welches wenigstens
90 % Sequenzidentitat mit wenigstens einem der Enzyme ID-Nr. 3,
5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 aufweist.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 6, dadurch ge-

kennzeichnet, dafs bei Einsatz von Aminotransferase ID-Nr. 19 oder




ID-Nr. 25 als Cosubstrat ein Keton, insbesondere eine a-Keto-
sdure, eingesetzt wird.

8. Futtermittelzusatzr zum sauerstoffunabhangigen, enzyma-
tischen Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen, in Fut-
termitteln bzw. im Verdauungstrakt von Tieren, dadurch gekenn-
zeichnet, daff wenigstens ein Enzym der Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder wenigstens ein kompletter,
gegebenenfalls zusatzlich wenigstens ein Cosubstrat £fir wenig-
stens eines bzw. einige der eingesetzten Enzyme und ein inerter
Trager enthalten sind.

9. Futtermittelzusatz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich-
net, daf3 durch molekulargenetische Methoden, Mutagenese oder mo-
lekulare Evolution veradnderte Enzyme eingesetzt sind.

10. Futtermittelzusatz nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge-
kennzeichnet, daf® ein Enzym eingesetzt ist, welches wenigstens 90
% Sequenzidentitat mit einem Enzym der ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23 und 25 aufweist.

11. Futtermittelzusatz nach Anspruch 8, 9 oder 10, dadurch
gekennzeichnet, daR die Enzyme, veranderten Enzyme und/oder zu
wenigstens 90 % identen Enzyme mit einer Schutzhiille ummantelt
eingesetzt sind.

12. Futtermittelzusatz nach einem der Anspriche 8 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, daff die Enzyme aus einer Carboxylesterase
ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase ID-Nr. 11, einem Citrat-
verwertungsprotein ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase ID-Nr. 17,
Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-
Synthase ID-Nr. 23 gewahlt sind.

13. Futtermittelzusatz nach einem der Anspriche 8 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, daf® eine Carboxylesterase ID-Nr. 9, eine
Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25, eine o-Ketosdure als
Cosubstrat und ein inerter Trager enthalten sind.

14. Verwendung von Genen, wie sie in den Sequenzen ID-Nr. 1,

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 dargestellt sind,
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oder kompletten, rekombinanten Wirtsorganismen zur Expression
dieser Gensequenzen sowie gegebenenfalls von Cosubstraten zur
Herstellung eines Futtermittelzusatzes fur Tiere.

15. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf

eine Carboxylesterase ID-Nr. 9, eine Aminotransferase ID-Nr. 19
oder ID-Nr. 25, eine o-Ketosdure als Cosubstrat sowie ein inerter

Trédger eingesetzt werden.

Wien, 18 SEP 2003 grbelx; Aktiengesellschaft
urch:
Patentanwéalte
Mik&ovsky & Pollhamrjer
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Patentanspriuuche

1. Verfahren zur Herstellung‘eines Futtermittelzusatzes zum
sauerstoffunabhangigen, enzymatischen Abbau von Mykotoxinen, ins-
besondere Fumonisinen, dadurch gekennzeichnet, daf wenigstens
eine Nukleinsduresequenz von Genen entsprechend Sequenz ID-Nr. 1,
2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 vorgelegt wird, die
wenigstens eine Nukleinsduresequenz in prokaryotischen oder euka-
ryotischen Wirtszellen exprimiert wird und wenigstens ein dadurch
hergestelltes Enzym entsprechend Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11,
13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder auch ein kompletter, rekombi-
nanter Wirtsorganismus gewonnen werden kann, wobei das wenigstens
eine Enzym gegebenenfalls gemeinsam mit einem Cosubstrat in einem
Futtermittel eingesetzt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB
vor Einsatz der Enzyme im Futtermittel diese mittels molekularge-
netischer Methoden, Mutagenese oder molekularer Evolution veran-
dert werden.

3. Verfaliren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
daR die Enzyme isoliert werden.

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeich-
net, da® die Enzyme in einer Schutzhiille verkapselt werden.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, daff die Enzyme aus Permease ID-Nr. 3, Carboxyl-
esterase ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase ID-Nr. 11, Cit-
ratverwertungsprotein ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase ID-Nr. 17,
Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-
Synthase ID-Nr. 23 gewahlt werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch ge-
kennzeichnet, daf ein Enzym eingesetzt wird, welches wenigstens
90 % Sequenzidentitat mit wenigstens einem der Enzyme ID-Nr. 3,
5,7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 aufweist.

7. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 6, dadurch ge-

kennzeichnet, daf bei Einsatz von Aminotransferase ID-Nr. 19 oder

NACHGEREICHT




ID-Nr. 25 als Cosubstrat ein Keton, insbesondere eine o-Keto-
sadure, eingesetzt wird.

8. Futtermittelzusatz zum sauerstoffunabhidngigen, enzyma-
tischen Abbau von Mykotoxinen, insbesondere Fumonisinen, in Fut-
termitteln bzw. im Verdauungstrakt von Tieren, dadurch gekenn-
zeichnet, daf wenigstens ein Enzym der Sequenz ID-Nr. 3, 5, 7, 9,
11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und 25 oder wenigstens ein kompletter,
rekombinanter Wirtsorganismus zur Produktion dieser Enzyme sowie
gegebenenfalls =zusatzlich wenigstens ein Cosubstrat fur wenig-
stens eines bzw. einige der eingesetzten Enzyme und ein inerter
Trager enthalten sind.

9. Futtermittelzusatz nach Anspruch 8, dadurch gekennzeich-
net, daf durch molekulargenetische Methoden, Mutagenese oder mo-
lekulare Evolution verdnderte Enzyme eingesetzt sind.

10. Futtermittelzusatz nach Anspruch 8 oder 9, dadurch ge-
kennzeichnet, daf ein Enzym eingesetzt ist, welches wenigstens 90
% Sequenzidentitdt mit einem Enzym der ID-Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13,
15, 17, 19, 21, 23 und 25 aufweist.

11. Futtermittelzusatz nach Anspruch 8, 9 oder 10, dadurch
gekennzeichnet, daf die Enzyme, veranderten Enzyme und/oder zu
wenigstens 90 % identen Enzyme mit einer Schutzhiille ummantelt
eingesetzt sind.

12. Futtermittelzusatz nach einem der Anspriche 8 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, daR die Enzyme aus einer Carboxylesterase
ID-Nr. 9, Tricarballylat-Dehydrogenase ID-Nr. 11, einem Citrat-
verwertungsprotein ID Nr. 13, Alkohol-Dehydrogenase ID-Nr. 17,
Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 und/oder Acetolactat-
Synthase ID-Nr. 23 gewahlt sind.

13. Futtermittelzusatz nach einem der Anspriiche 8 bis 12,
dadurch gekennzeichnet, daf eine Carboxylesterase ID-Nr. 9, eine
Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25, eine oa-Ketosdure als
Cosubstrat und ein inerter Trager enthalten sind.

14. Verwendung von Genen, wie sie in den Sequenzen ID-Nr. 1,

2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 und 24 dargestellt sind,
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oder kompletten, rekombinanten Wirtsorganismen zur EXxpression von
Enzymsequenzen ID Nr. 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 und
25 sowie gegebenenfalls von Cosubstraten zur Herstellung eines
Futtermittelzusatzes fiur Tiere.

15. Verwendung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daf
ein Cosubstrat gewdhlt aus der Gruppe einer Carboxylesterase ID-

Nr. 9, einer Aminotransferase ID-Nr. 19 oder ID-Nr. 25 oder einer

o-Ketosdure und ein inerter Trager eingesetzt werden.

Wien, 3. September 2009 Erber Aktiengesellschaft
durch:
Patentanwalte
MikSovsky & Pollh
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