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"CELULA HOSPEDADORA RECOMBINANTE QUE EXPRESA ACTIVIDAD DE
BETA-GALACTOSIDASA Y/O TRANSGALACTOSIDANTE DEFICIENTE EN
MANANASA, CELULASA Y PECTINASA"

Campo de la invencién

La invencidén se refiere a una célula hospedadora en
donde estédn inactivadas enzimas no deseadas y al uso de
esta célula hospedadora en la preparacién de una
composicidén enzimadtica para su uso en la fabricacién de un
producto alimentario con propiedades no deseadas reducidas.

Antecedentes de la invencién

El uso de enzimas para mejorar la naturaleza quimica
de productos alimentarios estd ampliamente difundido.
Asimismo, en el procesado de la leche de wvaca y otros
sustratos de origen animal, el uso de enzimas aflade un
valor significativo al producto final.

Los galactooligosacaridos (GOS) son carbohidratos que
no son digeribles por los seres humanos y los animales vy
comprenden dos o mads moléculas de galactosa, tipicamente
hasta nueve, unidas mediante enlaces glucosidicos. Los GOS
también pueden incluir una o mads moléculas de glucosa. Uno
de los efectos beneficiosos de los GOS es su capacidad para
actuar como compuestos prebidéticos mediante la estimulacidn
selectiva de la proliferacidén de microorganismos coldbnicos
beneficiosos, tales como Dbacterias, para proporcionar
beneficios fisioldgicos al consumidor. Los efectos para la
salud establecidos han dado como resultado un interés
creciente en los GOS como ingredientes alimentarios para
diversos tipos de alimentos.

La enzima Pf-galactosidasa (EC 3.2.1.23) hidroliza
normalmente a la lactosa en los monosacaridos D-glucosa y

D-galactosa. En la reaccidén enzimdtica normal de las R-
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galactosidasas, la enzima hidroliza 1la lactosa y se une
transitoriamente al monosacadrido de galactosa en un
complejo de galactosa-enzima que transfiere la galactosa al
grupo hidroxilo del agua, dando como resultado 1la
liberacién de D-galactosa y D-glucosa. Sin embargo, a
concentraciones elevadas de lactosa, algunas R-
galactosidasas son capaces de transferir galactosa a los
grupos hidroxilo de D-galactosa o D-glucosa en un proceso
denominado transgalactosilacién, mediante el cual se
producen galactooligosacaridos. Asimismo, a concentraciones
elevadas de lactosa, algunas f-galactosidasas son capaces
de transferir galactosa a los grupos hidroxilo de 1la
lactosa o de oligosacaridos de un orden superior.

El género Bifidobacterium es uno de los tipos de
cultivos bacterianos mas cominmente usados en la industria
lactea para fermentar una diversidad de productos léacteos.
La ingesta de productos que contienen bifidobacterias tiene
ademés un efecto promotor de la salud. Este efecto se logra
no solo mediante un pH reducido del contenido intestinal,
sino también por la capacidad de las bifidobacterias de
repoblar la flora intestinal en individuos gque tienen su
flora intestinal alterada debido a, por ejemplo, la toma de
antibidticos. Ademés, las bifidobacterias tienen el
potencial de desplazar a microorganismos intestinales
potencialmente dafiinos.

Se sabe que los galactooligosacaridos potencian el
crecimiento de las bifidobacterias. Este efecto se logra
probablemente mediante la capacidad Uunica de las
bifidobacterias para aprovechar los galactooligosacaridos
como fuente de carbono. Ademés, se cree que la

suplementacién dietética con galactooligosacaridos tiene
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una serie de efectos protectores frente a enfermedades a
largo plazo. Por ejemplo, se ha demostrado que la ingesta
de galactooligosacaridos es altamente protectora frente al
desarrollo de céncer colorrectal en ratas. Por lo tanto,
existe un gran interés en desarrollar métodos baratos vy
eficaces para producir galactooligosacaridos para sSu uso en
la industria para mejorar los suplementos dietéticos y los
productos lacteos.

Se ha descrito una lactasa extracelular de
Bifidobacterium bifidum DSM20215 truncada con
aproximadamente 580 aminodcidos (BIF3-d3) como una enzima
transgalactosilante en una solucidén que contiene lactosa
solubilizada en agua (Jgrgensen et al. (2001), Appl.
Microbiol. Biotechnol., 57: 647- 652). El1 documento WO
01/90317 describe también una variante de truncamiento
(OLGA347) como una enzima transgalactosilante y en el
documento WO 2012/010597 se demostrd que OLGA347 transfiere
un resto de galactosa a D-fucosa, N-acetil-galactosamina y
xilosa.

En el documento WO 2009/071539 se describe un
fragmento truncado de un modo distinto en comparacidén con
BIF3-d3 que da como resultado una hidrélisis eficaz y una
baja produccidén de GOS cuando se prueba en leche.

E1l documento WO 2013/182686 describe un polipéptido
que tiene una relacidén de actividad transgalactosilante a
hidrélisis util y que por lo tanto es un eficaz productor
de GOS cuando se incuba con lactosa, incluso a niveles de
lactosa muy reducidos, tales como en un producto a base de
leche.

Sin embargo, sigue habiendo necesidad de proporcionar

procesos mejorados para producir fibras dietéticas en forma
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de GOS in situ a partir de lactosa en productos léacteos. La
presente invencidén aborda esta necesidad.

Sumario de la invencién

La actividad enzimatica secundaria describe
normalmente enzimas no deseadas cuya actividad afecta
negativamente a un proceso o producto. Normalmente se
encuentran en productos enzimaticos en forma de un
subproducto de, por ejemplo, un hospedador productor vy
puede dificultar la aplicacidn comercial de dichas enzimas.
Las aplicaciones lacteas son especialmente sensibles a
pequefias cantidades de 1las enzimas celulasa, pectinasa,
amilasa y mananasa ya qgque muchos productos lacteos se
formulan/estabilizan con hidrocoloides, por ejemplo, CMC,

GUAR, almiddén y pectina (véase la tabla 1).

Tabla 1

Enzima Hidrocoloide/estabilizante
degradable

Celulasa CMC

Mananasa GUAR, LBG

Pectinasa Pectina

(pectato liasa)

Amilasa Almiddn

Los presentes inventores han sido capaces de
desarrollar un producto que contiene actividad de p-
galactosidasa, que tiene opcionalmente actividad
transgalactosilante o GOS producido a partir del mismo en
donde se reducen los niveles de <celulasa, mananasa,
pectinasa y amilasa. Como agentes espesantes, gelificantes
% estabilizantes, los hidrocoloides producen una
contribucidn importante para numerosos productos

alimentarios y de bebida. La presente invencidén permite



10

15

20

25

30

WO 2016/071504 5 PCT/EP2015/075950

proporcionar dichos productos alimentarios y de bebida en
los que no solamente se retienen las propiedades deseadas
del uso de hidrocoloides, sino que ademas 1los productos
alimentarios y de Dbebida pueden retener las fibras
dietéticas en forma de GOS.

Los hidrocoloides o las gomas son un grupo diverso de
polimeros de cadena larga caracterizados por su propiedad
de formar dispersiones vy/o geles viscosos cuando se
dispersan en agua. Estos materiales se hallaron en primer
lugar en exudados de &rboles o arbustos, en extractos de
plantas o algas, en harinas de semillas o granos, en limos
gomosos de procesos de fermentacidén y en muchos otros
productos naturales. La aparicidén de un gran numero de
grupos hidroxilo aumenta notablemente su afinidad por la
unidén a moléculas de agua, convirtiéndolos en compuestos
hidr6éfilos. Ademas, producen una dispersidén, gque es un
intermedio entre una auténtica solucidén y una suspensidn y
muestra las propiedades de un coloide. Tomando en
consideracidén estas dos propiedades, de manera adecuada se
denominan "coloides hidréfilos" o "hidrocoloides".

Los hidrocoloides tienen una gran variedad de
propiedades funcionales en los alimentos, incluyendo
espesantes, gelificantes, emulsionantes, estabilizantes, de
recubrimiento, etc. Los hidrocoloides tienen un profundo
impacto en las propiedades alimentarias cuando se usan a
niveles en el intervalo desde unas pocas partes por millédn
para el carragenano en productos lacteos tratados
térmicamente hasta altos niveles de goma ardbiga, almiddn o
gelatina en la confiteria de gelatina. El principal motivo
del amplio wuso de hidrocoloides en alimentos es su

capacidad para modificar 1la reologia de los sistemas
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alimentarios. Esto incluye dos propiedades béasicas de los
sistemas alimentarios, a saber, comportamiento de flujo
(viscosidad) y propiedades mecanicas de sdélido (textura).
La modificacidén de la textura vy/o viscosidad de 1los
sistemas alimentarios ayuda a modificar sus propiedades
sensoriales; por lo tanto, los hidrocoloides se usan como
aditivos alimentarios importantes para lograr fines
especificos. Es evidente que varios hidrocoloides
pertenecen a la categoria de aditivos alimentarios
permitidos en muchos paises de todo el mundo. Muchas
formulaciones alimentarias, tales como sopas, Jjugos de
carne, aderezos de ensaladas, salsas y condimentos usan
hidrocoloides como aditivos para lograr la viscosidad vy
sensacién en boca preferidas. También se usan en muchos
productos alimentarios, tales como helados, jaleas,
gelatinas, postres gelificados, tartas y dulces para crear
la textura deseada.

Ademéds de los atributos funcionales, su futura
aceptacién vy posiblemente recomendacién positiva puede
derivarse del reconocimiento de que las fibras aportan
muchos Dbeneficios fisiolégicos a la funcidén natural vy
bienestar del organismo.

Debido a sus propiedades de wunién al agua, los
hidrocoloides tienen una influencia significativa en la
textura y sensacidén en boca de los productos alimentarios,
a menudo creando oportunidades para la innovacidén en
texturas. Varios de los productos también interacttian con
proteinas, una propiedad Util para la estabilizacidén vy
proteccidén de proteinas. La presente invencidén proporciona
soluciones basadas en el uso de hidrocoloides en las que no

solo se retienen las propiedades deseadas anteriormente
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mencionadas de los hidrocoloides, sino que ademés, 1los
productos alimentarios y de bebida pueden contener fibras
dietéticas en forma de GOS.

En los productos cultivados, los hidrocoloides
proporcionan una textura suave y una apariencia brillante.
Los hidrocoloides pueden optimizar los costes en las
formulaciones sdélidas de leche reducida asi como mantener
la textura durante toda su vida Util. Los hidrocoloides
también mejoran el cuerpo, especialmente a una temperatura
de consumo mas elevada para los productos cultivados. La
presente invencidn proporciona soluciones basadas en el uso
de hidrocoloides en las que no solo se retienen las
propiedades deseadas anteriormente mencionadas de los
hidrocoloides, sino que ademas, los productos alimentarios
y de bebida pueden contener fibras dietéticas en forma de
GOS.

En los productos lécteos y en las bebidas de proteinas
de pH Dbajo, los hidrocoloides pueden estabilizar las
proteinas lacteas y de la soja, prevenir la sedimentacidén y
la separacién del suero lacteo y posibilitar wuna gran
variedad de texturas. Ademds, los hidrocoloides pueden
reemplazar la textura en formulaciones con sélidos léacteos,
azucar y/o grasa reducidos y de este modo proporcionar la
fabricacién alimentaria de un mejor producto bajo en grasa.
La presente invencidén proporciona soluciones basadas en el
uso de hidrocoloides en las que no solo se retienen las
propiedades deseadas anteriormente mencionadas de los
hidrocoloides, sino que ademés, los productos alimentarios
y de bebida pueden contener fibras dietéticas en forma de

GOS.
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La presente invencién aborda estos problemas
proporcionando una composicidén enzimdtica que comprende un
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante pero
dicha composicidén enzimatica carece o carece
sustancialmente de actividad atribuible a las siguientes
enzimas: celulasa, mananasa, pectinasa y opcionalmente
amilasa.

De acuerdo con un 1°° aspecto de 1la invencidn, se
proporciona una célula hospedadora capaz de expresar un
polipéptido que tiene actividad de (-galactosidasa y dicha
célula hospedadora estd modificada para que sea deficiente
para celulasa, mananasa y pectinasa.

En una realizacidén preferida, el polipéptido que tiene
actividad de f-galactosidasa tal como se usa en la
invencidén tiene actividad transgalactosilante.

De acuerdo con un 2° aspecto de la invenciébn, se
proporciona una célula hospedadora capaz de expresar un
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante y dicha
célula hospedadora estd modificada para que sea deficiente
para celulasa, mananasa y pectinasa.

Preferentemente, la célula hospedadora se modifica
para que también sea deficiente para amilasa.

En una realizacidén, la célula hospedadora se modifica
mediante técnicas de mutagénesis convencionales.

En otra realizacidén, la célula hospedadora se modifica
mediante técnicas de manipulacidén genética convencionales.

De acuerdo con un 3°° aspecto de la invencidn, se
proporciona una célula hospedadora capaz de expresar un
polipéptido que tiene actividad de R-galactosidasa y en
donde los polipéptidos que tienen actividad de celulasa,

mananasa y pectinasa estan esencialmente inactivos.
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De acuerdo con un 4° aspecto de la invenciébn, se
proporciona una célula hospedadora capaz de expresar un
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante y en
donde los polipéptidos que tienen actividad de celulasa,
mananasa y pectinasa estan esencialmente inactivos.

Preferentemente, en la célula hospedadora ademas esta
esencialmente inactivo un polipéptido que tiene actividad
de amilasa.

En una realizacidén, en los aspectos 3° y 4°  1los
polipéptidos de celulasa, mananasa y pectinasa
esencialmente inactivos y opcionalmente el polipéptido de
amilasa estadn funcionalmente inactivos respecto de su
actividad enziméatica.

En una realizacidén, los polipéptidos que tienen
actividad de celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente
el polipéptido que tiene actividad de amilasa se hacen
esencialmente inactivos mediante técnicas de mutagénesis
convencionales.

En otra realizacién, los polipéptidos que tienen
actividad de celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente
el polipéptido que tiene actividad de amilasa se hacen
esencialmente inactivos mediante técnicas de manipulacidn
genética convencionales.

Las técnicas de mutagénesis convencionales gque pueden
emplearse son mutagénesis quimica o fisica.

Las técnicas de manipulacidédn genética convencionales
que pueden emplearse son interrupcidédn de genes en un paso,
insercién de marcador, mutagénesis de sitio dirigido,
eliminacién, interferencia de ARN o ARN antisentido.

Preferentemente, la célula hospedadora es una bacteria.
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La célula hospedadora puede ser una bacteria del &cido

lactico.
Preferentemente,

Preferentemente,

la célula hospedadora es B.

subtilis.

el polipéptido que tiene actividad

transgalactosilante empleado en la invencidén se selecciona

entre el grupo que consiste en:

a. un polipéptido que

comprende una

aminoacidos que tiene al menos

secuencia con la SEQ ID NO: 1,

un

90% de

secuencia de

identidad de

en donde dicho polipéptido

consiste en como maximo 980 restos de aminoéacido,

b. un polipéptido que

comprende una

aminoacidos que tiene al menos

secuencia con la SEQ ID NO: 2,

un

97% de

secuencia de

identidad de

en donde dicho polipéptido

consiste en como maximo 975 restos de aminoacido,

C. un polipéptido que

aminoadcidos que tiene al menos un 96.5%

secuencia con la SEQ ID NO: 3,

comprende una

secuencia de

de identidad de

en donde dicho polipéptido

consiste en como maximo 1300 restos de aminoécido,

d. un polipéptido codificado por un polinucledtido

qgque hibrida en condiciones al menos de baja rigurosidad con

i) la secuencia de &cidos nucleicos comprendida en las SEQ

ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 qgque codifica el polipéptido de

las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; o ii) la hebra
complementaria de i),
e. un polipéptido codificado por un polinucledtido

que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene al

menos un 70% de identidad respecto de 1la

nuclebdétidos que codifica el polipéptido de las SEQ ID NO:

secuencia de

1,

2, 3, 4 o 5 o la secuencia de nucledtidos comprendida en

las SEQ ID NO: 9,

polipéptido maduro y

10,

11,

12

o

13 que

codifica

un
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f. un polipéptido gque comprende una eliminacidn,
insercidén y/o sustitucidn conservativa de uno o més restos
de aminoacido de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5.

En una realizacidén, la célula hospedadora comprende un
vector de expresidn que comprende un acido nucleico que
codifica el polipéptido que tiene actividad de pB-
galactosidasa.

En una realizaciédn, la célula hospedadora se
transforma con un acido nucleico que codifica el
polipéptido que tiene actividad de PR-galactosidasa.

En una realizacidén, la célula hospedadora comprende un
vector de expresidén que comprende un Aacido nucleico dque
codifica el polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante.

En una realizaciédn, la célula hospedadora se
transforma con un acido nucleico que codifica el
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante.

De acuerdo con un 5° aspecto de la invenciébn, se
proporciona un método para proporcionar una composicién de
polipéptido que comprende un polipéptido que tiene
actividad de pf-galactosidasa y gque tiene un contenido
reducido de actividades enzimaticas secundarias de celulasa,
mananasa y pectinasa no deseadas, comprendiendo el método:
proporcionar una célula hospedadora capaz de expresar el
polipéptido que tiene actividad de pf-galactosidasa, un
polipéptido que tiene actividad de celulasa, un polipéptido
que tiene actividad de mananasa y un polipéptido que tiene
actividad de pectinasa; e 1inactivar dicha actividad de
celulasa, mananasa y pectinasa.

De acuerdo con un 6° aspecto de la invenciébn, se

proporciona un método para proporcionar una composicién de
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polipéptido que comprende un polipéptido que tiene
actividad transgalactosilante vy que tiene un contenido
reducido de actividades enzimdticas secundarias de celulasa,
mananasa y pectinasa no deseadas, comprendiendo el método:
proporcionar una célula hospedadora capaz de expresar el
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante, un
polipéptido que tiene actividad de celulasa, un polipéptido
que tiene actividad de mananasa y un polipéptido que tiene
actividad de pectinasa; e 1inactivar dicha actividad de
celulasa, mananasa y pectinasa.

Preferentemente, el método comprende ademds inactivar
un polipéptido que tiene actividad de amilasa.

En una realizacidén del método, los polipéptidos que
tienen actividad de <celulasa, mananasa y pectinasa vy
opcionalmente el polipéptido que tiene actividad de amilasa
se hacen esencialmente inactivos mediante técnicas de
mutagénesis convencionales.

En otra realizacidén del método, los polipéptidos que
tienen actividad de celulasa, mananasa Yy ©pectinasa vy
opcionalmente el polipéptido que tiene actividad de amilasa
se hacen esencialmente inactivos mediante manipulacién
genética.

Preferentemente en el método, la célula hospedadora es
una bacteria.

En una realizacién del método, la célula hospedadora
es una bacteria del acido lactico.

Preferentemente en el método, la célula hospedadora es

B. subtilis.

Preferentemente en el método, el polipéptido que tiene
actividad transgalactosilante se selecciona entre el grupo

gue consiste en:
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a. un polipéptido gque comprende una secuencia de
aminoadcidos que tiene al menos un 90% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 980 restos de aminoacido,

b. un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 97% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 975 restos de aminoacido,

c. un polipéptido que comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos un 96.5% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 3, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 1300 restos de aminoécido,

d. un polipéptido codificado por un polinucledtido
que hibrida en condiciones al menos de baja rigurosidad con
i) la secuencia de acidos nucleicos comprendida en las SEQ
ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 qgque codifica el polipéptido de
las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; o ii) la hebra
complementaria de i),

e. un polipéptido codificado por un polinucledtido
que comprende una secuencia de nucledétidos que tiene al
menos un 70% de identidad respecto de 1la secuencia de
nucledtidos que codifica el polipéptido de las SEQ ID NO: 1,
2, 3, 4 o 5 o la secuencia de nucledétidos comprendida en
las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 que <codifica un
polipéptido maduro y

f. un polipéptido que comprende una eliminacidn,
insercidén y/o sustitucidédn conservativa de uno o més restos
de aminoacido de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5.

En una realizacién del método, la célula hospedadora

comprende un vector de expresidédn que comprende un acido
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nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad de
B-galactosidasa.

En otra realizacidén del método, la célula hospedadora
se transforma con un acido nucleico gue codifica un
polipéptido que tiene actividad de PR-galactosidasa.

En una realizacidén del método, la célula hospedadora
comprende un vector de expresidn que comprende un acido
nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante.

En otra realizacidén del método, la célula hospedadora
se transforma con un acido nucleico gque codifica un
polipéptido gque tiene actividad transgalactosilante.

De acuerdo con un 7° aspecto de la invenciébn, se
proporciona un método para producir un polipéptido que
tiene actividad de B-galactosidasa que comprende cultivar
la célula hospedadora de la invencién en un medio de
cultivo en condiciones adecuadas para expresar el
polipéptido que tiene actividad de fp-galactosidasa vy
opcionalmente recuperar el polipéptido que tiene actividad
de P-galactosidasa del medio de cultivo o de la célula
hospedadora.

De acuerdo con un 8° aspecto de la invenciébn, se
proporciona un método para producir un polipéptido que
tiene actividad transgalactosilante que comprende cultivar
la célula hospedadora de la invencién en un medio de
cultivo en condiciones adecuadas para expresar el
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante vy
opcionalmente recuperar el polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante del medio de cultivo o de la célula

hospedadora.
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De acuerdo con un 9° aspecto de la invenciébn, se
proporciona un polipéptido que tiene actividad de p-
galactosidasa que se produce usando la célula hospedadora
de la invencidén o el proceso de la invencidn.

El polipéptido que tiene actividad de R-galactosidasa
de acuerdo con la invencidén esta preferentemente libre o
sustancialmente libre de actividad de celulasa, mananasa y
pectinasa y opcionalmente de actividad de amilasa.

En una realizacidén, el polipéptido que tiene actividad
de PB-galactosidasa de acuerdo con la invencidn estd libre o
sustancialmente libre de actividad de celulasa, mananasa y
pectinasa, de tal forma que la reduccidén en la viscosidad
presentada como una reduccidn relativa en la viscosidad es
de al menos 0.85 o de al menos 0.9 o menor calculada a
partir de la viscosidad de wuna solucidén gque contiene
hidrocoloide a la que se afiade el polipéptido que tiene
actividad de p-galactosidasa en comparacidén con una
solucidén de hidrocoloide a la que no se afiade enzima o agua.

De acuerdo con un 10° aspecto de 1la invencidn, se
proporciona una composicidén de polipéptido gque comprende un
polipéptido que tiene actividad de B-galactosidasa
producido usando la célula hospedadora de la invencién o el
proceso de la invencidn.

De acuerdo con un 11° aspecto de la invencidn, se
proporciona un polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante que se produce wusando la célula
hospedadora de la invencidén o el proceso de la invencidn.

El polipéptido que tiene actividad transgalactosilante
de acuerdo con la invencién estd preferentemente libre o
sustancialmente libre de actividad de celulasa, mananasa y

pectinasa y opcionalmente de actividad de amilasa.
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En una realizacidén, el polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante de acuerdo con la invencidén estd libre
o0 sustancialmente libre de actividad de celulasa, mananasa
y pectinasa, de tal forma que la reduccidén en la viscosidad
presentada como una reduccidn relativa en la viscosidad es
de al menos 0.85 o de al menos 0.9 o menor calculada a
partir de la viscosidad de wuna solucidn dque contiene
hidrocoloide a la que se afiade el polipéptido que tiene
actividad transgalactosilante en comparacidén con una
solucidén de hidrocoloide a la que no se afiade enzima o agua.

De acuerdo con un 12° aspecto de la invencidbn, se
proporciona una composicidén de polipéptido que comprende un
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante
producido usando la célula hospedadora de la invencidn o el
proceso de la invencidn.

Preferentemente, la composicién de polipéptido de 1la
invencién estd libre o sustancialmente libre de actividad
de celulasa, mananasa Yy ©pectinasa vy opcionalmente de
actividad de amilasa.

En una realizacidén, la composicidén de polipéptido esté
libre o sustancialmente libre de actividad de celulasa,
mananasa y pectinasa, de tal forma que la reduccidén en la
viscosidad presentada como una reduccidén relativa en la
viscosidad es de al menos 0.85 o de al menos 0.9 o menor
calculada a partir de la viscosidad de una solucidén que
contiene hidrocoloide a la que se afiade la composicidn de
polipéptido de la invencidédn en comparacidn con una solucidn
de hidrocoloide a la gque no se afiade enzima o agua.

De acuerdo con un 13° aspecto de la invencidn, se

proporciona un producto lacteo que comprende el polipéptido
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que tiene actividad de P-galactosidasa de la invencidén o 1la
composicién de polipéptido de la invencidn.

De acuerdo con un 14° aspecto de la invencidbn, se
proporciona un proceso para producir un producto lacteo que
comprende afiadir un polipéptido que tiene actividad de p-
galactosidasa de la invencidén o una composicidén de
polipéptido de la invencidén a un producto lacteo dque
comprende lactosa.

De acuerdo con un 15° aspecto de la invencidbn, se
proporciona un proceso para producir un producto lacteo que
comprende GOS, comprendiendo dicho proceso afiadir un
polipéptido gque tiene actividad de p-galactosidasa de la
invencidén o una composicidén de polipéptido de la invencidn
a un producto lacteo que comprende lactosa.

De acuerdo con un 16° aspecto de la invencidbn, se
proporciona el wuso del polipéptido gque tiene actividad
transgalactosilante de acuerdo con la invencidén o de una
composicién de polipéptido de acuerdo con la invencidn para
preparar un producto lacteo.

De acuerdo con un 17° aspecto de la invencidn, se
proporciona el wuso del polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante de acuerdo con la invencidén o de una
composicién de polipéptido de acuerdo con la invencidn para
preparar un producto lacteo que comprende GOS.

De acuerdo con un 18° aspecto de la invencidn, se
proporciona un producto lacteo que comprende el polipéptido
que tiene actividad transgalactosilante de la invencidén o
la composicidén de polipéptido de la invencidn.

De acuerdo con un 19° aspecto de la invencidn, se
proporciona un proceso para producir un producto lacteo que

comprende afiadir un ©polipéptido que tiene actividad
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transgalactosilante de la invencidén o una composicidén de
polipéptido de 1la invencién a un producto lacteo dque
comprende lactosa.

De acuerdo con un 20° aspecto de la invencidbn, se
proporciona un proceso para producir un producto lacteo que
comprende GOS, comprendiendo dicho proceso afiadir un
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante de la
invencidén o una composicidén de polipéptido de la invencidn
a un producto lacteo que comprende lactosa.

De acuerdo con un 21°° aspecto de la invencidn, se
proporciona el wuso del polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante de acuerdo con la invencidén o de una
composicidén de polipéptido de acuerdo con la invencidn para
preparar un producto lacteo.

De acuerdo con un 22° aspecto de la invencidbn, se
proporciona el wuso del polipéptido gque tiene actividad
transgalactosilante de acuerdo con la invencidén o de una
composicién de polipéptido de acuerdo con la invencidn para
preparar un producto lacteo que comprende GOS.

En una realizacidén, el uso de la invencidn es para
prevenir una reduccién en la viscosidad y/o la textura del
producto lacteo en comparacién con el uso del polipéptido
que tiene actividad transgalactosilante que se prepara a
partir de wuna célula hospedadora gque expresa celulasa,
mananasa y pectinasa.

La invencidn es particularmente atil para la
produccién in situ de fibras dietéticas de GOS en una
composicibén, tal como un producto lacteo, gque comprende
lactosa.

Listado de secuencias
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La SEQ ID NO: 13 es la secuencia de nucledtidos que
codifica BIF 1241

La SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucledétidos que
codifica BIF 1326

La SEQ ID NO: 15 es el cebador directo para la
generacién de las variantes de BIF anteriores

La SEQ ID NO: 16 es el cebador inverso para BIF917

La SEQ ID NO: 17 es el cebador inverso para BIF995

La SEQ ID NO: 18 es el cebador inverso para BIF1068

La SEQ ID NO: 19 es el cebador inverso para BIF1241

La SEQ ID NO: 20 es el cebador inverso para BIF1326

La SEQ ID NO: 21 es el cebador inverso para BIF1478

La SEQ ID NO: 22 es la lactasa extracelular de
Bifidobacterium bifidum DSM20215.

La SEQ ID NO: 23 es la secuencia de sefial de la
lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215.

Divulgacién detallada de la invencién

Definiciones

De acuerdo con la presente descripcidén detallada, se
aplican las siguientes abreviaturas y definiciones. Debe
entenderse que tal como se usan en el presente documento,
las formas del singular "un", "uno", "una" y "el" o "la"
incluyen referentes plurales a menos que el contexto
indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo,
la referencia a "un polipéptido" incluye una pluralidad de
dichos polipéptidos vy la referencia a "la formulacidén"
incluye referencia a una o mas formulaciones y equivalentes
de las mismas conocidas por los expertos en la materia, y
asi sucesivamente.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos

cientificos y técnicos usados en el presente documento
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tienen el mismo significado que aquel entendido normalmente
por un experto habitual en la materia. A continuacidén se
proporcionan los siguientes términos.

"Transgalactosilasa" significa una enzima que, entre
otras cosas, es capaz de transferir galactosa a los grupos
hidroxilo de D-galactosa o D-glucosa, mediante 1lo cual se
producen galactooligosacaridos. En un aspecto, se
identifica una transgalactosilasa mediante la reaccidn de
la enzima con lactosa, en la que la cantidad de galactosa
generada es menor que la cantidad de glucosa generada en
cualquier momento dado.

En el presente contexto, la expresidén "actividad
transgalactosilante" significa la transferencia de un resto
de galactosa a una molécula distinta de agua. La actividad
puede medirse como [glucosa] - [galactosa] generada en
cualquier momento dado durante 1la reaccidén o mediante
cuantificacién directa del GOS generado en cualqguier
momento dado durante la reaccidén. Esta medicidn puede
llevarse a cabo de diversos modos, tales como mediante un
método de HPLC tal como se muestra en los ejemplos. Cuando
se comparan medidas de actividad transgalactosilante, estas
se han efectuado a una concentracién inicial de lactosa
dada, tal como, por ejemplo, al 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10%
(p/pP) .

En el presente contexto, la expresidén "actividad de B-

galactosidasa" significa la capacidad de una enzima para

hidrolizar PB-galactdésidos, tal como, por ejemplo, lactosa
en monosacaridos, glucosa y galactosa.

En el contexto del calculo de la actividad
transgalactosilante:actividad de Pp-galactosidasa, la

actividad de fPf-galactosidasa se mide como [galactosa]
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generada en cualquier momento dado durante la reacciédn.
Esta medicidén puede 1llevarse a cabo de diversos modos,
tales como mediante un método de HPLC tal como se muestra
en los ejemplos.

En el presente contexto, la expresidn "relacidn de
actividad transgalactosilante" usando orto-nitrofenol-f-D-
galactopirandésido (ONPG) se calculd del modo siguiente: La
relacidén se calcula como la relacidén entre la Abs420 con
aceptor presente dividida entre la Abs420 sin aceptor
presente por 100. Las variantes en o por debajo del indice
100 son variantes puramente hidroliticas mientras que el
nivel por encima ilustra actividad transgalactosilante
relativa.

Relacidn de actividad transgalactosilante =
(Abs42o+&ﬂdmmw/AbS42O—&ﬂohwsa)*100%, donde Abs4p(*Celobiosa g
la lectura de absorbancia a 420nm wusando el método 3
descrito mas adelante incluyendo celobiosa en la reaccidn vy
Abs4207c¢toPio%a o5 13 lectura de absorbancia a 420nm usado el
método 3 descrito méds adelante pero sin celobiosa en 1la
reaccidén. La ecuacidn anterior es valida Unicamente para
diluciones donde la absorbancia es de entre 0.5 y 1.0.

En un aspecto, la actividad de cualquiera de las
enzimas a las que se refiere la presente invencidédn se mide
después de 15 min. de reaccidén, 30 min. de reaccidn, 60 min.
de reaccidén, 90 min. de reaccidén, 120 min. de reaccidn o
180 min. de reaccidén. Por lo tanto, en un aspecto a modo de
ejemplo, se mide la actividad relativa de
transgalactosilacidén 15 minutos después de la adicidén de 1la
enzima, tal como 30 minutos después de la adicidén de la
enzima, tal como 60 minutos después de la adicidén de 1la

enzima, tal como 90 minutos después de la adicidén de 1la
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enzima, tal como 120 minutos después de la adicién de la
enzima o tal como 180 minutos después de la adicidén de 1la
enzima.

En el presente contexto, la expresidén "relacidn de
actividad transgalactosilante:actividad de f-galactosidasa"

significa ([glucosa]-[galactosa]/[galactosal).

En el ©presente contexto, el término [glucosa]

significa la concentracidén de glucosa en % en peso medida

por HPLC.

En el ©presente contexto, el término [galactosa]
significa la concentracidédn de galactosa en % en peso medida
por HPLC.

En el presente contexto, la expresidén "se ha
transgalactosilado la lactosa" significa que se ha unido
covalentemente una molécula de galactosa a la molécula de
lactosa tal como, por ejemplo unido covalentemente a uno
cualquiera de los grupos hidroxilo libres en la molécula de
lactosa o generada mediante transgalactosilacidén interna
formando, por ejemplo, alolactosa.

En el presente contexto, se ensayd la evaluacidédn de
rendimiento de los polipéptidos divulgados en el presente
documento en la produccidén de galactooligosacarido (GOS) en
un "ensayo basado en leche" (imitacién de aplicacidén de
yogur). Se llevaron a cabo experimentos por lotes en un
volumen de 100 pl en placas MTP de 96 pocillos usando una
mezcla de yogur que consistia en un 98.60%(p/v) de leche
fresca pasteurizada baja en grasa (Arla Mini-melk) y un 1.4%
(p/v) de ingrediente de suero de leche Nutrilac YQ-5075
(Arla) . Para hidratar completamente el Nutrilac YQ-5075, se
dejdé la mezcla en agitacidén durante 20 h y posteriormente

se afladieron 20mM de fosfato de Na a pH 6.5 para asegurar



10

15

20

25

30

WO 2016/071504 24 PCT/EP2015/075950

un pH de 6.5. Esta base de yogur se usdé tal cual o con
varios complementos, tales como lactosa, fucosa, maltosa,
xilosa o sales adicionales. Se mezclaron 90 pl del yogur

con 10 pl de enzima purificada o de fermento en bruto, se

sellé6 con cinta y se incubdé a 43°C durante 3 horas. La

reacciédn se detuvo con 100 upl de Na2C03 al 10%. Las

muestras se almacenaron a -20°C. La cuantificacién de 1los
galactooligosacaridos (GOS), lactosa, glucosa y galactosa
se llevd a cabo mediante HPLC. El andlisis de las muestras
se llevdé a cabo en un dispositivo Dionex ICS 3000. Los
parametros de LC fueron los siguientes: Fase mbévil: NaOH
150 mM, Caudal: Isocratico, 0.25 ml/min, Columna: Carbopac
PAl, Temperatura de la columna: TA, Volumen de inyeccidn:
10 npl, Detector: PAD, Integracidén: Manual, Preparacidédn de
la muestra: dilucidén 100 veces en agua Milli-Q (0.1 ml de
muestra + 9.9 ml de agua) y filtracidén a través de filtros
de jeringuilla de 0.45 pm, Cuantificacién: Areas méximas en
porcentaje de area maxima del patrdén. Se usd un jarabe de
GOS (Vivanal GOS, Friesland Campina) como patrdén para la
cuantificacién de GOS.

La actividad transgalactosilante puede medirse
mediante cuantificacidén HPLC o ensayos enzimdticos como se
describe en el documento WO 2013/182686.

En el presente contexto, la expresidén "secdndose por
pulverizacidn dicho polipéptido" significa que el
polipéptido se ha obtenido mediante secado por
pulverizacién de un polipéptido que se encuentra en
solucidén o suspensidn a una temperatura adecuada y durante
un periodo de tiempo adecuado para retirar el agua.

En el presente contexto, la expresidédn "encontrandose

dicho polipéptido en solucién" se refiere a un polipéptido
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que es soluble en un disolvente sin precipitarse de 1la
solucién. Un disolvente para este fin incluye cualquier
medio en el que puede producirse el polipéptido, tal como
un tampdn acuoso o una solucidén salina, un caldo de
fermentacidén o el citoplasma de un hospedador de expresidn.

En el presente contexto, el término "estabilizante"
significa cualquier estabilizante para estabilizar el
polipéptido, por ejemplo, un poliol, tal como, por ejemplo,
glicerol o propilenglicol, un azUcar o un alcohol de azucar,
dcido lactico, &cido bdérico o un derivado de &cido bérico
(por ejemplo, un éster aromatico de borato). En un aspecto,
el estabilizante no es un poliol o el poliol esta presente
a un nivel del 0.1 % en peso O menos.

El término "aislado" significa que el polipéptido esté
al menos sustancialmente libre de al menos otro componente
distinto con el qgue normalmente se asocia la secuencia en
la naturaleza y como se encuentra en la naturaleza y/o esta
sustancialmente libre de celulasa, mananasa, pectinasa o
amilasa. En un aspecto, "polipéptido aislado", tal como se
usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido
que tiene una pureza de al menos el 30%, una pureza de al
menos el 40%, una pureza de al menos el 60%, una pureza de
al menos el 80%, una pureza de al menos el 90% y una pureza
de al menos el 95%, segln se determina por SDS-PAGE.

Por lo tanto, la expresidén "sustancialmente libre de

celulasa" significa en el presente documento una
preparacidén que contiene como maximo un 10%,

preferentemente como maximo un 8%, mas preferentemente como
maximo un 6%, mas preferentemente como médximo un 5%, més
preferentemente como méximo un 4%, como maximo un 3%, aun

mas preferentemente como maximo un %, lo mas
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o

preferentemente como maximo un 1 e incluso mas
preferentemente como médximo un 0.5% en peso de celulasa.
En el presente documento, la expresidén "sustancialmente
libre de" puede entenderse, por lo tanto, como sindénima de
las expresiones "polipéptido aislado" vy "polipéptido en
forma aislada".

Por lo tanto, la expresidén "sustancialmente libre de

mananasa" significa en el presente documento una
preparacidn que contiene como maximo un 10%,

preferentemente como maximo un 8%, mas preferentemente como
maximo un 6%, mas preferentemente como médximo un 5%, més
preferentemente como maximo un 4%, como maximo un 3%, aun

mas preferentemente como maximo un %, lo mas

o\

preferentemente como  maximo un 1 e incluso  més
preferentemente como maximo un 0.5% en peso de mananasa.
En el presente documento, la expresidén "sustancialmente
libre de" puede entenderse, por lo tanto, como sindénima de
las expresiones "polipéptido aislado" vy "polipéptido en
forma aislada".

Por lo tanto, la expresidén "sustancialmente libre de

pectinasa" significa en el presente documento una
preparacidén que contiene como maximo un 10%,

preferentemente como maximo un 8%, mas preferentemente como
maximo un 6%, més preferentemente como madximo un 5%, mas
preferentemente como méximo un 4%, como maximo un 3%, aun

mas preferentemente como maximo un 2%, lo mas

o\

preferentemente como maximo un 1 e incluso mas
preferentemente como maximo un 0.5% en peso de pectinasa.
En el presente documento, la expresidén "sustancialmente

libre de" puede entenderse, por lo tanto, como sindénima de
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las expresiones "polipéptido aislado" vy "polipéptido en
forma aislada".

Por lo tanto, la expresidén "sustancialmente libre de
amilasa" significa en el presente documento una preparacidn
que contiene como maximo un 10%, preferentemente como
maximo un 8%, mas preferentemente como méximo un 6%, mas
preferentemente como maximo un 5%, mas preferentemente como
maximo un 4%, como maximo un 3%, aun mas preferentemente
como maximo un 2%, lo mas preferentemente como maximo un 1%
e incluso mas preferentemente como maximo un 0.5% en peso
de amilasa. En el presente documento, la expresidn
"sustancialmente libre de" puede entenderse, por lo tanto,
como sindénima de las expresiones "polipéptido aislado" vy
"polipéptido en forma aislada".

La expresidn "polipéptido sustancialmente puro"
significa en el presente documento una preparacidén de
polipéptido que contiene como maximo un 10%,
preferentemente como maximo un 8%, mas preferentemente como
maximo un 6%, mas preferentemente como madximo un 5%, més
preferentemente como maximo un 4%, como maximo un %,
incluso més preferentemente como maximo un 2%, lo més
preferentemente un 1% e incluso més preferentemente como
méaximo un 0.5% en peso de otro material polipeptidico con
el que se asocia de manera natural. Por 1lo tanto, se
prefiere que el polipéptido sustancialmente puro sea al
menos un 92% puro, preferentemente al menos un 94% puro,
mas preferentemente al menos un 95% puro, mas
preferentemente al menos un 96% puro, mas preferentemente
al menos un 96% puro, mas preferentemente al menos un 97%
puro, méds preferentemente al menos un 98% puro, aun méas

preferentemente al menos un 99%, lo més preferentemente al
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menos un 99.5% puro e incluso mas preferentemente un 100%
puro en peso del material polipeptidico total presente en
la preparacidén. Los polipéptidos divulgados en el presente
documento se encuentran preferentemente en una forma
sustancialmente pura. En particular, se prefiere que los
polipéptidos se encuentren en "forma esencialmente pura'",
es decir, que la preparacién de polipéptido esté
esencialmente libre de otro material polipeptidico con el
que se asocle naturalmente. Esto puede lograrse, por
ejemplo, preparando el ©polipéptido mediante métodos
recombinantes de sobra conocidos o mediante métodos de
purificacién clasicos. En el ©presente documento, la
expresiédn "polipéptido sustancialmente puro" es sindédnimo de
los términos "polipéptido aislado" y "polipéptido en forma
aislada".

El término "purificado" o "puro" significa gque un
componente dado estd presente a un estado de alto nivel,
por ejemplo, al menos aproximadamente un 51% puro, tal como
al menos un 51% puro o al menos aproximadamente un 75% puro,
tal como al menos un 75% puro o al menos aproximadamente un
80% puro, tal como al menos un 80% puro o al menos
aproximadamente un 90% puro, tal como al menos un 90% puro
o al menos aproximadamente un 95% puro, tal como al menos
un 95% puro o al menos aproximadamente un 98% puro, tal
como al menos un 98% puro. De manera deseable, el
componente es el componente activo predominante presente en
una composicidn.

El término "microorganismo" en relacién con la
presente invencidén incluye cualquier "microorganismo" que
pueda comprender una secuencia de nucledbdétidos de acuerdo

con la presente invencidén o una secuencia de nucledbdtidos
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que codifica un polipéptido que tenga las propiedades
especificas como se definen en el presente documento y/o
productos obtenidos a partir de los mismos. En el presente
contexto, "microorganismo" puede incluir cualquier bacteria
u hongo capaz de fermentar un sustrato léacteo.

La expresidén "célula hospedadora", en relacidn con la
presente invencidén, incluye cualquier célula que comprenda
una secuencia de nucledtidos que codifique un polipéptido
que tiene las propiedades especificas como se definen en el
presente documento o un vector de expresidén como se
describe anteriormente y que se usa en la produccidén de un
polipéptido gque tenga las propiedades especificas como se
definen en el presente documento. En un aspecto, la
produccidén es produccidn recombinante.

El término "leche", en el contexto de 1la presente
invencién, debe entenderse como la secrecidédn lactea
obtenida de cualquier mamifero, tal como vacas, ovejas,
cabras, bufalos y camellos.

En el presente contexto, la expresidén "sustrato a base
de leche" significa cualquier material 1lacteo crudo vy/o
procesado o un material procedente de los constituyentes de
la leche. Los sustratos a base de leche utiles incluyen,
pero sin limitacidén, soluciones/suspensiones de cualquier
producto lacteo o similar a la leche gue comprenden lactosa,
tal como leche entera o baja en grasa, leche desnatada,
nata, leche en polvo reconstituida, leche condensada,
soluciones de leche deshidratada, leche UHT, suero lacteo,
permeato de suero lacteo, suero lacteo é&cido o crema.
Preferentemente, el sustrato a base de leche es leche o una
solucidén acuosa de polvo de leche desnatada. El1 sustrato a

base de leche puede ser mas concentrado que la leche cruda.
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En una realizacidén, el sustrato a base de leche tiene una
relacién de proteina a lactosa de al menos 0.2,
preferentemente de al menos 0.3, al menos 0.4, al menos 0.5
al menos 0.6 o mas preferentemente al menos 0.7. E1
sustrato a base de leche ©puede homogeneizarse y/o
pasteurizarse segun métodos conocidos en la técnica.

La "homogeneizacidédn", tal como se usa en el presente
documento, significa mezclado exhaustivo para obtener una
suspensidén o emulsidén soluble. Puede llevarse a cabo para
separar la grasa de la leche en tamafios mas pequefios de tal
forma que no se separa de la leche. Esto puede lograrse
forzando el paso de la leche a alta presidén a través de
pequefios orificios.

"Pasteurizacidén", tal como se usa en el presente
documento, significa reducir o eliminar la presencia de
organismos vivos, tales como microorganismos, en el
sustrato a base de leche. Preferentemente, la
pasteurizacidn se logra manteniendo una temperatura
especifica durante un periodo de tiempo especifico. La
temperatura especifica se logra normalmente por
calentamiento. Pueden seleccionarse la temperatura vy la
duracién para eliminar o inactivar determinadas bacterias,
tales como bacterias dafiinas y/o para inactivar enzimas en
la leche. A continuacién puede haber una etapa de
enfriamiento répido. Un "producto alimentario" o una
"composicidén alimentaria", en el contexto de la presente
invencibén, puede ser cualquier alimento comestible o
producto alimentario adecuado para su consumo por un animal
0 ser humano.

Un "producto lacteo" en el contexto de la presente

invencidén puede ser cualquier producto lacteo en donde uno
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En el presente contexto, la expresién "dominios Pfam"
significa regiones con una secuencia de proteina que se
identifican como Pfam-A o Pfam-B basandose en multiples
alineamientos de secuencia y en la presencia de Motivos de
Markov Ocultos ("The Pfam protein families database": R.D.
Finn, J. Mistry, J. Tate, P. Coggill, A. Heger, J.E.
Pollington, O0.L. Gavin, P. Gunesekaran, G. Ceric, K.
Forslund, L. Holm, E.L. Sonnhammer, S.R. Eddy, A. Bateman
Nucleic Acids Research (2010) Edicién de Dbase de datos
38:D211-222.). Como ejemplos de dominios Pfam, pueden
mencionarse Glyco hydro2N (PF02837), Glyco hydro (PF00703),
Glyco hydro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig bacteriano
(grupo 4) (PF07532).

Tal como se usa en el presente documento, el término
"expresidén" se refiere al proceso mediante el cual se
produce un polipéptido basadndose en la secuencia de &acidos
nucleicos de un gen. El proceso incluye tanto la
transcripcién como la traduccidn.

Tal como se usa en el presente documento, "célula
transformada" incluye células, incluyendo tanto células
bacterianas como fungicas, que se han transformado mediante
el uso de técnicas de ADN recombinante. La transformacidn
se produce normalmente mediante la insercidén de una o més
secuencias de nucledétidos en una célula. La secuencia de
nucledétidos insertada puede ser una secuencia de
nucledtidos heterdloga, es decir, es una secuencia gue no
es natural para la célula que se va a transformar, tal como
una proteina de fusidn.

Tal como se usa en el presente documento, "unido
operablemente" significa gque los componentes descritos se

encuentran en una relacidén que les permite funcionar de su
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manera prevista. Por ejemplo, una secuencia reguladora
unida operablemente a una secuencia codificante estd ligada
de tal forma que se logra la expresidén de la secuencia
codificante en condiciones compatibles con las secuencias
de control.

Tal como se usa en el presente documento, un "vector"
se refiere a una secuencia de polinucledétidos disefiada para
introducir acidos nucleicos en uno o mas tipos celulares.
Los vectores incluyen vectores de clonacidn, vectores de
expresidén, vectores lanzadera, plésmidos, particulas de
fago, casetes y similares.

Tal como se usa en el presente documento, el término
"expresidén" se refiere al proceso mediante el cual se
produce un polipéptido basandose en la secuencia de acidos
nucleicos de un gen. E1l proceso incluye tanto 1la
transcripcién como la traduccién. La expresidédn puede
implicar el uso de un organismo hospedador para producir el
polipéptido. Un organismo hospedador, también citado
simplemente como un hospedador, puede incluir procariotas y
eucariotas y puede, en algunas realizaciones, incluir
especies bacterianas y fungicas.

Tal como se usa en el presente documento, "vector de
expresion" se refiere a wuna construccidédn de ADN que
contiene una secuencia codificante de ADN (por ejemplo,
secuencia génica) que estd unida operablemente a una o méas
secuencias de control adecuadas capaces de afectar la
expresién de la secuencia codificante en un hospedador.
Dichas secuencias de control incluyen un promotor para
efectuar la transcripcidén, una secuencia operadora opcional
para controlar dicha transcripcidén, una secuencia due

codifica sitios de unidén a ribosomas en el ARNm adecuados y
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secuencias que controlan la terminacidén de la transcripciodn
y la traduccién. E1 vector puede ser un plésmido, una
particula de fago o simplemente un 1inserto gendmico
potencial. Una vez transformado en un hospedador adecuado,
el vector puede replicarse y funcionar de manera
independiente al genoma del hospedador o puede, en algunos
casos, 1integrarse en el genoma en si. El plasmido es la
forma mé&s comunmente usada de vector de expresidédn. Sin
embargo, la descripcién pretende incluir dichas otras
formas de vectores de expresidén que cumplen funciones
equivalentes y que son o se han convertido en conocidas en
la técnica.

Un "promotor" se refiere a una secuencia reguladora
que estd implicada en la unidén a la ARN polimerasa para
iniciar la transcripcidén de un gen. El promotor puede ser
un promotor inducible o un ©promotor <constitutivo. Un
ejemplo no limitante de un promotor inducible que puede
usarse es cbhl de Trichoderma reesei, que es un promotor
inducible.

La expresién "unido operablemente" se refiere a la
yuxtaposicién en donde los elementos se encuentran en una
disposicioén que les permite estar relacionados
funcionalmente. Por ejemplo, un promotor estd unido
operablemente a una secuencia codificante en caso de dque
controle la transcripcién de la secuencia codificante.

"Bajo control transcripcional" es una expresién bien
entendida en la técnica que indica que la transcripcidén de
una secuencia de polinucledtidos depende de que esté unida
operablemente a un elemento que contribuye al inicio de o

promueve la transcripcidn.
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"Bajo el control traduccional" es una expresidén bien
entendida en la técnica que indica un proceso regulador que
se produce después de que se haya formado el ARNm.

Un "gen" se refiere a un segmento de ADN que esta
implicado en la produccidédn de un polipéptido e incluye
regiones que preceden y seguidas de las regiones
codificantes, asi como secuencias intermedias (intrones)
entre segmentos codificantes individuales (exones).

Tal como se usa en el presente documento, la expresidn
"célula hospedadora" se refiere a wuna célula o linea
celular en la que puede transfectarse para la expresidn de
un polipéptido un vector de expresidn recombinante para la
produccidén del polipéptido. Las células hospedadoras
incluyen la descendencia de una sola célula hospedadora vy
la descendencia puede no ser completamente idéntica (en
cuanto a su morfologia o su complemento de ADN gendmico
total) a la célula parental original debido a mutaciones
naturales, accidentales o) deliberadas. Una célula
hospedadora incluye células transfectadas o transformadas
in vivo con un vector de expresidn.

El término "recombinante, cuando se usa en referencia
a una célula, é&cido nucleico, proteina o vector indica que
la célula, el acido nucleico, la proteina o el vector se ha
modificado mediante la introduccién de un acido nucleico o
proteina heterdéloga o mediante la alteracién de un éacido
nucleico o proteina nativa o que la célula procede de una
célula modificada de este modo. Por lo tanto, por ejemplo,
las células recombinantes expresan genes dJue no se
encuentran en la forma nativa (no recombinante) de la

célula o que expresa genes nativos que de otro modo se
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exXpresan anormalmente, sSe exXpresan de menos @) no sSe

expresan en absoluto.

Una "secuencia de sefial" (también denominada
"presecuencia", "péptido de sefial", "secuencia lider" o
"péptido lider") se refiere a una secuencia de aminoéacidos

unidos a la parte N-terminal de una proteina que facilita
la secrecidédn de la forma madura de la proteina a partir de
la célula (por ejemplo, la SEQ ID NO: 5). La secuencia de
sefial dirige al polipéptido a la via secretora y se escinde
del polipéptido naciente una vez que se trasloca en la
membrana del reticulo endoplasméatico. La forma madura de la
proteina extracelular (por ejemplo, la SEQ ID NO: 1) carece
de la secuencia de sefial que se escinde durante el proceso
de secrecibdn.

La expresidén "marcador selectivo" o "marcador de
seleccién”" se refiere a un gen capaz de expresarse en una
célula hospedadora que permite facilitar la seleccidédn de
aquellos hospedadores gque contienen un A&acido nucleico o
vector introducido. Los ejemplos de marcadores de seleccidn
incluyen, pero sin limitacidén, sustancias antimicrobianas
(por ejemplo, higromicina, bleomicina o cloranfenicol) y/o
genes que confieren una ventaja metabdlica, tal como una
ventaja nutricional en la célula hospedadora.

El término "cultivar" se refiere a hacer crecer una
poblacién de células microbianas en condiciones adecuadas
para su crecimiento en un medio de cultivo liquido o
s6lido. La expresidén "medio de cultivo" se refiere al medio
usado en este proceso.

El término "introducido" en el <contexto de la
insercién de una secuencia de acidos nucleicos en una

célula incluye "transfeccién", "transformacidén" o
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"transduccién" y se refiere a la incorporacién de una
secuencia de 4&cidos nucleicos en una célula eucariota o
procariota, en donde la secuencia de acidos nucleicos puede
incorporarse en el genoma de la célula (por ejemplo,
cromosoma, pléasmido, plastido o ADN mitocondrial),
convertirse en un replicdn autdnomo o expresarse de manera
transitoria.

Tal como se wusan en el presente documento, 1los
términos "transformado", "transformado de manera estable" y
"transgénico" se refieren a una célula que tiene una
secuencia de &cidos nucleicos no natural (por ejemplo,
heterdloga) integrada en su genoma o en forma de un
plasmido episdmico que se mantiene a lo largo de multiples
generaciones.

Tal como se wusan en el presente documento, 1los
términos "modificacién" y "alteracidén" se usan de manera
indistinta y significan cambiar o variar. En el contexto de
la modificacién o alteracién de un polipéptido, estos
términos pueden significar cambiar la secuencia de
aminoadcidos, vya sea directamente o cambiando el &cido
nucleico codificante o cambiar la estructura del
polipéptido, tal como glucosilando la enzima.

La préactica de la presente invencidén empleard, a menos
que se 1indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular (incluyendo técnicas recombinantes),
microbiologia, biologia celular vy bioguimica, gque se
encuentran dentro de las capacidades de la técnica. Dichas
técnicas se explican detalladamente en la bibliografia, por

ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda

edicidn (Sambrook et al., 1989 Molecular Cloning: A

Laboratory Manual); Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait,
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ed., 1984; Current Protocols in Molecular Biology (F. M.

Ausubel et al., eds., 1994); PCR: The Polymerase Chain

Reaction (Mullis et al., eds., 1994); y Gene Transfer and

Expression: A Laboratory Manual (Kriegler, 1990).

A menos que se definan de otro modo en el presente
documento, todos los términos cientificos y técnicos usados
en el presente documento tienen el mismo significado que
aquel entendido normalmente por un experto habitual en la
materia a la que pertenece la presente invencidn.

Singleton, et al., Dictionary of Microbiology and Molecular

Biology, segunda ed., John Wiley and Sons, Nueva York

(1994), vy Hale & Markham, The Harper Collins Dictionary of

Biology, Harper Perennial, NY (1991) proporcionan a un
experto un diccionario general de muchos de los términos
usados en la presente invencién. Pueden usarse cualesquiera
métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos
descritos en el presente documento en la practica o ensayo
de la presente invenciédn.

A menos que se indique de otro modo, los A&cidos
nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la
orientacién de 5’ a 3’; las secuencias de aminoacidos se
escriben de izquierda a derecha en la orientacién de amino
a carboxi, respectivamente.

Los intervalos numéricos proporcionados en el presente
documento incluyen los numeros que definen el intervalo.

En los productos enzimdticos, las cantidades pequefias
de actividad enziméatica no deseada se originan
principalmente por el hospedador de produccién y se citan
como actividad enzimédtica secundaria. La presente invencidn
se refiere a la reduccidén de la actividad enzimatica

secundaria no deseada. La actividad enzimadtica en las
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aplicaciones lacteas deberia medirse preferentemente al pH
y temperatura adecuados para la aplicacién. En la leche, el
pH varia de 6.4 a 6.8, en el yogur: pH ~4, en férmulas
infantiles, pH 5.9 -7.3, en mozzarella, pH 5.2-5.5 y en
mayonesa, pH 4. De manera éptima, el nivel de actividad no
deseada puede determinarse mediante pruebas de aplicacidn
en cada aplicacidén prevista.

Celulasa

En un aspecto, la presente 1invenciédn se refiere a
composiciones que estan libres o sustancialmente libres de
actividad de <celulasa. En otro aspecto, la presente
invencidén proporciona una nueva bacteria en la que el gen
que codifica la celulasa estéa inactivado. Dichas
composiciones comprenden un polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante. Las células hospedadoras de acuerdo
con la presente 1invencién son capaces de expresar el
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante. Dicha
actividad transgalactosilante debe estar presente a un
nivel tal que puede producirse el GOS a partir de la
lactosa en un producto, es decir, preferentemente, el
polipéptido estd presente en la composicidédn o la célula
hospedadora es capaz de expresarlo a un nivel tal que
pueden producirse fibras dietéticas en forma de GOS a
partir de la lactosa presente en los productos lacteos a
los que se afiade la composicidén o la célula hospedadora.

Las celulasas son enzimas que hidrolizan la celulosa
(enlaces Dbeta-1,4-glucosidicos o Dbeta D-glucosidicos),
dando como resultado la formacién de glucosa, celobiosa,
celooligosacéaridos y similares. Tradicionalmente, las
celulasas se han dividido en tres clases principales:

endoglucanasas (EC 3.2.1.4) ("EG), exoglucanasas o}
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celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) ("CBH") y beta-glucosidasas
([betal-D-glucdésido glucohidrolasa; EC 3.2.1.21) ("BG"). De
acuerdo con una realizacidén, el gen de la celulasa que esté
inactivado es bgLC endoglucanasa.

Mananasa

La mananasa es una enzima que descompone compuestos
conocidos como mananos. Estos polisacaridos se construyen a
partir del aztcar sencillo manosa y se encuentran
ampliamente en la naturaleza. En muchas plantas (y por
ejemplo, en sus semillas) los mananos sirven cCcomo reservas
de carbohidratos. En un aspecto, la enzima se selecciona
entre el grupo de las mananasas, en particular, las endo-
beta-mananasas, estereasas, exomananasas y galactanasas. De
acuerdo con una realizacidn, el gen de mananasa dgue se
inactiva es gmuG mananasa.

Pectinasa

La pectinasa es una enzima que descompone la pectina,
un polisacdrido encontrado en las paredes celulares
vegetales. Citadas normalmente como enzimas ©pécticas,
incluyen pectoliasa, pectozima y poligalacturonasa. Una de
las pectinasas comerciales més estudiada y ampliamente
usada es la poligalacturonasa. De acuerdo con una
realizacién, el gen de pectinasa que se inactiva es pel
pectato liasa.

Amilasa

La amilasa es una enzima que cataliza la hidrdlisis
del almiddén en azucares. La amilasa estd presente en la
saliva de 1los seres humanos vy algunos otros mamiferos,
donde comienza el proceso quimico de la digestidén. EI
pancreas y las gléandulas salivales producen amilasa (alfa

amilasa) para hidrolizar el almidén de la dieta en
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disacédridos vy trisacdridos gque se convierten por otras
enzimas en glucosa para proporcionar energia al organismo.
Las plantas y algunas bacterias también producen amilasa.
Las proteinas amilasas especificas se designan mediante
diferentes letras griegas. Todas las amilasas son glucdsido
hidrolasas y actuan sobre los enlaces o-1,4-glucosidicos.

La presente invencidén dimplica ademéds preferentemente la

inactivacién de (EC 3.2.1.1 ) (CAS n.° 9014-71-5) (nombres
alternativos: 1,4-a-D-glucan glucanohidrolasa;
glucogenasa). De acuerdo con una realizacidén, el gen de

amilasa que se inactiva es amyE alfa-amilasa.

En un aspecto, el término "amilasa" tal como se usa en
el presente documento se refiere a amilasas tales como
[alfa]-amilasas (EC 3.2.1 .I), [betal-amilasas (EC 3.2.1.2)
y [gamma]-amilasas (EC 3.2.1.3.).

Grado de identidad

El grado de relacidén entre dos secuencias de
aminodcidos o entre dos secuencias de nuclebétidos se
describe por el pardmetro "identidad".

En una realizacidén, el grado de identidad de secuencia
entre una secuencia de Dbusqueda vy una secuencia de
referencia se determina 1) alineando las dos secuencias
mediante un programa de alineamiento adecuado usando la
matriz de puntuacidén por defecto y penalizacidén por hueco
por defecto, 2) identificando el nUmero de coincidencias
exactas, donde una coincidencia exacta es donde el programa
de alineamiento ha identificado un aminodcido o nucledtido
idéntico en las dos secuencias alineadas en una posicidn
determinada en el alineamiento y 3) dividiendo el numero de
coincidencias exactas con la longitud de la secuencia de

referencia.
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En una realizacidén, el grado de identidad de secuencia
entre una secuencia de Dbusqueda vy una secuencia de
referencia se determina 1) alineando las dos secuencias
mediante un programa de alineamiento adecuado usando la
matriz de puntuacidén por defecto y penalizacidn por hueco
por defecto, 2) identificando el nUmero de coincidencias
exactas, donde una coincidencia exacta es donde el programa
de alineamiento ha identificado un aminodcido o nucledtido
idéntico en las dos secuencias alineadas en una posicidn
determinada en el alineamiento y 3) dividiendo el numero de
coincidencias exactas con la longitud de la més larga de la
dos secuencias.

En otra realizacidn, el grado de identidad de
secuencia entre la secuencia de busqueda y la secuencia de
referencia se determina 1) alineando las dos secuencias
mediante un programa de alineamiento adecuado usando la
matriz de puntuacidén por defecto y penalizacidén por hueco
por defecto, 2) identificando el nUmero de coincidencias
exactas, donde una coincidencia exacta es donde el programa
de alineamiento ha identificado un aminodcido o nucledtido
idéntico en las dos secuencias alineadas en una posicidn
determinada en el alineamiento y 3) dividiendo el numero de
coincidencias exactas entre la "longitud de alineamiento",
donde 1la longitud de alineamiento es la longitud del
alineamiento completo, incluyendo huecos y partes salientes
de las secuencias.

Las comparaciones de 1identidad de secuencia pueden
llevarse a cabo visualmente o mas normalmente con la ayuda
de programas de comparaciédn de secuencia féacilmente
disponibles. Estos programas informaticos disponibles

comercialmente wusan complejos algoritmos de comparacidn
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para alinear dos o méds secuencias que reflejan mejor 1los
acontecimientos evolutivos gque pueden haber dado lugar a la
o las diferencias entre las dos o méas secuencias. Por 1lo
tanto, estos algoritmos funcionan con un sistema de
puntuacidén que recompensa el alineamiento de aminoacidos
idénticos o similares y que penaliza la insercidn de huecos,
extensiones de huecos y el alineamiento de aminoacidos no
similares. El sistema de puntuacidén de los algoritmos de
comparacién incluye:

i) asignacidén de una puntuacidédn de penalizacidn cada
vez que se inserta un hueco (puntuacidén de penalizacidn por
hueco),

ii) asignacidén de una puntuacidn de penalizacidn cada
vez que se extiende un hueco existente con una posicidn
adicional (puntuacidén de penalizacidn por extensidn),

iii) asignacién de puntuaciones elevadas tras el
alineamiento de aminodcidos idénticos, vy

iv) asignacién de puntuaciones variables tras el
alineamiento de aminoadcidos no idénticos.

La mayoria de los programas de alineamiento permiten
la modificacién de 1las penalizaciones por hueco. Sin
embargo, se prefiere usar los valores por defecto cuando se
usa dicho programa informdtico para efectuar comparaciones
de secuencias.

Las puntuaciones dadas para el alineamiento de
aminodcidos no idénticos se asignan seguin una matriz de
puntuacién, también denominada matriz de sustitucidn. Las
puntuaciones proporcionadas en dichas matrices de
sustitucidén reflejan el hecho de que wvaria la probabilidad
de que un aminocacido sea sustituido por otro durante la

evolucioén y que esto depende de la naturaleza
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fisica/quimica del aminodcido que se va a sustituir. Por
ejemplo, la probabilidad de que se sustituya un aminoécido
polar por otro aminocdcido polar es mayor en comparacidédn con
su sustitucidén por un aminodcido hidréfobo. Por lo tanto,
la matriz de puntuacidén asignard la maxima puntuacidn para
aminodcidos idénticos, una puntuacién menor para
aminoacidos no idénticos pero similares y una puntuacidn
atn mas baja para aminodcidos no idénticos y no similares.
Las matrices de puntuacidén mas cominmente usadas son las
matrices PAM (Davhoff et al. (1978), Jones et al. (1992)),
las matrices BLOSUM (Henikoff vy Henikoff (1992)) vy 1la
matriz Gonnet (Gonnet et al. (1992)).

Los programas informaticos adecuados para 1llevar a
cabo dicho alineamiento incluyen, pero sin limitacién,
Vector NTI (Invitrogen Corp.) vy los programas ClustalV,
ClustalW y ClustalW2 (Higgins DG y Sharp PM (1988), Higgins
et al. (1992), Thompson et al. (1994), Larkin et al. (2007).
Se encuentra disponible una seleccién de diferentes
herramientas de alineacidén a través del servidor de ExPASy
Proteomics en la direccidén www.expasy.org. Otro ejemplo de
programa informdtico que puede efectuar el alineamiento de
secuencias es BLAST (herramienta Dbésica de Dbusqueda de
alineamiento local), que estd disponible a través de 1la
pagina web del National Center for Biotechnology
Information que en la actualidad se encuentra en
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y que se describid por primera
vez en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215; 403-410.

En una realizacién preferida de la presente invencién,
el programa de alineamiento realiza un programa de
alineamiento global, que optimiza el alineamiento sobre la

longitud completa de las secuencias. En una realizacidn
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preferida adicional, el programa de alineamiento global
estd basado en el algoritmo de Neddleman-Wunsch (Needleman,
Saul B.; y Wunsch, Christian D. (1970), "A general method
applicable to the search for similarities in the amino acid
sequence of two proteins", Journal of Molecular Biology 48
(3): 443-53). Los ejemplos de programas actuales que
efectiian alineamientos globales wusando el algoritmo de
Needleman-Wunsch son los programas EMBOSS Needle y EMBOSS
Stretcher, que estan disponibles en
http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/.

EMBOSS Needle efectta un alineamiento de secuencia
global oéptimo usando el algoritmo de alineamiento de
Needleman-Wunsch para hallar el alineamiento  6ptimo
(incluyendo huecos) de dos secuencias a lo largo de su
longitud completa.

EMBOSS Stretcher emplea una modificacién del algoritmo
de Needleman-Wunsch que permite el alineamiento global de
secuencias méas grandes.

En una realizacidn, las secuencias se alinean mediante
un programa de alineamiento global y 1la identidad de
secuencia se calcula identificando el namero de
coincidencias exactas identificadas por el programa
divididas entre la "longitud de alineamiento", donde la
longitud de alineamiento es la longitud del alineamiento
completo, incluyendo huecos vy partes salientes de las
secuencias.

En una realizacién adicional, el programa de
alineamiento global usa el algoritmo de Needleman-Wunsch vy
la identidad de secuencia se calcula identificando el
numero de coincidencias exactas identificadas por el

programa divididas entre la "longitud de alineamiento",
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donde la longitud de alineamiento es la longitud del
alineamiento completo, incluyendo huecos y partes salientes
de las secuencias.

En una realizacidén adicional més, el programa de
alineamiento global se selecciona entre el grupo que
consiste en EMBOSS Needle y EMBOSS Stretcher y la identidad
de secuencia se calcula identificando el nuUmero de
coincidencias exactas identificadas por el programa
divididas entre la "longitud de alineamiento", donde 1la
longitud de alineamiento es la longitud del alineamiento
completo, incluyendo huecos vy partes salientes de las
secuencias.

Una vez que el programa informdtico ha producido un
alineamiento, es posible calcular el % de similitud y el %
de identidad de secuencia. El programa efectia esto
tipicamente como parte de la comparacidén de secuencia vy
genera un resultado numérico.

En una realizacidén, se prefiere usar el programa
informatico ClustalW para efectuar alineamientos de
secuencia. Preferentemente, el alineamiento con ClustalW se

efectta con los siguientes parametros para alineamiento por

parejas:
Matriz de sustituciédn: Gonnet 250
Penalizacién por hueco 20
abierto:
Penalizacidn por 0.2

extensién de hueco:

Penalizacién por final Ninguna

de hueco:




10

15

20

25

30

WO 2016/071504 47 PCT/EP2015/075950

ClustalW2 se encuentra disponible, por ejemplo, en
internet a través del European Bioinformatics Institute en
la pagina web del EMBL-EBI www.ebi.ac.uk en herramientas -
andlisis de secuencia - ClustalW2. En la actualidad, 1la
direccidn exacta de la herramienta ClustalW?2 es
www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2.

En otra realizacidén, se prefiere usar el programa
Align X en Vector NTI (Invitrogen) para efectuar
alineamientos de secuencia. En una realizacidn, puede
usarse Expl0 con configuraciones por defecto:

Penalizacidédn por apertura de hueco: 10

Penalizacidén por extensidédn de hueco: 0.05

Intervalo de penalizacidén por separacidén de hueco: 8

En otra realizacidén, el alineamiento de una secuencia
de aminocdcidos con o respecto de otra secuencia de
aminodcidos se determina mediante el uso de la matriz de
puntuacién: blosum62mt2 % las configuraciones de
alineamientos por parejas de VectorNTI
Configuracién K-tuple 1

Numero de mejores diagonales 5
Tamaio de la ventana 5
Penalizacidén por hueco 3
Penalizacidén por apertura de hueco 10

Penalizacidén por extensidén de hueco 0,1

En una realizacidén, el porcentaje de identidad de una
secuencia de aminocdcidos con o sobre otra secuencia de
aminoacidos se determina mediante el uso de Blast con un
tamafio de palabra de 3 y con BLOSUM 62 como matriz de
sustitucidédn que tiene actividad transgalactosilante.

Polipéptido
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En un aspecto, la invencidén divulgada en el presente
documento emplea un polipéptido que tiene una relacidén de
actividad transgalactosilante:actividad de p-galactosidasa
de al menos 0.5, al menos 1, al menos 2, al menos 2.5, al
menos 3, al menos 4, al menos 5, al menos 6, al menos 7, al
menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11, o al menos
12 a wuna concentracién de o superior al 3% p/p de
concentracidén de lactosa inicial.

En un aspecto, la invencidédn divulgada en el presente
documento emplea un polipéptido en donde el nuacleo
catalitico de glucdsido hidrolasa tiene una secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

En un aspecto, la invencidén divulgada en el presente
documento emplea un polipéptido que contiene dominios
Glyco hydro2N (PF02837), Glyco hydro (PFO0703) y/o
Glyco hydro 2C (PF02836) .

En un aspecto, en el presente documento se divulga un
polipéptido que contiene el dominio similar a Ig bacteriano
(grupo 4) (PF07532).

En un aspecto, en el presente documento se divulga un
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante
seleccionado entre el grupo que consiste en:

g. un polipéptido gque comprende una secuencia de
aminodcidos que tiene al menos un 90% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 980 restos de aminoacido,

h. un polipéptido gque comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 97% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2, en donde dicho polipéptido

consiste en como maximo 975 restos de aminoéacido,
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comprende una

aminoadcidos que tiene al menos un 96.5% de

secuencia de

identidad de

secuencia con la SEQ ID NO: 3, en donde dicho polipéptido

consiste en como maximo 1300 restos de aminoacido,

J. un polipéptido codificado por un polinucledtido

que hibrida en condiciones al menos de baja rigurosidad con

i) la secuencia de acidos nucleicos comprendida en las SEQ

ID NO: 9, 10, 11

4

12 o 13 que codifica el polipéptido de

las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; o 1i) 1la hebra
complementaria de i),
k. un polipéptido codificado por un polinucledtido

que comprende una secuencia de nucledétidos que tiene al

menos un 70% de

identidad respecto de

la

secuencia de

nucledtidos que codifica el polipéptido de las SEQ ID NO: 1,

2, 3, 4 o 5 o la secuencia de nucledétidos comprendida en

las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13
polipéptido maduro y
1. un polipéptido gque comprende

que

una

codifica un

eliminaciédn,

insercidén y/o sustitucidédn conservativa de uno o més restos

4 o 5.

de aminoécido de las SEQ ID NO: 1,

En otro aspecto,

documento emplea

2, 3,

un polipéptido

transgalactosilante seleccionado

consiste en:

a. un polipéptido que

que

entre

la invencidén divulgada en el presente

tiene actividad

el

comprende una

aminoacidos que tiene al menos un 96.5% de

grupo  que

secuencia de

identidad de

secuencia con la SEQ ID NO: 3, en donde dicho polipéptido

consiste en como maximo 1300 restos de aminoacido,

b. un polipéptido que

aminodcidos

que

tiene al menos

un

90%

comprende una
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secuencia de

identidad de
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secuencia con la SEQ ID NO: 1, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 980 restos de aminodcido,

c. un polipéptido codificado por un polinucledtido
que hibrida en condiciones al menos de baja rigurosidad con
i) la secuencia de acidos nucleicos comprendida en las SEQ
ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifica el polipéptido de
las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; o ii) la hebra
complementaria de i),

d. un polipéptido codificado por un polinucledtido
que comprende una secuencia de nucledétidos que tiene al
menos un 70% de identidad respecto de la secuencia de
nucledtidos que codifica el polipéptido de las SEQ ID NO: 1
2, 3, 4 o 5 o la secuencia de nucledtidos comprendida en
las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 que <codifica un
polipéptido maduro y

e. un polipéptido gque comprende una eliminacién,
insercidén y/o sustitucidén conservativa de uno o més restos
de aminodcido de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5.

En un aspecto, la invencidén divulgada en el presente
documento emplea un polipéptido, en donde la secuencia de
aminodcidos tiene una identidad de secuencia de al menos el
68%, 70%, 72%, 74%, 76%, 78%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto de la secuencia de
aminodcidos madura de la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5.

En un aspecto, la invencidén divulgada en el presente
documento emplea un polipéptido gque tiene una identidad de
secuencia del 90% respecto de la secuencia de aminoacidos
madura de la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, la invencidén divulgada en el presente

documento emplea un polipéptido que tiene una identidad de
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respecto de la secuencia de aminoacidos

NO: 2.
la invencidén divulgada en el presente
polipéptido que tiene una identidad de
respecto de la secuencia de aminoacidos
NO: 3.

la invencidén divulgada en el presente
polipéptido que tiene una identidad de
respecto de la secuencia de aminoacidos
NO: 4.

la invencién divulgada en el presente
polipéptido que tiene una identidad de
respecto de la secuencia de aminoacidos
NO: 5.

la invencién divulgada en el presente
comprende o

que que

consiste en la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1,

2, 3, 4 o 5.
En un aspecto,

documento emplea

la invencidén divulgada en el presente

un polipéptido que procede de

Bifidobacterium bifidum.

En un aspecto,

la invencidén divulgada en el presente

documento emplea un polipéptido que tiene un pH déptimo de

6.5-7.5.

En un aspecto,

la invencidén divulgada en el presente

documento emplea un polipéptido que tiene una temperatura

6ptima de 30-60,

tal como 42-60 grados Celsius.

Los polipéptidos que tienen actividad sobre 1los
carbohidratos pueden clasificarse usando el sistema de
clasificacién IUBMB Dbaséandose en su especificidad de

sustrato o en la asignacidén CaZy en una de las 125 familias
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de glucdésido hidrolasa actuales. En la base de datos CaZzy,
la asignacién se basa tanto en la secuencia como en la
informacién estructural combinada con el conocimiento de
estereoquimica de los sustratos y productos.

En el presente documento se divulga el uso de
polipéptidos gque cuando son un producto de expresidn en una
cepa hospedadora adecuada (por ejemplo, Bacillus subtilis)
que comprende una secuencia de 4acidos nucleicos que
codifica dicho ©polipéptido, es el Unico producto de
expresién de polipéptido de dicha secuencia de &cidos
nucleicos que muestra actividad transgalactosilante. Esto
puede evaluarse usando las siguientes técnicas conocidas
por un experto en la materia. Las muestras que se van a
evaluar se someten a SDS-PAGE y se visualizan usando un
colorante adecuado para la cuantificacién de proteinas, tal
como, por ejemplo, el sistema Bio-Rad Criterion. A
continuaciédn, se escanea el gel usando un escaner
densimétrico adecuado, tal como, por ejemplo, el sistema
Bio-Rad Criterion y se asegura gque la imagen resultante se
encuentre en el intervalo dinamico. Las bandas
correspondientes a cualquier variante/fragmento derivado de
la SEQ ID NO: 8 se cuantifican y se calcula el porcentaje
de los polipéptidos como: Porcentaje del polipéptido en
cuestidédn = polipéptido en cuestidn/(suma de todos 1los
polipéptidos que muestran actividad transgalactosilante)
*100. E1l namero total de variantes/fragmentos de
polipéptidos derivados de la SEQ ID NO: 8 en la composiciédn
puede determinarse detectando los fragmentos derivados de
la SEQ ID NO: 8 mediante transferencia de Western usando un
anticuerpo policlonal mediante métodos conocidos para un

experto en la materia.
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El polipéptido divulgado en el presente documento
comprende al menos dos dominios funcionales separados
contenidos en la enzima. En primer lugar, el polipéptido
deberia contener un nucleo catalitico de glucdsido
hidrolasa como se describe a continuacidédn. El nuacleo
catalitico debe pertenecer al clan GH-A de las familias de
glucésido hidrolasa relacionadas. El clan GH-A se
caracteriza por que escinde enlaces glucosidicos a través
de un mecanismo de retencidn y posee un dominio catalitico
que estd basado en un plegamiento de barril TIM (Wierenga,
2001, FEBS Letters, 492(3), p 193-8). El dominio catalitico
contiene dos restos de 4&cido glutdmico que actian como
donantes de protones y nucledéfilo, que emanan de las hebras
4 y 7 del domino de barril (Jenkins, 1995, FEBS Letters,
362(3), p 281-5). La estructura general del barril TIM es
de 8 veces (B/a) que consiste en 8 hebras beta y 8 alfa-
hélices. En un aspecto, el nlcleo catalitico de glucédsido
hidrolasa divulgado en el presente documento pertenece a
las familias de glucésido hidrolasa GH-2 y -35, gque son
todas enzimas de barril TIM que pertenecen al clan GH-A. En
un aspecto adicional, el nucleo catalitico de glucédsido
hidrolasa pertenece a 1la familia GH-2 o GH-35. En un
aspecto adicional, el nucleo catalitico de glucédsido
hidrolasa pertenece a la familia GH-2. Un denominador comin
es que estas enzimas se denominan enzimas de retencidédn, por
lo que se conserva la estereoquimica del sustrato en el
producto (Henrissat, 1997, Curr Opin Struct Biol, 7(5),
637-44) .

En un aspecto, los polipéptidos divulgados en el
presente documento tienen actividad sobre enlaces de

carbohidratos que tienen la conformacidén R (1-4). Esto sitta
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efectivamente a las enzimas en la clase EC 3.2.1.23 del

IUBMB de B-galactosidasas. Esta actividad puede

determinarse, pero sin

limitacién, wutilizando sustratos

sintéticos, tales como para-nitrofenol-pB-D-
galactopirandsido (PNPG) , orto-nitrofenol-p-D-
galactopirandsido (OPNG) o B-D-galactopirandsido con
aglicones cromogénicos (XGal). Como forma alternativa para

determinar si una enzima pertenece a la clase EC 3.2.1.23

de B-galactosidasas es

incubar con un sustrato, tal como

lactosa y medir la liberacién de glucosa mediante un método,

tal como determinacidén enzimética, HPLC, TLC u otros

métodos conocidos por los expertos en la materia.

Para predecir 1la

polipéptidos pueden

S entidades funcionales de los

aplicarse varios repositorios

disponibles publicamente, tales como, por ejemplo, Pfam

(Nucl. Acids Res. (2010) 38 (supl. 1): D211-D222. doi:

10.1093/nar/gkp985) e Interpro (Nucl. Acids Res. (2009) 37

(supl. 1): D211-D215.

doi: 10.1093/nar/gkn785). Cabe

destacar que cuando se efectta dicho andlisis, el anédlisis

debe efectuarse sobre la secuencia de longitud completa del

polipéptido disponible

publicos.

en bases de datos de repositorios

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido

que contiene uno o méas
Glyco hydro2N (PF02837),
2C (PF02836) y dominio

dominios Pfam seleccionados entre:
Glyco hydro (PF00703), Glyco hydro

similar a Ig bacteriano (grupo 4)

(PF07532). En otro aspecto adicional, se proporciona un

polipéptido que contiene los dominios Pfam Glyco hydro2N

(PF02837), Glyco hydro
y dominio similar a Ig

otro aspecto adicional,

(PF00703), Glyco hydro 2C (PF02836)
bacteriano (grupo 4) (PF07532). En

se usa un polipéptido que contiene
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los dominios Glyco hydro2N (PF02837), Glyco hydro (PF00703),
y Glyco hydro 2C (PF02836) que constituyen el dominio
catalitico del polipéptido.

En un aspecto adicional, se usa un polipéptido como se
divulga en el presente documento y que tiene la relacidn de
actividad transgalactosilante:actividad de p-galactosidasa
de al menos 1, al menos 2.5, al menos 3, al menos 4, al
menos 5, al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al
menos 10, al menos 11, o al menos 12 medida a una
concentracién de 100 ppm en un ensayo a base de leche a
37°C y al 5 % en peso de lactosa después de 15, 30 o 180,
tal como 180 minutos de reaccidén. En un aspecto adicional,
el polipéptido procede de Bifidobacterium bifidum.

En un aspecto, 1los polipéptidos divulgados en el
presente documento tienen una actividad transgalactosilante
de tal forma que méds del 20%, méds del 30%, més del 40%,
hasta el 50% de la lactosa inicial estd transgalactosilada
segun se mide a una concentracién de 100ppm en un ensayo a
base de leche a 37°C y un 5 % p/p de lactosa después de 15,
30 o 180, tal como 180 minutos de reacciédn.

En un aspecto adicional, los polipéptidos divulgados
en el presente documento tienen actividad de B-
galactosidasa, de tal forma que menos de un 80%, menos de
un 70%, menos de un 60%, menos de un 50%, menos de un 40%,
menos de un 30%, menos de un 20% de la lactosa se ha
hidrolizado, segun se mide a una concentracidén de 100ppm en
un ensayo a base de leche a 37°C y un 5 % p/p de lactosa
después de 15, 30 o 180, tal como 180 minutos de reaccidn.

En un aspecto, la actividad de R-galactosidasa y/o la

actividad transgalactosilante se miden a una concentracidn

de 100ppm correspondiente a 2.13 LAU seguin se especifica en
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el método 4. En términos generales, las unidades de
actividad de 1la enzima pueden medirse seguin el ensayo
divulgado en el documento WO 2003/186286 como método 4 vy
reproducido a continuacidén en la seccidn 4 de ejemplos.

En un aspecto adicional, los polipéptidos divulgados
en el presente documento tienen una o mas de las siguientes
caracteristicas:

a) una relacién de actividad
transgalactosilante:actividad de [f-galactosidasa de al
menos 1, al menos 2.5, al menos 3, al menos 4, al menos 5,
al menos 6, al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10,
al menos 11, o al menos 12 medida a una concentracidén de
100 ppm en un ensayo a base de leche a 37°C y al 5 % en
peso de lactosa después de 15, 30 o 180, tal como 180
minutos de reaccidn, y/o

b) tienen una actividad transgalactosilante de tal
forma que més del 20%, mas del 30%, mas del 40% y hasta el
50% de la lactosa inicial se ha transgalactosilado segun se
mide a una concentracién de 100ppm en un ensayo a base de
leche 37°C y un 5 % p/p de lactosa después de 15, 30 o 180,
tal como 180 minutos de reaccidn.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoadcidos que tiene al menos
un 96.5% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3, en
donde dicho polipéptido consiste en como maximo 1300 restos
de aminodcido. En un aspecto adicional, se proporciona un
polipéptido que comprende una secuencia de aminodcidos que
tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 1, tal como en donde dicha identidad de secuencia es
una identidad de secuencia de al menos el 95%, tal como,

por ejemplo, de al menos el 96%, al menos el 97%, al menos
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el 98%, al menos el 99% o al menos el 100% y en donde dicho
polipéptido consiste en como maximo 980 restos de
aminoacido. En un aspecto adicional, se proporciona un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos un 90% de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 1, en donde dicho polipéptido consiste en como
maximo 980 restos de aminoadcido. En un aspecto adicional,
se proporciona un polipéptido en donde dicho polipéptido
tiene wuna identidad de secuencia de al menos el 90%
respecto de la SEQ ID NO: 1, tal como en donde dicho
polipéptido tiene una identidad de secuencia de al menos el
90%, tal como, por ejemplo, al menos el 91%, al menos el
92%, al menos el 93%, al menos el 94%, al menos el 95%, al
menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98%, o al menos
el 99% respecto de la SEQ ID NO: 1. En otro aspecto, se
proporciona un polipéptido que tiene al menos un 96,5% de
identidad de secuencia respecto de la SEQ ID NO: 2, tal
como en donde dicho polipéptido tiene wuna identidad de
secuencia de al menos el 97%, tal como, por ejemplo, al
menos el 98% o al menos el 99% respecto de la SEQ ID NO: 2.
En un aspecto, se proporcionan los polipéptidos divulgados
en el presente documento que consisten en como maximo 975
restos de aminoadcido, tal como, por ejemplo, como méaximo
970 restos de aminodcido, tal como, como maximo 950 restos
de aminodcido, tal como, como maximo 940 restos de
aminodcido, como méximo 930 restos de aminodcido, como
maximo 920 restos de aminoacido, como maximo 910 restos de
aminodcido, como méximo 900 restos de aminodcido, como
maximo 895 restos de aminodcido o como médximo 890 restos de
aminoacido. En un aspecto, se proporciona un polipéptido

particular que consiste en 887 o 965 restos de aminoacido.
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En un aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende
una secuencia de aminodcidos que tiene al menos un 97% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2, tal como en
donde dicha identidad de secuencia es una identidad de
secuencia de al menos el 98%, tal como, por ejemplo, de al
menos el 99% o al menos el 100%, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 975 restos de aminodcido, tal como,
por ejemplo, como maximo 970 o al menos 965 restos de
aminoacido. En un aspecto, se usa un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos
un 97% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2, en
donde dicho polipéptido consiste en como maximo 975 restos
de aminoéacido.

En un aspecto preferido adicional, se proporciona un
polipéptido que comprende las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5. En
un aspecto preferido méds, se usa un polipéptido que
consiste en la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1,
2, 3, 4 o 5, especialmente un polipéptido gque consiste en
la secuencia de aminoacidos de las SEQ ID NO: 1 o 2.

En un aspecto adicional, se usa un polipéptido que
comprende una secuencia de aminodcidos que tiene al menos
un 96.5% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 3, tal
como en donde dicha identidad de secuencia es una identidad
de secuencia de al menos el 97%, tal como, por ejemplo, de
al menos el 98%, al menos el 99% o al menos el 100%, en
donde dicho polipéptido consiste en como maximo 1300 restos
de aminoéacido.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido
en donde dicho polipéptido tiene una identidad de secuencia
de al menos el 98.5%, tal como al menos el 99% o al menos

el 99.5% respecto de la SEQ ID NO: 5. En un aspecto, se
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proporciona dicho polipéptido que consiste en como maximo
1290 restos de aminoadcido, tal como, por ejemplo, como
maximo 1280, como maximo 1270, como méaximo 1260, como
maximo 1250, como méaximo 1240, como méaximo 1230, como
maximo 1220 o como maximo 1215 restos de aminoacido. En un
aspecto preferido, se usa un polipéptido que consiste en
1211 restos de aminoéacido.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido
en donde dicho polipéptido tiene una identidad de secuencia
de al menos el 96%, tal como al menos el 97%, tal como, por
ejemplo, al menos el 98% o al menos el 99% respecto de la
SEQ ID NO: 4. En un aspecto, se usa un polipéptido que
consiste en como maximo 1210 restos de aminoadcido, tal como,
por ejemplo, como maximo 1200, como maximo 1190, como
maximo 1180, como maximo 1170, como maximo 1160, como
maximo 1150 o como méaximo 1145 restos de aminoacido, tal
como 1142 restos de aminoéacido.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido
en donde dicho polipéptido tiene una identidad de secuencia
de al menos el 96.5%, tal como al menos el 97%, tal como,
por ejemplo, al menos el 98% o al menos el 99% respecto de
la SEQ ID NO: 3. En un aspecto, se proporciona un
polipéptido que consiste en como maximo 1130 restos de
aminoadcido, tal como, por ejemplo, como maximo 1120, como
maximo 1110, como maximo 1100, como maximo 1090, como
maximo 1080, como maximo 1070, como maximo 1060, como
maximo 1050, como maximo 1055 o como maximo 1040 restos de
aminodcido. En un aspecto preferido, se usa un polipéptido
que consiste en 1038 restos de aminoéacido.

En un aspecto adicional, los polipéptidos divulgados

en el presente documento tienen una relacién de actividad
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transgalactosilante por encima del 100%, tal como por
encima del 150%, 175% o 200%.

En general, las proteinas estan formadas por una O méas
regiones funcionales, denominadas comunmente dominios. La
presencia de diferentes dominios en diversas combinaciones
en distintas proteinas da lugar al amplio repertorio de
proteinas encontradas en la naturaleza. Una forma de
describir los dominios es mediante la ayuda de la base de
datos Pfam que es una gran coleccidén de familias de dominio
de proteina como se describe en "The Pfam protein families
database": R.D. Finn, J. Mistry, J. Tate, P. Coggill, A.
Heger, J.E. Pollington, O.L. Gavin, P. Gunesekaran, G.
Ceric, K. Forslund, L. Holm, E.L. Sonnhammer, S.R. Eddy, A.
Bateman Nucleic Acids Research (2010) Edicidén de base de
datos 38:D211-222. Cada familia estd representada por
miltiples alineamientos de secuencia y modelos de Markov
escondidos (HMM). Los polipéptidos proporcionados en el
presente documento contienen preferentemente uno o més de
los dominios Pfam Glyco hydro2N (PF02837), Glyco hydro
(PF00703), Glyco hydro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig
bacteriano (grupo 4) (PFO07532). En un aspecto, los
polipéptidos proporcionados en el presente documento
contienen los dominios Glyco hydro2N (PF02837), Glyco hydro
(PF00703), Glyco hydro 2C (PF02836) y el dominio similar a
Ig bacteriano (grupo 4) (PF07532).

En un aspecto, los polipéptidos usados en el presente
documento tienen una actividad de transgalactosilacién Gtil
frente a un intervalo de pH de 4-9, tal como 5-8, tal como
5.5-7.5, tal como 6.5-7.5.

La presente invencidén abarca el uso de polipéptidos

que tienen cierto grado de identidad de secuencia o de
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homologia de secuencia respecto de las secuencias de
aminoadcidos definidas en el presente documento o respecto
de un polipéptido que tiene las propiedades especificas
definidas en el presente documento. La presente invencidn
abarca, en concreto, el uso de péptidos que tienen un grado
de identidad de secuencia con una cualquiera de las SEQ ID
NO: 1, 2, 3, 4 o 5, definidas més adelante u homdélogos de
las mismas.

La secuencia de aminoacidos vy/o la secuencia de
nucledétidos homdéloga debe proporcionar y/o codificar un
polipéptido que mantiene la actividad transgalactosilante
funcional y/o potencia la actividad transgalactosilante en
comparacidén con un polipéptido de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4
o 5.

En el presente contexto, se entiende que una secuencia
homéloga incluye una secuencia de aminodcidos que puede ser
al menos un 66%, 70%, 75%, 78%, al menos un 80%, al menos
un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 96%,
al menos un 97%, al menos un 98% o al menos un 99% idéntica
a la secuencia en cuestidn. Tipicamente, el homdélogo
comprenderd los mismos sitios activos, etc. que la
secuencia de aminodcidos en cuestidédn. Aungque también puede
considerarse la homologia en términos de similitud (es
decir, restos de aminoéacido que tienen
propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto
de la presente invencidén se prefiere expresar la homologia
en términos de identidad de secuencia.

Por lo tanto, la presente invencidén también abarca el
uso de variantes, hombélogos vy derivados de cualquier
secuencia de aminocadcidos de una proteina o un polipéptido

como se define en el presente documento, en particular
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aquellas de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5 definidas méas
adelante.

Las secuencias, en particular aquellas de variantes,
hombélogos y derivados de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5
definidas a continuacidédn también pueden tener eliminaciones,
inserciones o sustituciones de restos de aminocacidos que
producen un cambio silente vy dan como resultado una
sustancia funcionalmente equivalente. Pueden efectuarse
sustituciones de aminodcidos deliberadas basandose en la
similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia,
hidrofilia y/o la naturaleza anfipdtica de los restos en
tanto que se mantenga la actividad de unidén secundaria de
la sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos cargados
negativamente incluyen acido aspartico y acido glutémico;
los aminoadcidos cargados positivamente incluyen lisina y
arginina; y los aminodcidos con grupos de cabeza polares no
cargados que tienen valores de hidrofilia similares
incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina,
asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina vy
tirosina.

La presente invencién también abarca sustituciones
conservativas (sustitucidén y reemplazo se utilizan en el
presente documento para referirse al intercambio de un
resto de aminodcido existente por un resto alternativo) que
pueden producirse, es decir, sustitucidén de similar por
similar, tal como basico por basico, acido por acido, polar
por polar, etc. También puede producirse una sustitucidn no
conservativa, es decir, de una clase de resto a otra o como
alternativa, que implica la inclusién de restos de
aminodcido no naturales, tales como ornitina (en 1lo

sucesivo citada como Z), &cido diaminobutirico ornitina (en
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lo suces

sucesivo

ivo citada como B), norleucina ornitina (en 1lo

citada como 0), pirilalanina, tienilalanina,

naftilalanina y fenilglicina.

Las

sustituciones conservativas que pueden efectuarse

se encuentran, por ejemplo, entre los grupos de aminoacidos

basicos

(arginina, lisina e histidina), aminoacidos &acidos

(Acido glutamico y &cido aspéartico), aminoadcidos aliféticos

(alanina,

valina, leucina, isoleucina), aminoacidos polares

(glutamina, asparagina, serina, treonina), aminoacidos

aromaticos (fenilalanina, triptdéfano y tirosina),

hidroxilaminoacidos (serina, treonina), aminodcidos grandes

(fenilalanina y triptdéfano) y aminodcidos pequefios (glicina

alanina) .

En un aspecto, la secuencia de polipéptido empleada en

la presente invencidn se encuentra en forma purificada.

En un aspecto, el polipéptido o la proteina para su

uso en la presente invencidén se encuentra en una forma

aislada.

En un aspecto, el polipéptido de la presente invenciédn

se produce de manera recombinante.

Los

tiene un

polipéptidos variantes incluyen un polipéptido que

tanto por ciento determinado de identidad de

secuencia, por ejemplo, de al menos el 90%, 91%, 92%, 93%,

94%, 95%,
o 2.
Los

tiene un

96%, 97%, 98% o 99% respecto de las SEQ ID NO: 1

polipéptidos variantes incluyen un polipéptido que

tanto por ciento determinado de identidad de

Q

secuencia, por ejemplo, de al menos el 96%, 97%, 98% o 99%

respecto
En

presente

de las SEQ ID NO: 3, 4 o 5.
un aspecto, los polipéptidos empleados en el

documento comprenden una secuencia de aminoacidos
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que tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% respecto de la
secuencia de aminocacidos del polipéptido maduro codificado
por la secuencia de nucledtidos que codifica la
transgalactosilasa contenida en Bifidobacterium bifidum
DSM20215 mostrada en el presente documento como la SEQ ID
NO: 22. Todas las consideraciones y limitaciones referentes
a las identidades de secuencia y la funcionalidad descrita
en términos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5 se aplican,
cambiando lo que sea necesario, a las i1dentidades de
secuencia vy la funcionalidad de los ©polipéptidos vy
nucledtidos.

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos de interés
es la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5 y 1la secuencia de
nucledtidos de interés es preferentemente la SEQ ID NO: 9,
10, 11, 12 o 13.

En un aspecto, el polipéptido es un fragmento dque
tiene uno o més (varios) aminocdcidos eliminados respecto
del extremo amino y/o carboxilo terminal del polipéptido de
las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; en donde el fragmento tiene
actividad transgalactosilante.

En un aspecto, un fragmento contiene al menos 500, 550,
600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 o 1000 restos de
aminoacidos.

En un aspecto adicional, la longitud de la variante de
polipéptido es de 500 a 1300 restos de aminoacido. En un
aspecto adicional, la longitud de la variante de
polipéptido es de 600 a 1300 aminocacidos. En un aspecto
adicional, la longitud de la variante de polipéptido es de
700 a 1300 aminoadcidos. En un aspecto adicional, la

longitud de la variante de polipéptido es de 800 a 1300
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En un aspecto adicional, 1la longitud de 1la

variante de polipéptido es de 800 a 1300 aminoacidos.

célula hospedadora,

expresada,

Para

evaluar la expresidén de wuna variante en una

galactosidasa.

Por ejemplo, 1los

los ensayos pueden medir la proteina

el ARNm correspondiente o la actividad de B-

ensayos adecuados incluyen

transferencia de Northen y de Southern, RT-PCR (reaccidn en

cadena

de la

polimerasa de

transcriptasa inversa) e

hibridacidén in situ usando una sonda de hibridacidédn marcada

de manera adecuada. Los ensayos

adecuados incluyen también

medir la actividad en una muestra. Los ensayos adecuados de

la actividad de la variante incluyen, pero sin limitacién,

ensayos basados en ONPG o la determinacidén de la glucosa en

mezclas de reaccidén, tales como,

por ejemplo, las descritas

en los métodos y ejemplos en el presente documento.

2,

Variantes de polipéptido de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5

En un aspecto,

3,

4

o 5

que tiene una

se usa una variante de las SEQ ID NO: 1,

sustitucién en wuna o més

posiciones que afecta a una propiedad alterada, tal como

transgalactosilacién mejorada,

NO:

1,

2,

3, 4

también en el

"polipéptido

"variante".

variante",

En un aspecto,

en relacidédn con las SEQ ID

o 5. Dichos polipétidos variantes se citan

presente documento por conveniencia como

"variante de polipéptido" o)

los polipéptidos definidos en el

presente documento tienen una actividad transgalactosilante

mejorada en comparacidén con el polipéptido de las SEQ ID NO:

1,

2,

3,

4 o 5.

En otro aspecto,

los polipéptidos definidos

en el presente documento tienen una velocidad de reaccidn

mejorada en comparacidén con el polipéptido de las SEQ ID NO:

1,

2,

3,

4 o 5.
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Los polipéptidos y los polipéptidos variantes usados
en el presente documento comprenden actividad
transgalactosilante.

En un aspecto, la relacién de actividad
transgalactosilante:actividad de f-galactosidasa es de al
menos 0.5, tal como de al menos 1, tal como de al menos 1.5,
o tal como de al menos 2 después de 30 min de reaccidn, tal
como a una concentracidén inicial de lactosa superior al 3%
p/p.

En un aspecto, la relacién de actividad
transgalactosilante:actividad de f-galactosidasa es de al
menos 2.5, tal como de al menos 3, tal como de al menos 4,
tal como de al menos 5, tal como de al menos 6, tal como de
al menos 7, tal como de al menos 8, tal como de al menos 9,
tal como de al menos 10, tal como de al menos 11, o tal
como de al menos 12 después de 30 min de reaccidédn, tal como
a una concentracidén inicial de lactosa superior al 3% p/p.

En un aspecto, los polipéptidos vy las variantes
definidas en el presente documento pueden obtenerse de
fuentes microbianas, en particular de hongos o levaduras
filamentosas o de una bacteria. La enzima puede proceder,
por ejemplo, de una cepa de Agaricus, por ejemplo, A.
bisporus,; Ascovaginospora, Aspergillus, por ejemplo, A.
niger, A. awamori, A. foetidus, A. japonicus, A. oryzae;
Candida,; Chaetomium; Chaetotomastia, Dictyostelium, por
ejemplo, D. discoideum; Kluveromyces, por ejemplo, K.
fragilis, K. lactis,; Mucor, por ejemplo, M. javanicus, M.
mucedo, M. subtilissimus,; Neurospora, por ejemplo, N.
crassa,; Rhizomucor, por ejemplo, R. pusillus,; Rhizopus, por
ejemplo, R. arrhizus, R. japonicus, R. stolonifer;

Sclerotinia, por ejemplo, S. libertiana; Torula, Torulopsis;
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Trichophyton, por ejemplo, T. rubrum,; Whetzelinia, por
ejemplo, w. sclerotiorum; Bacillus, por ejemplo, B.
coagulans, B. circulans, B. megaterium, B. novalis, B.
subtilis, B. pumilus, B. stearothermophilus, B.
thuringiensis,; Bifidobacterium, por ejemplo, B. Iongum, B.

bifidum, B. animalis,; Chryseobacterium, Citrobacter, por

ejemplo, C. freundii; Clostridium, por ejemplo, C.
perfringens; Diplodia, por ejemplo, D. gossypinay;
Enterobacter, por ejemplo, E. aerogenes, E. cloacae

Edwardsiella, E. tarda,; Erwinia, por ejemplo, E. herbicola;
Escherichia, por ejemplo, E. coli,; Klebsiella, por ejemplo,
K. pneumoniae; Miriococcum; Myrothesium, Mucor,; Neurospora,
por ejemplo, N. crassa,; Proteus, por ejemplo, P. vulgaris;
Providencia, por ejemplo, P. stuartii; Pycnoporus, por
ejemplo, Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus;
Ruminococcus, por ejemplo, R. torques, Salmonella, por
ejemplo, S. typhimurium;, Serratia, por ejemplo, S.
liquefasciens, S. marcescens; Shigella, por ejemplo, S.
flexneri,; Streptomyces, por ejemplo, S. antibioticus, S.
castaneoglobisporus, S. violeceoruber; Trametes;,;
Trichoderma, por ejemplo, T. reesei, T. viride,; Yersinia,
por ejemplo, Y. enterocolitica.

Se proporciona un polipéptido aislado y/o purificado
que comprende un polipéptido o un polipéptido variante como
se define en el presente documento. En una realizacidén, el
polipéptido variante es una forma madura del polipéptido
(SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5). En un aspecto, las variantes
incluyen un dominio C-terminal.

En un aspecto, un polipéptido variante como se define
en el presente documento incluye variantes en donde se han

afladido o eliminado entre uno y aproximadamente 25 restos
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de aminodcido respecto de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5. En
un aspecto, un polipéptido variante como se define en el
presente documento 1incluye variantes en donde se han
afiadido o eliminado entre uno y 25 restos de aminoéacido
respecto de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5. En un aspecto,
la variante tiene la secuencia de aminodcidos de las SEQ ID
NO: 1, 2, 3, 4 o 5, en donde se ha sustituido cualquier
numero de aminodcidos entre uno y aproximadamente 25. En un
aspecto adicional, 1la variante tiene la secuencia de
aminodcidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5, en donde se
ha sustituido cualquier numero de aminoacidos entre tres y
doce. En un aspecto adicional, la variante tiene Ila
secuencia de aminodcidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5,
en donde se ha sustituido cualgquier numero de aminoacidos
entre cinco y nueve.

En un aspecto, se han sustituido al menos dos, en otro
aspecto al menos tres y en otro aspecto mads al menos cinco
aminoacidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5.

En un aspecto, los polipéptidos divulgados en el
presente documento tienen la secuencia de 1, 2, 3, 4 o 5.

En un aspecto, los polipéptidos divulgados en el
presente documento tienen la secuencia de las SEQ ID NO: 1,
2, 3, 4 o 5, en donde se sustituyen y/o eliminan los 10,
tal como 9, tal como 8, tal como 7, tal como 6, tal como 5,
tal como 4, tal como 3, tal como 2, tal como 1 aminoacido
en el extremo N-terminal.

Las enzimas y las variantes enzimdticas de las mismas
pueden caracterizarse por sus secuencias de A4cidos
nucleicos y ©polipeptidica primaria, mediante modelado
estructural tridimensional y/o por su actividad especifica.

Las caracteristicas adicionales del polipéptido o las
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variantes de polipéptido como se definen en el presente
documento incluyen, por ejemplo, estabilidad, intervalo de
pH, estabilidad a la oxidacién vy termoestabilidad. Los
niveles de expresidén y de actividad enzimadtica pueden
evaluarse usando ensayos convencionales conocidos para el
experto en este campo. En otro aspecto, las variantes
muestran caracteristicas de rendimiento mejoradas en
relacidén con el polipéptido con las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o
5, tal como estabilidad mejorada a elevadas temperaturas,
por ejemplo, 65-85°C.

Se proporciona una variante de polipéptido como se
define en el presente documento con una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad de al menos
aproximadamente un 66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100%
respecto del polipéptido de la SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5.

Nucleétidos
En un aspecto, la presente invencién emplea
polipéptidos aislados que tienen actividad

transgalactosilante como se ha indicado anteriormente que
estdn codificados por polinuclebdétidos que hibridan en
condiciones de muy baja rigurosidad, preferentemente
condiciones de baja rigurosidad, méds preferentemente
condiciones de rigurosidad media, méds preferentemente
condiciones de rigurosidad media-alta, aun mas
preferentemente condiciones de alta rigurosidad y lo més
preferentemente, condiciones de muy alta rigurosidad con i)
la secuencia de acidos nucleicos comprendida en las SEQ 1ID
NO: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifican el polipéptido maduro
de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; ii) la secuencia de ADNc

de i) o 1ii) la hebra complementaria de i) o 1ii), (J.
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Sambrook, E.F. Fritsch, vy T. Maniatis, 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 2% edicién, Cold Spring
Harbor, Nueva York). Una subsecuencia de la SEQ ID NO: 9,
10, 11, 12 o 13 contiene al menos 100 nucledtidos contiguos
o preferentemente, al menos 200 nuclebdtidos contiguos.
Ademéas, la subsecuencia puede codificar un fragmento de
polipéptido que tiene actividad de lactasa.

La secuencia de nucledétido de las SEQ ID NO: 9, 10, 11,
12 o 13 o una subsecuencia de la misma, asi como la
secuencia de aminodcidos de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5 o
un fragmento de la misma puede emplearse para diseflar una
sonda de &acido nucleico para identificar y clonar ADN que
codifica polipéptidos que tienen actividad
transgalactosilasa a partir de cepas de diferentes géneros
0 especies de acuerdo con métodos bien conocidos en 1la
técnica. En particular, dichas sondas pueden usarse para su
hibridacidén con el ADN gendémico o ADNc del género o especie
de interés, siguiendo procedimientos de transferencia de
Southern convencionales, para identificar y aislar el gen
correspondiente en los mismos. Dichas sondas pueden ser
considerablemente més cortas que la secuencia completa pero
deben tener al menos 14, preferentemente al menos 25, més
preferentemente al menos 35 y lo méds preferentemente al
menos 70 nucledétidos de longitud. Sin embargo, se prefiere
que la sonda de 4cido nucleico tenga al menos 100
nuclebdétidos de longitud. Por ejemplo, la sonda de é&cido
nucleico puede ser de al menos 200 nucleétidos,
preferentemente de al menos 300 nucledétidos, mas
preferentemente de al menos 400 nucledétidos o lo més
preferentemente de al menos 500 nucledétidos de longitud.

Pueden wusarse sondas incluso mas largas, por ejemplo,
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sondas de &cido nucleico de al menos 600 nucledtidos,
preferentemente de al menos 700 nucledétidos, mas
preferentemente de al menos 800 nucledtidos, o lo més
preferentemente de al menos 900 nucledtidos de longitud.
Pueden usarse sondas tanto de ADN como de ARN. Tipicamente,
las sondas estan marcadas para detectar el gen
correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 355, biotina o
avidina). Dichas sondas estédn abarcadas por la presente
invencién.

Por lo tanto, puede explorarse una biblioteca de ADN
gendémico preparada a partir de dichos otros organismos
respecto de AD que hibrida con las sondas descritas
anteriormente y que codifica un polipéptido que tiene
actividad de lactasa. Puede separarse ADN gendmico o de
otro tipo de dichos otros organismos mediante
electroforesis en gel de agarosa o poliacrilamida o
mediante otras técnicas de separacién. E1 ADN de las
bibliotecas o el ADN separado puede transferirse a e
inmovilizarse sobre nitrocelulosa u otro material portador
adecuado. Para identificar un clon o ADN gque sea homdélogo
con las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 o una subsecuencia de
las mismas, se usa el material portador en una
transferencia de Southern.

Para los fines de la presente invencién, la
hibridacién indica que la secuencia de nucledbdétidos hibrida
con una sonda de A&cido nucleico marcada correspondiente a
la secuencia de nuclebétidos mostrada en las SEQ ID NO: 9,
10, 11, 12 o 13, su hebra complementaria o una subsecuencia
de la misma en condiciones de rigurosidad de muy baja a muy

elevada. Las moléculas con las que hibrida la sonda de
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dcido nucleico en estas condiciones pueden detectarse
usando una pelicula de rayos X.

La sonda de acido nucleico puede ser la regidn
codificante madura de polipéptido de las SEQ ID NO: 9, 10,
11, 12 o 13.

Para sondas largas de al menos 100 nucledtidos de
longitud, las condiciones de rigurosidad de muy baja a muy
alta se definen como la prehibridacidén e hibridacién a 42°C
en SSPE 5X, SDS al 0.3%, 200 g/ml de ADN de esperma de
salmén cizallado y desnaturalizado, y formamida al 25% para
las rigurosidades muy bajas y bajas, formamida al 35% para
las rigurosidades medias y medias-altas o formamida al 50%
para las rigurosidades elevadas y muy elevadas, siguiendo
procedimientos de transferencia de Southern convencionales,
bptimamente durante 12 a 24 horas.

Para sondas largas de al menos 100 nuclebdtidos de
longitud, el material portador se lava finalmente tres
veces durante 15 minutos cada una usando SSC 2X, SDS al
0.2%, preferentemente a al menos 45°C (rigurosidad muy
baja), més preferentemente a al menos 50°C (rigurosidad
baja), més preferentemente a al menos 55°C (rigurosidad
media), mas preferentemente a al menos 60°C (rigurosidad
media-alta), aun mas preferentemente a al menos 65°C
(rigurosidad elevada) y lo méds preferentemente a al menos
70°C (rigurosidad muy elevada) .

En una realizacidén particular, el lavado se lleva a
cabo usando SSC 0.2X, SDS al 0.2%, preferentemente a al
menos 45°C (rigurosidad muy baja), mds preferentemente a al
menos 50°C (rigurosidad baja), mas preferentemente a al
menos 55°C (rigurosidad media), mas preferentemente a al

menos 60°C (rigurosidad media-alta), aun mas
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preferentemente a al menos 65°C (rigurosidad elevada) y lo
mas preferentemente a al menos 70°C (rigurosidad muy
elevada). En otra realizacidén particular, el lavado se
lleva a cabo usando SSC 0.1X, SDS al 0.2%, preferentemente
a al menos 45°C (rigurosidad muy baja), més preferentemente
a al menos 50°C (rigurosidad baja), mas preferentemente a
al menos 55°C (rigurosidad media), mas preferentemente a al
menos 60°C (rigurosidad media-alta), aln mas
preferentemente a al menos 65°C (rigurosidad elevada) y lo
mas preferentemente a al menos 70°C (rigurosidad muy
elevada) .

Para sondas cortas que tienen de aproximadamente 15
nucledtidos a aproximadamente 70 nucledétidos de longitud,
las condiciones de rigurosidades se definen como
prehibridacién, hibridacidédn y lavado poshibridacidén a de
aproximadamente 5°C a aproximadamente 10°C por debajo de la
T: calculada wusando el calculo de acuerdo con Bolton vy
McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy of
Sciences USA 48:1390) en NaCl 0.9 M, Tris-HC1 0.09 M, pH
7.6, EDTA 6 mM, NP-40 al 0.5%, solucidén de Denhardt 1X,
pirofosfato sédico 1 mM, fosfato sbédico monobédsico 1 mM,
ATP 0.1 mM y 0.2 mg de ARN de levadura por ml siguiendo
procedimientos de transferencia de Southern convencionales.

Para sondas cortas que tienen de aproximadamente 15
nucledtidos a aproximadamente 70 nucledtidos de longitud,
el material portador se lava una vez en SSC 6X mas SDS al
0.1% durante 15 minutos y dos veces cada uno durante 15
minutos usando SSC 6X a de 5°C a 10°C por debajo de la T:
calculada.

En condiciones de hibridacidén que contienen sal, la T

eficaz es aquella que controla el grado de identidad



10

15

20

25

30

WO 2016/071504 74 PCT/EP2015/075950

necesario entre la sonda y el ADN unido al filtro para una
hibridacién satisfactoria. La T¢ eficaz puede determinarse
usando la férmula a continuacidén para determinar el grado
de identidad necesario para que dos ADN hibriden en
diversas condiciones de rigurosidad.

T eficaz = 81.5 + 16.6(log M[Na']) + 0.41(%G+C) -
0.72 (% formamida)

(Véase

www.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc731/dna/dna6.htm)

El contenido de G+C de la SEQ ID NO: 10 es del 42% y
el contenido de G+C de la SEQ ID NO: 11 es del 44%. Para
rigurosidad meda, la formamida estd al 35% vy 1la
concentracién de Na' para SSPE 5X es de 0.75 M.

Otra relaciédn relevante es gque un desemparejamiento
del 1% de dos ADN reduce la T¢f en 1.4°C. Para determinar el
grado de identidad necesario para que dos ADN hibriden en
condiciones de rigurosidad media a 42°C, se usa la
siguiente férmula:

% de homologia = 100 - [(T¢ eficaz - temperatura de
hibridacién) /1.4]

(Véase
www.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc731/dna/dna6.htm)

Los acidos nucleicos variantes incluyen un
polinucledétido gque tiene un porcentaje determinado, por
ejemplo, un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de
identidad de secuencia respecto del acido nucleico que
codifica las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5. En un aspecto, se
proporciona un A&cido nucleico capaz de codificar un
polipéptido como se divulga en el presente documento. En un
aspecto adicional, el A&cido nucleico divulgado en el

presente documento tiene una secuencia de &cidos nucleicos
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que es al menos un 60%, tal como al menos un 65%, tal como
al menos un 70%, tal como al menos un 75%, tal como al
menos un 80%, tal como al menos un 85%, tal como al menos
un 90%, tal como al menos un 95%, tal como al menos un 99%
idéntica a las SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13.

Puede wusarse un pléasmido que comprende un acido
nucleico como se describe en el presente documento.

Puede usarse un vector de expresidn que comprende un
acido nucleico como se describe en el presente documento o
que es capaz de expresar un polipéptido como se describe en
el presente documento.

Se proporciona un acido nucleico complementario a un
acido nucleico que codifica cualquiera de las variantes de
polipéptido definidas en el presente documento expuestas en
el presente documento. Ademds, se proporciona un éacido
nucleico capaz de hibridar con el complemento. En otra
realizacién, la secuencia para su uso en los métodos vy
composiciones aqui descritos es una secuencia sintética.
Esta incluye, pero sin limitacién, secuencias producidas
con un uso de codones Optimo para su expresién en
organismos hospedadores, tales como levaduras.

Las variantes de polipéptido proporcionadas en el
presente documento pueden producirse sintéticamente o
mediante expresidén recombinante en una célula hospedadora,
segun procedimientos de sobra conocidos en la técnica. En
un aspecto, los polipéptidos divulgados en el presente
documento son polipéptidos recombinantes. La variante de
polipéptido expresada definida en el presente documento se
aisla opcionalmente antes de su uso.

En otra realizacidén, la variante de polipéptido como

se define en el presente documento se purifica después de
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produccidén recombinante de variantes de
describen, por ejemplo, en las Patentes
Unidos n.° 7.371.552, 7.166.453; 6.890.572;

polipéptido

de 1los

de modificacién genética y de

sSe

Estados

y 6.667.065; y

en las Solicitudes Publicadas de los Estados Unidos n.°
2007/0141693; 2007/0072270; 2007/0020731; 2007/0020727;
2006/0073583; 2006/0019347; 2006/0018997; 2006/0008890;
2006/0008888; y 2005/0137111. Las ensefianzas relevantes de
estas divulgaciones, incluyendo secuencias de
polinucledtidos que codifican polipéptidos, cebadores,
vectores, métodos de seleccibdn, células hospedadoras,

purificacidén y reconstitucidn de variantes polipeptidicas

expresadas y

polipéptidos

la

como se

incluyendo los tampones,

de C

caracterizacidn de variantes de
definen en el presente documento,
intervalos de pH, concentraciones

de sustrato vy concentraciones

2+ .
a concentraciones

enzimdticas Utiles para ensayos enzimdticos se incorporan

al presente documento por referencia.
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En un aspecto, la invencidén emplea un vector que
comprende un polinucleétido. En un aspecto, una célula
bacteriana comprende el vector. En algunas realizaciones,
se transfiere a una célula hospedadora una construccidn de
ADN gque comprende un Aacido nucleico gque codifica una
variante en un vector de expresidn que comprende secuencias
reguladoras unidas operablemente a una secuencia
codificante. El vector puede ser cualquier vector gque pueda
integrarse en un genoma de célula hospedadora fungica vy
replicarse cuando se introduce en la célula hospedadora. El
catdlogo de cepas FGSC, Universidad de Missouri, contiene
una lista de vectores adecuados. Se proporcionan ejemplos
adicionales de vectores de expresidén vy/o integraciédn
adecuados en Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY
ManvaL, 3% ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold
Spring Harbor, Nueva York (2001); Bennett et al., MORE GENE
MANIPULATIONS IN FUNGI, Academic Press, San Diego (1991), pags.
396-428; vy en la Patente de los Estados Unidos n.°
5,874,276. Los vectores ilustrativos incluyen pFB6, pBR322,
PUC18, pUCL00 y pENTR/D, pDON™201, pDONR™221, pENTR™,
PGEM®37Z y pGEM®4Z. Los ejemplos para su uso en células
bacterianas incluyen pBR322 vy pUCl9, que permiten la
replicacién en E. coli y pEl9%4, por ejemplo, que permite la
replicacién en Bacillus.

En algunas realizaciones, se une operablemente un
acido nucleico que codifica una variante a un promotor
adecuado, que permite la transcripcién en la célula
hospedadora. El1 promotor puede proceder de genes que
codifican proteinas homdélogas o heterdlogas para la célula
hospedadora. Los ejemplos no limitantes adecuados de

promotores incluyen los promotores cbhl, cbhh2, egll y eglZ.
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En una realizacidén, el promotor es uno que es nativo para
la célula hospedadora. Por ejemplo, cuando el hospedador es
P. saccharophila, el promotor es un promotor nativo de P.
saccharophila. Un "promotor inducible" es un promotor que
es activo bajo regulacidén ambiental o de desarrollo. En
otra realizacidén, el promotor es uno que es heterdlogo para
la célula hospedadora.

En algunas realizaciones, la secuencia codificante se
une operablemente a una secuencia de ADN que codifica una
secuencia de sefilal. En otro aspecto, un péptido de sefial
representativo es la SEQ ID NO: 27. Un péptido de sefial
representativo es la SEQ ID NO: 9 que es la secuencia de
sefial nativa del precursor aprE de Bacillus subtilis. En
otras realizaciones, se reemplaza el ADN que codifica la
secuencia de sefial con una secuencia de nucledétidos que
codifica una secuencia de seflal de otros precursores de
Bacillus subtilis extracelulares. En una realizacidén, el
polinucledétido que codifica 1la secuencia de sefial se
encuentra inmediatamente cadena arriba y en fase con el
polinucledétido que codifica el polipéptido. La secuencia de
sefial puede seleccionarse de la misma especie que la célula
hospedadora.

En realizaciones adicionales, una secuencia de sefial y
una secuencia de promotor gque comprende una construccidn o
vector de ADN que se va a introducir en wuna célula
hospedadora fungica proceden de la misma fuente. En algunas
realizaciones, el vector también incluye una secuencia de
terminacién. En una realizacidn, la secuencia de
terminacidén y la secuencia promotora proceden de la misma
fuente. En otra realizacidén, la secuencia de terminacidn es

homéloga para la célula hospedadora.
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En algunas realizaciones, un vector de expresidn
incluye un marcador de seleccién. Los ejemplos de
marcadores de seleccidén adecuados incluyen aquellos que
confieren resistencia a agentes antimicrobianos, por
ejemplo, higromicina o fleomicina. Los marcadores de
seleccidédn nutricional también son adecuados e incluyen amds,
argB y pyr4. En una realizacidn, el marcador de seleccidn
es el gen amdS, que codifica la enzima acetamidasa; permite
que las células transformadas crezcan en acetamida como
fuente de nitrdégeno. El uso de un gen AMDS de A. nidulans
como marcador de seleccidén se describe en Kelley et al.,
EMBO J. 4: 475-479 (1985) y en Penttila et al., Gene 61:
155-164 (1987).

Un vector de expresidén adecuado que comprende una
construccidén de ADN con un polinucledétido que codifica una
variante puede ser cualquier vector qgue sea capaz de
replicarse de manera autdénoma en un organismo hospedador
dado o de integrarse en el ADN del hospedador. En algunas
realizaciones, el vector de expresidén es un pléasmido. En
algunas realizaciones, se contemplan dos tipos de vectores
de expresién para obtener la expresiédn de genes. E1l primer
vector de expresidén comprende secuencias de ADN en las que
el promotor, la regidén codificante y el terminador proceden
del gen gque se va a expresar. En algunas realizaciones, se
logra el truncamiento génico eliminando secuencias de ADN
no deseadas para dejar el dominio que se va a expresar bajo
el control de sus propias secuencias reguladoras
transcripcionales vy traduccionales. El segundo tipo de
vector de expresiodn estd preensamblado y contiene
secuencias necesarias para la transcripcidén a alto nivel y

un marcador de seleccidn. En algunas realizaciones, la
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regién codificante para un gen o una parte del mismo se
inserta en este vector de expresidén de uso general, de tal
forma que se encuentra bajo el control transcripcional de
las secuencias promotoras y terminadoras de la construccidn
de expresidén. En algunas realizaciones, se insertan genes o
partes de los mismos cadena abajo del promotor fuerte cbhl.

Hospedadores de expresién/células hospedadoras

En un aspecto adicional, se usa una célula hospedadora
que comprende, preferentemente transformada con, un
plasmido como se describe en el presente documento o un
vector de expresidén como se describe en el ©presente
documento.

En un aspecto adicional, se usa una célula capaz de
expresar un polipéptido como se describe en el presente
documento.

En un aspecto, la célula hospedadora como se describe
en el presente documento o la célula como se describe en el
presente documento es una célula bacteriana, fungica o de
levadura.

En un aspecto adicional, la célula hospedadora se
selecciona entre el grupo que consiste en Ruminococcus,
Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc, Escherichia, Bacillus, Streptomyces,
Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Torula, Torulopsis y
Aspergillus.

En un aspecto adicional, la c¢élula hospedadora se
selecciona entre el grupo que consiste en Ruminococcus
hansenii, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium 1longum,
Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum y

Lactococcus lactis.
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En otra realizaciédn, las células hospedadoras
adecuadas incluyen una bacteria grampositiva seleccionada
entre el grupo dque consiste en Bacillus subtilis, B.
licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus,
B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B. coagulans, B.
circulans, B. lautus, B. thuringiensis, Streptomyces
lividans, o S. murinus; o0 una Dbacteria gramnegativa, en
donde dicha bacteria gramnegativa es Escherichia coli o una
especie de Pseudomonas. En un aspecto, la célula
hospedadora es B. subtilus o B. 1licheniformis. En una
realizacién, la célula hospedadora es B. subtilis y la
proteina expresada se disefila por ingenieria genética para
que comprenda una secuencia de sefial de B. subtilis, tal
como se expone en mas detalle mas adelante.

En algunas realizaciones, se modifica por ingenieria
genética una célula hospedadora para dque exprese una
variante de polipéptido como se define en el presente
documento con una secuencia de aminoacidos qgue tiene una
identidad de al menos aproximadamente un 66%, 68%, 70%, 72%,
74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o 100% respecto del polipéptido de la SEQ ID NO: 1,
2, 3, 4 o 5. En algunas realizaciones, el polinucledétido
que codifica una variante de polipéptido como se define en
el presente documento tendrd una secuencia de 4cidos
nucleicos que codifica la proteina de las SEQ ID NO: 1, 2,
3, 4 o 5 o una secuencia de acidos nucleicos que tiene una
identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 66%,
68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% o 100% respecto de un &cido nucleico que codifica la
proteina de las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5. En una

realizacién, la secuencia de &cidos nucleicos tiene una
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identidad de secuencia de al menos aproximadamente un 60%,
66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% o 99% respecto del acido nucleico de las SEQ ID NO: 9,
10, 11, 12 o 13.

Mutagénesis

Puede obtenerse una célula hospedadora deficiente para
celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente para amilasa
o una célula hospedadora en 1la dque estas enzimas se
encuentran esencialmente inactivas mediante ingenieria
genética usando técnicas de manipulacidn genética
recombinante, sometiendo al hospedador a mutagénesis o
ambas. La modificacidén o inactivacidédn de 1los genes que
codifican la celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente
la amilasa de la presente invencidén puede ser el resultado
de someter a las células parentales a mutagénesis vy
seleccionar respecto de células mutantes en las que se ha
reducido la capacidad para expresar estas enzimas, en
comparacién con la célula parental. La mutagénesis, que
puede ser especifica o aleatoria, puede efectuarse, por
ejemplo, mediante el uso de un agente mutagenizante fisico
o guimico adecuado, mediante el uso de un oligonucledétido
adecuado o sometiendo a la secuencia de ADN a mutagénesis
generada por la PCR. Ademés, la mutagénesis puede
efectuarse mediante el uso de cualgquier combinacién de
estos agentes mutagenizantes.

Los ejemplos de un agente mutagenizante gquimico o
fisico adecuado para el presente fin incluyen radiacidn
gamma o ultravioleta (UV), hidroxilamina, N-metil-N'-nitro-
N-nitrosoguanidina (MNNG), O-metil hidroxilamina, &cido
nitroso, sulfonato de etilmetano (EMS), bisulfito sdédico,

dcido férmico y andlogos de nucledtidos. Cuando se usan
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dichos agentes, la mutagénesis se lleva a cabo tipicamente
incubando la célula parental que se va a someter a
mutagénesis en presencia del agente mutagenizante
seleccionado en condiciones adecuadas y seleccionando
respecto de células mutantes que muestran expresidn
reducida del gen. Como alternativa, dichas cepas pueden
aislarse usando técnicas genéticas, tales como hibridacidn
o emparejamiento y fusidén de protoplastos o cualquier otra
técnica genética clésica para inducir diversidad genética.
La cepa deficiente para celulasa, mananasa y pectinasa vy
opcionalmente para amilasa puede seleccionarse
posteriormente controlando el nivel de expresidn de las
enzimas. Opcionalmente, la cepa deficiente para celulasa,
mananasa y pectinasa y opcionalmente amilasa se selecciona
posteriormente midiendo el nivel de expresidén de un gen de
interés dado gque se va a expresar en la célula hospedadora.
La seleccidén de cepas gque tienen actividad enzimética
reducida puede efectuarse midiendo directamente la
actividad enzimédtica en caldo de cultivo, en sobrenadante
de cultivo, en células permeabilizadas o en lisados
celulares.

Técnicas de ADN recombinante

Como alternativa, pueden construirse células
hospedadoras que tienen una cantidad reducida de actividad
de celulasa, mananasa y pectinasa, y opcionalmente
actividad de amilasa o una célula hospedadora en la que
estas enzimas estéan esencialmente inactivas usando
tecnologia de ADN recombinante. En la técnica se describen
varias técnicas de inactivacidén o interrupcidn génica,
tales como interrupcidén de genes en un paso, insercidn de

marcador, mutagénesis de sitio dirigido, eliminacién,
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interferencia de ARN, ARN antisentido y otras vy todas
pueden usarse para reducir, inhibir o alterar la sintesis
de la actividad de celulasa, mananasa y pectinasa vy
opcionalmente de amilasa ©para obtener una cepa de
produccidén industrial con actividad de celulasa, mananasa y
pectinasa y opcionalmente de amilasa reducida. Asimismo, la
inactivacidén de la celulasa, la mananasa y la pectinasa y
opcionalmente de la amilasa mediante la alteracidén de las
secuencias de control que dirigen la expresidén del gen de
la celulasa, la mananasa y la pectinasa y opcionalmente de
la amilasa forman parte de la presente invencidén. Un
ejemplo de la misma es la reduccidén de la actividad del
promotor mediante interrupcidn génica.

Usando modernas técnicas de modificacidén genética, se
puede obtener una cepa recombinante deficiente para
celulasa, mananasa Yy pectinasa y opcionalmente para
amilasa, preferentemente alterando un gen que codifica la
actividad de celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente
de amilasa, mas preferentemente insertando un gen marcador
en un gen que codifica la actividad de la enzima, mas
preferentemente eliminando una parte o la totalidad de 1la
regién codificante de la enzima del genoma. Los métodos
para llevar a cabo dichas inactivaciones génicas se han
descrito para varios microorganismos diferentes vy son
conocidos por los expertos en la materia (véase, por
ejemplo, el documento EP357127). La expresidédn de celulasa,
mananasa y pectinasa y opcionalmente de amilasa en la
célula mutante puede por tanto reducirse o eliminarse.
Dependiendo de la cepa hospedadora que se modifica usando
estas técnicas, puede repetirse el procedimiento varias

veces para eliminar la totalidad o la mayor parte de las
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secuencias codificantes de celulasa, mananasa y pectinasa y
opcionalmente de amilasa.

La modificacidn o inactivacién de genes del
hospedador, tales Ccomo los de celulasa, mananasa |y
pectinasa y opcionalmente de amilasa puede llevarse a cabo
mediante técnicas antisentido establecidas wusando una
secuencia de nucledtidos complementaria a la secuencia de
nucledtidos del gen. Mas especificamente, puede reducirse o
eliminarse la expresién del gen introduciendo una secuencia
de nucledtidos complementaria a la secuencia de nucledtidos
que puede transcribirse en la célula y qgque es capaz de
hibridar con el ARNm producido en la célula. En condiciones
que permiten que la secuencia de nucledbdétidos complementaria
antisentido hibride con el ARNm, se reduce o elimina la
cantidad de proteina traducida. Los ejemplos de expresidn
de un ARN antisentido se proporcionan por Ngiam et al.
(Appl. Environ. Microbiol. 66:775-782, 2000) y Zrenner et
al. (Planta 190:247-252, 1993).

La modificacidén, regulacidédn negativa o inactivaciédn de
un gen hospedador puede lograrse mediante técnicas de
interferencia de ARN (iARN) (FEMS Microb. Lett. 237:317-324,
2004) . Mas especificamente, puede reducirse o eliminarse la
expresién del gen por wuna célula ftngica filamentosa
clonando porciones con sentido y antisentido idénticas de
la secuencia de nucledétidos, cuya expresidén wva a verse
afectada, una detrds de la otra con un nucledtido
espaciador entre ellas, insertédndola en un vector de
expresién e introduciendo el vector de expresién en la
célula, en donde puede transcribirse ARN bicatenario (ARNbc)
y después procesarse en ARNpi mas corto que es capaz de

hibridar con el ARNm diana. Después de que se haya
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transcrito el ARNbc, la formacidén de pequefios fragmentos
(21-23) nucleotidicos de ARNbc dard lugar a una degradacién
dirigida del ARNm, que se verd afectado. La eliminacidén del
ARNm especifico puede ser en diversos grados. Pueden
emplearse las técnicas de interferencia de ARN descritas en
los documentos WO 2005/05672 y WO 2005/026356 para la
modificacidén, regulacidn negativa o inactivacidn del gen
del hospedador.

La célula hospedadora deficiente para celulasa,
mananasa y pectinasa y opcionalmente para amilasa que se ha
modificado o inactivado mediante cualquiera de los métodos
descritos anteriormente y que produce menos actividad de
celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente de amilasa
que la célula parental cuando se cultiva en condiciones
idénticas y se mide wusando los mismos ensayos a los
descritos anteriormente, puede portar otra secuencia de
nucledtidos.

Dichas cepas de produccidén industrial con actividad
reducida de celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente
de amilasa aisladas o <construidas mediante técnicas
genéticas clasicas o tecnologia de ADN recombinante pueden
usarse para procesos industriales relevantes que requieren
que el producto final contenga fibras dietéticas.
Preferentemente, estas cepas se usan para la produccidn de
la enzima industrialmente relevante que tiene actividad
transgalactosilante. Méas preferentemente, estas cepas se
usan para la produccién de enzimas que se usan en la
industria alimentaria; aun mas preferentemente, estas
enzimas se usan en el procesado de productos lacteos. Mas
preferentemente, dichas cepas de produccidén industrial con

actividad reducida de celulasa, mananasa Yy pectinasa vy
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opcionalmente de amilasa se usan para la produccidén de GOS
a partir de lactosa.

Preferentemente, las células hospedadoras deficientes
para celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente para
amilasa de la invencidn son cepas que tienen menos de un
50% de la actividad detectable intracelular o extracelular
de celulasa, mananasa Yy pectinasa y opcionalmente de
amilasa, segun se detecta en una reaccidn modelo (véase la
informacidén experimental en los ejemplos 2, 3 o 4). Mas
preferentemente, las cepas deficientes para celulasa,
mananasa y pectinasa y opcionalmente para amilasa de la
invencién son cepas que tienen menos de un 50% de 1la
actividad de celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente
de amilasa. Mas preferentemente, las cepas deficientes para
celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente para amilasa
de la invencidén son cepas gue tienen una actividad de
celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente de amilasa
que es menor del 25% de la actividad de celulasa, mananasa
y pectinasa y opcionalmente de amilasa de la célula
hospedadora de la que proceden, segun se detecta en una
reaccidédn modelo; preferentemente menos de un 10%, méas
preferentemente menos de un 5%, mas preferentemente menos
de un 1% vy 1lo mé&s preferentemente, la actividad de
celulasa, mananasa y pectinasa y opcionalmente de amilasa
es indetectable en las células hospedadoras deficientes de
la invencidn.

Los expertos en la materia conocen una gran variedad
de sistemas para la deteccidén de polipéptidos. Los sistemas
de deteccidédn incluyen cualquier ensayo posible para la
deteccién de la actividad de polipéptidos o enzimatica. A

modo de ejemplo, estos sistemas de ensayo incluyen, pero
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sin limitacién, ensayos basados en colorimetria,
fotometria, fluorometria, turbidimetria, viscosimetria,
inmunologia, biologia, cromatografia 'y otros ensayos
disponibles.

Preferentemente, en caso de que el polipéptido
producido sea una enzima, se determina la cantidad de
enzima activa producida midiendo su actividad en una
reaccidén modelo (véanse los ejemplos 2, 3 o 4).

De acuerdo con una realizacidn preferida adicional, 1la
célula hospedadora deficiente para celulasa, mananasa V
pectinasa y opcionalmente para amilasa de la invencidn se
caracteriza por el hecho de que cuando esta cepa se ha
transformado con una construccidén de expresidn que
comprende un gen que codifica un polipéptido que tiene
actividad transgalactosilante, dicha cepa produce al menos
la cantidad del polipéptido que produciria la cepa de tipo
silvestre de la que se origina en las mismas condiciones de
cultivo, cuando la cepa de tipo silvestre también se ha
transformado con la misma construccidén de expresidén que 1la
célula hospedadora deficiente para celulasa, mananasa YV
pectinasa y opcionalmente para amilasa.

Preferentemente, las cepas deficientes para celulasa,
mananasa y pectinasa y opcionalmente para amilasa de la
invencidén son cepas qgque producen la misma cantidad o méas
del polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que
la cepa de tipo silvestre de la que proceden en las mismas
condiciones de cultivo. Mas preferentemente, la cepa
deficiente para celulasa, mananasa y pectinasa %
opcionalmente para amilasa produce mas de este polipéptido
dado que la cepa de tipo silvestre de la que procede en las

mismas condiciones de cultivo.
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Produccién de polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante

De acuerdo con otra realizacidén mas, la presente
invencidén se refiere a métodos para transcribir una
secuencia de nucledtidos en una célula hospedadora
deficiente para actividad de celulasa, mananasa, pectinasa
y/o amilasa, en donde la secuencia transcrita codifica el
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que
comprende:

(a) cultivar, en un medio de cultivo, la célula
hospedadora de la invencidn que comprende (i) un promotor,

(ii) wuna secuencia de nucledtidos cadena abajo que

codifica el ©polipéptido, (1id) una sefial de parada
traduccional y (iv) una sefilal de parada transcripcional,

(b) expresar el polipéptido en la célula hospedadora,

(c) opcionalmente, recuperar el polipéptido del medio
de cultivo o de la célula hospedadora.

La cepa deficiente se produce preferentemente de
acuerdo con el método de la presente invencidén. La cepa
deficiente ©puede cultivarse o mantenerse en un medio
nutriente adecuado para la produccién del polipéptido
deseado usando métodos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las células pueden sembrarse en un sustrato
s6lido, agitarse en un matraz, cultivarse en fermentacidén a
pequefia escala o a gran escala (incluyendo fermentacidn
continua, discontinua, discontinua alimentada o en estado
s6lido) en fermentadores de laboratorio o industriales en
un medio adecuado y en condiciones que permiten que el
polipéptido se exprese y/o se aisle. El cultivo se produce

en un medio nutriente adecuado que comprende fuentes de
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carbono % nitrbégeno y sales inorganicas, usando
procedimientos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Bennett y LaSure, eds., More Gene Manipulations in Fungi,
Academic Press, CA, 1991). Hay disponibles medios de
proveedores comerciales o) pueden prepararse usando
composiciones publicadas (por ejemplo, en catdlogos de la
Coleccidédn Americana de Cultivos Tipo). En caso de que el
polipéptido se secrete al medio nutriente, puede
recuperarse el polipéptido directamente del medio. En caso
de que el polipéptido no se secrete, puede recuperarse de
lisados celulares.

El polipéptido resultante puede aislarse mediante
métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, ©puede
aislarse el ©polipéptido del medio nutriente mediante
procedimientos convencionales que incluyen, pero sin

limitacién, centrifugacidén, filtracidn, extraccidn, secado

por pulverizacién, evaporacioén o) precipitacién.
Posteriormente, puede purificarse adicionalmente el
polipéptido aislado mediante una diversidad de

procedimientos conocidos en la técnica que incluyen, pero
sin limitacién, cromatografia (por ejemplo, de intercambio
idénico, afinidad, hidréfoba, cromatoenfoque o exclusidn por
tamafio), electroforesis (por ejemplo, isoelectroenfoque
preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo,
precipitacidén con acetona o sulfato de amonio) o extraccién
(por ejemplo, cadbtropo, sal o pH). Véase, por ejemplo,
Janson y Ryden, eds., Protein Purification, VCH Publishers,
Nueva York, 1989.

El polipéptido puede detectarse usando métodos
conocidos en la técnica que son especificos para el

polipéptido que tiene actividad transgalactosilante. Estos
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métodos de deteccidédn pueden incluir el uso de anticuerpos
especificos, la formacidén de un producto enzimédtico, 1la
desapariciédn de un sustrato enzimdtico o SDS-PAGE. Por
ejemplo, puede usarse un ensayo enzimatico para determinar
la actividad del polipéptido. Se conocen en la técnica
procedimientos para determinar la actividad enzimdtica para
varias enzimas.

Métodos para producir polipéptidos

En un aspecto adicional, un método para expresar un
polipéptido como se describe en el presente documento
comprende obtener una célula hospedadora o una célula como
se describe en el presente documento y expresar el
polipéptido que tiene actividad transgalactosilante a
partir de la célula o la célula hospedadora y opcionalmente
purificar el polipéptido. Dicho polipéptido puede usarse en
la presente invencidn.

Transformacién, expresién y <cultivo de células
hospedadoras

La introduccidén de una construcciédn de ADN o un vector
en una célula hospedadora incluye técnicas, tales como
transformacién; electroporacidén; microinyeccidén nuclear;
transduccioén; transfeccién, por ejemplo, transfeccidn
mediada por lipofeccién y mediada por DEAE-Dextrano;
incubacién con fosfato de calcio y precipitado de ADN;
bombardeo de alta velocidad con microproyectiles
recubiertos con ADN; y fusidén de protoplastos. Las técnicas
generales de transformacién se conocen en la técnica. Véase,
por ejemplo., Ausubel et al. (1987), anteriormente citado,
capitulo 9; Sambrook et al. (2001), anteriormente citado; y

Campbell et al., Curr. Genet. 16: 53-56 (1989).
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Pueden usarse métodos conocidos en la técnica para
seleccionar transformantes.

Métodos de inmovilizacién vy formulacién de 1los
polipéptidos y composiciones de polipéptidos

Las composiciones de polipéptidos pueden prepararse de
acuerdo con métodos conocidos en la técnica y pueden estar
en forma de una composicidén liquida o seca. Por ejemplo, la
composicién de polipéptido puede estar en forma de un
granulado o microgranulado. El polipéptido que se va a
incluir en la composicidén puede estabilizarse de acuerdo
con métodos conocidos en la técnica.

Aplicaciones

A continuacidén se proporcionan ejemplos de usos
preferidos de los polipéptidos o las composiciones de
polipéptido de la invencidn.

En un aspecto, en el presente documento se divulga un
método para producir un producto alimentario mediante el
tratamiento de un sustrato que comprende lactosa con un
polipéptido o una composicién de polipéptido como se
describe en el presente documento.

En un aspecto, en el presente documento se divulga un
método para producir un producto lacteo mediante el
tratamiento de un sustrato que comprende lactosa con un
polipéptido o una composicidén de polipéptido como se
describe en el presente documento.

En un aspecto, el sustrato que comprende lactosa se
trata ademds con una beta-galactosidasa hidrolizante.

La preparacién enzimética, tal como en forma de un
ingrediente alimentario ©preparado de acuerdo con la
presente invencién, puede estar en forma de una solucidbn o

en forma de un sdélido, dependiendo del uso y/o del modo de
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aplicacién y/o del modo de administracidén. El1 sbélido puede

encontrarse en forma d

de una enzima granulad

e un polvo enzimdtico seco o en forma

a.

Los ejemplos de formulaciones enzimaticas secas

incluyen productos secados por pulverizacidn, productos

granulados mezclados,

productos laminados, tales como

gradnulos de lecho fluido, granulos extruidos o granulados,

productos comprimidos,

La preparacién e

productos liofilizados.

nzimatica, tal como en forma de un

ingrediente alimentario preparado de acuerdo con la

presente invencién, puede estar en forma de una solucidn o

en forma de un sdélido,

dependiendo del uso y/o del modo de

aplicacién y/o del modo de administracidén. E1 sélido puede

encontrarse en forma d
de una enzima granulad

En un aspecto,
preferentemente una

preferentemente, un pr

e un polvo enzimdtico seco o en forma
a.

se proporciona una composicién,

composicién alimentaria, mas

oducto lacteo que comprende un célula

o un polipéptido o una composicién de polipéptido, como se

describe en el present

Ademéds, en el

e documento.

presente documento se divulga una

composicién que comprende al menos un 5%, tal como, por

ejemplo, un 10%, 15%,

20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% p/p

de uno o més polipéptidos como se divulgan en el presente

documento basédndose en

la cantidad total de polipéptidos en

la composicidén que tiene al menos un 70%, tal como, por

ejemplo, un 72%, 74%,

74%, 78%, 80%, 82%, 84%, 86%, 88%, 90%

de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 22. Esto puede

evaluarse usando las siguientes técnicas conocidas por un

experto en la materia.

someten a SDS-PAGE vy

Las muestras que se van a evaluar se

se visualizan wusando un colorante
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adecuado para la cuantificacién de proteinas, tal como, por
ejemplo, el sistema Bio-Rad Criterion. A continuaciédn, se
escanea el gel usando un escaner densimétrico adecuado, tal
como, por ejemplo, el sistema Bio-Rad Criterion vy se
asegura que la 1imagen resultante se encuentre en el
intervalo dindmico. Las bandas correspondientes a cualquier
variante/fragmento derivado de la SEQ ID NO: 8 se
cuantifican y se calcula el porcentaje de los polipéptidos
como: Porcentaje del polipéptido en cuestidén = polipéptido
en cuestién/ (suma de todos los polipéptidos gque muestran
actividad transgalactosilante) *100. El1 numero total de
variantes/fragmentos de polipéptidos derivados de la SEQ ID
NO: 8 en la composicidn puede determinarse detectando los
fragmentos derivados de la SEQ ID NO: 8 mediante
transferencia de Western usando un anticuerpo policlonal
mediante métodos conocidos para un experto en la materia.

En un aspecto, la composicidédn de acuerdo con la
presente invencién comprende uno o mas polipéptidos
seleccionados entre el grupo que consiste en un polipéptido
que consiste en las SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 y 5. En un
aspecto adicional, la composicidén comprende uno o mas
polipéptidos seleccionados entre el grupo que consiste en
un polipéptido gque consiste en las SEQ ID NO: 1, 2 y 3. En
un aspecto adicional més, la composicién comprende uno o
mas polipéptidos seleccionados entre el grupo que consiste
en un polipéptido que consiste en las SEQ ID NO: 1 y 2.

En un aspecto, la invencién proporciona una
preparacidén enzimédtica compleja que comprende el complejo
de enzima de acuerdo con la invencién, un portador de

enzima y opcionalmente un estabilizante y/o un conservante.
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en un aspecto adicional m4s de la invencidn, el
portador de enzima se selecciona entre el grupo gue
consiste en glicerol o agua. En wuna realizacidn, el
portador de enzima no comprende un poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol o sorbitol).

En un aspecto adicional, la preparacién/composicidn
comprende un estabilizante. En un aspecto, el estabilizante
se selecciona entre el grupo gue consiste en sales
inorganicas, polioles, azlUcares vy combinaciones de 1los
mismos. En un aspecto, el estabilizante es una sal
inorganica, tal como cloruro potasico. En otro aspecto, el
poliol es glicerol, propilenglicol o sorbitol. En otro
aspecto, el estabilizante no es un poliol, tal como
glicerol, propilenglicol o sorbitol. En otro aspecto méas,
el azucar es un carbohidrato de molécula pequefia, en
particular, cualguiera de los diversos que tienen sabor
dulce, tales como glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa.

En un aspecto adicional mas, la preparacidédn comprende
un conservante. En un aspecto, el conservante es metil
parabeno, ©propil parabeno, benzoato, sorbato u otros
conservantes aprobados para alimentos o una mezcla de los
mismos.

El método de la invencidén puede ponerse en practica
con enzimas inmovilizadas, por ejemplo, una lactasa
inmovilizada u otras enzimas productoras de
galactooligosacarido. La enzima puede inmovilizarse sobre
cualquier soporte orgadnico o inorgdnico. Los soportes
inorganicos incluyen alumina, celite, Dowex—-1-cloruro,
perlas de vidrio y gel de silice. Los soportes organicos
ejemplares incluyen DEAE-celulosa, hidrogeles de alginato,

perlas de alginato o equivalentes. En varios aspectos de la
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invencién, la inmovilizacién de la lactasa puede
optimizarse mediante adsorcién fisica sobre el soporte
inorganico. Las enzimas usadas para poner en practica la
invencién pueden inmovilizarse en diferentes medios,
incluyendo agua, tampdén de Tris-HCl y solucidn tamponada
con fosfato. La enzima puede inmovilizarse en cualquier
tipo de sustrato, por ejemplo, filtros, fibras, columnas,
perlas, coloides, geles, hidrogeles, mallas y similares.

En un aspecto, se proporciona un método para producir
un producto lacteo mediante el tratamiento de un sustrato a
base de leche que comprende lactosa con un polipéptido o
una composicidédn de polipéptido como se describe en el
presente documento. En un aspecto adicional, se proporciona
un método para producir un producto lacteo mediante el
tratamiento de un sustrato a base de leche que comprende
lactosa con un polipéptido que tiene una actividad relativa
de transgalactosilacidén por encima del 60%, tal como por
encima del 70%, tal como por encima del 75% después de 15
min. de reaccidén. En un aspecto, la actividad relativa de
transgalactosilacién es por encima de 3 después de 30 min.
de reaccidédn. En un aspecto adicional, la actividad relativa
de transgalactosilacién es por encima de 6 después de 30
min. de reaccidén. En un aspecto adicional mas, la actividad
relativa de transgalactosilacién es por encima de 12
después de 30 min. de reaccidén. En un aspecto, se
proporciona un método, en donde el tratamiento con un
polipéptido o una composicidén de polipéptido como se
describe en el ©presente documento se produce a una
temperatura Optima para la actividad de la enzima. En un
aspecto adicional, el polipéptido o la composicidén de

polipéptido se aflade al sustrato a base de leche a una
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concentracién de 0.01-1000 ppm. En un aspecto adicional mas,
el polipéptido o la composicidén de polipéptido se afiade al
sustrato a base de leche a una concentracién de 0.1-100 ppm.
En un aspecto adicional, el polipéptido o la composicidn de
polipéptido se afiade al sustrato a base de leche a una
concentracién de 1-10 ppm. En un aspecto, se proporciona un
método que comprende ademas fermentar un sustrato, tal como
un producto lacteo con un microorganismo. En un aspecto
adicional, el producto 1léacteo es vyogur. En un aspecto
adicional, el tratamiento con el polipéptido o 1la
composicién de polipéptido y el microorganismo se efectua
esencialmente al mismo tiempo. En un aspecto, el
polipéptido o la composicién de polipéptido y el
microorganismo se afiaden al sustrato a base de leche
esencialmente al mismo tiempo.

En un aspecto, se proporciona un producto lacteo que
comprende un célula o un polipéptido o una composicidén de
polipéptido, como se describe en el presente documento. En
un aspecto, el polipéptido o la composicidén de polipéptido
como se define en el presente documento se afiade a una
concentracién de 0.01-1000 ppm.

En un aspecto, se proporciona un producto lacteo que
comprende GOS formado in situ mediante un polipéptido o una
composicién de polipéptido como se define en el presente
documento. En un aspecto, se proporciona un producto lacteo
que comprende una célula como se define en el presente
documento.

Un producto lacteo como se describe en el presente
documento puede ser, por ejemplo, leche descremada, leche
baja en grasa, leche entera, nata, leche UHT, leche que

tiene una wvida Gtil prolongada, un producto lacteo
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fermentado, queso, yogur, mantequilla, productos untables
lacteos, suero de la leche, bebida 1lactea acidificada,
crema agria, bebida a base de suero de leche, helado, leche
condensada, dulce de leche o una bebida lactea aromatizada.
Un producto lacteo puede fabricarse mediante cualquier
método conocido en la técnica.

Ademés, un producto lacteo puede comprender
componentes no lacteos, por ejemplo, componentes vegetales,
tales como, por ejemplo, aceite vegetal, proteina vegetal
y/o carbohidratos vegetales. Los productos lacteos también
pueden comprender aditivos adicionales, tales como, por
ejemplo, enzimas, agentes aromatizantes, cultivos
microbianos, tales como cultivos probidticos, sales,
edulcorantes, azucares, acidos, frutas, Jjugos de fruta o
cualquier otro componente conocido en la técnica como
componente de o como aditivo para un producto léacteo.

En wuna realizacién de la invencidn, uno o méas
componentes de la leche y/o fracciones lActeas suponen al
menos un 50% (peso/peso), tal como al menos un 70%, por
ejemplo, al menos un 80%, preferentemente al menos un 90%
del producto léacteo.

En wuna realizacién de la invencidn, uno o mas
sustratos a base de leche que se han tratado con una enzima
como se define en el presente documento gque tienen
actividad transgalactosilante suponen al menos un 50%
(peso/peso), tal como al menos un 70%, por ejemplo, al
menos un 80%, preferentemente al menos un 90% del producto
lacteo.

En una realizacidén de la invencidn, el producto léacteo
es un producto lacteo que no estd enriquecido mediante 1la

adicidén de galactooligosacéaridos preproducidos.
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En una realizacidén de la invencidén, el sustrato a base
de leche tratado con polipéptido no se seca antes de su uso
como ingrediente en el producto léacteo.

En una realizacidén de la invencidn, el producto léacteo
es helado. En el presente contexto, el helado puede ser
cualquier tipo de helado, tal como helado de grasa completa
helado bajo en grasa o helado a base de yogur u otros
productos léacteos fermentados. El1 helado puede producirse
mediante cualquier método conocido en la técnica.

En una realizacidédn de la invencidn, el producto lacteo
es leche o leche condensada.

En una realizacidén de la invencidn, el producto léacteo
es leche UHT. La leche UHT en el contexto de la presente
invencidén es leche que se ha sometido a un proceso de
esterilizacidén que tiene como objeto eliminar todos 1los
microorganismos, incluyendo las esporas bacterianas. E1
tratamiento UHT (ultra alta temperatura) puede ser, por
ejemplo, tratamiento por calor durante 30 segundos a 130°C
0 tratamiento por calor durante un segundo a 145°C.

En una realizacidén preferida de 1la invencidén, el
producto lacteo es leche ESL. La leche ESL en el presente
contexto es leche que tiene una vida Gtil extendida debido
al tratamiento de microfiltracidén y/o por calor y que es
capaz de permanecer fresca durante al menos 15 dias,
preferentemente durante al menos 20 dias en el estante del
comercio a 2-5°C.

En otra realizacidén preferida de 1la invencidn, el
producto lacteo es un producto léacteo fermentado, por
ejemplo, yogur.

Los microorganismos usados para la mayor parte de los

productos lacteos fermentados se seleccionan entre el grupo
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de bacterias citadas generalmente como bacterias del &cido
lactico. Tal como se usa en el presente documento, la
expresiédn "bacteria del acido lactico" indica una bacteria
grampositiva, microaeré6fila o anaerobia que fermenta
azlucares con la produccién de acidos, incluyendo &cido
lactico como &cido producido de manera predominante, acido
acético y acido propanoico. Las bacterias del acido léactico
mas Utiles desde el punto de vista industrial pertenecen al
orden "Lactobacillales"™ que incluye Lactococcus spp.,
Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Pseudoleuconostoc spp., Pediococcus spp., Brevibacterium
spp., Enterococcus spp. y Propionibacterium spp. Ademés,
las bacterias productoras de &cido lactico que pertenecen
al grupo de bacterias anaerobias, las bifidobacterias, es
decir, Bifidobacterium spp., dque se usan frecuentemente
como cultivos alimentarios solas o en combinacién como
bacterias del 4cido lactico, se incluyen generalmente en el
grupo de las bacterias del &cido lactico.

Las Dbacterias del 4cido léactico se suministran
normalmente a la industria lactea en forma de cultivos
congelados o criodesecados para la propagacidén iniciadora
en bruto o los denominados cultivos "de inoculacidén
directa" (DVS) para la inoculacién directa en un vaso o
vasija de fermentacidén para la produccidn de un producto
lacteo fermentado. Dichos cultivos se citan generalmente
como "cultivos iniciadores"™ o "iniciadores™".

Las cepas de cultivo iniciador cominmente usadas de
bacterias del &cido 1léctico se dividen generalmente en
organismos mesdéfilos que tienen temperaturas Optimas de
crecimiento a aproximadamente 30°C y organismos termbéfilos,

que tienen temperaturas O¢ptimas de crecimiento en el
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intervalo de aproximadamente 40 a aproximadamente 45°C. Los
organismos tipicos que pertenecen al grupo mesé6filo
incluyen Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris, Leuconostoc  mesenteroides subsp. cremoris,
Pseudoleuconostoc mesenteroides subsp. cremoris,
Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis, Lactobacillus caseili subsp. casei y
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. Las especies
bacterianas del &acido lactico termbéfilas incluyen, a modo
de ejemplo, Streptococcus thermophilus, Enterococcus
faecium, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Lactobacillus acidophilus.

Asimismo, las bacterias anaerobias que pertenecen al
género Bifidobacterium, incluyendo Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium longum se usan
normalmente como cultivos lacteos iniciadores y se incluyen
generalmente en el grupo de las bacterias del acido léactico.
Ademds, se usan especies de Propionibacterias como cultivos
lacteos iniciadores, en particular, en la fabricacidén de
queso. Ademés, normalmente se  usan organismos que
pertenecen al género Brevibacterium como cultivos
iniciadores para alimentos.

Otro grupo de cultivos iniciadores microbianos son
cultivos fungicos, incluyendo cultivos de levaduras vy
cultivos de hongos filamentosos, que se usan
particularmente en la fabricacidén de determinados tipos de
queso y  bebidas. Los ejemplos de hongos incluyen
Penicillium roqueforti, Penicillium candidum, Geotrichum
candidum, Torula kefir, Saccharomyces kefir y Saccharomyces

cerevisiae.
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En una realizacidén de 1la presente invencidén, el
microorganismo usado para la fermentacidén del sustrato a
base de leche es Lactobacillus casei o una mezcla de
Streptococcus thermophilus 'y Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus.

Los procesos de fermentacidn para su uso en un método
de la presente invencidén son de sobra conocidos y el
experto en la materia sabrd cdémo seleccionar condiciones de
proceso adecuadas, tales como temperatura, oxigeno,
cantidad y caracteristicas de los microorganismos, aditivos
tales como, por ejemplo, carbohidratos, aromas, minerales,
enzimas vy el tiempo de procesado. Obviamente, las
condiciones de fermentacidédn se seleccionan para que
soporten la consecucidén de la presente invencidn.

Como resultado de la fermentacidn, se reducira el pH
del sustrato a base de leche. El1 pH de un producto léacteo
fermentado de la invencién puede encontrarse, por ejemplo,
en el intervalo de 3.5-6, tal como en el intervalo de 3.5-5
preferentemente en el intervalo de 3.8-4.8.

En un aspecto, se proporciona un método para usar los
polipéptidos o la composicidén de polipéptido o usando uno
cualquiera o més de los tipos celulares para producir
oligosacéaridos. Los oligosacaridos comprenden, pero sin
limitacién, fructooligosacéaridos, galactooligosacéaridos,
isomaltooligosacédridos, maltooligosacaridos, lactosacarosa
y xilooligosacaridos.

En una realizacidén de la invencidn, los oligosacaridos
se producen incubando la célula que expresa el polipéptido
en un medio gque comprende un sustrato de disacarido tal
como, por ejemplo, lactulosa, trehalosa, rhamnosa, maltosa,

sacarosa, lactosa o celobiosa. La incubacién se lleva a



10

15

20

25

30

WO 2016/071504 103 PCT/EP2015/075950

cabo en condiciones donde se producen los oligosacaridos.
Las células pueden ser parte de un producto seleccionado
entre el grupo que consiste en yogur, queso, productos
lacteos fermentados, suplementos dietéticos vy productos
probidticos comestibles. Como alternativa, los
oligosacaridos pueden recuperarse y posteriormente afiadirse
al producto de interés antes o después de su preparacidn.

En un aspecto, se proporciona el uso de una célula
divulgada en el ©presente documento para producir un
producto seleccionado entre el grupo gue consiste en yogur,
queso, producto lacteo fermentado, suplemento dietético vy
producto probidtico comestible.

En un aspecto, los polipéptidos o las composiciones de
polipéptido descritos en el presente documento pueden
usarse para preparar productos de queso y en métodos para
producir los productos de queso. Los productos de queso
pueden seleccionarse, por ejemplo, entre el grupo dJue
consiste en queso crema, dgqueso cottage y queso procesado.
Al ahadir polipéptidos o la composicidédn de polipéptidos, el
queso puede contener niveles significativamente aumentados
de galactooligosacidridos y niveles reducidos de lactosa. En
un aspecto, los niveles de lactosa en el producto de queso
final pueden estar reducidos en al menos aproximadamente un
25 por ciento, preferentemente al menos aproximadamente un
50 por <ciento y mas preferentemente en al menos
aproximadamente un 75 por ciento. Los polipéptidos o la
composicién de polipéptido puede usarse para reducir la
lactosa en los productos de queso a menos de
aproximadamente 1 gramo por racidén, una cantidad que puede
tolerarse por la mayoria de los individuos intolerantes a

la lactosa.
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Los productos de queso proporcionados en el presente
documento son productos de queso mejorados nutricionalmente
que tienen un contenido en fibra soluble aumentado, un
contenido <caldérico reducido, propiedades organolépticas
excelentes, textura mejorada % aroma. Ademés, los
polipéptidos descritos en el presente documento pueden
reducir el indice glucémico de 1los productos de queso
debido a que los GOS se absorben mas lentamente que la
lactosa o sus productos de hidrdélisis. Finalmente, 1los
polipéptidos o la composicidén de polipéptido pueden reducir
el coste de produccidén de 1los productos de queso, en
particular de los productos de queso crema, debido a que
los GOS proporcionan sorprendentemente una textura mejorada
al producto de queso crema, permitiendo de este modo un uso
reducido de estabilizantes o permitiendo un mayor contenido
de humedad sin sinéresis.

En un aspecto adicional, se proporciona una
composicién gque comprende un polipéptido o una composicidn
de polipéptido como se describe en el presente documento y
un sustrato de carbohidrato. En un aspecto adicional, el
sustrato de carbohidrato es un disacarido. En un aspecto
adicional, el disacdrido es, por ejemplo, lactulosa,
trehalosa, rhamnosa, maltosa, sacarosa, lactosa o celobiosa.
En un aspecto adicional méds, el sustrato de carbohidrato es
lactosa. La composicidédn se prepara de tal forma gque se
producen oligosacaridos. El polipéptido como se describe en
el presente documento puede ser parte de un producto
seleccionado entre el grupo que consiste en yogur, gqueso,
productos lacteos fermentados, suplementos dietéticos vy
productos probidticos comestibles. En un aspecto, se

proporciona una composicidén que comprende un polipéptido
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como se describe en el presente documento y un
estabilizante. Los ejemplos de estabilizantes son, por
ejemplo, un poliol, tal como, por ejemplo, glicerol o
propilenglicol, un aztUcar o un alcohol de azucar, acido
lactico, &cido bérico o un derivado de acido bérico (por
ejemplo, un éster aromdtico de borato).

En un aspecto, se proporciona el uso de un polipéptido
0 una composicidén de polipéptido transgalactosilante como
se divulga en el presente documento o de una célula como se
describe en el presente documento, para producir
galactooligosacaridos. En un aspecto, se proporciona el uso
de un polipéptido o una composicién de polipéptido
transgalactosilante como se divulga en el presente
documento o de una célula como se divulga en el presente
documento para producir galactooligosacaridos para que sea
parte de un producto seleccionado del grupo gque consiste en
yogur, dqueso, productos lacteos fermentados, suplementos
dietéticos vy productos probidéticos comestibles. En un
aspecto, el producto es yogur, gqueso o productos lacteos
fermentados. En un aspecto, se proporciona el uso de un
polipéptido o) una composicién de polipéptido
transgalactosilante como se divulga en el presente
documento o de una célula como se describe en el presente
documento, para producir galactooligosacédridos para mejorar
el crecimiento de Bifidobacterium. En un aspecto, se
proporciona el uso de un polipéptido o una composicidédn de
polipéptido transgalactosilante como se divulga en el
presente documento o de una célula como se describe en el
presente documento, para producir galactooligosacaridos
para mejorar el crecimiento de Bifidobacterium en una

fermentacidén de cultivo mixto.
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En un aspecto, se proporciona un proceso para producir
un polipéptido o una composicién de polipéptido
transgalactosilante como se divulga en el presente
documento que comprende cultivar una célula como se divulga
en el presente documento en un medio de cultivo adecuado en
condiciones que permiten la expresidén de dicho polipéptido
y recuperar el polipéptido resultante del cultivo. Se
proporciona un proceso para producir galactooligosacéaridos,
que comprende la puesta en contacto de un polipéptido o de
una composicidén de polipéptido como se divulga en el
presente documento o una célula como se divulga en el
presente documento con una solucidén a base de leche que
comprende lactosa.

La adicidén de oligosacaridos puede potenciar el
crecimiento de solo Bifidobacterium o de Bifidobacterium en
un cultivo mixto.

El tratamiento de productos lacteos con enzimas que
convierten la lactosa en monosacaridos o GOS tiene varias
ventajas. En primer lugar, los productos pueden consumirse
por personas con intolerancia a la lactosa que de otro modo
mostrarian sintomas, tales como flatulencia y diarrea. En
segundo lugar, los productos lacteos tratados con lactasa
tendradn un mayor dulzor gque los productos similares no
tratados debido al mayor dulzor percibido de la glucosa y
la galactosa en comparacidén con la lactosa. Este efecto es
particularmente interesante para aplicaciones tales como el
yogur y el helado donde se desea un elevado dulzor del
producto final y esto permite una reduccidén neta de 1los
carbohidratos en el producto consumido. En tercer lugar, en
la produccién de helado con frecuencia se observa un

fenbmeno denominado arenosidad, donde las moléculas de
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lactosa se cristalizan debido a la relativa baja
solubilidad de la lactosa. Cuando la lactosa se convierte
en monosacaridos o GOS, la sensacidén en boca del helado se
mejora en gran medida frente a los productos no tratados.
La presencia de una sensacidén arenosa debido a la
cristalizacidén de 1la lactosa puede eliminarse y pueden
reducirse los <costes de materias primas mediante el
reemplazo de la leche en polvo desnatada por polvo de suero
de leche. Los principales efectos del tratamiento
enzimatico fueron un dulzor aumentado.

En un aspecto, el polipéptido o la composicidn de
polipéptido transgalactosilante como se divulga en el
presente documento puede usarse junto con otras enzimas,
tales como proteasas, tales como quimosina o renina,
lipasas, tales como fosfolipasas, amilasas, transferasas y
lactasas. En un aspecto, los polipéptidos
transgalactosilantes como se divulgan en el ©presente
documento pueden usarse conjuntamente con lactasa. Esto
puede ser especialmente Util cuando existe el deseo de
reducir la lactosa residual después del tratamiento con los
polipéptidos transgalactosilantes como se divulgan en el
presente documento, especialmente a Dbajos niveles de
lactosa.

En una realizacidén, la enzima es una lactasa de una
bacteria, por ejemplo, de la familia Bifidobacteriaceae,
tal como del género Bifidobacterium, tal como la lactasa
descrita en, entre otros, los documentos WO 2009/071539 vy
WO 2013/182686.

Ejemplo 1 - Construccién de una célula hospedadora de

acuerdo con la invencién
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La célula hospedadora de este ejemplo procede de B.
subtilis.

Eliminacidén del gen amyE de alfa-amilasa: Se introdujo
una eliminacidédn creada in vitro del gen de tipo silvestre
(amyE) en una cepa de B. subtilis mediante técnicas de ADN
recombinante. La eliminacién de amyE se controld por medio
de la actividad asi como transferencias de Southern. No
permanecidé ADN heterdlogo en la cepa hospedadora.

Reemplazo del gen bglC de endoglucanasa mediante un
marcador de espectinomicina: Para eliminar el gen bglC se
empled una estrategia que empleaba un método de cre-lox. Se
clonaron las secuencias cadena arriba y cadena abajo de
bglC y la parte intermedia (que se 1iba a eliminar) se
reemplazdé por un casete de loxP-espectinomicina permitiendo
la seleccidén durante la transformacién. Se transformd una
cepa de B. subtilis con la construccidén que selecciona
respecto de espectinomicina, reemplazando el gen bglC
genémico por la variante clonada. E1l ADN genbémico de la
cepa que contenia el marcador de espectinomicina se integrd
en una eliminacién del locus de la endoglucanasa bglC que
se usd para transformar la cepa mediante competencia
natural. Los clones positivos se determinaron mediante
resistencia a la espectinomicina. El1 gen de resistencia a
la espectinomicina estd flanqueado por secuencias de IoxP
que posibilitan la eliminacién del gen.

Reemplazo del gen gmuG de mananasa mediante un
marcador de tetraciclina: La mananasa gmuG se elimind
usando la misma técnica que para el gen bglC, aungque en
esta ocasidn se usd un marcador de tetraciclina en lugar de

un marcador de espectinomicina. Los transformantes se
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seleccionaron en medio que contenia tetraciclina vy 1los
clones positivos se verificaron mediante PCR.

Reemplazo del gen pel de pectato liasa mediante un
marcador de espectinomicina: E1 gen de pectato liasa pel se
eliminé usando la misma técnica que la empleada para el gen
bglC reemplazando la ORF de pel con el marcador de
espectinomicina. Los transformantes se seleccionaron en
placas de espectinomicina y se exploraron mediante cPCR.

Introduccién del gen BIF917: Se transformé la
secuencia codificante para f-galactosidasa divulgada en el
documento WO 2013/182626 como "BIF917" en una B. subtilis
usando métodos expuestos en esta publicacidén. En términos
generales, este describe la produccién de polipéptido
usando genes sintéticos disefiados para codificar el gen de
longitud completa (1752 restos) de Bifidobacterium bifidum
con codones optimizados para la expresidén en Bacillus
subtilis que se adguirieron en GeneART (Regensburg,
Alemania), SEQ ID NO: 8.

Se construyeron los mutantes de truncamiento de
Bifidobacterium bifidum usando reaccidén en cadena de la
polimerasa con cebadores 1inversos que permitieron la
amplificacién selectiva de la regidén seleccionada del gen
sintético.

Cebador directo: GGGGTAACTAGTGGAAGATGCAACAAGAAG (Spel
subrayado) (SEQ ID NO: 15).

Las SEQ ID para los mutantes de truncamiento y los
cebadores inversos correspondientes se indican en la tabla

2 a continuaciédn.

Mutante de | Secuencia de cebador

truncamiento

BIF917 (SEQ ID NO: | GCGCTTAATTAATTATGTTTTTTCTGTGCTTGTTC
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9) SEQ ID NO: 16

BIF995 (SEQ ID NO: | GCGCTTAATTAATTACAGTGCGCCAATTTCATCAATCA
10) SEQ ID NO: 17

BIF1068 (SEQ ID NO: | GCGCTTAATTAATTATTGAACTCTAATTGTCGCTG
11) SEQ ID NO: 18

BIF1172 (SEQ ID NO:
12)

BIF1241 (SEQ ID NO: | GCGCTTAATTAATTATGTCGCTGTTTTCAGTTCAAT
13) SEQ ID NO: 19

BIF1326 (SEQ ID NO: | GCGCTTAATTAATTAAAATTCTTGTTCTGTGCCCA
14) SEQ ID NO: 20

BIF 1478 GCGCTTAATTAATTATCTCAGTCTAATTTCGCTTGCGC
SEQ ID NO: 21

Tabla 2

El gen sintético se clond en el vector de expresidédn en
Bacillus subtilis pBNspe usando los sitios de restriccidn
unicos Spel y  PacI y los plésmidos aislados se
transformaron en una cepa de Bacillus subtilis. Los
transformantes se volvieron a sembrar en placas LB que
contenian 10 pg/ml de neomicina como selecciédn.

Medicién de la actividad de B-galactosidasa

La actividad enzimdtica se mididé usando el sustrato

comercialmente disponible 2-nitrofenil-PB-D-
galactopiranésido (ONPG) (Sigma N1127).

ONPG sin aceptor

KPO4 100 mM, pH 6.0

ONPG 12,3 mM

ONPG complementado con aceptor

KPO4 100 mM, pH 6.0

Celobiosa 20 mM

ONPG 12,3 mM
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Solucién de PARO

Na,COs al 10%

Se afiadieron 10 pl de diluciones en serie de enzima
purificada en los pocillos de una placa de microtitulacién
que contenia 90 pl de ONPG-tampdn con o sin aceptor. Las
muestras se mezclaron e incubaron durante 10 min a 37°C,
posteriormente, se afiadieron 100 pl de solucidén de PARO a
cada pocillo para terminar la reaccidén. Las mediciones de
absorbancia se registraron a 420 nm en un lector de placas
SpectraMax de Molecular Devices controlado por el paquete
informatico Softmax.

La relacidén de transgalactosilacidédn se calculd del
modo siguiente:

Relacién de actividad de transgalactosilacidén =
(Abs420tcetoptosa /a4 7Cetobiosay x 100, para diluciones donde la
absorbancia era entre 0.5 y 1.0.

Determinacién de la actividad de LAU

Principio:

El principio de este método de ensayo es que la
lactasa hidroliza el 2-o-nitrofenil-p-D-galactopirandsido
(ONPG) en 2-o-nitrofenol (ONP) vy galactosa a 37°C. La
reaccidén se detiene con el carbonato de sodio y el ONP
liberado se mide en un espectrofotdémetro o un colorimetro a
420 nm.

Reactivos:

Tampdén MES, pH 6.4 (MES 100 mM, pH 6.4, CaCl, 10 mM):
Se disuelven 19,52g de hidrato de MES (Pm: 195.2 g/mol,
Sigma-aldrich n.° M8250-250G) vy 1.470g de dihidrato de
CaCl, (Pm: 147.01g/mol, Sigma-aldrich) en 1000 ml de H,0dd,

se ajusta el pH a 6.4 mediante NaOH 10M. Se filtra la
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solucidén a través de un filtro de 0.2pm y se almacena a 4°C
durante hasta 1 mes.

Sustrato de ONPG, pH 6.4 (ONPG 12.28mM, MES 100mM, pH
6.4, CaCl, 10mM): Se disuelven 0.370g de 2-o-nitrofenil-p-
D-galactopirandésido (ONPG, Pm: 301.55 g/mol, Sigma-aldrich
n.° N1127) en 100 ml de tampdén MES, pH 6.4 y se almacena en
la oscuridad a 4°C durante hasta 7 dias.

Reactivo de paro (Na,CO3 al 10%): Se disuelven 20.0g
de Na,COs3 en 200ml de H,0dd, se filtra la solucidn a través
de un filtro de 0.2um y se almacena a TA durante hasta 1
mes.

Procedimiento:

La dilucidén en serie de la muestra enzimdtica se
efectud en el tampdn de MES a pH 6.4 y se transfirieron 10
nl de cada dilucidén de muestra a los pocillos de una placa
de microtitulacidén (formato de 96 pocillos) que contenia 90
nl de sustrato de ONPG a pH 6.4. Las muestras se mezclaron
e 1incubaron durante 5 min a 37°C usando un Thermomixer
(Comfort Thermomixer, Eppendorif) y posteriormente se
afiladieron 100 pl de reactivo de paro a cada pocillo para
terminar la reaccidén. Se construyd un blanco usando tampdn
MES a pH 6.4, en lugar de la muestra enzimdtica. El aumento
de la absorbancia a 420 nm se midié en un lector de ELISA
(lector de placas SpectraMax, Molecular Devices) frente al
blanco.

Célculo de la actividad enzimdtica:

Se determindé el coeficiente de extincidén molar del 2-
o-nitrofenol (Sigma-aldrich, n.° 33444-25G) en tampdn de
MES a pH 6.4 (0.5998 x 10° M*' x cm?). Una unidad (U) de
actividad de lactasa (LAU) se definid como la

correspondiente a la hidrélisis de 1 nmol de ONPG por
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minuto. Usando placas de microtitulacidén con un volumen de
reaccién total de 200 pl (trayectoria de la luz de 0.52cm)
puede calcularse 1la actividad de lactasa por ml de la

muestra de enzima usando la siguiente ecuacidn:

nmol ) _ Absyy0 X 200uL X factor de dilucién
©0.5998-103 -nM-1-cm~! X 0.52cm X 5min X 0.01mL

Calculo de la actividad especifica para BIF917

LAU l(
/m min- mL

mostrado en el presente documento como la SEQ ID NO: 1:

Determinacidén de la concentracidén de BIF917:

La cuantificacién de la enzima diana (BIF917) y de los
productos de truncamiento se determinaron usando el sistema
de SDS-page libre de Criterion Stain (BioRad). Se usd gel
precolado sin colorante para cualquier kD con Tris-HC1l al
4-20%, 18 pocillos (Comb n.° 345-0418) con un tampdn de
Serva Tris - Glicina/SDS (BioRad n.° de cat. 42529). Los
geles se corrieron con los siguientes parametros: 200 V,
120 mA, 25 W, 50 min. Se usdé6 BSA (1,43 mg/ml) (Sigma-
Aldrich, n.° de cat. 500-0007) como patrdédn de proteina y se
us6é un Criterion Stain Free Imager (BioRad) con el programa
informédtico Image Lab (BioRad) para la cuantificacién
usando la intensidad de las bandas con correlacién del
contenido de triptdéfano.

Se determindé la actividad especifica de LAU de BIF917
a partir de fermento en bruto (concentrado de
ultrafiltracidén) de dos fermentaciones independientes (como
se describe en el método 1) y usando 5 diluciones
diferentes (véase la tabla 1).

Se observd que la actividad especifica de BIF917 era
de 21.3 LAU/mg o de 0.0213 LAU/ppm.

Tabla 1: Determinacién de la actividad especifica de

BIFO17
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ID de laEnzima|Fermentac|Facto [Activ [Concentr|ConcentralActivi JActivi
muestra ién r delidad Jacidén de|cidn de|dad dad

diluc proteinafproteina [especi |[especi
ién (BIF917) |(BIF917) |fica fica
LAU/m LAU/m [LAU/p
1 mg/ml  [ppm g pm
BIF
1 917 a 5 26.9 [1.23 1232 21.9 (0.0219
BIF
2 917 a 10 53.9 ([2.44 2437 22.1 |0.0221
BIF
3 917 a 10 75.4 [3.56 3556 21.2 (0.0212
BIF
4 917 a 20 163.9(7.78 7778 21.1 |0.0211
BIF
5 917 a 30 233.6]11.06 11065 21.1 [0.0211
BIF 30.26
6 917 b 5 825 1.34 1342 22.6 (0.0226
BIF 55.91
7 917 b 10 536 2.61 2607 21.4 (0.0214
BIF 76.96
8 917 b 10 056 3.70 3697 20.8 (0.0208
BIF 156.9
9 917 b 20 86 7.75 7755 20.2 (0.0202
BIF 236.9
10 917 b 30 734 11.45 11452 20.7 |0.0207
Arg 21.3 1|0.0213
0.7009/0.0007
Est 76 01
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Ejemelo 2

Prueba: 1

Ensayo: Actividad de P-mananasa, azucar reductor
(MU)

Este método de ensayo debe usarse para determinar 1la
actividad de mananasa en unidades MU (Unidades de

Mananasa) .

PROPOSITO Este ensayo es adecuado para el control de QA/QC
de la actividad de mananasa.

PRINCIPIO Este ensayo mide la liberacién de los azucares
reductores mediante la accidén de Endo-1,4-P-D-mananasa en
un sustrato de goma de algarrobo (LBG). Se usa la reaccidn
del &cido dinitrosalicilico para determinar el aumento en
el contenido de azucar reductor, gque es proporcional a la

actividad enzimdtica afadida.

PROCEDIMIENTO

1. Materiales y equipamiento

1.1 Centrifugadora, capacidad hasta 3500 rpm

1.2 Baifio de agua ajustado a 40° C

1.3 Baifio de agua ajustado a 60° C

1.4 Bafio de agua en ebullicién

1.5 Pipetas y puntas de desplazamiento positivo

(Ranin Inc.)

1.6 Vortex

1.7 Tubos de ensayo de vidrio de 16 x 100mm (con
tapas)

1.8 Crondmetro

1.9 Matraces volumétricos, cilindros graduados,
vasos de precipitados

1.10 Barras de agitacién magnética y placa de

agitacién/caliente
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.11 Embudo de filtro de vidrio sinterizado
.12 Medidor de pH

.13 Balanza analitica

.14 Balanza preparativa

.15 Termémetros

.16 Bafio de agua helada

R R R R R R R

.17 Espectrofotémetro, con capacidad de lectura a
540 nm

1.18 Dispositivo de pipeteado variable (1 ml) con
puntas desechables

1.20 Horno o autoclave para el material de vidrio

2. Reactivos: Se usan 1los siguientes reactivos o
equivalentes

2.1 Hidréxido de amonio, concentrado (28-30%)

2.2 Clorhidrato de tris-hidroximetilaminometano
(Tris)

2.3 Granulos de hidréxido de sodio

2.4 Acido 3,5-dinitrosalicilico, 98%, (DNS), Sigma-
Aldrich n.° de cat. 128848

2.5 Goma de algarrobo, Sigma Chemical n.° G0753

2.6 Tartrato de sodio y potasio, tetrahidrato, Sigma-
Aldrich n.° de cat. 217255

2.7 Agua desionizada

2.8 1-Propanol

3. Preparacién de los reactivos

3.1 Hidréxido de amonio al 1.5%

3.1.1 Usando agua desionizada, se diluyen 5ml de
hidréxido de amonio al 30% hasta 100ml en un matraz
volumétrico.

3.2 Tampén de Tris-clorhidrato

3.2.1 Se disuelven 15.67g de Tris-clorhidrato en
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aproximadamente 1900ml de agua desionizada. Se ajusta a pH
7.5 + 0.05 con hidrdéxido de amonio (1.5%) y se diluye hasta
2000ml con agua desionizada. Esta solucidn puede
conservarse durante al menos dos semanas a temperatura
ambiente.

3.3 Hidréxido de sodio al 10.67%

3.3.1 Se afiaden 32.0g de grédnulos de hidréxido de
sodio a 200ml de agua desionizada. Se agita hasta su
disolucién y se enfria. Se enrasa hasta 300 ml con agua
desionizada.

3.4 Reactivo DNS

(a) Se suspenden 20g de DNS en 1000ml de agua
desionizada en un vaso de precipitados de 2 1. Se afiaden
300ml de solucidén de hidrédéxido de sodio al 10.67%.

(b) Se calienta la suspensidén en una placa de
agitacién calentada hasta que la solucidén se vuelve
transparente. La temperatura no debe superar los 50°C.

(c) Se afladen gradualmente 600g de tetrahidrato de
tartrato de sodio y potasio a la solucidén con mezclado
continuo. Se permite que la solucidén alcance la temperatura
ambiente.

(d) La solucidén se diluye hasta 2000ml con agua
desionizada y se filtra en caso necesario a través de un
filtro grueso de vidrio sinterizado. Se almacena en una
botella de color ambar oscuro a temperatura ambiente. La
solucidén permanece en buen estado durante al menos dos
meses.

3.5 Solucién de sustrato de goma de algarrobo (LBG)

3.5.1 Hay que asegurarse de que todo el material
de wvidrio que entra en contacto con el sustrato esta

extremadamente limpio y libre de posible contaminacidén por
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mananasa. Se recomiendan lavados con l-propanol o coccidn a
120°C.

5.1.1 Se colocan 500ml de tampédn de Tris-
clorhidrato en un vaso de precipitados de 1000ml. Se coloca
el vaso de precipitados en un bafio de agua en ebullicidén o
en una placa de agitacidén calentada y se permite que la
temperatura en el vaso de precipitados alcance los 80°C. Se
agita réapidamente la solucidén mientras que a la vez se
afladen muy lentamente 1.4 g de goma de algarrobo. Se reduce
el mezclado y se mantiene la solucidén a 60°C en un bafio de
agua durante 60 minutos. Se enfria hasta temperatura
ambiente. Se ajusta a 500 ml con agua desionizada. Se
centrifuga a 3500 rpm durante 10 minutos. Se wusa el
sobrenadante transparente como sustrato.

3.6 Preparacién del patrén de enzima

3.6.1 Se selecciona un lote de producto final de
mananasa como patrén. Esto se ajusta igual al valor de MU
comunicado en el certificado de analisis del lote. Usando
este material, se prepara una curva patrén de 3 puntos
usando una muestra de concentracién conocida en MU/litros.
Se diluye el patrdén del mismo modo, usando tampbdn de Tris-
clorhidrato de tal forma que su absorbancia neta cae por
debajo del intervalo lineal del ensayo después de restar el
blanco de reactivo. El intervalo lineal de este ensayo es
de 0.17 yv 0.52 AA. La curva patrdén y las concentraciones de
la muestra entre 0.050 - 0.140 MU/litro se encuentran
tipicamente dentro del intervalo lineal de este ensayo.

3.7 Preparacién de la muestra liquida

3.7.1 Se diluye cada muestra (p/v) en tampdédn de
Tris-clorhidrato, de tal forma que la reaccidén del ensayo

indicada en la seccidén 4 se encuentra entre 0.17 y 0.52 AA
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a 540nm.
3.7.2 Las soluciones enzimdticas diluidas se
almacenan sobre hielo. Para obtener los mejores resultados,

las soluciones de enzima diluidas deben ensayarse antes de

1 hora.
4. Procedimiento de ensayo
4.1 Muestras enzimaticas - Las muestras enzimaticas

deben ensayarse por duplicado

4.1.1 Se equilibran 2ml de sustrato LBG a 40°C en
tubos de ensayo de vidrio de 16x100 durante 20 minutos.

4.1.2 Se afiaden 0.5ml1 de dilucién de muestra
enzimatica, se mezcla y se incuban durante exactamente 10
minutos.

4.1.3 Se detiene la reaccidén mediante la adicidn
de 3.0 ml de la solucién de DNS y se mezcla.

4.1.4 Se hierve la muestra durante 15 minutos en
el bafio de agua en ebullicidén, cubriendo la parte superior
de cada tubo de ensayo con una tapa para impedir la
evaporacién. Se enfria en un bafio de agua helada durante 50
minutos. Se permite que las muestras se equilibren a
temperatura ambiente durante 10 minutos.

5.1.1 Se lee la absorbancia a 540 nm contra el
blanco de agua desionizada. La absorbancia debe estar entre
0.17 yv 0.52 AA, después de restar el blanco de reactivo.

4.2 Blanco de reactivo

4.2.1 El blanco puede ejecutarse individualmente.
Este control de reaccidn es para reducir el azlcar presente
en el sustrato LBG o presente en la muestra enzimatica.

5.1.1 Se equilibran 2ml de sustrato LBG a 40°C en
tubos de ensayo de vidrio de 16x100 durante 20 minutos.

5.1.2 Se incuba durante 10 minutos adicionales.
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5.1.3 Se afiaden 3.0ml de solucidén de DNS vy se
mezcla. Se afiaden 0.5ml de dilucidén de enzima y se mezcla
de nuevo.

5.1.4 Se hierve durante 15 minutos en el bafio de
agua en ebullicidn, cubriendo la parte superior del tubo de
ensayo con una tapa para impedir la evaporacidén. Se enfria
en un bafio de agua helada durante 5 minutos. Se permite que
las muestras se equilibren a temperatura ambiente durante
10 minutos.

5.1.5 Se lee la absorbancia a 540 nm contra el
blanco de agua desionizada.

5. Calculos

5.1 Para determinar la absorbancia neta, se resta la
media del Dblanco de reactivo/enzima de la lectura de
absorbancia de todos los patrones y muestras.

5.2 Se prepara una curva patrén usando regresidn
lineal, donde la absorbancia neta se encuentra en el eje Y
y la concentracién (MU/litros) en el eje X.

5.3 El coeficiente de relacidén debe ser >0.998.

5.4 Se determina la concentracidén de cada muestra
mediante regresién lineal.

5.5 Para liquidos: MU Mananasa /kg muestra =

valor de la curva (MU/litro) * factor de dilucidn de
muestra (volumen total (litro)/peso de la muestra(kg))

Ejemplo 3

Prueba 2: Actividad de endoglucanasa, Actividad de
carboximetilcelulosa (CMC)

PROPOSITO Este método de ensayo debe usarse para
determinar la actividad de endoglucanasa de celulasa en
unidades CMC.

Nota: La celulasa comunicada en UI/g o UI/ml (unidades
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internacionales) es equivalente a CMC/g o CMC/ml,
respectivamente.

PRINCIPIO Este ensayo mide la liberacidén de azlcares
reductores mediante la accidén de celulasa en un sustrato de
CMC. La velocidad de liberacién de azlUcar reductor, medida
mediante la reaccidédn con acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
es proporcional a la actividad enzimatica. Una unidad de
CMC se define como la cantidad de enzima necesaria para
generar 1 ”~.mol de equivalentes de azlUcar reductor de
glucosa por minuto en las condiciones del ensayo. La
actividad en este procedimiento se mide en relacidn con un
patrén de enzima con unidades CMC asignadas.

PROCEDIMIENTO

1.0 Materiales y equipamiento

1.18 Tubos de ensayo de 18 x 150 mm

1.19 Bolas

1.20 Cubetas

1.21 Pipetas vy puntas de desplazamiento positivo,
Ranin Inc.

.22 Medidor de pH

.23 Bafio de agua ajustado a 50° C

.24 Bafio de hielo

.25 Bafio de agua en ebullicidn

.26 Espectrofotdmetro

.27 Agitador magnético

.28 Crondbmetro

.29 Filtro de vidrio grueso, VWR KT93700-47
.30 Botella &mbar oscuro

.31 Pipetas de desplazamiento positivo

.32 Vortex

HF R R R R R R R R R R R

.33 Gradilla para tubos de ensayo
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2.0 Reactivos: Se wusan 1los siguientes reactivos o
equivalentes.

2.9 Sal de sodio de carboximetilcelulosa sdédica

Fluka 21900, el grado de sustitucidén debe ser de
0.70-0.85

2.10 Acido 3,5-dinitrosalicilico, sal de sodio (DNS),
Merck 10846

2.11 Tartrato de sodio y potasio, tetrahidrato, Merck
8087

2.12 Hidréxido de sodio, grado de reactivo

2.13 Acido acético glacial, grado de reactivo

3.0 Preparacién de reactivos

3.1 Tampén de acetato de sodio 0.05 M, pH 4.8

3.1.1 A 900 ml de agua destilada se le afiaden 2.85
ml de &cido acético glacial. Mientras que se agita con una
barra de agitacién magnética, se ajusta el pH a 4.8 con
hidréxido de sodio al 50%. Se enrasa hasta un volumen total
de un litro con agua destilada.

3.4 Solucidén de hidréxido de sodio al 10.67% (p/v)

3.2.1 Se afiaden 32.0 g de granulos de hidrdéxido de
sodio a 200 ml de agua destilada. Se agita hasta su
disolucién y se enfria. Se enrasa hasta 300 ml con agua
destilada.

3.5 Solucidén de sustrato de CMC al 1%

3.3.1 A 99 ml de tampdn de acetato de sodio, se le
aflade 1.00 g de CMC. Se agita para mezclar exhaustivamente
y se mantiene a 4°C durante al menos 1 hora antes de su
uso. La solucidén es estable durante 3 dias a 4°C.

3.6 Acido 3,-5-dinitrosalicilico (DNS) al 1%

(e) Se suspenden 20.0 g de DNS en 1000 ml de agua

destilada y se afiaden gradualmente 300 ml de la solucidén de
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hidréxido de sodio al 10.67% mientras se mezcla.

(£) Se calienta la suspensidén en un bafo de agua
ajustado a 50°C (122° F) hasta que la solucidén se vuelve
transparente. La temperatura del bafio de agua no debe
superar los 50°C.

3.4.3 Se afiaden gradualmente 600 g de tetrahidrato
de tartrato de sodio y potasio a la solucidén con mezclado
continuo.

3.4.4 Se diluye la solucidén hasta 2000 ml con agua
destilada y se filtra a través de un filtro de wvidrio
grueso. Se almacena en una botella de color &mbar oscuro a
temperatura ambiente. La solucidén es estable durante 2
meses. La solucidn debe permanecer transparente para su
uso.

4.1 Preparacién de la muestra en granulos

3.7.2 Se disuelven muestras en granulos en tampdn
acetato, de tal forma gque la absorbancia neta obtenida de
la reaccidén de ensayo indicada en la seccién 4.5 se
encuentra entre 0.4 % 0.5. Una preparacién a
aproximadamente 0.2 CMC/ml  producird tipicamente la
absorbancia deseada.

3.7.3 Cuando se preparan muestras, se pesan al
menos 100 mg de granulos. Se disuelven del mismo modo con
tampdén acetato seguin el apartado 4.1.1 wusando agitacidn
magnética. Se registra la concentracidén de grénulo en mg/ml
para los célculos de 5.1. Se mezcla a velocidad media
durante al menos 20 minutos. Se almacenan las muestras
diluidas sobre hielo. Es estable durante al menos 2 horas.

3.7.4 Obsérvese que algunas muestras formaradn una
fina suspensién después del tiempo de mezclado. Deben

tomarse muestras de suspensidén representativas para llevar
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a cabo el ensayo en 4.5.

4.1.4 Se efectla cada preparacidén de muestra granular
por triplicado.

4.2 Preparacién de la muestra liquida

4.1.3 Se diluye cada muestra en tampdn acetato, de
tal forma que la absorbancia neta obtenida de la reaccidn
de ensayo indicada en la seccidén 4.5 se encuentra entre 0.4
y 0.5. Una preparacién a aproximadamente 0.2 CMC/ml
producira tipicamente la absorbancia deseada.

4.1.4 Cuando se preparan muestras, se separan
alicuotas de al menos 0.10 ml de muestra liquida usando una
pipeta de desplazamiento positivo. Se almacena la muestra
diluida sobre hielo.

Es estable durante al menos 2 horas.

4.1.5 Se efectlia cada preparacién de muestra
liquida por triplicado.

4.3 Preparacién del patrén de trabajo

4.4

4.3.1 Se selecciona un lote de producto final de
celulasa (ya sea ligquida o en gréanulo) como patrdédn. Esto se
ajusta igual al valor de CMC comunicado en el certificado
de andlisis del lote. Usando este material, se prepara un
patrén de trabajo de CMC/ml conocido seguin los epigrafes
4.1 o 4.2. Se diluye el patrdédn usando tampdn acetato, de
tal forma que la absorbancia neta obtenida de la reaccidn
de ensayo indicada en la seccidén 4.5 se encuentra entre 0.4
y 0.5. Una preparacién de una solucidén patrdén a
aproximadamente 0.2 CMC/ml produciré tipicamente la

absorbancia deseada.

4.3.2 Se registra la actividad del patrdédn de trabajo
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en CMC/ml. Se usa esto en las secciones de céalculo 5.1 vy
5.2.

4.3.3 Se prepara el patrdédn por triplicado.

4.4 Solucidén de blanco

4.4.1 Se usa tampdén acetato como blanco de solucidn
enzimatica en la seccidén 4.5. Se ejecuta cada blanco de
solucidén enzimdtica por duplicado.

4.5 Reaccidén de ensayo enzimatico

4.5.1 Se incuba 1.00 ml de sustrato CMC a 50°C en
tubos de ensayo de 18 x 150 mm durante 10-15 minutos,
dispuestos en una gradilla para tubos de ensayo.

4.5.2 A intervalos de 20 segundos, se aflade 1.00
ml de las diluciones enzimaticas y los Dblancos para el
sustrato CMC usando una pipeta de desplazamiento positivo.
Se mezcla y se incuba cada reaccidén a 50°C (122°F) durante
10 minutos.

4.5.3 A los mismos intervalos que en el apartado
4.5.2, se afiaden 3.0 ml de solucién DNS y se mezcla.

4.5.4 Se hierven todas las mezclas de reaccidn +
DNS durante exactamente 5 minutos colocando los tubos de
ensayo y la gradilla en un bafio de agua en ebullicibén. Se
cubren las partes superiores de los tubos de ensayo con
bolas para impedir la evaporacidén durante la ebullicidn.
Todas las muestras, patrones vy blancos deben hervirse
juntos. Después de la ebullicidn, se enfrian los tubos de
ensayo en un bafio de hielo.

4.5.5 Se mide la absorbancia de las muestras de
enzima y los blancos a 540 nm frente a agua destilada como
absorbancia cero.

4.5.6 Se resta la media del blanco de absorbancia

de la absorbancia media de las muestras y de los patrones.
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Esta absorbancia neta debe ser de entre 0.4-0.5. En caso de
que no lo sea, deberia repetirse el ensayo.

4.5.7 Se ejecuta <cada muestra de enzima por
triplicado en el ensayo.

5.0 Céalculos

5.1 Se calcula la actividad en las muestras
granulares del modo siguiente:

CMC/g (o UI/g) = (abs. neta de la muestra) (CMC/ml de
patrén de trabajo) (1000 mg/g) (abs. neta del patrdén de
trabajo) (mg de gradnulo/ml de tampdn acetato)

5.2 Se calcula la actividad en las muestras liquidas
del modo siguiente:

CMC/ml (o UI/ml) =(abs. neta de la muestra) (CMC/ml de
patrén de trabajo) (dilucién de la muestra)

(abs. neta del patrdn de trabajo)

Nota: La celulasa comunicada en UI/g o UI/ml (unidades
internacionales) es equivalente a CMC/g o CMC/ml,
respectivamente.

Ejemplo 4

Prueba 3

Se usa un método de viscosidad basado en Viscoman.
Este método puede usarse en la presente para la deteccidn
de niveles muy bajos de actividades de mananasa, amilasa,
CMCasa y pectinasa. (También se divulgan métodos de
viscosidad Utiles en el documento US 2013/0045498 que se
incorpora por referencia). El1 hidrocoloide se escinde por
la enzima, creando de este modo una caida en la viscosidad
de la solucidén de hidrocoloide. La reduccidn de viscosidad
se presenta como un valor de viscosidad relativo calculado
a partir de la viscosidad de una muestra de hidrocoloide

con enzima afadida en relaciédn con una muestra de
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hidrocoloide a la que se afiade H,O0. Por lo tanto, el wvalor
serd siempre de entre 1 y 0, donde 1 significa ausencia de
reduccidén en la viscosidad de la muestra.

Los sustratos son GUAR, almiddén, CMC o pectina.

Se usan dos tampones dependiendo del sustrato;

Acido citrico-fosfato de Mcllvaine:

A) Acido citrico 0.1M; 21.0 g de C6H807, H20 / 1L de
agua desmineralizada

B) hidrogenofosfato disdédico 0.2M; 35.6 g de
Na2HPO4, 2H20/ 1L de agua desmineralizada. Vida util: 3
meses

Tampén, pH 4.0 = 71.50 ml A+ 28.50 ml B (en un
cilindro graduado)

Tampbén, pH 6.7 = 25.00 m1 A + 75.00 ml1 B

Concentraciones de sustrato:

Pectina 2.0% pH 4.0
CMC 0.5% pH 6.7
GUAR 0.5% pH 6.7
Almiddn 3.0% pH 6.7

Preparacidén de solucidn de sustrato:

El tampdén usado para el sustrato especifico se diluye
cinco veces con agua y se calienta en botellas Blue Cap
sobre una placa caliente con imdn. Se pesa el hidrocoloide
y cuando burbujea el tampdn, se espolvorea el polvo bajo
agitacién vigorosa hasta que se diluye (apl. 30 min). Para
el almidén, se recomienda desconectar el calentamiento
durante la adicidén del sustrato y se retira la tapa de la
botella y se evita que hierva el sustrato principalmente

para impedir la formacidén de grumos, etc. La solucién de

hidrocoloide se enfria a 40°C, salvo para la solucidén de
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almidén. E1 almiddn debe almacenarse a 50°C hasta su uso
para evitar la retrogradacién.

Tratamiento de la muestra

Se transfieren 5 ml de sustrato para cada muestra,
incluyendo blanco, a un vidrio Wheaton. Se afiaden 100 pl de
muestra de enzima o diluciones (elaboradas con agua) a los
5 ml de solucidén de sustrato y se mezcla. Pueden afiadirse
hasta 500 pl de muestra en tanto que se aplique el mismo

volumen a la muestra de blanco. Las muestras se incuban a

40°C durante 20 h y después se detiene la reaccidédn poniendo
las muestras sobre hielo. Las muestras se templan después a
10°C para medir la wviscosidad wusando un dispositivo
Brookfield.

Ejemplo 5

Exploracién de actividad secundaria enzimatica

La exploracién se llevd a cabo en la muestra 1 y en la
lactasa comercial GODO YNL2 por comparacién. La muestra 1
es una composicién de polipéptido que comprende una enzima
que tiene actividad transgalactosilante producida por una

célula hospedadora de B. subtilis en la que no estén

inactivadas la celulasa, la mananasa y la pectinasa. Los
ensayos y los resultados se enumeran en la tabla 2. Se
observé que la muestra 1 tenia niveles significativamente
mayores de actividad de mananasa y CMCasa en comparacidn

con la lactasa GODO YNLZ2.

Tabla 2
ID de la muestra Muestra 1 GoDo-YNL2
Uf:
Uf: 0,552
Prueba 3 0,806
F10: 0,895
Pectinasa, Act.Rel. F10: 1,010
F100: 0,904
F100: 0,989
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Uf: 0,000, Uf: 1,010
Prueba 3

F10: 0,009 F10: 1,011
Mananasa, Act.Rel.

F100: 0,011 F100: 1,001

Uf: 0,010 Uf: 0,989
Prueba 3

F10: 0,008 F10: 0,995
CMCasa, Act.Rel.

F100: 0,010 F100: 1,021

Semicuantificacién de 1los niveles de mananasa y
celulasa

Se evaludé el nivel de la celulasa y la mananasa
presente en la muestra 1 diluyendo la muestra hasta que
practicamente no pudo observarse cambio en la viscosidad.
Se ensayd una enzima macerante para determinar si tenia un
efecto en el nivel de mananasa y celulasa presente en el
producto final cuando se usa en el medio de soja durante la
fermentacidén. La enzima macerante es una celulasa conocida
y por lo tanto se ensayd Unicamente respecto de la
actividad de mananasa ya que se esperaria la actividad de
celulasa. El grado de las diluciones (véase la tabla 3)
indica un alto nivel de actividad de mananasa en la enzima
macerante y un alto nivel de actividad tanto de mananasa
como de celulasa en la muestra. El nivel de actividad de
mananasa presente en la enzima macerante no podia explicar
por si solo el nivel de mananasa presente, vya que la
viscosidad relativa era cercana a 1 en una dilucidén de
F10.000 de la enzima macerante, mientras que la muestra 1
tuvo que diluirse hasta més de F100.000 para gque se
aproximase a 1 en la viscosidad relativa.

Viscosidad relativa de una solucidén de GUAR o CMC
afiadida a 100ul de la dilucidén indicada de solucidn madre
de enzima maceradora o de muestra 1. La solucidén madre de

enzima maceradora es una dilucidén 54x de la muestra
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maceradora que corresponde a la dilucidén efectuada cuando

se aflade la enzima al medio de soja durante la fermentaciédn.

Tabla 3
Solucién madre de
Dilucién de|enzima maceradora, |BIF 917 BIF 917
la muestra dilucién 54 x GUAR CMC
GUAR
1x 0,034 0,009
10x 0,235 0,044
100x 0,708 0,054
1.000x 0,123
10.000x 0,957 0,429 0,302
100.000x 0,900 0,874

Exploracién de actividad secundaria en nueva cepa
hospedadora con eliminacién génica para pectinasa, mananasa
y celulasa

Se decidié eliminar génicamente la pectinasa, la
celulasa y 1la mananasa de la cepa hospedadora de B.
subtilis (muestra 2) y después volver a ensayar la
presencia de las actividades secundarias. Se recibid para
su analisis una muestra de la primera fermentacidédn de 3K
usando la nueva cepa. Comparando los resultados con la
muestra de 3K con las gue usan la muestra 1, fue evidente
que los niveles de actividad secundaria para pectinasa,
celulasa y mananasa fueron menores usando la muestra 2

(véase la tabla 4).
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Tabla 4

Act. relativa de|Act. relativalAct. relativa

pectinasa de mananasa de CMCasa

Uf: 0,552 Uf: 0,006, Uf: 0,010
Muestra F10: 0,895 F10: 0,009 F10: 0,008
Lactasa F100: 0,964 F100: 0,011 F100: 0,010

Fl: 0,607 Uf: 0,009 Uf: 0,025
uestra

F10: 1,020 F10: 0,223 F10: 0,030
Lactasa

F100: 1,027 F100: 0,875 F100: 0,081

Especificaciones para los ensayos de viscosidad usando
el dispositivo Gilson Viscoman

Para determinar los niveles umbral de actividad de

mananasa y celulasa en aplicacidén de se usd un

yogur,
ensayo para la cuantificacidén de la actividad de mananasa y

celulasa basado en la reduccidédn de viscosidad. Para este

ensayo, se usd un dispositivo Viscoman pipetman de Biolab

A/S para determinar la viscosidad en cada muestra.
Para determinar la variacidédn en una muestra usando el

dispositivo Viscoman, se mididé la viscosidad en sustrato

GUAR al 0.5% elaborado acorde <con la prueba 3. Se

efectuaron tres mediciones de la muestra en 6 preparaciones

de sustrato diferentes. La variacidén méxima observada en 6

ejecuciones fue ~4%. Por seguridad, el limite de variacidn

dentro de una muestra se ajustd al 5%. Para dque la

variacién de la muestra de blanco no se solapase con la
variaciédn de una muestra con enzima afiadida los presentes
inventores necesitaron observar un cambio en la viscosidad
de més del 10%. Esto significa que la viscosidad relativa
debe ser menor de 0.9 para poder afirmar que la muestra
contenia actividad de mananasa. El limite

superior en
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términos de viscosidad relativa para la curva patrdén se

ajustd consecuentemente a 0.85.

Tabla 5
N.° de |Viscosidad media
DES. EST. CV%

ejecucién (Cp)

1 51,67 0,23 0,45
2 64,57 0,81 1,25
3 68,00 0,82 1,20
4 68,30 2,62 3,84
5 77,10 1,51 1,96
6 78,80 1,40 1,78

Se ensay6 el intervalo de dilucidén de enzima adecuado
para un ensayo de viscosidad de mananasa usando un patrdén
de 699 MU/kg. También se ensaydé una muestra que contenia
actividad de mananasa, la muestra 1. Se observd mediante el
método de minimos cuadrados que los datos presentaron una
linea recta cuando se representd la viscosidad relativa
frente a LN (MU/kg) (véase la fig. 2). A partir de 6
ejecuciones con las diluciones de patrén de enzima en
sustrato GUAR se llegd a la conclusidén de que se obtuvo una
linea recta en la que R*>0.98, dentro del intervalo 0.25-
0.85 (datos no mostrados). Para 1limitar 1la cantidad de
pruebas, se determind una especificacidén para los valores
de viscosidad relativas para que fuesen 20.25 y £0.85 para
todos los sustratos usados.

La grafica en la figura 2 muestra la viscosidad
relativa representada frente a LN (MU/kg) para diluciones
de la muestra 1, patrén en el que se determind la
viscosidad usando la velocidad 2 en el dispositivo Viscoman.
También muestra la viscosidad relativa para muestras de 1-4

MU/kg de la muestra 1 determinadas con la velocidad 1 vy
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para muestras de 5-80 MU/kg de la muestra 1 determinadas a
la velocidad 2, representadas frente a LN (MU/kg).

Ademéas, también fue evidente que la funcidén Ilineal
solo podia obtenerse cuando se tenian datos que usaban la
misma velocidad en el dispositivo Viscoman (véase la fig.
1). Los datos se han obtenido a la misma velocidad en el
dispositivo Viscoman. Las muestras con baja viscosidad son
las més relevantes para este ensayo y por lo tanto, todas
las muestras deben medirse usando la velocidad 2, lo que
significa que la viscosidad es menor de 400 mPa * s. Por lo
tanto, se definid®é que la muestra de blanco de sustrato
debia tener una viscosidad de entre 60-130 mPa * s cuando
se mide con el dispositivo Viscoman a la velocidad 2.

Ensayo de mananasa cuantitativo

Para configurar un ensayo cuantitativo de mananasa
basado en la viscosidad relativa, los presentes inventores
emplearon un control establecido y un patrdédn de 450 MU/kg
procedente de un ensayo colorimétrico de mananasa. Se
determiné la actividad de mananasa de la muestra 1, la
muestra 2 y la enzima macerante. Extrapolando la recta, se
observa que el limite de deteccidén es ~0.003 MU/kg para
polvo (méx. 1lg en 10 ml) y de 0.0003 MU/kg para ligquido.

Cada muestra se tratd del modo descrito en la prueba 3,
pero la viscosidad se determindé wusando el dispositivo
Viscoman. Se usd una curva patrén de cuatro puntos para
calcular 1la actividad de mananasa de cada muestra. La

siguiente tabla se refiere a la fig. 3.

ID de 1la|Act.
muestra (MU/kqg)

Control 671,51

Patrén 742,62
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Muestra 19,14

Muestra 2 0,062

Enzima
3,089
macerante

Un calculo muestra que la actividad de mananasa en la
muestra 2 tiene su origen principalmente en la enzima
macerante (3 MU/kg dividido entre 54, correspondiente a la
dilucidn cuando se afiade la enzima macerante en el medio de
soja). Por 1lo tanto, puede confirmarse que el gen de
mananasa se ha eliminado génicamente de manera eficaz de la
cepa hospedadora.

Ensayo de celulasa cuantitativo

El control. 2222 CMCU/g y el patrdén. 2306 CMCU/g se
usaron para configurar un ensayo cuantitativo de celulasa
basado en la viscosidad relativa. Los valores de viscosidad
relativos para el patrdén se representaron frente a LN
(CMCU/g) y se confirmé que eran lineales dentro de la
viscosidad relativa de 0,242-0,885 (véase 1la fig. 4).
Extrapolando 1la recta, se observa que el limite de
deteccidén para este ensayo es ~ 0.002 CMCU/g para liquidos
y de 0.02 CMCU/g para polvos.

Se ensayaron dos muestras adicionales procedentes de
las fermentaciones con y una sin enzima maceradora respecto
de su actividad de celulasa conjuntamente con las muestras
existentes. Los resultados demuestran que la eliminacidn
génica de las celulasas de la cepa hospedadora habia sido
eficaz (34 CMCU/g frente a ~4 CMCU/g) aungque aun habia
cierta actividad presente debido a la adicién de la enzima
maceradora en el medio de soja durante la fermentacidn

(véase la tabla 6 y la figura 4).
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Tabla 6
ID de la muestra CMCU/g
Control 2414
Muestra 1 34,38
Muestra 2 4,1

Patrén: fermentacidn con enzima maceradora, 806

LAU/g 3,4

Patrén: fermentacidn sin enzima maceradora, 971

LAU/g < 0,002

Nivel umbral de celulasa en aplicacién de yogur

Para establecer un nivel umbral de celulasa para
aplicacién de yogur, se usd bebida de yogur tratada con el
control de celulasa usado para el ensayo de viscosidad. Se
separd en alicuotas de 5 ml una bebida de yogur (MILRAM,
bebida de kefir, Erdbeere; BB 14-02-14) en vasos Wheaton
por duplicado para cada muestra. Se diluyd adicionalmente
una dilucidén madre de (0,081ml en 1000ml) en cuatro nuevas
muestras por un factor de 10. Se afiadieron 100pl de cada
muestra asi como 100ul de H,0dd para las muestras de blanco
a cada uno de los 5 ml de yogur. Después, se almacenaron
las muestras a 4°C o 40°C. En varios instantes, se midid la
viscosidad usando el dispositivo Viscoman a la velocidad 2.

La viscosidad relativa se representd frente al tiempo
(a) horas b) dias) de incubacidén a a) 40°C o b) 4°C de la
muestra de dilucidén. Para cada dilucidén, se indican las
CMCU/ml de yogur.

Los resultados se representan como viscosidad relativa
representada frente al tiempo de incubacidén a 40°C (fig. 5a)
o 4°C (fig. 5b). Las curvas muestran un desarrollo similar

frente al tiempo, lo que indica que la incubacidén a 40°C
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podria wusarse a modo de ensayo acelerado en lugar del
laborioso ensayo de incubacién a 4°C.

Para calcular los niveles umbral, se definidé que el
nivel aceptable de actividad de celulasa podria reducir la
viscosidad menos de un 10% durante el tiempo de
almacenamiento. Basandose en los datos mostrados en la fig.
5b, se calculd la actividad especifica (reduccidén de 1la
viscosidad relativa/CMCU/por ml de yogur/h) para cada punto
de datos asumiendo que la maxima actividad especifica
observada representaria la velocidad inicial.

Se observd que la maxima actividad especifica era de
9.6 reduccidén de la viscosidad relativa/CMCU/por ml de
yogur/h, lo que significa que la viscosidad podia reducirse
un 960%. CMCU en un ml de yogur cada hora. Por tanto, puede
calcularse el nivel wumbral de CMCU/ml gque permite una
reduccién del 10% de la viscosidad durante varios periodos
de almacenamiento (véase la tabla 7).

Nivel umbral = 0,1 / (actividad especifica * horas de
almacenamiento)

Para el almacenamiento durante 1 mes, el nivel umbral

se calcula del modo siguiente; 0.1/ (9.6*720) =1,45 x 107°

Tabla 7

Control de celulasa. 960% reduccién de la
viscosidad/h/CMCU/ml

Umbral (CMCU/ml de
tiempo de Reduccién de |yogur) (reduccién
almacenamiento la visc. x|de la wvisc. max.
a 4°C (meses) |Horas hora del 10%)
9 6480 |62208 1,61E-06
8 5760 |55296 1,81E-06
7 5040 |48384 2,07E-06
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6 4320 [41472 2,41E-06
5 3600 |34560 2,89E-06
4 2880 |27648 3,62E-06
3 2160 |20736 4,82E-06
2 1440 |13824 7,23E-06
1 720 6912 1,45E-05
14 dias 336 3226 3,10E-05

Comparando los calculos con los datos en la figura 5b
se observa que se correlacionan con los datos obtenidos
para todas las diluciones incubadas durante un periodo de 1
mes a 4°C. Los niveles de 3.6x10°° CMCU/ml o menores no
redujeron la viscosidad méds de un 10% en un mes, mientras
que mas de 3.6x107°° CMCU/ml redujo la viscosidad en mas de
un 10%.

Conclusién

Los genes de pectinasa, celulasa y mananasa se han
eliminado génicamente de manera eficaz de la cepa
hospedadora.

Todas las publicaciones mencionadas en la memoria
descriptiva anterior se 1incorporan al presente documento
por referencia. Seran evidentes varias modificaciones vy
variaciones de los métodos y el sistema descrito de 1la
presente invencidn para los expertos en la materia sin
apartarse del alcance y el espiritu de 1la presente
invencién. Aungque la presente invencién se ha descrito en
relaciédn con realizaciones preferidas especificas, debe
entenderse que la invencidén reivindicada no debe limitarse
de manera indebida a dichas realizaciones especificas. De
hecho, se pretende que diversas modificaciones de los modos
descritos para 1llevar a cabo la invencién, que son

evidentes para los expertos en quimica, bioguimica,
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biologia o campos relacionados se encuentren dentro del
alcance de las siguientes reivindicaciones.

Lista de secuencias

>SEQ ID NO: 1 (BIF_917)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpaf
ddsawggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkqgtvf
pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vlidtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraierqgveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevifdmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklv
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
walygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstekt

>SEQ ID NO: 2 (BIF_995)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpaf
ddsawqggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkgtvf
pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vlidtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraierqgveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevidmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklv
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
waiygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
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agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakag
sfsvagtvaggkisvrvtmideigal

>SEQ ID NO: 3 (BIF_1068)

Vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpat
ddsawggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkqgtvf
pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vlidtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraierqgveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevidmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvy
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
waiygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsqgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakag
sfsvagtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsant
avhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvigkefkvtatirvg

>SEQ ID NO: 4 (BIF 1172)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpaf
ddsawggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkgtvi
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pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vldtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraiergveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevidmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklv
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
walygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakag
sfsvagtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsant
avhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvigkefkvtatirvgrsgvtigssvsgnalrltqg
nipadkgsdtldaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqgqgl
ggivmyffrdsnavrfpdagktkiqgi

>SEQ ID NO: 5 (BIF 1241)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpaf
ddsawqggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkgtvf
pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vldtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraierqgveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevifdmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklv
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
waiygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsqgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
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vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakag
sfsvagtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsant
avhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvigkefkvtatirvgrsgvtigssvsgnalrltqg
nipadkgsdtldaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqqgl
ggivmyffrdsnavrfpdagktkigisadgknwtdlaatetiaagessdrvkpytydfa
pvgatfvkvtvtnadtttpsgvvcaglteielktat

>SEQ ID NO: 6 (BIF_1326)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpaf
ddsawggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkqgtvf
pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vlidtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraierqgveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevifdmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvy
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
waiygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsqgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakag
sfsvagtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsant
avhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvifgkefkvtatirvgrsgvtigssvsgnalrltqg
nipadkgsdtldaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqql
ggivmyffrdsnavrfpdagktkigisadgknwtdlaatetiaagessdrvkpytydfa
pvgatfvkvtvtnadtttpsgvvcaglteielktatskfvtntsaalssltvngtkvsd
svlaagsyntpaiiadvkaegegnasvtvlpahdnvirvitesedhvtrktftinlgte
gef
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>SEQ ID NO: 7 Nuacleo catalitico de glucésido hidrolasa
de Bifidobacterium bifidum

gnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpafddsawggvdlphdysitgkysgsneaes
aylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvklgthpygyspfsfdl
tgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgiyrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslat
gqnggdvtmnlttkvandteaaanitlkgtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadv
tstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggkvldtydteygfrwtgfdatsgfslngek
vklkgvsmhhdggslgavanrraierqgveilgkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgv
lvveevidmwnrskngntedygkwfggaiagdnavlggdkdetwakfdltstinrdrna
psvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmty

>SEQ ID NO: 8 secuencia de nucledétidos que codifica la
longitud completa

gcagttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccg
gaagttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgce
gaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgatt
cagcatggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaa
agcaatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagcectt
tacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctata
tgaatgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattca
ccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcegt
caaagttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagag
atgttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaa
acaccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagt
cgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaag
gcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagca
ggcgcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaat
taaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctgg
atacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcecttt
tcactgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctc
acttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaa

tgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtc
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tgcaatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaa
aaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatg
cagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaatt
aaccgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatgga
aggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatgga
caaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaac
tggaacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcac
aaattattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaa
tttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaaca
ggcggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctyg
gggagcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggca
catatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggc
tcaggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatecgttgatac
agcaggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttc
atacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaat
aatgttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaa
aggctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcgg
caggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaac
atgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatga
tgaaaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaa
caggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggce
aaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccgga
tgcagcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgata
atggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggce
aaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaa
agcagatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaa
gcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaactattatgtcaaaacaggce
aacaaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatag
acaaaacgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcatttt
cagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttcgcgtcacaatgattgatgaa
attggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttecttcce
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gggatcaagaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtcce
attggacaaaaccggcagatacagtctataatacagcaggcacagtcaaagtaccggga
acagcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaag
ccaagttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattc
cggcagataaacaatcagatacactggatgcgattaaagatggctcaacaacagttgat
gcaaatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaagce
aggccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccaga
tcgtcatgtatttttttcgcgatagcaatgcagttagatttccggatgctggcaaaaca
aaaattcagatcagcgcagatggcaaaaattggacagatctggcagcaacagaaacaat
tgcagcgcaagaatcaagcgatagagtcaaaccgtatacatatgattttgcaccggttyg
gcgcaacatttgttaaagtgacagtcacaaacgcagatacaacaacaccgtcaggecgtt
gtttgcgcaggcctgacagaaattgaactgaaaacagcgacaagcaaatttgtcacaaa
tacatcagcagcactgtcatcacttacagtcaatggcacaaaagtttcagattcagttc
tggcagcaggctcatataacacaccggcaattatcgcagatgttaaagcggaaggcgaa
ggcaatgcaagcgttacagtccttccggcacatgataatgttattcgecgtcattacaga
aagcgaagatcatgtcacacgcaaaacatttacaatcaacctgggcacagaacaagaat
ttccggctgattcagatgaaagagattatccggcagcagatatgacagtcacagttgge
tcagaacaaacatcaggcacagcaacagaaggaccgaaaaaatttgcagtcgatggcaa
cacatcaacatattggcatagcaattggacaccgacaacagttaatgatctgtggatcg
cgtttgaactgcaaaaaccgacaaaactggatgcactgagatatcttccgcgtccggea
ggctcaaaaaatggcagcgtcacagaatataaagttcaggtgtcagatgatggaacaaa
ctggacagatgcaggctcaggcacatggacaacggattatggctggaaactggcggaat
ttaatcaaccggtcacaacaaaacatgttagactgaaagcggttcatacatatgcagat
agcggcaacgataaatttatgagcgcaagcgaaattagactgagaaaagcggtcgatac
aacggatatttcaggcgcaacagttacagttccggcaaaactgacagttgatagagttg
atgcagatcatccggcaacatttgcaacaaaagatgtcacagttacactgggagatgca
acactgagatatggcgttgattatctgctggattatgcaggcaatacagcagttggcaa
agcaacagtgacagttagaggcattgataaatattcaggcacagtcgcgaaaacattta
caattgaactgaaaaatgcaccggcaccggaaccgacactgacatcagttagcgtcaaa
acaaaaccgagcaaactgacatatgttgtcggagatgcatttgatccggcaggecctggt
tctgcaacatgatagacaagcagatagacctccgcaaccgctggttggcgaacaagcgg
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atgaacgcggactgacatgcggcacaagatgcgatagagttgaacaactgcgcaaacat
gaaaatagagaagcgcatagaacaggcctggatcatctggaatttgttggcgcagcaga
tggcgcagttggagaacaagcaacatttaaagtccatgtccatgcagatcagggagatyg
gcagacatgatgatgcagatgaacgcgatattgatccgcatgttccggtcgatcatgceca
gttggcgaactggcaagagcagcatgccatcatgttattggcctgagagtcgatacaca
tagacttaaagcaagcggctttcaaattccggctgatgatatggcagaaatcgatcgceca
ttacaggctttcatcgttttgaacgccatgtc

>SEQ ID NO: 9 secuencia de nucledétidos que codifica
BIF 917

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaa
gttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaa
ctggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcag
catggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagc
aatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagctttac
aattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccyg
ttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaa
agttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaaca
ccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgce
gaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaaggcg
gaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggc
gcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaa
aaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctggata
catatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggecttttca
ctgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcact
tggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaatgg
gcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtcectge
aatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaa
tggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatgcag
ttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaac
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cgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaagg
catttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatggacaa
aagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaa
ttattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaattt
atggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggc
ggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctgggg
agcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacat
atgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctca
ggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagce
aggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttcata
cactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataat
gttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaagg
ctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcag
gctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaacatg
tatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatga
aaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacag
gcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggcaaa
gatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgce
agcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatg
gctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaa
gtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagce
agatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagca
cagaaaaaaca

>SEQ ID NO: 10 secuencia de nucleétidos que codifica
BIF 995

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaa
gttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaa
ctggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcag
catggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagc

aatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagctttac
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aattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccg
ttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaa
agttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatyg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaaca
ccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgce
gaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaaggcg
gaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggc
gcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaa
aaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctggata
catatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttca
ctgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcact
tggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaatgg
gcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtcectge
aatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaa
tggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatgcag
ttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaac
cgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaagg
catttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatggacaa
aagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaa
ttattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaattt
atggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggce
ggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctgggg
agcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacat
atgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctca
ggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatecgttgatacage
aggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttcata
cactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataat
gttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaagg

ctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcag
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gctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaacatg
tatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatga
aaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacag
gcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggcaaa
gatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgce
agcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatyg
gctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaa
gtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagc
agatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagca
cagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaactattatgtcaaaacaggcaac
aaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagaca
aaacgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcag
ttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttcgcgtcacaatgattgatgaaatt
ggcgcactg

>SEQ ID NO: 11 secuencia de nucleétidos que codifica
BIF 1068

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaa
gttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaa
ctggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcag
catggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagc
aatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagctttac
aattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccyg
ttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaa
agttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaaca
ccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgce
gaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaaggcg
gaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggc
gcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaa

aaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctggata
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catatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttca
ctgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcact
tggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaatgg
gcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtcectge
aatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaa
tggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatgcag
ttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaac
cgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaagg
catttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatggacaa
aagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaa
ttattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaattt
atggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggc
ggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctgggg
agcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacat
atgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctca
ggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatecgttgatacage
aggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttcata
cactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataat
gttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaagg
ctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcag
gctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaacatg
tatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatga
aaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacag
gcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggcaaa
gatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgce
agcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatg
gctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaa
gtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagc
agatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagca

cagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaactattatgtcaaaacaggcaac
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aaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagaca
aaacgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcag
ttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttcgcgtcacaatgattgatgaaatt
ggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttceccggg
atcaagaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccatt
ggacaaaaccggcagatacagtctataatacagcaggcacagtcaaagtaccgggaaca
gcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaa

>SEQ ID NO: 12 secuencia de nucleétidos que codifica
BIF 1172

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaa
gttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaa
ctggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcag
catggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagc
aatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagctttac
aattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccyg
ttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaa
agttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaaca
ccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgce
gaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaaggcg
gaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggc
gcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaa
aaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctggata
catatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggecttttca
ctgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcact
tggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaatgg
gcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtcectge
aatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaa
tggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatgcag
ttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaac
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cgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaagg
catttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatggacaa
aagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaa
ttattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaattt
atggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggc
ggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctgggg
agcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacat
atgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctca
ggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagce
aggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttcata
cactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataat
gttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaagg
ctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcag
gctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaacatg
tatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatga
aaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacag
gcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggcaaa
gatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgce
agcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatg
gctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaa
gtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagce
agatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagca
cagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaactattatgtcaaaacaggcaac
aaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagaca
aaacgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcag
ttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttcgcgtcacaatgattgatgaaatt
ggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttecggg
atcaagaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtcecatt
ggacaaaaccggcagatacagtctataatacagcaggcacagtcaaagtaccgggaaca

gcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaagcca
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agttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccgg
cagataaacaatcagatacactggatgcgattaaagatggctcaacaacagttgatgca
aatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaagcagg
ccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcg
tcatgtatttttttcgcgatagcaatgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaa
attcagatc

>SEQ ID NO: 13 secuencia de nucledétidos que codifica
BIF 1241

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaa
gttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaa
ctggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcag
catggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagc
aatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagctttac
aattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccg
ttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaa
agttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaaca
ccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgce
gaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaaggcg
gaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggc
gcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaa
aaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctggata
catatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggecttttca
ctgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcact
tggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaatgg
gcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtcectge
aatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaa
tggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatgcag
ttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaac
cgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaagg
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catttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatggacaa
aagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaa
ttattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaattt
atggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggce
ggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctgggg
agcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacat
atgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctca
ggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagce
aggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttcata
cactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataat
gttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaagg
ctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcag
gctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaacatg
tatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatga
aaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacag
gcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggcaaa
gatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgce
agcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatg
gctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaa
gtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagce
agatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagca
cagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaactattatgtcaaaacaggcaac
aaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagaca
aaacgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcag
ttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttcgcgtcacaatgattgatgaaatt
ggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttecttecggg
atcaagaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtcecatt
ggacaaaaccggcagatacagtctataatacagcaggcacagtcaaagtaccgggaaca
gcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaagcca

agttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccgg
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cagataaacaatcagatacactggatgcgattaaagatggctcaacaacagttgatgca
aatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaagcagg
ccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcg
tcatgtatttttttcgcgatagcaatgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaa
attcagatcagcgcagatggcaaaaattggacagatctggcagcaacagaaacaattgce
agcgcaagaatcaagcgatagagtcaaaccgtatacatatgattttgcaccggttggcecg
caacatttgttaaagtgacagtcacaaacgcagatacaacaacaccgtcaggcgttgtt
tgcgcaggcctgacagaaattgaactgaaaacagcgaca

>SEQ ID NO: 14 secuencia de nucleétidos que codifica
BIF 1326

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaa
gttgtttattcatcagcggtcgatagcaaacaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaa
ctggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcag
catggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagc
aatgaagcagaatcagcatatcttccgggaggcacaggctggtatagaaaaagctttac
aattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccyg
ttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaa
agttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaaca
ccgtcactggcaacacaaaatggcggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgce
gaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaaggcg
gaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggce
gcatcagcagatgttacaagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaa
aaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaaagttctggata
catatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttca
ctgaatggcgaaaaagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcact
tggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaatcctgcaaaaaatgg
gcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctge
aatgaaaaaggcgttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaa
tggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaattgcaggcgataatgcag
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ttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaac
cgcgatagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaagg
catttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcagcaaaactggttgcatggacaa
aagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaa
ttattcagatggcgcaaactatgataaaattcgtacaacacatccgtcatgggcaattt
atggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggc
ggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctgggg
agcagttgcatcatcagcatggtatgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacat
atgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctca
ggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagce
aggctttccgaaagatacatattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttcata
cactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataat
gttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaagg
ctcaacagaaaaaagactgatcggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcag
gctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaaaacatg
tatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatga
aaataatcgcctgattccggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacag
gcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattacagcggatggcaaa
gatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgce
agcaaatagagtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatg
gctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaa
gtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagc
agatggcctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagca
cagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaactattatgtcaaaacaggcaac
aaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagaca
aaacgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcag
ttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttcgcgtcacaatgattgatgaaatt
ggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttceccggg
atcaagaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccatt

ggacaaaaccggcagatacagtctataatacagcaggcacagtcaaagtaccgggaaca
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gcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaagcca
agttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccgg
cagataaacaatcagatacactggatgcgattaaagatggctcaacaacagttgatgca
aatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaagcagg
ccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcg
tcatgtatttttttcgcgatagcaatgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaa
attcagatcagcgcagatggcaaaaattggacagatctggcagcaacagaaacaattgce
agcgcaagaatcaagcgatagagtcaaaccgtatacatatgattttgcaccggttggeg
caacatttgttaaagtgacagtcacaaacgcagatacaacaacaccgtcaggcgttgtt
tgcgcaggcctgacagaaattgaactgaaaacagcgacaagcaaatttgtcacaaatac
atcagcagcactgtcatcacttacagtcaatggcacaaaagtttcagattcagttctgg
cagcaggctcatataacacaccggcaattatcgcagatgttaaagcggaaggcgaaggc
aatgcaagcgttacagtccttccggcacatgataatgttattcgecgtcattacagaaag
cgaagatcatgtcacacgcaaaacatttacaatcaacctgggcacagaacaagaattt

>SEQ ID NO: 15 cebador directo para la generacién de
las variantes de BIF

GGGGTAACTAGTGGAAGATGCAACAAGAAG

>SEQ ID NO: 16 cebador inverso para BIF917

GCGCTTAATTAATTATGTTTTTTCTGTGCTTGTTC

>SEQ ID NO: 17 cebador inverso para BIF995

GCGCTTAATTAATTACAGTGCGCCAATTTCATCAATCA

>SEQ ID NO: 18 cebador inverso para BIF1068

GCGCTTAATTAATTATTGAACTCTAATTGTCGCTG

>SEQ ID NO: 19 cebador inverso para BIF1241

GCGCTTAATTAATTATGTCGCTGTTTTCAGTTCAAT

>SEQ ID NO: 20 cebador inverso para BIF1326

GCGCTTAATTAATTAAAATTCTTGTTCTGTGCCCA

>SEQ ID NO: 21 cebador inverso para BIF1478

GCGCTTAATTAATTATCTCAGTCTAATTTCGCTTGCGC

>SEQ ID NO: 22 BIF1750 de Bifidobacterium bifidum
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vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpaf
ddsawqggvdlphdysitgkysgsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdg
vymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsgi
yrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkqgtvf
pkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevlnggk
vlidtydteygfrwtgfdatsgfslngekvklkgvsmhhdggslgavanrraiergveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevidmwnrskngntedygkwfggaiag
dnavlggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklv
awtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdganydkirtthps
walygsetasainsrgiynrttggagssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfv
agtyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsgwnd
dvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyftpkgstekrligeksftkkt
taagytygvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasv
tttgkaaklkadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvg
vdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeageitvtakadglgsstvkiattavp
gtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakag
sfsvagtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsant
avhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvifgkefkvtatirvgrsgvtigssvsgnalrltqg
nipadkgsdtldaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqql
ggivmyffrdsnavrfpdagktkigisadgknwtdlaatetiaagessdrvkpytydfa
pvgatfvkvtvtnadtttpsgvvcaglteielktatskfvtntsaalssltvngtkvsd
svlaagsyntpaiiadvkaegegnasvtvlpahdnvirvitesedhvtrktftinlgte
gefpadsderdypaadmtvtvgsegtsgtategpkkfavdgntstywhsnwtpttvndl
wiafelgkptkldalrylprpagskngsvteykvgvsddgtnwtdagsgtwttdygwkl
aefngpvttkhvrlkavhtyadsgndkfmsaseirlrkavdttdisgatvtvpakltvd
rvdadhpatfatkdvtvtlgdatlrygvdylldyagntavgkatvtvrgidkysgtvak
tftielknapapeptltsvsvktkpskltyvvgdafdpaglvlghdrgadrppgplvge
gadergltcgtrcdrveglrkhenreahrtgldhlefvgaadgavgegatfkvhvhadg
gdgrhddaderdidphvpvdhavgelaraachhviglrvdthrlkasgfgipaddmaei
dritgfhrferhvg
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>SEQ ID NO: 23 La secuencia de sefial de la lactasa
extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215

Vrskklwisllfalaliftmafgstssaqga

Se hace constar que con relacidédn a esta fecha, el
mejor método conocido por la solicitante para llevar a la
practica la citada invencidén, es el que resulta claro de la

presente descripcidén de la invenciédn.





