Reivindicaciones Modificadas

1. Una célula huésped recombinante capaz de expresar un acido nucleico
heterélogo que codifica un polipéptido que tiene actividad B-galactosidasa y/o
transgalactosilante, CARACTERIZADO PORQUE dicha célula huésped es
modificada para ser deficiente en celulasa, mananasa y pectinasa en comparacion

a la célula huésped parental; y ademas PORQUE

la célula huésped comprende un vector de expresién compuesto por un acido
nucleico que codifica el polipéptido que tiene actividad B-galactosidasa y/o
transgalactosilante y/o la célula huésped se transforma con un acido nucleico que

codifica el polipéptido que tiene actividad B-galactosidasa y/o transgalactosilante; y

donde dicha célula huésped es una bacteria del género Bacillus

2. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 1 CARACTERIZADA

PORQUE la célula huésped se modifica para que sea deficiente en amilasa.

3. La célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 1 o reivindicacion 2,
CARACTERIZADA PORQUE Ila célula huésped es modificada mediante:
mutagénesis que comprende mutagénesis quimica o fisica; o en la cual la célula
huésped es modificada por manipulacion genética comprendida por interrupcion del
gen de una fase, insercion de marcador, mutagénesis de sitio dirigida, supresion,
interferencia de RNA o RNA antisentido.

4, La célula huésped de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 —
3, CARACTERIZADA PORQUE los polipéptidos que tienen actividad celulasa,
mananasa y pectinasa son inactivos, en el cual un polipéptido que tiene actividad
amilasa es inactivo o de preferencia donde los polipéptidos que tienen celulasa,
mananasa Yy pectinasa estan inactivos y opcionalmente el polipéptido amilasa, esta

funcionalmente inactivo con respecto a la actividad enzimatica.

5. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 3, CARACTERIZADA
PORQUE los polipéptidos que tienen actividad celulasa, mananasa y pectinasa, y
opcionalmente el polipéptido que tiene actividad de amilasa, se hacen inactivos por
mutagénesis, preferiblemente en donde la mutagénesis es quimica o mutagénesis
fisica; o en donde los polipéptidos que tienen actividad celulasa, mananasa y

pectinasa, y opcionalmente el polipéptido que tiene actividad de amilasa, se hacen
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inactivos por manipulacion genética de preferencia en donde la manipulacién
genética es una interrupcion del gen de una etapa, una insercion de marcador

mutagénesis dirigida al sitio, supresion, interferencia de ARN o ARN antisentido.

6. Una célula huésped de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, CARACTERIZADA PORQUE el gen pectinasa que se inactiva es

pel pectato liasa.

7. Una célula huésped de acuerdo con cualquier reivindicaciéon precedente
CARACTERIZADA PORQUE la célula huésped es Bacillus subtilis, B.
licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B.

amyloliquefaciens, B. coagulans, B. circulans, B. lautus or B. thuringiensis.

8. Una célula huésped de acuerdo con cualquier reivindicacion precedente
CARACTERIZADA PORQUE la célula huésped es B. subtilis o B. licheniformis.

9. Una célula huésped de acuerdo con cualquier reclamacion precedente
CARACTERIZADA PORQUE el polipéptido con actividad B-galactosidasa y/o
transgalactosilante es seleccionado del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
90%-100% idéntica con la secuencia SEQ ID NO: 1, en la que dicho
polipéptido comprende 980 de residuos de aminoacidos,

b) Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
es 97%-100% idéntica con la secuencia SEQ ID NO: 2, en la que
dicho polipéptido comprende 975 de residuos de aminoacidos,

c) Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
96.5% - 100% idéntica con la secuencia SEQ ID NO: 3, en la que
dicho polipéptido comprende 1300 de residuos de aminoacidos.

d) Un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida bajo
condiciones de baja rigurosidad con i) la secuencia de acido nucleico
comprendida en SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifica el
polipéptido de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 o 5; o i) la cadena
complementaria de i),

e) Un polipéptido codificado por un polinucleotido que comprende una
secuencia de nucledtidos que es 70% - 100% idéntica con la

secuencia de nucledtidos codificada para el polipéptido de la SEQ ID
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NO: 1, 2, 3, 4, o 5 o la secuencia de nucleétidos comprendida en la
SEQ ID NO: 9, 10, 11,12 0 13 que codifica un polipéptido maduro, y

f) Un polipéptido que comprende una supresion, insercién y/o
sustitucion de conservacion de uno o mas residuos de aminoacidos
dela SEQIDNO:1,2,3,405.

10. Un método para proporcionar una composicion de polipéptido que
comprende un polipéptido que tiene actividad B-galactosidasa y/o
transgalactosilante y que tiene un contenido reducido de actividad enzimatica de
celulasa, mananasa y pectinase indeseada, CARACTERIZADO PORQUE el método

comprende:

proporcionar una célula huésped capaz de expresar el polipéptido que
tiene actividad B-galactosidasa y/o transgalactosilante, un polipéptido que
tiene actividad celulasa, un polipéptido que tiene actividad mananasa y un
polipéptido que tiene actividad pectinasa; e inactivar dicha actividad
celulasa, mananasa y pectinasa, en donde el método comprende ademas

opcionalmente inactivar un polipéptido que tiene actividad amilasa;

en donde la célula huésped comprende un vector de expresion que
comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene
actividad B-galactosidasa y/o transgalactosilante y/o la célula huésped se
transforma en un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene
actividad B-galactosidasa y/o transgalactosilante y/o la célula huésped se
transforma con un &cido nucleico que codifica un polipéptido que tiene

actividad 3-galactosidasa y/o transgalactosilante; y

en donde la célula huésped es una bacteria del género Bacillus.

11. El método de acuerdo con la reclamacion 10, CARACTERIZADO
PORQUE los polipéptidos tienen actividad celulasa, mananasa y pectinasa y
opcionalmente el polipéptido que tiene actividad amilasa, esta inactivo por
mutagénesis, preferiblemente donde la mutagénesis es mutagénesis quimica o
fisica; o en donde los polipéptidos tienen actividad celulasa, mananasa y
pectinasa, y opcionalmente el polipéptido que tiene actividad amilasa, esta inactivo
por manipulacion genética, preferiblemente donde la manipulacién genética es una
interrupcion del gen de una fase, insercion de marcador, mutagénesis dirigida al

sitio, supresion, interferencia RNA o RNA antisentido.
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12. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 9,
CARACTERIZADA PORQUE la célula huésped es Bacillus subtilis, B. licheniformis,

B. lentus, B. brevis, B. stearothermophilus, B. alkalophilus, B. amyloliquefaciens, B.

coagulans, B. circulans, B. lautus or B. thuringiensis.

13. Método de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la célula huésped es
B. subtilis o B. licheniformis.

14. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 10 y 11,
CARACTERIZADO PORQUE el polipéptido que tiene actividad B-galactosidasa

y/o transgalactosilante es seleccionado del grupo que consiste de:

a)

b)

d)

un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es 90%
- 100% idéntica con la secuencia SEQ ID NO: 1, en la que dicho

polipéptido comprende 980 de residuos de aminoacidos,

Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que 97% -
100% idéntica con la secuencia SEQ ID NO: 2, en la que dicho polipéptido

comprende 975 de residuos de aminoacidos,

Un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que es
96.5% - 100% idéntica con la secuencia SEQ ID NO: 3, en la que dicho

polipéptido comprende 1300 de residuos de aminoacidos.

Un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida bajo
condiciones de baja rigurosidad con i) la secuencia de acido nucleico
comprendida en SEQ ID NO: 9, 10, 11, 12 o0 13 que codifica el polipéptido
de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4 0 5; 0ii) la cadena complementaria de i),

Un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una
secuencia de nucledtidos que es 70% - 100% idéntica con la secuencia de
nucleodtidos codificada para el polipéptido de la SEQ ID NO: 1,2,3,4,05 0
la secuencia de nucledétidos comprendida en la SEQ ID NO: 9,10,11,12 o

13 que codifica un polipéptido maduro, y

Un polipéptido que comprende una supresion, insercion y/o sustitucion de
conservacion de uno o mas residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1,
2,3,405.

15. Un método para producir un polipéptido que tiene actividad B-galactosidasa
y/o transgalactosilante CARACTERIZADO PORQUE comprende cultivar la célula

huésped de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en un medio de cultivo bajo
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condiciones adecuadas para expresar el polipéptido que tiene actividad [3-
galactosidasa y/o transgalactosilante, y opcionalmente recuperar el polipéptido que
tiene actividad B-galactosidasa y/o transgalactosilante del medio de cultivo o de la

célula huésped.

16. Un proceso para producir un producto lacteo CARACTERIZADO PORQUE
comprende:

(a) Producir un polipéptido que tiene actividad [(-galactosidasa y/o
transgalactosilante utilizando el método de la reivindicacién 14 o proporcionar una
composicion que comprende un polipéptido que tiene actividad (-galactosidasa
y/o transgalactosilante y que tiene un reducido contenido de actividad enzimatica
indeseada de celulasa, mananasa y pectinasa utilizando el método de cualquiera

de las reivindicaciones de la 10y 13 y

(b) Adadir dicho polipéptido o dicha composicion polipeptidica a un
producto lacteo que comprende lactosa, de preferencia en donde el producto
lacteo comprende GOS vy el polipéptido tiene actividad B-galactosidasa y/o

transgalactosilante.
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