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ES 2364 370 T3

DESCRIPCION
Galactosidasa con actividad a-galactosiltransferasa.

PRODUCTO Y PROCEDIMIENTO

La invencion se refiere a una B-galactosidasa con actividad transgalactosilante capaz de convertir la lactosa en una
mezcla de oligosacaridos con uniones B y que produce inesperadamente el disacarido a1-6 galactobiosa con una unién
a. En particular, se refiere a una B-galactosidasa aislada de una cepa recientemente descubierta de Bifidobacterium
bifidum.

La invencion se refiere en particular a secuencias de ADN que codifican la enzima B-galactosidasa aislada, a la enzima
codificada por tal secuencia de ADN y a una célula hospedadora que comprende la secuencia de ADN o un vector
recombinante que incorpora la secuencia de ADN. La invencion también se refiere al uso de la enzima codificada por
una secuencia de ADN, o de la célula hospedadora que contiene una secuencia de ADN o un vector recombinante, para
producir oligosacaridos.

La bifidobacterias colonizan de forma natural el tramo intestinal inferior, un medio que tiene pocos mono- y disacaridos,
ya que los azucares los consumen preferentemente el hospedador y los microbios presentes en el tramo intestinal
superior. Para sobrevivir en el tramo intestinal inferior, las bifidobacterias producen varias clases de exo- y
endoglucosidasas en formas unidas a la superficie y/o extracelulares, mediante las cuales pueden utilizar diversos
glucidos.

Ademas de la actividad hidrolasa, algunas enzimas de las bifidobacterias muestran actividad transferasica. Esta
actividad transglucosilante de las glucosidasas se utiliza mucho para la sintesis enzimatica de diferentes oligosacaridos,
que se ha demostrado que actian como factores que favorecen el crecimiento de las bifidobacterias.

Se sabe que algunos miembros de las bifidobacterias producen enzimas B-galactosidasicas que intervienen en el
metabolismo bacteriano de la lactosa. Mgller, P. L. et al. en Appl & Envinron. Microbial. (2001), 62 (5), 2276-2283
describen el aislamiento y la caracterizacion de tres genes de 3-galactosidasa de una cepa de Bifidobacterium bifidum.
Encontraron que las tres B-galactosidasas eran capaces de catalizar la formacion de galactooligosacaridos con uniones
B mediante transgalactosilacion.

Dumortier et al. en Carbohydrate Research 201, (1990), 115-123 describieron la formacion de oligosacaridos con
uniones 3 mediante una reaccion de transgalactosilacion durante la hidrélisis de la lactosa con Bifidobacterium bifidum
DSM 20456. Su analisis de la estructura de la mezcla de oligosacaridos producidos demostré que los enlaces eran B0J
(1—3), B-(1—6) y B-(1—4) entre D-galactosilos. Dumortier sugirié que los compuestos producidos por el Bifidobacterium
bifidum intervienen en la adhesién de las bacterias al intestino grueso.

Se ha encontrado que una cepa de Bifidobacterium bifidum es capaz de producir una actividad enzimatica galactosidasa
que convierte la lactosa en una nueva mezcla de galactooligosacaridos que contiene inesperadamente hasta el 35% de
los disacaridos de tipo galactobiosa (Gal (a 1-6) Gal). Se sabe que un disacarido similar, galabiosa (Gal (a 1-4) Gal)
(véase Paton, J. C. y Paton A, W (1998) Clin. Microbiol. Revs, 11, 450-479; Carlsson, K. A. (1989) Ann. Reviews
Biochem. 58, 309-350), es un antiadherente capaz de impedir la adhesién de toxinas, por ejemplo la toxina Shiga, y
patégenos, tales como E. coli, a la pared del intestino.

Esta cepa de B. hifidum se deposité con el nimero de acceso NCIMB 41171 en la National Collection of Industrial &
Marine Bacteria, Aberdeen, Reino Unido, el 31 de marzo de 2003. También se describe en la patente del Reino Unido
n.° 2 412 380.

Ahora se ha encontrado que esta cepa de B. bifidum produce varias B-galactosidasas, una de las cuales muestra
inesperadamente actividad a-galactosiltransferasa. Esta enzima produce una serie de oligosacaridos diferentes con
uniones 3, pero también produce la galabiosa, un disacarido con unién a.

De acuerdo con la invencion, se da a conocer una secuencia de ADN que codifica una proteina con una secuencia de
aminoacidos como la ofrecida en la SEQ ID n.° 2. La secuencia de ADN se ofrece en la SEQ ID n.° 1.

De acuerdo con un segundo aspecto de la invencion, se da a conocer una enzima codificada por una secuencia de ADN
como la definida anteriormente. Tal enzima puede comprender la secuencia de aminoacidos ofrecida en la SEQ ID n.° 2.

De acuerdo con un tercer aspecto de la invencién, se da a conocer un vector recombinante, preferentemente un vector
de expresion, que comprende una secuencia de ADN como la definida anteriormente. Tal vector se puede incorporar en
una célula hospedadora, tal como una célula bacteriana, de levadura u de hongo. Alternativamente, la secuencia de
ADN se puede incorporar en tal célula hospedadora. Se puede seleccionar una célula hospedadora adecuada entre
Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Bacillus, por ejemplo Bacillus subtilis o Bacillus circulans, Escherichia y
Aspergillus, por ejemplo Aspergillus niger.

Utilizando la lactosa como sustrato, la enzima codificada por una secuencia de ADN como la definida anteriormente
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produce una mezcla de disacaridos que comprende Gal (B 1-3) Glc, Gal (B 1-3) Gal, Gal (B 1-6) Gal y Gal (a 1-6) Gal.
También se encuentran presentes en la mezcla de oligosacaridos los trisacaridos Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, Gal (B 1-3)
Gal (B 1-4) Glc, el tetrasacarido Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc y el pentasacarido Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B
1-6) Gal (B 1-4) Glc.

La enzima o la célula hospedadora que se han definido anteriormente se pueden utilizar para producir una mezcla de
disacaridos, que incluyen Gal (a 1-6) Gal (galabiosa) que puede formar parte de un producto que mejora la salud del
intestino. Tal producto se puede seleccionar entre el grupo que consiste en productos lacteos (por ejemplo, leche
liquida, leche en polvo seco tal como leche en polvo entera, leche en polvo desnatada, leche en polvo reconstituida,
suero en polvo, leches infantiles, férmulas para bebés, helado, yogur, queso, productos lacteos fermentados), bebidas
tales como zumo de frutas, alimentos infantiles, cereales, pan, galletas, golosinas, pasteles, complementos alimenticios,
complementos dietéticos, productos comestibles simbidticos, productos comestibles prebidticos, alimentos para
animales, alimentos para aves de corral o de hecho cualquier otra comida o bebida.

Alternativamente, los oligosacaridos asi producidos se pueden utilizar para preparar un medicamento, por ejemplo en
forma de comprimido o capsula, para impedir la adhesiéon de los patégenos o de las toxinas producidas por los
patdégenos a la pared de intestino. El medicamento se puede administrar a un paciente, por ejemplo, después de un
ciclo de tratamiento con antibidticos que a menudo altera o incluso destruye la flora normal del intestino sano.

De acuerdo con aun otro aspecto de la invencion, se da a conocer un procedimiento para producir una enzima como la
definida anteriormente que comprende cultivar una célula hospedadora como la definida anteriormente en un medio de
cultivo adecuado en unas condiciones que permiten la expresiéon de la enzima y recuperar la enzima resultante del
cultivo.

La invencién también se dirige a un procedimiento para producir una mezcla de oligosacéridos, entre ellos el disacarido
Gal (a 1-6) Gal (galabiosa), que comprende poner en contacto la enzima como la definida anteriormente o una célula
hospedadora como las definidas anteriormente con un material que contiene lactosa en condiciones que conducen a la
formacion de la mezcla del oligosacarido.

El material adecuado que contiene la lactosa se puede seleccionar entre lactosa disponible comercialmente, leche
entera, leche semidesnatada, leche desnatada, suero de leche, leche reconstituida, impregnado de suero. Tales
productos lacteos se pueden obtener de vacas, bufalos, ovejas o cabras. La leche reconstituida se define como leche
entera que se ha desnatado para retirar la grasa lactea, que se reemplaza posteriormente con la adicion de grasa o
aceite vegetal.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 muestra la secuencia nucleotidica (SEQ ID n.° 1) de la B-galactosidasa de Bifidobacterium bifidum de la
invencion; y

La figura 2 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 2) que corresponde a la secuencia nucleotidica de la
figura 1.

La figura 3 es un grafico que muestra la reaccidon con el transcurso del tiempo durante la sintesis de
galactooligosacaridos con la B-galactosidasa y lactosa al 40% (p/p) en tampén de fosfato a 0,1 M a pH 6,0 como
sustrato; y

La figura 4 muestra una cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucion de la mezcla de galactooligosacaridos
sintetizada por la B-galactosidasa de B. bifidum NCIMB 41171 utilizando lactosa al 40% (p/p) en tampén de fosfato a 0,1
M a pH 6,0 como sustrato (Glc = glucosa, Gal = galactosa, Lac = lactosa, a (1-6) = galactobiosa, GP = grado de
polimerizacion).

Se aisl6 el ADN gendmico de la cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) con el método de Lawson et al. (1989)
FEMS Microbiol. Letters, 65, (1-2), 41-45. EI ADN se digirié con enzimas de restriccion y los fragmentos que tenian un
tamafio maximo de 15 kpb se ligaron con el vector pSP72 que se habia digerido con las mismas enzimas de restriccion.
Las células de E. coli se transformaron con un vector que contenia inserciones que consistian en ADN cromosémico de
B. bifidum digerido con Pstl, EcoRI, BamHI, Kpnl, Smal o Hindlll. Los clones con actividad B-galactosidasa se
seleccionaron en placas de agar Luria Bertani que contenian p-nitrofenilo. X-B-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dr]
galactésido) e isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG). Las mezclas de ligacion con ADN cromosémico digerido con BamHI
dieron lugar a siete clones positivos de 3-galactosidasa, uno de los cuales se identificé como pB1.

El ADN del fragmento B1 insertado se secuencié mediante el método de Sanger de terminacion de la cadena con
didesoxinucleotidos (Russel P., 2002 iGenetics, Pearson Education, Inc., San Francisco, 187-189) con el kit de
secuenciacion en ciclos BigDye Terminator V 3.0 (Applied Biosystems, EE.UU.). La secuencia del ADN de B1 se
muestra en la figura 1 (SEQ ID n.° 1).

El marco abierto de lectura (ORF por las siglas en inglés) se localizé con el buscador de ORF del NCBI (National Center
of Biochnology Information). La secuencia nucleotidica de la figura 1 se tradujo en los seis marcos de lectura posibles y
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se identificd un marco abierto de lectura de 1052 aminoacidos que codificaba una posible $-galactosidasa. La traduccion
se muestra en la figura 2 (SEQ ID n.° 2).

La presente invencién se describira adicionalmente mediante la referencia al siguiente ejemplo.
Ejemplo 1

Material y métodos

Todas las sustancias quimicas y preparaciones de medios utilizados durante este estudio se obtuvieron de Sigma
(Dorset, GRB), Invitrogen (Paisley, GRB), Oxoid (Basingstoke, GRB), Qiagen (West Sussex, GRB) y Promega
(Southampton, GRB).

Cepas bacterianas

La cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) se mantuvo sobre perlas criégenas en tubos de Microbank a —70°C.
Para los ultimos experimentos, se revivid la cepa en agar de Wilkinson Chalgren (WC) (Oxoid, GRB) y medio TPY
(medio con extracto de levadura, fitona y tripticasa) y se hizo crecer en anaerobiosis (composicion de CO2 y N, del 80%
y del 20%, respectivamente) a 37°C durante 48 horas. Se analizé la forma de las colonias y la ausencia de
contaminacion mediante la tincion de Gram.

Cepas de E. coli

La cepa de Escherichia coli DH5a utilizada en este estudio se incubd habitualmente en condiciones aerobias a 37°C en
agar o medio liquido de Luria Bertani (LB) (Sambrook J. y Russell W. D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York) y cuando fue necesario se complementd con antibidticos
(ampicilina a 100 ug/ml y/o cloranfenicol a 15 pg/ml) y 40 pl de X-B-Gal al 2% y 7 pl de IPTG (isopropil-B-Dr]
tiogalactdsido) al 20%, que se aplicaron en la superficie de una placa de agar de 90 mm preparada previamente.

La cepa DH5a de E. coli (Invitrogen, Paisley, GRB) (genotipo: F~ ¢80lacZAM A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1
hsdR17 (r, m’) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1\’) es una cepa positiva para la a-galactosidasa y se utilizé en los
experimentos de expresion y para otras manipulaciones genéticas.

Extraccion del ADN gendmico de Bifidobacterium bifidum

Se aislo ADN gendmico de la cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) utilizando el método que sigue, en el cual
se prepard el ADN cromosémico a partir del sedimento de células recogido de 100 ml de medio anaerobio WC. Se
resuspendieron las células en 10 ml de tampoén TES (Tris-HCI a 10 mM, EDTA a 10 mM, NaCl a 10 mM, pH 8) y se
trataron con 200 pl de una mezcla de lisozima y mutanolisina (4:1, lisozima a 10 mg/ml, mutanolisina a 1 mg/ml) durante
30 minutos a 37°C. A continuacion se trataron las células con 200 pl de proteinasa K (a 20 mg/ml) y 200 yl de RNasa
(ambas a 10 mg/ml), se mezclé y se incubd durante una hora a 65°C. Finalmente, se trataron las células con 2 ml de
SDS al 10% y se incubaron durante 15 minutos a 65°C. Se afiadieron 12 ml de fenol/cloroformo y se repitié la extraccion
hasta que la fase acuosa se pudo separar con facilidad de la interfase. Se precipitdé el ADN gendmico con isopropanol y
se resuspendié en Tris-HCl a 10 mM y EDTA a 1 mM (pH 8). EI ADN gendmico se digirid entonces con enzimas de
restriccion y se ligd con el pSP72 que estaba digerido con las mismas enzimas y tratado con fosfatasa alcalina. La
digestion del ADN gendmico de B. bifidum se realizé con EcoRlI, Pstl, BamHI, Smal y Kpnl. Se utilizaron mezclas de
ligacion para transformar la cepa DH5a de E. coli y se identificaron los clones positivos para la $-galactosidasa como
colonias azules en las placas que contenian X-Gal.

Preparacion del ADN del vector

El vector utilizado para la clonacién y la expresiéon durante este estudio fue pSP72 (Promega, GRB) (Krieg, P. A. y
Melton, D. A. (1987). «In vitro RNA synthesis with SP6 RNA polymerase». Methods in Enzymology, 155: 397-415).

Se eligi6 este vector debido a que no es capaz de complementar por carecer del fragmento a de la $-galactosidasa que
no esta codificado en pSP72. Este vector no lleva el segmento corto de ADN de E. coli que contiene la secuencia
reguladora y la informacion codificante de los primeros 146 aminoacidos de la B-galactosidasa, que en combinacién con
las cepas de E. coli (a saber, DH5a) que expresan la porcion del extremo carboxilo de esta B-galactosidasa, da una BUJ
galactosidasa activa (complementacion a).

El vector se digirié con las enzimas de restriccion siguientes: Pstl, BamHlI, Hindlll, Smal, Kpnl y EcoRI de acuerdo con
las instrucciones del fabricante utilizando un exceso de diez veces de la enzima sobre el ADN (unidades enzimaticas:
microgramos de ADN iguales a diez unidades de enzima por 1 ug de ADN plasmidico o diez unidades enzimaticas por
0,5 pmol de ADN plasmidico). Después de la inactivacion térmica de la enzima (20 min a 65°C), se analizaron los
patrones de restriccion mediante un analisis de electroforesis en gel horizontal. La presencia de un solo fragmento en el
gel indico que la digestion del vector era completa y que habia un unico sitio de restriccion en él.

También se analizé que la digestion del vector era suficiente mediante la transformacion de las moléculas sin ligar en
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células competentes DH5a de E. coli. EI numero de colonias formadas en las placas de agar LB complementadas con
ampicilina (100 pg/ml) fue un indicador de las moléculas sin digerir y del ruido de fondo esperado durante los posteriores
experimentos.

Los vectores se desfosforilaron posteriormente con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIAP, por su nombre en
inglés) (Promega, Southampton, GRB) segun las instrucciones del fabricante. Se comprobd la eficacia del tratamiento
mediante autoligacion (con la ADN ligasa del bacteriéfago T4 segun las instrucciones del fabricante) y la posterior
transformacion en células DH5a. El numero de colonias formadas mostré el numero de moléculas recircularizadas
(vector sin clonar) y una resta de lo anterior con las colonias formadas sin el tratamiento del vector con CIAP mostro el
nuamero de vectores sin desfosforilar.

Construccién de la genoteca de ADN gendmico

El ADN gendmico se digirié parcialmente con seis enzimas de restriccidn que reconocen secuencias de hexanucledtidos
que aparecen con frecuencia en del ADN procariota. EcoRI, BamHI, Pstl , Kpnl, Smal y Hindlll son endonucleasas de
restriccion de tipo Il que reconocen especificamente las secuencias 5'G/AATTC3', 5'G/GATCC3', 5'CTGCA/G3,
5'GGTAC/C3' 5'CCC/GGG3' y 5'A/AGCTTS3' respectivamente, y rompen la doble cadena dentro de estas secuencias, lo
que genera extremos 5'-protuberantes de cuatro nucledtidos, AATT, GATC y AGCT para EcoRI, BamHI y Hindlll,
respectivamente, y extremos 3'-protuberantes ACGT y GTAC para Pstl y Kpnl, respectivamente, y extremos romos para
Smal.

Todas estas enzimas eran activas y capaces de escindir el ADN solo en presencia de iones divalentes de magnesio.
Estos iones eran el Unico cofactor requerido.

Digestién del ADN mediante restriccion

Todas las digestiones de restriccion de las muestras de ADN gendmico se incubaron durante 2 horas a 37°C vy
finalmente se inactivaron por calor a 65°C durante 20 minutos. A continuacion, las reacciones se enfriaron a temperatura
ambiente y se afiadid la cantidad adecuada del tampdn de carga, y después se mezclé con suavidad con un capilar de
vidrio sellado. Las soluciones se cargaron entonces en los pocillos de un gel de agarosa al 0,8% (se le suministra una
potencia de 4 a 5 V/cm durante 14 a 16 horas) y se estimé el tamafio del ADN digerido comparandolo con el de
estandar de ADN de 1 kpb (Promega, GRB) (Sambrook J. Molecular Cloning: A Laboratory Manual [2002]).

Purificacién de los fragmentos generados después de la digestién de restriccion

La purificacion de los fragmentos a partir de las mezclas de reaccion en los geles de agarosa se realizd con el kit de
extraccion en gel QIAEX de Qiagen (West Sussex, GRB). Los protocolos se describen con detalle en el manual del
fabricante.

Ligacién y transformacion del ADN

Después de la purificacion de los fragmentos de ADN con el kit de extraccion en gel QIAEX, se ligaron con el vector
pSP72 tratado con CIAP. Para la ligacion, se transfirieron las cantidades adecuadas de ADN a tubos de microcentrifuga
de 0,5 ml tal y como se muestra en la tabla 1.

Tubo ADN

A Vector (15 fmol ~ 29,7 ng)

B Vector (15 fmol ~ 29,7 ng de ADN) mas inserto
(inserto: 15 fmol ~ 69,3 ng)

C Control de pUC (0,056 fmol ~ 100 pg)

La proporcion molar entre el vector de ADN plasmidico y el fragmento
de ADN de inserto debe ser ~1:1 en la reaccion de ligaciéon. La
concentracion final de ADN debe ser ~10 ng/pl.

Tabla 1: Mezclas de ligacion. El tubo A ilustra el numero de moléculas de vector autoligado, que se debe sustraer del
nuamero total de transformantes después de la transformacion. El tubo B muestra la ligacion del vector con los
fragmentos de ADN y el tubo C muestra el control con el que se calcula la eficiencia de la transformacion.

Antes de cada ligacion, se calentaron los fragmentos de ADN a 45°C durante 5 minutos para separar cualquier extremo
cohesivo que se hubiera rehibridado durante la preparacion del fragmento. Se eligié una proporcion molar de ADN
vector:inserto de 1:1 para todas las reacciones de ligacidén y se ensamblé la reaccidén de acuerdo con las instrucciones
de Promega.

A los tubos A y B se les afiadieron 1,0 pl del tampon de ligacion a 10x y 0,5 unidades Weiss de la ADN ligasa del fago
T4 (Promega, GRB), y se ajust6 el volumen de ligacion a 10 yl con agua de calidad para biologia molecular. A los tubos
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C se les afiadio 1,0 pl del tampdn de ligacion a 10 x y se ajusté el volumen de ligacion a 10 uyl con agua de calidad para
biologia molecular.

Se anadieron los fragmentos de ADN a los tubos junto con el agua y luego se calentaron a 45°C durante 5 minutos para
separar cualquier extremo cohesivo que se hubiera rehibridado durante la preparacién. Se enfrié el ADN a 0°C antes de
que se le afiadieran los restantes reactivos de ligacién y se incubaron las mezclas de reaccién durante una noche a
16°C (Sambrook y Russell, 2001).

Después de la precipitacion con etanol y la purificacion de los fragmentos ligados (para retirar la mezcla de ligacion que
ocasiona la reducciéon de la eficiencia de transformacion), se realizaron las transformaciones de acuerdo con las
instrucciones de Hanahan. Se afadieron aproximadamente 50 ng de ADN ligado en 5 pl de disolucion a 100 ul de
células competentes DH5a de E. coli. Después del choque térmico y la expresién del gen de resistencia a la ampicilina,
se sembraron las células en la superficie de placas de LB con ampicilina (100 pg/ml), X-B-Gal (40 yl de X-B-Gal al 2%) e
IPTG (7 yl de IPTG al 20%).

Se midié el nimero de transformantes de cada reaccion de ligacion. El numero de transformantes que se solian obtener
en el tubo C iba de 2 x 10° a 1 x 10° ufc/ug, mientras que del tubo A iba de 500 a 600 ufc/ug. El numero de
transformantes del tubo A era una indicacion del tratamiento eficaz del ADN del vector. El nimero de transformantes del
tubo B se encontraba en el intervalo de 2-4 x 10 ufc/ug.

Ndmero de transformantes

Las mezclas de ligacion con ADN cromosomico digerido con Pstl dieron lugar a 13 clones positivos de B-galactosidasa
entre ~2500 transformantes cribados, mientras que con BamHI dieron lugar a 7 clones positivos (~1500 transformantes
cribados), EcoRI dio lugar a 3 clones positivos (~1300 transformantes cribados), Kpnl dio lugar a 7 clones positivos
(~2000 transformantes cribados), Smal dio lugar a 3 clones positivos (~1600 transformantes cribados) y Hindlll dio lugar
a 2 clones positivos (~1200 transformantes cribados).

Digestidn de los clones positivos

Para identificar los diferentes genes de B-galactosidasa, los plasmidos aislados de los clones positivos se digirieron
segun la tabla siguiente.

Muestras Enzimas
1.2 digestion  pB1, pB2, pB3, pB4, pB5, pB6, pB7 BamHI
2.2digestion pP1, pP2, pP3, pP4, pP5, pP6, pP7, pP8, pP9, pP10, pP11 Pstl
3.2 digestion pP12, pP13, pP14 Pstl
4.2 digestion pE1, pE2, pE3 EcoRI
5.2 digestion pP1, pP12, pB1, pP2, pE1, pE2, pE3... Pstl y EcoRl
6.2 digestion  pS1, pS2, pS3 Smal
7.2 digestion pP1, pP12, pB1, pP2, pS1, pS2, pS3 Pstl y Smal
8.2 digestion  pK1, pK2, pK3, pK4, pK5, pK6, pK7 Kpnl

9.2 digestion pP1, pP12, pB1, pP2, pK1, pK2, pK3, pK4, pK5, pK6, pK7  Pstly Kpnl

La primera letra (p) indica el plasmido y el gen del inserto, mientras que la segunda letra (P, B, E, S,
K) indica la enzima de restriccion que se utilizd para aislar el clon correspondiente a partir del ADN
gendmico.

El analisis de electroforesis en gel de los fragmentos generados después de la digestion demostrd que los plasmidos
pB1, pP1, pP2 y pP11 tienen un inserto que codifica una B-galactosidasa diferente. Los clones que contienen pB1 se
utilizaron para el analisis posterior.

Secuenciaciéon del ADN

La secuenciacion del ADN se realizé con el método de terminacion de cadenas con didesoxinucleétidos de Sanger
utilizando el kit de secuenciacion por ciclacion BigDye Terminator v.3.0 (Applied Biosystems, EE.UU.) y se analizé con el
ABI Prism 3100, un sistema de analisis de ADN basado en la fluorescencia que incorpora una electroforesis capilar.

Los extremos 5' y 3' de los fragmentos de ADN insertados se secuenciaron con cebadores especificos del vector. Los

insertos se secuenciaron ademas utilizando el Genome Priming System (GPS-1) (New England Biolabs, GRB). El GPS[]

1 es un sistema in vitro basado en el transposén Tn7 que utiliza una transposasa TnsABC para insertar el transposon

aleatoriamente en el ADN diana. Se utilizé la proporcion en masa de ADN donante:diana de 1:4 de acuerdo con las

instrucciones del fabricante. EI numero de plasmidos aislados para la secuenciacién después de la insercion del
6
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Transprimer en el plasmido diana fue 25. Se calcul6é este nimero segun las instrucciones del fabricante y suponiendo
una cobertura con una profundidad de 5 veces.

Para el plasmido pB1, la introduccién de un inserto del transposén de ~1699 pb en la posicién 973 pb cadena abajo del
sitio de clonacién multiple del vector utilizado eliminé por completo la actividad de la B-galactosidasa, lo que indicaba
que el coddn de inicio estaba colocado entre el MCS (sitio de clonacion mudltiple) del vector y el sitio del transposén,
mientras que la introduccion del inserto en la posicion 841 pb cadena abajo del MCS condujo a la formacién de una B[J
galactosidasa activa, lo que indicaba que el codon de inicio se encontraba entre 841 pb y el 973 pb cadena abajo del
MCS. La actividad de la enzima se elimind por completo con la introduccion del inserto en la posicion 3565 pb cadena
abajo del MCS, lo que indicaba que el codén de parada estaba cadena abajo de esta posicion. Ademas, las inserciones
en las posiciones 1239 pb, 1549 pb, 1683 pb, 1832 pb, 2108 pb, 2189 pb, 2270 pb, 2340 pb, 2414 pb, 2574 pb, 2648
pb, 2734 pb, 2807 pb y 3410 pb eliminaron por completo la actividad enzimatica.

La mezcla de reaccion de la secuenciacion contenia aproximadamente de 400 a 600 ng de DNA plasmidico, 3,2 pmol
de solucién con cebador y 4 pl de la soluciéon de BigDye Terminator.

Identificacion del marco abierto de lectura

El marco abierto de lectura (ORF, por sus siglas en inglés) de B1 se localizé con el buscador de ORF del NCBI. Se
utilizé el codigo genético bacteriano y se determin6 que la longitud del marco era de 100 pb. Se tradujo la secuencia
nucleotidica en los seis marcos posibles y se identific6 un marco abierto de lectura de 1052 aminoacidos que codifica
una posible B-galactosidasa (la traduccion se muestra en la figura 2).

Ejemplo 2

Sintesis con la enzima -galactosidasa clonada que se aislé de Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171 en el hospedador
E. coli (cepa DH5a)

La siguiente sintesis descrita, a menos que se mencione otra cosa, se realizé con las células hospedadoras DH5a de E.
coli enteras después del tratamiento de la biomasa de E. coli (recogida por centrifugacién a 10 000 g) con tolueno a una
concentracién de 2000 ppm para aumentar la permeabilidad celular y también para convertir las células en inviables al
destruir su membrana citoplasmica. Se prepard la biomasa de E. coli como se describié en el ejemplo 1 en «Cepas de
E. coli».

Sintesis con la enzima clonada

Se realizé la sintesis con B-galactosidasa a una concentracion de sustrato que era una concentracion inicial de lactosa
al 40% (p/p). Se preparo la solucién de sintesis en tampén de fosfato a 0,1 M a pH 6,8 (o tampon de citrato a 0,1 M, pH
6,2, o tampodn de fosfato de potasio, pH 6,8). Se realizé la sintesis a 40°C en un bafio de agua con agitacién a 150 rpm.
Se eligid el pH 6ptimo para la enzima especifica segin las mediciones de actividad (utilizando o-nitrofenil-B-DJ
galactopiranésido como sustrato) de una preparacion enzimatica especifica a diferentes valores de pH.

Para la sintesis del galactooligosacarido, se centrifugaron (a 10 000 g) 5 ml de una suspension de células DH5a de E.
coli (con una actividad de 2,2 U/ml) para recoger la biomasa y se descarté el sobrenadante. Se resuspendié esta
biomasa con 10 g de la solucion de sustrato al 40% (p/p) para realizar la sintesis.

Las concentraciones de los diferentes azucares presentes en la mezcla durante la sintesis se muestran en la figura 3.
Los cromatogramas de HPAEC-PAD (cromatografia de intercambio aniénico de alta resolucién acoplada a la deteccion
amperométrica pulsante) de las mezclas de galactooligosacaridos sintetizados por la B-galactosidasa clonada de B.
bifidum NCIMB 41171 se muestran en la figura 4. La concentracion de los azucares de la mezcla de
galactooligosacaridos en el punto de tiempo éptimo de la sintesis se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Composicion de glucidos de la sintesis de galactooligosacaridos con una concentracion inicial de lactosa al
40% (p/p) en el punto de tiempo donde se observd una concentracion maxima de oligosacaridos.

Sustrato inicial GP GOS =3 GP GOS =2 Lac Glc Gal
para la sintesis

% (p/p) Concentracion (% de azucares totales)
40 20,45 27,64 12,73 25,90 13,28

Lac: lactosa, Glc: glucosa, Gal: galactosa, GP: grado de polimerizacién 5
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<400> 1

ggatccggtg
cgcggggatc
gaacacgatg
gccggtgaac
gcggaaccgg
aaagatctcc
ggcaagcgtc
gctcattgtg
acccgtgttce
gctcatggtg
atcccgcaaa
caaatcatgc
cttgatgtgc
gaaatgctgg
cccgattcaa
gcgaggacat
cgtccatacc
acgcccattce
tcaggcagag
tccecgatgg
cgceccggatt

aacgcgccga
atgccccagt
acgaacagga
accatgatca
ccccagceggg
gcgatgcgga
ttgtccacgt
ttgtagaacg
cgcgtggact
tggtggcctce
gcgtgagtat
caacgttctg
ttgaatctta
aaagaatttg
cgaggttccc
catgaacaca
gacgacggca
cgatcatgeg
ccttgacggce
gacgagcgac
cgacgattcg

gcgeggtgta
aggagatgtc
ccatgaacac
gcaggatgcc
tgttcgtgtt
tgaccaccac
cgatgaacag
cggcctggec
gcggecttcc
cttgcgacct
agaactttct
caaccggcac
agaaatccac
cgcaatcaag
tcactgcggc
accgacgatc
tggctcgecg
tgctggtete
gaatggcggg
gggccggact
tcgttctcac
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LISTADO DE SECUENCIAS

cgtgctgege
gcgcagcgag
gccggtgttc
aggcacgatg
gtccacgagg
gagtccggtg
cgcggtggtrc
caggttaccg
ggtcgtttecc
gtaaagaatc
tgaaaaagta
tccgtgtgga
gtattctgca
taacaatatt
ggcaacgacg
agcggaagaa
acccgegegt
gctccccagt
tccgegtcga
ggatcagcga

gcgtgcaggt

tcgtgcgagt
tagatcacgt
acatccacga
ccgccaatga
ttgccgagca
atcaccgcga
acgaacgtga
aatgcgtatg
gtgtgttgtg
cgtgcgcgtg
gaaaactata
tgagtaaggt
tgttgcaggc
tatccttgtt
cgacgcaatc
cggcgatccg
gtacgcggtt
cgacggcgag
gacggcgccg
cgtgtcgect
gccctcgeat

cggaggagat
cgagcaggat
ggccgaacag
actgccacgg
gcgggtcgag
tgaggcgttt
tgaagaacgt
cgatcttctg
tggtggatcc
aaccgctccg
ccgcgtgtcg
ttgaagcctg
cttgtgccgce
gtacaaggaa
cgatgcgaaa
atcgtcteccc
caccggctcg
agcacgaatc
acgggccgtt
ctgttcgccg
ctggagactg

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

1020
1080
1140
1200
1260



cggggctgct
cgaaggcecc
cggatggcga
gcgeggecac
ccttcacgec
cggtcgtctg
tgcacggcct
tccatgccga
tgatcgacgg
ccatcgtctg
atgacgcggc
tcgacgcgga
ccatcgagga
gccacgagtt
tccgetteat
cgcgctggta
agacccatgg
acgacgaggc
gcaaccatcc
tcaaggccat
gtgtcaactg
agccggecga
cgttcgtcag
tcatcgacct
aggggctcgt
gcgaccgtcc
ccagccccaa
ggcacggcgt
ccgcacggct
ccgcaggaga
cgcgcgaagt
ccggctacga
ccgagaccag

gcatccgecg

tgceccecgeag
ggccatccce
agtcgecccag
agccatctac
cagcgagttc
ctacgagtat
gttccgctec
cgccgactgg
tgccgegaac
gcacaccgcc
gccatggagc
cggcaaggtc
cggcatcctc
cgactgccgg
gaagcgccac
cgagctgtgce
cagctggaac
ctggctgggc
cagcgtgctc
gagcgcgeac
gaaccatgcc
gatccaagac
ctgtgagtac
cgaacggtac
ccagcgtctg
aaccgactac
ggcgcaggag
gaccatcgag
cctcgaagac
tacccaacac
cacctacgag
gctcgegttce
ccatgacgac

cgacgacgag

tacgtgaacg

gagcatggec
gccgtgegeg
gtgtggctca
gacgtgacgg
tcgagcgega
gtcgaactca
gatctcgcca
gccgegacgg
acgaaagcgg
gccgaacgcc
ctggagaccg
aagctcaacg
cgcggccggg
aacatcaacg
gacgaatacg
agcccecggeg
gcgtgeatcg
gtctggtcge
gcgcacegge
tacgacggga
tggctcgaac
atgcatgcca
gagcgctact
cccgacggga
gaattcgtgg
gtcaagcagc
aaccgcaacc
gggcatgaga
catgacatcg
gtcgatctcc
ggccaactca
gacggcecgeg

gaaattctcc
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tgcagtaccc

atgtggcggt

‘aagggcgcecc

acggctecgtt
acgcgatcaa
gctggttgga
acgcgaggec
catcaagggg
tcgacttcge
acggaacgct
ccgacctgta
ctcgcactcg
gcaagcgect
ccatcaccga
cggtgcgcac
gcatctacct
acatccccgt
accggctgga
tgggcaacga
ttgatccggg
tcagcgactt
acggcgacga
tgggcaactc
ccggcgggtt
gcgaacgect
gcaacggcat
tgtattcgcc
tgttcgecgg
tctggeatge
ccttcccgga
tgctcgecga
ccggecacget
caactcgcac

tgtcacgcac

atgggacgga
ctaccggege
ggtgacgctt
cgttggctac
ggtggacggc
ggatcaggac
cgcegececac
ttcgeteteg
actgtgggac
gcacgccgag
cgagctatcc
catcggcttc
cgtgttcegt
agaggacatg
ctcgcactat
gatcgacgag
gggaacctcc
cagcatgatc
atcctacgeg
tcgtccegte
cgaaagccgt
acggggcgag
gtgcggcggt
catctgggat
cagcgtcgac
cgtgttcgce
ggtcaagctc
caccgacggc
cgactaccgt
catcgacgeg
agccaccgea
caaccccgaa
gctcagccga

tcagggaggc

catgaggacc
gagttcgacg
accttccagg
gccgaggact
aacgtgctygg
ttctggcgtc
atcgccgacc
ctggatgtgc
aagaacggca
gccgagatcg
gtcaccctgc
cggcatgtgg
ggcgtcaacc
ctgtgggaca
ccgaaccagt
accaatctgﬁ
gtccccggtg
ctgcgcgacc
ggcgaagtcc
cactacgaag
atgtacgcca
gcgagcaagc
ctgagcgagt
tacatcgacc
ggagaatggg
gaccgcacgc
gcccccgacg
tacgtgttcg
ttcgacgtgg
gacggggata
tgggcgccgg
caggacatca
tggaacgccg
atcgtctcct

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

- 2100

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



ggaagcgcga
tgaccgacaa
gccgatacge
aataccagta
actccgatat
gtctgcecge
acggccccgg
gggacgccac
acgaggacgt
aacgcggcga
ccgegegeeg
cccagatggg
tgcccgeegg
gcggeggeat
cgggcgetgce
tccacggeac
gcaacatccg
tcgaaggecc
acccgatgec
gcaagctcgg
cgtctggtgc
cgcccgtete
ggtcgtcagc
ggagaacgcc
cgtgtaccgg
cacgcgceagt
caaaccatcg
atagcecgrtc
cagatgcgeg
gcccatgatg
cgcgtccaag
cggcgecgga
gtccgcttcg
ttccgtcaac

cgaccgggaa
cgatcgcggt
catcgtaacc
cgaacttgcc
gcgtatgcaa
gttcggtatc
ccccgaggag
cgcgaaggcg
ccgctggetc
ccgtcacttc
ccacgaggac
cgtcggtgga
caggccgctc
gcaccaccat
ggccgcggac
cacccgccag
caccgtgcgc
gttcctcgec
cgaactcatg
gtgcatccgc
gccggecgec
gagacgacgt
aggatgtgac
atgcgggcca
gcgatcgact
gcgttcaacg
ggcatgctgc
tccacggtga
gcccactgac
ctgcccacge
gcgtccagea
ttcgtgtcga
ggaaacaccg
tcgtgtatgg

atggtcatcc’

aaccattccg

gaaacgaaaa

gatccgaacc
ctgaccgtcg
gaatgggagc
acctaccgcg
agcatggcgce
gaagccaccg
acggccagcec
ctgcccaaac
gacgactcct
accctcgacg
gccgecgecg
ggcaccggceg
gtcctctcgce
gagaagatgg
ctcaagtgca
gaccgcatgc
cagatcacca
aggtggagta
cttacgcctg
gacgcacccg
actccctttg
ggttgttcac
cctgcaacgc
cggcctcacg
acgtgccgga
ggaacgacag
cgccgagaaa
tcgtctgcga
tgcacacgcc
tggctcccac

acaacgtgag
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gtcgccccga
gtttcgaceg
tccatgaaag
acacgcccgt
aataccccgg
tgcccggega
accgtaagca
cgtatctcat
acatccaagg
tgctgccctg
cgcgccacaa
ggggagcccc
tgaacctcga
gcecccgecta
aggaggcgtt
tcatcaccaa
caacccgecc
agggcgcgea
tcgacgectc
tctecgacccc
aactccttcc
aggaacgaag
ccgctcatge
atcgatcgca
actcaccacg
ccccaccgcea
atggtcagcc
cgaatacacc
ctcgcgaatg
cgcgatatga
cagatcggga
atgcgggage
ggtgatgaac
ctggtccaat

actcgtcacg
tgccgeatgg
cgatgacggt
gtccgtcact
gaacgccact
atacgatcgt
gggcggcaag
ggtgcaggaa
ccacggattg
gaacacctac
ctacctgcgc
cgtccacacg
actcatctga
cgacgcggcg
cgagcgcgec
cccgatggac
cgacatcctc
cgattcgaac
gggcgccgac
accgactgga
agcaaaatcg
cttgcgcgeg
ttcaacccat
tacgaactca
gccaactcgt
agcacgtcgg
accaactgct
aatccgtccg
tcctcgggat
ctgcggcccg
cacacggagt
accatatgca
ccatcaaact

tccaacgact

10

ttccgeccat
ttcgcggecg
ctcgtagcgg
taccatgtca
gacatggcca
ctgcgctact
ctcggcatct
accggcagcec
cgcgtcaccc
acgatcgagg
ctgctcgcgg
gcctaccagc
ccggcaacgg

atcgaggcca

ggccacgegg .

gtgatctgcc
ggctgccacc
tgcctcaaag
ctcgeegeceg
ccgcccaaca
acgcecggtge
gcaccagttc
cgatcagggt
gcggcggcga
cgggaacctc
cggccacgat
ccgcgagacg
tttccaatcc
agtcatgcat
ccgcgatcat
cgaacaggcg
gggctcgcag
ccgttgegeg
ccgcacgctce

3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340



cgcaagaacc
cgcatccaac
gcgcaacaca
tgacaccgtg
atcctccccg
agcggceattg
aggggcaatg
cttatagcgt
gactcaaatg
gatgaggtga
gtgacaggaa
fcgcaatgca
gttgagccgce
ttagcagacc
ctccgataag
ggctaagatc
tttcaacccc
cgaaaagctg
ttaactcatg
cctttaacat
taacgatagg
tgattcttcg
aaacaatgat
gttccatagt
taccggagtc
cctgagtaaa
tcatggcgat
ttcttcttgt
tcgacgaagg
aatgaaatca
tctcgtatga
cgcacctcgc

ttctgcaccg
<210> 2
<211> 1052
<212> PRT

ttccgeagat
accgcgatcg
cgccgacgeg
ctctgcgaca
caaactttag
gcggegtgga
catagggggg
gtcaggtaaa
gccatgatgc
tgcagatccc
atcatctatc
ggactcgcct
acgattatgc
atcggctagg
ttccatattt
agctcggttt
agcatgattt
gttgtgcagc
tgacgcatcg
gaggttgtat
ttgcctttec
ttgtgtccta
gggggctatg
tagcgttaaa
aggaggaatg
agatttattt
caccactccg
agaccactga
atattcaggc
gtgattccga
gcgtgatcat
gcctcaatca

cgaaccgtga

cggcgaagta’

cgggacggaa
tctectectt
ccccggeccg
taaagggttt
agtttaccca
tggcgggcat
agaattatga
atagcgacaa
acatgcgtat
ctcgtatcgg
tcgtattgcc
tgaatggcat
atatatgcat
tcctgaagaa
aattgctgaa
gaagccaaag
ggaatctcca
gcgataaatt
gcggatgcaa
aatccagcgt
gtggcgataa
cttaccgcca
gcatccttac
gcttgcgaat
acggtcactg
gtaagcatga
aacggtaaac
tttttcatga
ttttcgtgcg
cctgccaaat
gcgtcctcaa

t

<213> Bifidobacterium bifidum

<220>

<221> PEPTIDO

<222> (1) .. (1052)
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cgcgtectge
cacgttgcga
gatggagaac
tCCCthact
tactacagca
tgactggtag
gtgcagcaac
ttctcaatcc
tctctegeac
ttatcctatt
aaagatccat
tgtcgttggc
tcgtaataag
tctccagatt
cattgcgaat
ctttcgacaa
ccttttcgac
atgcggeccga
ccttttcceg
tagtgtacgc
cggacgcgat
tccaagttat
atatcagatc
cggagtcata
tcaaactatg
tttccagttg
agaacacgat
gcagtttcgg
tatgcgatat
aatcgcatag
ctcacgatat

tacggcaagt

aattcctcee
taccccatct
gacgggtcgt
tccttgageg
taacccggga
actgcacatg.
attcccgtca
accttcegge
tatggataaa
atcctccect
gccggtattg
taagtttatc
gtttgcaatc
ggtatgtact
gatctcagct
ttcgagcaga
gaaaggtctg
agtggccgea
actgattgcg
ctcgtcgttt
aatctgagag
tectecagat
ccgggatttt
cccggeagaa
ttgttcatcg
ccggttcacg
gacgatcgtg
atggctggaa
ccttgtccgg
attgtggtct
agacattccg

tctcgtttec

1"

cggacggagg
cctcgecacac
tcaacaagcg
tggccatgac
aggcggggtt
tcccggeaat
cctracgatt
cgcgectgca
cccaatccgt
ctgttaaaag
gatatgtcta
catacatgtg
atctgtctaa
tgaactctat
acattaactc
tgattgacga
caacgctcat
agtggatttt
ctgttgagat
tcatatggaa
gccacactat
aatatgccga
atgtctcctt
acgtaatcct
gcatcttctg
acataatatg
gtgaccaatc
tggctcccat
gaacggtttc
tgacgattcc
cactaatcac

caaactttag

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7281



<400> 2

Met
1
Pro
val
Pro
Trp
65
Thr
Ala
His

Tyr

Ile

ser

Asn

Ser

His

val

50

Arg

Ser

Pro

Leu

Pro

130

Gly

Ala

Ala

Ala

Lys

210

Ala

Thr Thr ?sp

Ile
Arg
35

Asp
val
Asp
Gly
Glu
115
Trp
His
Gln
Ala
Glu
195

val

ser

Pro

20

Leu

Gly

Arg

Gly

Phe

100

Thr

Asp

val

Ala

Thr
180
Asp

Asp

Trp

Thr

Asp

Glu

val

Pro

85

Asp

Ala

Gly

Ala

val

165

Ala

ser

Gly

‘Leu

Asp

Thr

Ala

ser

Glu

70

Asp

Asp

Gly

His

val

150

Arg

Ile

Phe

Asn

Glu

Glin

Ala

His

Thr

Thr

Trp

ser

Leu

Glu

TYr

Glu

TYr

Thr

val

215

Asp
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Arg

Trp

Ser

40

Asn

Ala

Ile

Ser

Leu

120

Asp

Arg

Gly

val

Pro

200

Leu

Gln

Lys

Leu

25

Asp

Leu

Pro

ser

Phe

Ala

Pro

Arg

Arg

Tr

18

ser

Ala

Asp

Asn

10

Ala

His

Arg

Thr

Asp

90

ser

Pro

Lys

Glu

Pro

170

Leu

Glu

val

Phe

12

Gly

Asp

Ala

GIn

Gly

75

val

Arg

Gln

Ala

Phe

155

val

Asn

Phe

val

Trp

Asp
Pro
Cys
ser
60

Arg

Ser

val

Pro
140
ASp
Thr
Gly
Asp
Cys
250

Arg

Pro
Arg
Tr

4Sp
Leu
Phe
Pro
Gln
val
125
Ala
Ala
Leu

ser

val
205

Tyr

Leu

Ile

val

30

Ser

Asp

Pro

Leu

val

110

Asn

Ile

Asp

Phe
190
Thr

Glu

His

val
15

Tyr

Arg

Gly

Asp

Pro

val

Pro

Gly

Phe

175

val

Asp

TYr

Gly

ser

Ala

ser

Glu

Gly

80

Ala

Ser

Gln

Glu

Glu

160

Gln

Gly

Ala

Ser

Leu



225

Phe
Leu
Ser
Phe
303
Pro
Leu
Phe

Arg

w
g

Lys

ser

Glu

Pro

Leu

Arg

His

Leu

Ala

290

Ala

Trp

Asp

Arg

Leu

370

Arg

Arg

Arg

Thr

val

450

Ile

val

Lys

ser

Ala

As

27

Leu

Asp

ser

Ala

val

Ala

His

Trp

Asn

435

Gly

Asp

Leu

Ala

Trp

Gly

Ala

ASp

340

val

Phe

Ile

Asn

Leu

Thr

Arg

val

Met

Glu

245

Ala

Leu

Asp

Thr

Glu

325

Gly

Ala

Arg

Thr

Ile

405

Glu

Glu

Ser

Leu

™"

48

ser

230

Leu

Asp

Ile

Lys

Leu

310

Arg

Lys

Ile

Gly

Glu

390

Asn

Leu

Thr

val

As

47

ser

Ala

Asn

Trp

Asp

Asn

295

His

Pro

val

Glu

val

375

Glu

Ala

Cys

His

Pro

455

ser

Leu

His

Ala

Asp

Gl

28

Gly

Ala

AsSp

Leu

AsSp

360

Asn

Asp

val

Asp

Gly

Gly

Met

Gly

Ala
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Arg

Leu

265

Ala

Thr

Glu

Leu

Glu

345

Gly

Arg

Met

Arg

Ser

Asp

Ile

Asn

His

Pro

250

Ala

Ala

Ile

Ala

Thr

Ile

His

Leu

Thr

410

TYr

Trp

Asp

Leu

Glu

490

Arg

235

Ala
Thr
Asn
val
Glu
315
Glu
Ala

Leu

Glu

Gly
Asn
Glu
Ar
47
ser

Leu

13

Ala
ser
Ala
i

Ile
Leu
Arg
Lys
Phe

380

Asp

His"

Ile

ser

Ala

460

Asp

Tyr

Asp

His

Arg

Ala

285

His

Asp

ser

Thr

Leu

365

Asp

Ile

Tyr

TYyr

Pro

445

Trp

Arg

Ala

Pro

Ile
G1

27

Thr
Thr
Asp
val
Ar

35

Asn
Cys
Arg
Pro
Leu
430
Gly
Leu
Asn

Gly

Gly

val

Ala

Ala

Thr

335

Ile

Gly

Arg

Phe

Asn

415

Ile

AsSp

Gly

Glu
495

Arg

240

Asp

Leu

Asp

Thr

Ala

320

Leu

Gly

Lys

Arg

Met

400

Gln

Asp

Ile

Ala

Pro

480

val

Pro



val

Asp

Leu

545

cys

Phe

Asp

Arg

Phe

625

Ala

Gly

Gly

His

Ala

Glu

Arg

His

Phe

530

Glu

Glu

Ile

TYr

Leu

610

Glu

Gln

His

Tyr

Ala

690

Ile

Tyr

Gly

Gin

Thr

Tyr
515
Glu
His
Tyr
Asp
Ile
595
ser
Gly
Glu
Gly
val
675
Asp
Ala

Glu

Tyr

As
75

Leu

500

Glu

Ser

Gly

Met

Leu

580

Gly

val

Asn

val

val

660

Phe

Tyr

Phe

val

Glu

740

Ile

ser

Gly

Arg

Asp

His

565

Glu

GlIn

Gly

Gly

LysS

645

Ala

Arg

Pro

AS

72

Leu

Thr

Arg

val

Met

Glu

550

Ala

Arg

Gly

Gly

Ile

630

GIn

Ile

Ala

Phe

AS

71

Leu

Ala

Glu

Trp

Asn

Arg

Met

Leu

Glu

615

val

Leu

Glu

Arg

Asp

Ile

Leu

Phe

Asn

Trp

520

Ala

Gly

Gly

Glu

val

600

Trp

Phe

Tyr

Asn

Leu

680

val

Asp

Leu

Gly

Ser

760

Ala
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505

Asn

Lys

Glu

Asn

Ar

58

GIn

Gly

Ala

ser

Ar

66

Leu

Ala

Ala

Ala

Gln

745

His

Gly

His

Pro

Ala

Ser
570

Tyr

Arg

Asp

Asp

Pro

650

Asn

Glu

Ala

Asp

Glu
730

Ala
Ala
ser
555
Cys
ser
Leu
Arg
Ar

63

val
Leu
Asp
Gly
Gl

718

Ala

Tyr As
52

Glu Ile
540

Lys Pro
Gly Gly
Gly Gly

Pro Asp
605

Pro Thr
620

Thr Pro
Lys Leu
Phe Ala
Gly His

685

Asp Thr
700

Asp Thr

Thr Ala

Leu Thr Gly Thr

ASp Asp Asp G]
p Asp Asp ?Gg

Ile Arg Arg Asp

14

510

Gly

Gln

Phe

Leu

Phe

590

Gly

Asp

Ser

Ala

Gl

67

Glu

Gln

Arg

Trp

Leu

750

Arg

Asp

Ile

Asp

val

ser

575

Phe

sSer

Tyr

Pro

Pro

655

Thr

Ile

His

Glu

Ala

Asn

Ala

Glu

ser
Trp
ser
560
Glu
Trp
Glu
Glu
Lys
640
AsSp
Asp
Trp
His
val
720
Pro
Pro

Thr

Glu
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770 775 780

Ile Leu Leu Ser Arg Thr GIn Gly Gly Ile val Ser Trp Lys Arg Asp
785 790 795 P Ly g 800

Asp Arg Glu Met val Ile Arg Arg Pro Glu Leu val Thr Phe Pro

Ar
805 810 81

Leu Thr Asp Asn Asp Arg Gly Asn His Ser Gly Phe Asp Ala Ala

Ar
820 825 83

Trp phe Ala Ala Gly Arg Tyr Ala Ile val Thr Glu Thr Lys Ile His
835 . 840 845

Glu Ser Asp Asp Gly Leu val Ala Glu Tyr GIn Tyr Glu Leu Ala Asp
850 855 860

Pro Asn His Thr Pro val ser val Thr Tyr His val Asn Ser Asp Met
865 870 875 880

Arg Met GIn Leu Thr val Glu Tyr Pro Gly Asn Ala Thr Asp Met Ala
885 89 895

ser Leu Pro Ala Phe Gly Ile Glu Trp Glu Leu Pro Gly Glu Tyr Asp
900 90 910

Arg Leu Arg Tyr Tyr Gly Pro Gly Pro Glu Glu Thr Tyr Arg Asp Ar
91 . 92 955 9

Lys GIn Gly Gly Lys Leu Gly Ile Trp Asp Ala Thr Ala Lys Ala Ser
Y 930 yelyty 93 P AsP 940 Y

Met Ala Pro Tyr Leu Met val G1n Glu Thr Gly Ser His Asx Asp val
945 950 95 960

Arg Trp Leu Glu Ala Thr Asp Ile GIn Gly His Gly Leu Arg Vval Thr
965 97 975

GIn Arg Gly Arg His Phe Thr Ala Ser Leu Leu Pro ;58 Asn Thr

AS
98 985
Tyr Thr Ile Glu Ala Ala Arg Arg His Glu Asp Leu Pro Lys Pro Arg
995 1000 1005
His Asn Tyr Leu Arg Leu Leu Ala Ala GIn Met G1§ val Gly Gly
1010 1015 1020

Asp Asp Ser Trp Gly Ala Pro val His Thr Ala Tyr_ Gln Leu Pro
1025 1030 1035

Ala Gly Arg Pro Leu Thr Leu Asp Val Asn Leu Glu Leu Ile

1040 1045 ' ~1050
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REIVINDICACIONES
1. Secuencia de ADN que codifica una proteina con una secuencia de aminoacidos como la ofrecida en la SEQ ID n.° 2.
. Secuencia de ADN de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la secuencia se ofrece en la SEQ ID n.° 1.
. Enzima codificada por una secuencia de ADN segun la reivindicacién 1 o segun la reivindicacion 2.
. Enzima que comprende una secuencia de aminoacidos de acuerdo con la SEQ ID n.° 2.
. B-Galactosidasa que tiene la secuencia que se define en la SEQ ID n.° 2.
. Vector recombinante que comprende una secuencia de ADN segun la reivindicacion 1 o segun la reivindicacion 2.

. Vector de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicho vector es un vector de expresion.

o N o o A W N

. Célula hospedadora que comprende una secuencia de ADN segun la reivindicacion 1 o segun la reivindicacion 2.
9. Célula hospedadora que comprende el vector segun la reivindicacién 6 o segun la reivindicacion 7.

10. Célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 8 o con la reivindicacion 9, en la que dicha célula es una célula
bacteriana, una célula de levadura o una célula de hongo.

11. Célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que dicha célula se selecciona del grupo que consiste
en Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Escherichia, Bacillus y Aspergillus.

12. Célula hospedadora de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que la célula se selecciona del grupo que consiste en
Bifidobacterium bifidum, Bacillus subtilis, Bacillus circularis y Aspergillus niger.

13. Utilizacién de una enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, o de una célula segin una cualquiera
de las reivindicaciones 8 a 12, para producir una mezcla de oligosacaridos.

14. Utilizacidon de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que la mezcla comprende los disacaridos Gal ( 1-3) Glc, Gal
(B 1-3) Gal, Gal (B 1-6) Gal y Gal (a 1-6) Gal.

15. Utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 13 o con la reivindicacion 14, en la que la mezcla comprende trisacaridos
Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, Gal (B 1-3) Gal (B 1-4) Gilc, tetrasacarido Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, y
pentasacarido Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc.

16. Utilizacidon de una enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, o de una célula segun una cualquiera
de las reinvindicaciones 8 a 12, para producir una mezcla de oligosacaridos que son parte de un producto seleccionado
entre el grupo que consiste en productos lacteos, tales como leche liquida, leche en polvo seco, leches infantiles,
férmulas para bebés, helado, yogur, queso, productos lacteos fermentados, bebidas tales como zumo de fruta, comidas
infantiles, cereales, pan, galletas, golosinas, pasteles, complementos alimenticios, complementos dietéticos, productos
comestibles probidticos, productos comestibles prebidticos, comidas para animales, comidas para aves de corral y
medicamentos.

17. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 16, en la que la mezcla comprende disacaridos Gal (8 1-3) Glc, Gal (B 10
3) Gal, Gal (B 1-6) Gal y Gal (a 1-6) Gal, trisacaridos Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, Gal (B 1-3) Gal (B 1-4) Glc,
tetrasacarido Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc y pentasacarido Gal (8 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc.

18. Utilizacién de una célula hospedadora segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, para producir un
producto seleccionado entre el grupo que consiste en productos lacteos, tales como leche liquida, leche en polvo seco,
leches infantiles, formulas para bebés, helado, yogur, queso, productos lacteos fermentados, bebidas tales como zumo
de fruta, comidas infantiles, cereales, pan, galletas, golosinas, pasteles, complementos alimenticios, complementos
dietéticos, productos comestibles probiodticos, productos comestibles prebidticos, comidas para animales, comidas para
aves de corral y medicamentos.

19. Procedimiento para producir una enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, que comprende el
cultivo de una célula hospedadora segun una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14 en un medio de cultivo
adecuado en condiciones que permiten la expresion de dicha enzima y la recuperacion de la enzima resultante a partir
del cultivo.

20. Procedimiento para producir una mezcla de oligosacaridos que comprende disacaridos Gal (B 1-3) Glc, Gal (B 1-3)
Gal, Gal (B 1-6) Gal y Gal (a 1-6) Gal, trisacaridos Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, Gal (8 1-3) Gal (B 1-4) Glc, tetrasacarido
Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc y pentasacarido Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc,
comprendiendo dicho procedimiento poner en contacto una enzima segun una cualquiera de las reivindicaciones 3a 5 o
una célula hospedadora segun una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 con un material que contiene lactosa.
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Figura 1

1 ggatceggtg aacgegeega gegeggtgta cgtgetgege tegtgegagt cggaggagat
61 cgeggggatc atgceccagt aggagatgte gegeagegag tagatcacgt cgageaggat
121 gaacacgatg acgaacagga ccatgaacac geeggtgttc acatccacga ggecgaacag
181 gecggtgaac accatgatca geaggatgec aggeacgatg cegecaatga actgecacgg
241 geggaaccgg ccccageggg tgttogigtt gtecacgagg ttgecgagea geggptegag
301 aaagatctce gegatgegga tgaccaccac gagteeggte atcaccgega tgaggegttt
361 ggcaagegte tigtccacgt cgatgaacag cgeggtggte acgaacgtga tgaagaacgt
42] getcattgtg tigtagaacg cggectggec caggttaceg aatgegtatg cgatcttetg
481 acccgtgttc cgegtggget geggecttee ggtegtttce gtgtgttgtg tggtggatee
541 geteatggtg tggtggecte ctigegacct gtaaagaate cgtgegegtg aaccgetceg
601 atcccgeaaa gegtgagtat agaactitct tgaaaaagta gaaaactata cogegtgteg
661 caaatcatgc caacgttctg caaccggcac tcegtgtgga tgagtaaggt ttgaagectg
72] cttgatgtge ttgaatctta agaaatccac gtattctgea tgttgeagge cttgtgecge
781 gaaatgctgg aaagaatttg cgcaatcaag taacaatatt tatcettgtt gtacaaggaa
841 cccgattcaa cgaggttcee tcactgegge ggeaacgacg cgacgeaate cgatgegaaa
901 gcgaggacat catgaacaca accgacgatc agcggaagaa cggegatecg ategtctece -
961 cgtccatacc gacgacggea tggetcgeeg accegegegt gtacgeggtt caccggeteg
1021 acgceccattc cgatcatgeg tgetggtete getccccagt cgacggegag ageacgaate
1081 tcaggcagag ccttgacgge gaatggeggg tcegegtega gacggegeeg acgggeegtt
1141 tecccgatgg gacgagegac gggeeggact ggatcagega cgtgtegect ctgttegeeg
1201 cgeccggatt cgacgatteg tegtictecac gegtgeaggt geectegeat ctggagactg
1261 cggggctget tgeccegeag tacgtgaacg tgeagtacee atgggacgga catgaggace
1321 cgaaggecce ggecateecce gageatggec atgtggeggt ctaccggege gagttcgacg
1381 cggatggega agtcgeccag geegtgegeg aagggegeee ggtgacgett accttccagg
1441 gegeggecac agecatetac gtgtggetea acggetegtt cgttggetac geegaggact
1501 cettcacgee cagegagtic gacgtgacgg acgegatcaa ggtggacgge aacgtgetgg
1561 cggtcgtetg ctacgagtat tcgagegega getggttgga ggatcaggac ttetggegte
1621 tgeacggect gitccgetee gtegaactca acgegaggee cgeecgeecac atcgecgace
1681 tccatgeega cgecgactgg gatctegeca catcaagggg ttegeteteg ctggatgtge
1741 tgatcgacgg tgeegegaac geegegacgg tegacttcge actgtgggac aagaacggea
1801 ccategtctg geacaccgee acgaaagegg acggaacget geacgeegag gecgagateg
1861 atgacgcgge gecatggage geegaacgee cogacetgta cgagcetatee gtcaccetge
1921 tegacgegga cggeaaggte ctggagaceg ctegeacteg catcggette cggeatgtgg
1981 ccatcgagga cggcatccle aagetcaacg geaagegecet cgigticegt ggegteaace
2041 gecacgagtt cgactgecgg cgeggeeggg ceatcacega agaggacatg ctgtgggaca
2101 tcegcettcat gaagegecac aacatcaacg cggtgegeac ctegeactat ccgaaccagt
2161 cgegetggta cgagetgtge gacgaatacg geatctacct gatcgacgag accaatctgg
2221 agacccatgg cagctggaac agccceggeg acatcccegt gggaacctee gtececeggtg
2281 acgacgaggc ctggetggge gegtgeatcg accggetgga cageatgate ctgegegace
2341 gcaaccatcc cagegtgete gictggtege tggecaacga atcctacgeg ggegaagtee
2401 tcaaggccat gagegegeac gegeaccgge ttgatceggg tegtecegte cactacgaag
2461 gtgtcaactg gaaccatgec tacgacggga tcagegactt cgaaageegt atgtacgeca
2521 ageeggecga gatccaagac tggetegaac acggegacga acggggegag gegageaage
2581 cgttcgteag ctgtgagtac atgcatgeca tgggeaacte gtgeggeggt ctgagegagt
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2641 tcatcgacct cgaacggtac gagegetact ceggeggptt catctggpat tacatcgacc
2701 aggggetegt ccagegtetg cocgacggga gegaacgect cagegtegge ggagaatggg
2761 gegaccgtee aaccgactac gaattegtgg geaacggeat cgtgttcgee gaccgeacge
2821 ccagecccaa ggegeaggag gtcaageage tgtattegee ggteaagete gececcegacg
2881 ggeacggegt gaccatcgag aaccgeaace tgttegeegg caccgacgge tacgtgttcg
2941 ccgeacgget cotcgaagac gggeatgaga tetggeatge cgactacegt ttcgacgtgg
3001 ccgeaggaga tacccaacac catgacateg cettceegga categacgeg gacggggata
3061 cgegegaagt cacctacgag gtegatetee tgetegeega agecacegea tgggegeegg
3121 ccggetacga getegegtic ggecaactca ceggeacget caaccocgaa caggacatca
3181 ccgagaccag ccatgacgac gacggeegeg caactegeac getcagecga tggaacgeeg
324] geatcegeeg cgacgacgag gaaatictee tgtcacgeac teagggagge ategtetect
3301 ggaagegega cgaccgggaa atggteatce gtegeeccga actegteacg ttecgeccat
3361 tgaccgacaa cgatcgeggt aaccatteeg gittegaceg tgeegeatgg ttogeggeeg
3421 gecgatacge categtaacc gaaacgaaaa tccatgaaag cgatgacggt ctegtagegg
3481 aataccagta cgaacttgee gatccgaace acacgecegt gteegteact taccatgtea
3541 actcegatat gegtatgeaa ctgaccgteg aatacceegg gaacgecact gacatggeea
3601 gtctgecege gticggtate gaatgggage tgeceggega atacgategt ctgcgetact
3661 acggeccegg ccccgaggag acctacegeg accgtaagea gggeggeaag cteggeatet
3721 gggacgecac cgegaaggeg ageatggege cgtatcteat ggtgeaggaa accggeagec
3781 acgaggacgt ccgetggete gaagecaceg acatccaagg ceacggattg cgegteacee
3841 aacgeggega cegteactte acggocagec tgetgeeetg gaacacctac acpatcgagg
3901 ccgegegeeg ccacgaggac ctgeccaaac cgegecacaa ctacetgege ctgetegegg
3961 cccagatggg cgtcggtgga gacgactect ggggageeee cgtecacacg gcctaccage
4021 tgeecgeegg caggeegete accetegacg tgaacctega actcatctga ccggcaacgg
4081 geggeggeat geaccaccat gecgeegeeg geceegecta cgacgeggeg atcgaggeca
4141 cgggegetge geecgeggac ggeaccggeg aggaggegtt cgagegegee ggecacgegg
4201 tecacggeac caccegecag giectetege teatcaccaa cecgatggac gtgatctgee
4261 geaacatccg caccgtgege gagaagatgg caaccegece cgacatcote ggetgecace
432] tcgaaggecce gttectegee cteaagtgea agggegegea cgattegaac tgcctcaaag
4381 acccgatgee cgaactcatg gaccgeatge tegacgecte gggegecgac ctegecgeeg
4441 geaagetegg gtgeatcege cagatcacea tetegaceee accgactgga cegeccaaca |
4501 cgtetggtge gecggeegee aggtggagta aactecttee ageaaaatcg acgeeggtge
4561 cgeeegtete gagacgacgt cttacgectg aggaacgaag ctigegegeg geaccagtte
4621 ggtcgtcage aggatgtgac gacgeacceg cegeteatge ttcaacccat cgatcagggt
4681 ggagaacgce atgegggeca acteectitg atcgatcgea tacgaactca geggeggega
4741 cgtgtaccgg gegatcgact ggttgtteac actcaccacg gecaactegt cgggaaccte
4801 cacgegeagt gegtteaacg cctgeaacge ceccacegea ageacgtcgg cggecacgat
4861 caaaccatcg ggeatgetge cggecteacg atggteagee accaactget ccgegagacg
4921 atagccegttc tccacggtga acgtgeegga cgaatacacc aatcegtecg tttecaatee
4981 cagatgcgeg geccactgac ggaacgacag ctegegaatg tectegggat agtcatgcat
5041 gcccatgatg ctgeccacge cgecgagaaa cgegatatga ctgeggeceg cegegatcat
5101 cgegtecaag gegtecagea tegictgega cagateggga cacacggagt cgaacaggeg
5161 cggegeegga ttegtgtega tgeacacgee atgegggage accatatgea gggetegeag
522] gteegetteg ggaaacaccg tggetcecac ggtgatgaac ceatcaaact cegttgegeg
5281 ttccgtcaac tegtgtatgg acaacgtgag ctggtecaat tecaacgact cogeacgete
5341 cgcaagaacc ttccgeagat cggegaagta cgegtectge aattectcec cggacggagg
5401 cgcatccaac accgegateg cggpacggaa cacgttgega taccecatcet cotcgeacac
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5461 gegeaacaca cgecgacgeg teteetectt gatggagaac gacggetegt tcaacaapeg
5521 tgacaccgtg ctctgegaca ceceggeeeg tcccgegact tecttgageg tggecatgac
5581 atccteceeg caaactttag taaagggtit tactacagea taacceggga aggegggptt
5641 agcggeattg geggegtgga agtttaceea tgactggtag actgcacatg tcceggeaat
5701 aggggeaatg cataggggeg tggegggceat gtgcageaac attccegtea ccttacgatt
5761 cttatagegt gtcaggtaaa agaattatga ttctcaatee accttccgge cgegectgea
5821 gactcaaatg gecatgatge atagegacaa tetctcgeac tatggataaa cccaatcegt
5881 gatgaggtga tgeagatcee acatgegtat ttatcetatt atcetecect ctgttaaaag
5941 gtgacaggaa atcatctatc ctcgtatcgg aaagatccat gecggtattg gatatgtcta
6001 tcgeaatgea ggactegect tegtattgee tgtegttgge taagtttate catacatgtg
6061 gttgagecge acgattatge tgaatggcat tcgtaataag gtttgcaatc atctptctaa
6121 ttagcagacc atcggetagg atatatgeat tetccagatt ggtatgtact tgaactctat
6181 ctccgataag ttccatattt tectgaagaa cattgegaat gatctcaget acattaactc
6241 ggctaagatc agcteggttt aattgetgaa ctttcgacaa ttcgagcaga tgattgacga
6301 tttcaaccce agceatgattt gaagecaaag cettttcgac gaaaggtelg caacgctcat
6361 cgaaaagetg gtigtgeage ggaatcteca atgeggeega agtggeegea agtggatttt
6421 ttaactcatg tgacgeatcg gegataaatt cettticceg actgattgeg ctgttgagat
6481 cctitaacat gaggtigtat geggatgeaa tagtgtacge ctcgtegttt tcatatggaa
6541 taacgatagg ttgecttice aatccagegt cggacgegat aatctgagag gecacactat
6601 tgattcttcg ttgtgtccta gtggegataa tccaagttat tcctccagat aatatgecga
6661 aaacaatgat gggggctatg cttaccgceca atatcagatc ccgggatttt atgtctcctt
6721 gttccatagt tagegttaaa geatecttac cggagtcata cccggeagaa acgtaatect
6781 taccggagtc aggaggaatg gettgegaat teaaactatg tigttcatcg geatcttctg
6841 cctgagtaaa agatttattt acggtcactg tttccagttg ccggttcacg acataatatg
6901 tcatggeggt caccactecg gtaageatga agaacacgat gacgateglg gtgaccaatc
6961 ttcttctigt agaccactga aacggtaaac geagtttegg atggctggaa tggcteccat
7021 tcgacgaagg atattcagge tttttcatga tatgcgatat cettgtecgg gaacggttte
7081 aatgaaatca gtgattccga ttttcgtgeg aatcgeatag attgtggtet tgacgattce
7141 tetegtatga gegtgateat cctgecaaat cteacgatat agacattceg cactaatcac
7201 cgcacctege gectcaatea gegtectcaa tacggcaagt tetegtttce caaactttag
7261 ttctgeaccg cgaaccgtga t
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Figura 3
100+ B-Galactosidasa Lactosaal 40% (p/p), pH 6,0
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Figura 4
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