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DESCRIPCION
Polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a polipéptidos, especificamente polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante
y a acidos nucleicos que codifican a éstos, y sus usos en, p. €j. , productos lacteos.

Antecedentes de la invencion

Los galactooligosacaridos (GOS) son hidratos de carbono que no son digeribles por seres humanos y animales que
comprenden dos o mas moléculas de galactosa, generalmente hasta nueve, unidas por enlaces glucosidicos. Los
GOS también pueden incluir una o mas moléculas de glucosa. Uno de los efectos beneficiosos de los GOS es su
capacidad para actuar como compuestos prebiodticos estimulando selectivamente la proliferacion de
microorganismos del colon beneficiosos tales como bacterias para dar beneficios fisiolégicos al consumidor. Los
efectos sanitarios demostrados han dado lugar a un creciente interés en los GOS como ingredientes alimentarios
para diversos tipos de alimentos.

La enzima f-galactosidasa (EC 3.2.1.23) normalmente hidroliza la lactosa a los monosacaridos D-glucosa y D-
galactosa. En la reaccion enzimatica normal de las B-galactosidasas, la enzima hidroliza la lactosa y se une
temporalmente al monosacarido galactosa en un complejo galactosa-enzima que transfiere galactosa al grupo
hidroxilo del agua, dando como resultado la liberacion de D-galactosa y D-glucosa. Sin embargo, a altas
concentraciones de lactosa algunas B-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. Ademas a altas concentraciones de lactosa algunas [(-galactosidasas son capaces de
transferir galactosa a los grupos hidroxilo de lactosa o de oligosacaridos de orden superior.

El género Bifidobacterium es uno de los tipos mas generalmente empleados de cultivos bacterianos en la industria
lactea para fermentar una variedad de productos lacteos. La ingestién de productos que contienen Bifidobacterium
tiene ademas un efecto que fomenta la salud. Este efecto no solo se consigue mediante una reduccion del pH del
contenido intestinal, sino también por la capacidad de Bifidobacterium para repoblar la flora intestinal con individuos
que han tenido su flora intestinal alterada, por ejemplo, por el consumo de antibiéticos. Bifidobacterium ademas tiene
el potencial de desbancar posibles microorganismos intestinales dafinos.

Los galactooligosacaridos son conocidos por potenciar el crecimiento de Bifidobacterium. Este efecto se consigue
probablemente a través de la capacidad uUnica de Bifidobacterium de explotar galactooligosacaridos como fuente de
carbono. Ademas, se cree que el complemento alimenticio de galactooligosacaridos tiene una serie de efectos
protectores de enfermedades a largo plazo. Por ejemplo, se ha demostrado que el consumo de
galactooligosacaridos es muy protector contra el desarrollo de cancer colorrectal en ratas. Hay por lo tanto un gran
interés en el desarrollo de métodos baratos y eficientes para producir galactooligosacaridos para empleo en la
industria para mejorar complementos alimenticios y productos lacteos.

Se ha descrito una lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215 truncada con aproximadamente 580
aminoacidos (BIF3-d3) como una enzima transgalactosilante en una solucién que contiene lactosa disuelta en agua
(Jorgensen et al., 2001), Appl. Microbiol., Biotechnol., 57: 647-652 ). EI documento WO 01/90317 también describe
una variante de truncamiento (OLGA347) como una enzima transgalactosilante y en el documento WO 2012/010597
se demostré 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 forma distinta en comparacion con BIF3-
d3 que da como resultado hidrdlisis eficiente y produccion muy baja de GOS cuando se ensaya en leche.

Las enzimas lactasa de Bifidobacterium bifidum descritas anteriormente tienen el inconveniente de requerir altas
concentraciones de lactosa tales como superiores al 10% (p/p) a fin de producir GOS, o un exceso elevado de otra
molécula receptora para generar heterooligosacaridos. Ademas, se ha descrito una molécula que tiene
predominantemente actividad beta-galactosilasa (hidrolasa).

Todavia hay necesidad de desarrollar enzimas que sean eficientes en la produccién de GOS en aplicaciones con
bajas concentraciones de sustrato de lactosa, tal como en la leche.

Compendio de la invencion

Un objetivo de las realizaciones de la invencién es proporcionar un polipéptido que tenga una proporcion util de
transgalactosilacion a actividad de hidrdlisis y por lo tanto sean productores eficientes de GOS cuando se incuba con
lactosa incluso a concentraciones bajas de lactosa tales como en un producto a lacteo. Otro objetivo de las
realizaciones de la invencion es proporcionar un método para la produccion de galactooligosacaridos (GOS) in situ
en productos lacteos. Otro objetivo de las realizaciones de la invencion es proporcionar un método para desarrollar
un método mas econdémico y mas eficiente para la produccion de galactooligosacaridos (GOS) para su uso en la
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industria. Otro objetivo de las realizaciones de la invencién es proporcionar polipéptidos que sean estables frente a
truncamiento adicional tal como por degradacién proteolitica cuando se producen en un organismo adecuado tal
como Bacillus subtilis, p. ej. Bacillus subtilis, cepa BG3594. Es todavia otro objeto de las realizaciones de la
invencion proporcionar polipéptidos que sean estables frente a truncamiento adicional durante el almacenamiento
después de la formulacion final.

Los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que los polipéptidos descritos en la presente memoria
son productores eficientes de galactooligosacaridos, por ejemplo in situ cuando se incuban en una composicién que
contiene lactosa tal como leche, en la que tienen una conversion eficiente de lactosa en GOS dando lugar a una
cantidad menor de lactosa. La presencia de galactooligosacaridos en productos lacteos u otros productos
comestibles tiene la ventaja de potenciar el crecimiento de cepas microbianas beneficiosas (probidticos) tales como
la Bifidobacterium sp. que fomenta la salud en el propio producto y/o en el ser humano o animal que consume el
producto.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante, que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 1 y en la que dicho
polipéptido, cuando es un producto de expresion en una cepa BG3594 de Bacillus subtilis de una secuencia de acido
nucleico, que codifica dicho polipéptido, es el Unico producto de expresion de polipéptido de dicha secuencia de
acido nucleico que presenta actividad transgalactosilante.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante
seleccionado del grupo que consiste en:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 1, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 980 restos de aminoacidos, y

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 2, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 975 restos de aminoacidos.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante seleccionado del grupo
que consiste en:

c. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 96,5% de identidad de
secuencia con la SEQ ID n°: 3, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 1.300 restos de aminoacidos,

d. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida al menos en condiciones de baja restriccion con i) la
secuencia de acido nucleico comprendida en las SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o0 13 que codifica el polipéptido de las SEQ
ID n% 1, 2, 3, 4, 0 5; oii) la cadena complementaria de i),

e. un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos
un 70% de identidad con la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de las SEQ IDn®:1,2,3,40501la
secuencia de nucleotidos comprendida en las SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o0 13 que codifican un polipéptido maduro, y

f. un polipéptido que comprende una supresion, insercion y/o sustitucion conservativa de uno o mas restos de
aminoacidos delas SEQID n% 1, 2, 3,4 0 5.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante seleccionado del grupo
que consiste en:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 96,5% de identidad de
secuencia con la SEQ ID n°: 3, en donde dicho polipéptido consiste en como maximo 1.300 restos de aminoacidos,

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 1, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 980 restos de aminoacidos,

c. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida al menos en condiciones de baja restriccion con i) la
secuencia de acido nucleicos comprendida en las SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifica el polipéptido de las
SEQID n% 1, 2, 4, 0 5; 0ii) la cadena complementaria de i),

d. un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos
un 70% de identidad con la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de las SEQ IDn®: 1,2,3,40501la
secuencia de nucleotidos comprendida en las SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o0 13 que codifican un polipéptido maduro, y

e. un polipéptido que comprende una supresion, insercion y/o sustitucion conservativa de uno o mas restos de
aminoacidos delas SEQID n% 1, 2, 3,4 0 5.

En la presente memoria se describe un polipéptido que es un fragmento truncado en el terminal C de SEQ ID n°: 22
que tiene actividad transgalactosilante y que es estable frente a truncamiento adicional tal como por degradacion
proteolitica cuando se produce en un organismo adecuado tal como Bacillus subtilis p. ej. Bacillus subtilis cepa
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BG3594 y/o que son estables frente a truncamiento adicional durante el almacenamiento después de la formulacion
final.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 1, en donde dicho polipéptido consta como
maximo de 980 restos de aminoacidos.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos un 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 2, en donde dicho polipéptido consta como
maximo de 975 restos de aminoacidos.

Se describe en la presente memoria un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 96,5% de Identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 3, en el que dicho polipéptido consta como maximo de
1.300 restos de aminoacidos.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un acido nucleico capaz de codificar un polipéptido segun la
invencion.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un vector de expresion y/o un plasmido que comprende un
nucleico como se describe en la presente memoria, o es capaz de expresar un polipéptido segun la invencion.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una célula capaz de expresar un polipéptido segun la invencion.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para expresar un polipéptido, comprendiendo el
método la obtencion de una célula tal como se describe en la presente memoria y la expresion del polipéptido de la
célula, y opcionalmente la purificacion del polipéptido segun la invencion.

En un aspecto, se describe en la presente memoria una composicién que comprende un polipéptido segun la
invencion, preferiblemente una composicion alimenticia, mas preferiblemente un producto lacteo.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para producir un producto alimenticio tal como un
producto lacteo tratando un sustrato lacteo que comprende lactosa con un polipéptido segun la invencion.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un galactooligosacarido o una composicion de los mismos
obtenidos por tratamiento de un sustrato que comprende lactosa con un polipéptido segun la invencion.

Leyendas en las figuras
La figura 1 muestra un mapa de plasmido para la variante BIF_1326 para expresion recombinada en Bacillus subtilis.

La figura 2 muestra SDS-PAGE que presenta variantes de truncado purificadas usando columna HyperQ eluida con
un gradiente de NaCl.

La figura 3 muestra la relacién de la actividad de transgalactosilacion. La relacién se calcula como la relacion entre
Abs420 con receptor presente dividido por Abs420 sin receptor presente por 100. Las variantes en o por debajo del
indice 100 son variantes puramente hidroliticas, mientras que el nivel por encima refleja la actividad
transgalactosilante relativa .

La figura 4 muestra la eficacia de generacion de galactooligosacaridos (GOS) de variantes seleccionadas en una
matriz de yogur a 30°C durante 3 horas. En este ejemplo GOS es la cantidad acumulativa de oligosacaridos en y por
encima de DP3.

La figura 5 muestra gel de SDS-PAGE presentando las diferentes variantes de la tabla 2 expresadas y los
fragmentos de degradacion detectados. El recuadro inferior muestra la ampliacion e identificacion de las bandas de
degradacion.

Listado de secuencias

SEQ ID n° 1 (también denominada (BIF_917) en la presente memoria) es un fragmento truncado de 887
aminoacidos de la SEQ ID n°: 22.

SEQ ID n° 2 (también denominada (BIF_995) en la presente memoria) es un fragmento truncado de 965
aminoacidos de la SEQ ID n°: 22.

SEQ ID n°% 3 (también denominada (BIF_1068) en la presente memoria) es un fragmento truncado de 1.038
aminoacidos de la SEQ ID n°: 22.

SEQ ID n°% 4 (también denominada (BIF_1172) en la presente memoria) es un fragmento truncado de 1.142
aminoacidos de la SEQ ID n°: 22.
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SEQ ID n°% 5 (también denominada (BIF_1241) en la presente memoria) es un fragmento truncado de 1.211
aminoacidos de SEQ ID n°: 22.

SEQ ID n° 6 (también denominada (BIF_1326) en la presente memoria) es un fragmento truncado de 1.296
aminoacidos de SEQ ID n°: 22.

SEQ ID n°: 7 es el nucleo catalitico de glucdsido hidrolasa de Bifidobacterium bifidum

SEQ ID n°: 8 es una secuencia de nucledtidos que codifica una lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum
DSM20215

SEQ ID n°: 9 es la secuencia de nucleétidos que codifica BIF_917

SEC ID N° 10 es la secuencia de nucledtidos que codifica BIF_995

SEQ ID n°: 11 es la secuencia de nucledtidos que codifica BIF 1068

SEQ ID n°: 12 es la secuencia de nucleétidos que codifica BIF_1172

SEQ ID n°: 13 es la secuencia de nucledtidos que codifica BIF_1241

SEQ ID n°: 14 es la secuencia de nucleotidos que codifica BIF_1326

SEQ ID n°: 15 es un cebador directo para la generacion de las variantes de BIF anteriores
SEQ ID n°: 16 es un cebador inverso para BIF917

SEQ ID n°: 17 es un cebador inverso para BIF995

SEQ ID n°: 18 es un cebador inverso para BIF1068

SEQ ID n°: 19 es un cebador inverso para BIF1241

SEQ ID n°: 20 es un cebador inverso para BIF1326

SEQ ID n° 21 es un cebador inverso para BIF1478

SEQ ID n°: 22 es lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215.

SEQ ID n°: 23 es la secuencia sefial de lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215
Descripcion detallada de la invenciéon

Definiciones

De acuerdo con esta descripcion detallada, se aplican las siguientes abreviaturas y definiciones. Debe tenerse en
cuenta que, tal como se emplean en la presente memoria, las formas singulares "un”, "una" "el" y "la" incluyen
referentes plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Asi, por ejemplo, la referencia a "un
polipéptido" incluye una pluralidad de dichos polipéptidos, y la referencia a "la formulacién" incluye referencia a una o

mas formulaciones y equivalentes de las mismas conocidas por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos empleados en la presente memoria
tienen el mismo significado que generalmente entiende un experto en la técnica. Los siguientes términos se
proporcionan a continuacion.

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

En el presente contexto, la expresion "actividad transgalactosilante" significa la transferencia de un resto de
galactosa a una molécula distinta del agua. La actividad se puede medir como [glucosa] - [galactosa] generada en
cualquier momento dado durante la reaccion o por cuantificacion directa del GOS generado en cualquier momento
dado durante la reaccién. Esta medicién puede realizarse de varias maneras, tal como por un método de HPLC
como se muestra en los ejemplos. Cuando se comparan las mediciones de la actividad transgalactosilante, se han
realizado a una concentracion inicial dada de lactosa, tal como, p. €j. , 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10% (p/p).

En el presente contexto, la expresion “actividad 3-galactosidasa” significa la capacidad de una enzima para hidrolizar
B-galactésidos tales como por ejemplo lactosa en monosacaridos, glucosa y galactosa.
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En el contexto del calculo de la actividad transgalactosilante:actividad B-galactosidasa, la actividad 3-galactosidasa
se mide como [galactosa] generada en cualquier momento dado durante la reaccion. Esta medicion puede realizarse
de varias maneras, tal como por un método de HPLC como se muestra en los ejemplos.

En el presente contexto, se calcul6 la expresion "relacion de la actividad de transgalactosilacion" usando orto-
nitrofenol-p-D-galactopirandsido (ONPG) de la forma siguiente: La relacion se calcula como la relacion entre Abs420
con el receptor presente dividido por Abs420 sin receptor por 100. Las variantes en o por debajo del indice 100 son
variantes puramente hidroliticas, mientras que el nivel anterior representa la actividad transgalactosilante relativa.

Relacion de actividad de transgalactosilacion = (Abs4207°°°"°? / Abs420°°°"°%? )*100%, donde Abs420"®°"** gs |a
absorbancia leida a 420 nm usando el método 3 descrito a continuacion, incluida celobiosa en la reaccion y Abs420
celobiosa o5 |a absorbancia leida a 420 nm usando el método 3 descrito a continuacion pero sin celobiosa en la
reaccion. La ecuacion anterior solo es valida para diluciones en las que la absorbancia esté entre 0,5y 1,0.

En un aspecto, la actividad se mide después de 15 min. de reaccion, 30 min. de reaccién, 60 min. reaccién, 90 min.
de reaccion, 120 min. de reaccion o 180 min. de reaccion. De este modo, en un aspecto, como ejemplo, la actividad
de transgalactosilacion relativa se mide 15 minutos después de la adicién de enzimas, tal como 30 minutos después
de la adicion de enzimas, tal como 60 minutos después de la adiciéon de enzimas, tal como 90 minutos después de la
adicion de enzimas, tal como 120 minutos después de la adicién de enzimas o tal como 180 minutos después de la
adicion de enzimas.

En el presente contexto, la expresion "relacion de actividad transgalactosilante:actividad -galactosidasa" significa
([Glucosa] — [Galactosa]/[Galactosal).

En el presente contexto, el término [Glucosa] significa la concentracion de glucosa en% en peso medida por HPLC.

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

En el presente contexto, la expresion "lactosa ha sido transgalactosilada" significa que una molécula de galactosa se
ha unido por enlace covalente a la molécula de lactosa tal como por ejemplo unida por enlace covalente a cualquiera
de los grupos hidroxilo libres en la molécula de lactosa o generada por transgalatosilacién interna para ejemplo
formando alolactosa.

En el presente contexto, se ensayd la evaluacion del rendimiento de los polipéptidos descritos en la presente
memoria en la produccion de galactooligosacaridos (GOS) en un "ensayo basado en la leche" (simulador de
aplicacion de yogur). Se realizaron experimentos en lotes con un volumen de 100 pl en placas de MTP de 96 pocillos
usando una mezcla de yogur, consistente en 98,60% (p/v) de leche baja en grasa pasteurizada fresca (Arla Mini-
meelk) y 1,4% (p/v) de ingrediente de suero de leche Nutrilac YQ-5075 (Arla). Para hidratar completamente Nutrilac
YQ-5075, la mezcla se dejo en agitacion durante 20 horas y después se afadio fosfato Na 20 mM pH 6,5 para
asegurar un pH de 6,5. Esta base de yogur se utilizé pura o con varios complementos tales como lactosa, fucosa,
maltosa, xilosa o sales adicionales. Se mezclaron 90 ul del yogur con 10 ul de enzima purificada o fermento en
bruto, se sellaron con cinta adhesiva y se incubaron a 43°C durante 3 horas. La reaccion se detuvo con 100 ul de
Na>COs al 10%. Las muestras se almacenaron a -20°C. La cuantificacion de galactooligosacaridos (GOS), lactosa,
glucosa y galactosa se realizdé por HPLC. El analisis de las muestras se llevd a cabo en un Dionex ICS 3000. Los
parametros del IC fueron los siguientes: Fase moévil: NaOH 150 mM, Caudal: Isocratico, 0,25 ml/min, Columna:
Carbopac PA1, Temperatura de la columna: t.a., Volumen de inyeccién: 10 ul , Detector: PAD, Integracion: Manual,
Preparacion de la muestra: dilucion de 100 veces en agua Milli-Q (0,1 ml de muestra + 9,9 ml de agua) y filtracion a
través de filtros de jeringuilla de 0,45 um, Cuantificacion: areas de los picos en porcentaje del area de pico del
patron. Se utilizé un jarabe de GOS (Vivanal GOS, Friesland Campina) como patrén para la cuantificacion de GOS.
Los resultados de esta evaluacion se muestran en la figura 4, y se describe ademas en el ejemplo 2.

En el presente contexto, la expresion “cuyo polipéptido esta liofilizado”, significa que el polipéptido se ha obtenido
liofilizando un liquido del polipéptido a una presién apropiada y durante un periodo apropiado eliminando el agua.

En el presente contexto, la expresion "cuyo polipéptido esta en soluciéon” se refiere a un polipéptido que es soluble
en un disolvente sin precipitar fuera de la solucién. Un disolvente con esta finalidad incluye cualquier medio en el
que puede encontrarse el polipéptido, tal como un tampdn acuoso o solucién salina, un caldo de fermentacion, o el
citoplasma de un anfitrién de expresion.

En el presente contexto, el término “estabilizante” significa cualquier estabilizante para estabilizar el polipéptido, p.
€j., un poliol tal como, p. €j., glicerol o propilenglicol, un aztcar o un alcohol de azucar, acido lactico, acido boérico o
un derivado de acido bérico (p. €j., un éster de borato aromatico). En un aspecto, el estabilizante es glicerol.

En el presente contexto, la expresion "sustrato de hidrato de carbono" significa un compuesto organico de formula
general C,,(H20),, es decir, que consta unicamente de carbono, hidrogeno y oxigeno, los dos ultimos en la relacion
atomica 2: 1 tal como un disacarido.
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En el presente contexto, el término “disacarido” es dos unidades de monosacarido unidas entre si por un enlace
covalente conocido como un enlace glucosidico formado mediante una reacciéon de deshidratacion, dando como
resultado la pérdida de un atomo de hidrégeno de un monosacarido y un grupo hidroxilo del otro. La formula de los
disacaridos no modificados es Ci2H2,011. En un aspecto, el disacarido es lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa,
sacarosa, lactosa, fucosa o celobiosa. En otro aspecto, el disacarido es lactosa.

El término “aislado” significa que el polipéptido esta al menos sustancialmente libre de al menos otro componente
con el que la secuencia esta naturalmente asociada en la naturaleza y tal como se encuentra en la naturaleza. En un
aspecto, "polipéptido aislado" tal como se emplea en la presente memoria se refiere a un polipéptido que es al
menos un 30% puro, al menos un 40% puro, al menos un 60% puro, al menos un 80% puro, al menos un 90% vy al
menos un 95% puro, determinado por SDS-PAGE.

La expresion “polipéptido sustancialmente puro” significa en la presente memoria un preparado polipeptidico que
contiene como maximo un 10%, preferiblemente como maximo un 8%, mas preferiblemente como maximo un 6%,
mas preferiblemente como maximo un 5%, mas preferiblemente como maximo un 4%, como maximo un 3%, aun
mas preferiblemente como maximo 2%, lo mas preferiblemente como maximo un 1%, e incluso mas preferiblemente
como maximo 0,5% en peso de otro material polipéptido con el que esta asociado de forma natural. Por lo tanto, se
prefiere que el polipéptido sustancialmente puro sea al menos 92% puro, preferiblemente al menos 94% puro, mas
preferiblemente al menos 95% puro, mas preferiblemente al menos 96% puro, mas preferiblemente al menos 96%
puro, mas preferiblemente al menos 97% puro, mas preferiblemente al menos 98% puro, incluso mas
preferiblemente al menos 99%, mas preferiblemente al menos 99,5% puro, e incluso mas preferiblemente 100%
puro en peso del material polipéptido total presente en la preparacién. Los polipéptidos descritos en la presente
invencion estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura. En particular, se prefiere que los polipéptidos
estén en "forma esencialmente pura", es decir, que el preparado de polipéptido esté esencialmente libre de otro
material de polipéptido con el que esté asociado de forma natural. Esto puede conseguirse, por ejemplo, preparando
el polipéptido por medio de procedimientos biotecnoldgicos bien conocidos o por procedimientos clasicos de
purificacién. En la presente memoria, la expresion “polipéptido sustancialmente puro” es sinénimo de las
expresiones “polipéptido aislado” y “polipéptido en forma aislada”.

El término "purificado" o "puro” significa que un componente dado esta presente en un estado de alta concentracion
— p. €j., al menos aproximadamente 51% puro, tal como al menos 51% puro, o al menos aproximadamente 75%
puro tal como al menos 75% en peso puro, o al menos aproximadamente 80% puro, tal como al menos 80% puro, o
al menos aproximadamente 90% puro tal como al menos 90% puro, o al menos aproximadamente 95% puro tal
como al menos 95% puro, o al menos al menos aproximadamente 98% de pureza tal como al menos 98% puro. Es
conveniente que el componente sea el componente activo predominante presente en una composicion.

El término "microorganismo" en relacién con la presente invencion incluye cualquier "microorganismo” que podria
comprender una secuencia de nucledtidos segun la presente invencion o una secuencia de nucleétidos que codifica
un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la presente memoria y/o productos obtenidos a
partir de la misma. En el presente contexto, "microorganismo" puede incluir cualquier bacteria u hongo que sea
capaz de fermentar un sustrato de leche.

La expresion "célula anfitriona" - en relaciéon con la presente invencion incluye cualquier célula que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la presente
memoria o un vector de expresidon como se ha descrito anteriormente y que se utiliza en la produccion de un
polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la presente memoria. En un aspecto, la produccion es
una produccién recombinada.

El término "leche", en el contexto de la presente invencion, debe entenderse como la secrecion lactea obtenida de
cualquier mamifero, tal como vacas, ovejas, cabras, bufalos o camellos. En el presente contexto, la expresion
"sustrato lacteo" significa cualquier material de leche en bruto y/o procesado o un material derivado de
constituyentes de la leche. Los sustratos lacteos utiles incluyen, pero no se limitan a, soluciones/suspensiones de
cualquier leche o productos lacteos que comprenden lactosa, tales como leche entera o baja en grasa, leche
descremada, suero de leche, leche en polvo reconstituida, leche condensada, Leche UHT, suero de leche, suero de
leche impregnado, suero acido o crema. Preferiblemente, el sustrato lacteo es leche o una solucidon acuosa de leche
desnatada en polvo. El sustrato lacteo puede estar mas concentrado que la leche en bruto. En una realizacion, el
sustrato lacteo tiene una proporciéon de proteina a lactosa de al menos 0,2, preferiblemente de al menos 0,3, al
menos 0,4, al menos 0,5, al menos 0,6 o, ain mas preferiblemente, al menos 0,7.

El sustrato lacteo puede homogeneizarse y/o pasteurizarse segin métodos conocidos en la técnica.

"Homogeneizacion" tal como se utiliza en la presente memoria significa mezcla intensiva para obtener una
suspension o emulsion soluble. Puede realizarse para romper la grasa de la leche en tamafios mas pequefios para
que ya no se separa de la leche. Esto puede lograrse forzando la leche a alta presion a través de pequefios orificios.

"Pasteurizacion" tal como se emplea en la presente memoria significa reducir o eliminar la presencia de organismos
vivos, tales como microorganismos, en el sustrato lacteo. Preferiblemente, la pasteurizacion se alcanza manteniendo
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una temperatura especificada durante un periodo de tiempo especificado. La temperatura especificada se alcanza
normalmente por calentamiento. La temperatura y la duracion pueden seleccionarse para matar o inactivar ciertas
bacterias, tales como bacterias perjudiciales, y/o para inactivar enzimas en la leche. Una etapa de enfriamiento
rapido puede seguir. Un "producto alimenticio" o "composicién alimenticia" en el contexto de la presente invencion
puede ser cualquier alimento o producto alimentario comestible adecuado para el consumo por un animal o un ser
humano.

Un "producto lacteo" en el contexto de la presente invenciéon puede ser cualquier producto alimenticio en el que uno
de los constituyentes principales es lacteo. Preferible, el componente principal es lacteo. Mas preferiblemente, el
constituyente principal es un sustrato lacteo que ha sido tratado con una enzima que tiene actividad
transgalactosilante.

En el presente contexto, "uno de los constituyentes principales" significa un constituyente que tiene una materia seca
que constituye mas del 20%, preferiblemente mas del 30% o mas del 40% de la materia seca total del producto
lacteo, mientras que "el mayor constituyente "significa un componente que tiene una materia seca que constituye
mas del 50%, preferiblemente mas del 60% o mas del 70% de la materia seca total del producto lacteo.

Por "producto lacteo fermentado” en el presente contexto debe entenderse como cualquier producto lacteo en donde
cualquier tipo de fermentacion forma parte del proceso de produccion. Ejemplos de productos lacteos fermentados
son productos como yogur, suero de leche, crema fresca, cuajada y queso fresco. Otro ejemplo de un producto
lacteo fermentado es el queso. Un producto lacteo fermentado puede producirse por cualquier método conocido en
la técnica.

El término “fermentacion” significa la conversion de hidratos de carbono en alcoholes o acidos a través de la accion
de un microorganismo tal como un cultivo iniciador. En un aspecto, la fermentacion comprende la conversion de
lactosa en acido lactico.

En el presente contexto, "microorganismo" puede incluir cualquier bacteria o hongo que sea capaz de fermentar un
sustrato de leche.

En el presente contexto, la expresion "dominios Pfam" significa regiones dentro de una secuencia de proteinas que
se identifican como Pfam-A o Pfam-B basadas en muiltiples alineaciones de secuencias y la presencia de motivos de
Markov ocultos ("The Pfam protein families database": R.D. Finn, J. Mistry, J. Tate, P. Coggill, A. Heger, 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) Database Issue 38:D211-222 .). Como ejemplos de dominios Pfam se pueden citar
Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y dominio similar a lg bacteriano
(grupo 4) (PF07532).

Como se emplea en la presente memoria, "una posicion correspondiente a la posicion" significa que se hace una
alineacion como la descrita en la presente memoria entre un polipéptido de consulta determinado y el polipéptido de
referencia. La posicion correspondiente a una posicion especifica en el polipéptido de referencia se identifica
entonces como el aminoacido correspondiente en la alineacion con la identidad de secuencia mas alta.

Una "variante" o "variantes" se refiere a polipéptidos o acidos nucleicos. El término "variante" puede emplearse
indistintamente con el término "mutante". Las variantes incluyen inserciones, sustituciones, transversiones,
truncamientos y/o inversiones en uno o mas lugares en la secuencia de aminoacidos o nucledtidos,
respectivamente. Las expresiones "polipéptido variante", "variante de polipéptido”, "polipéptido", "variante" y "enzima
variante" significan un polipéptido/proteina que tiene una secuencia de aminoacidos que tiene o comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada o se modifica comparada a la secuencia de aminoacidos seleccionada, tal

comola SEQIDnNn% 1,2,3,405.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "enzimas de referencia", "secuencia de referencia", "polipéptido de
referencia" significan enzimas y polipéptidos a partir de los cuales se basan cualquiera de los polipéptidos variantes,
p. €j., SEQ ID n° 1, 2, 3, 4 o 5. Un "acido nucleico de referencia" significa una secuencia de acido nucleico que
codifica el polipéptido de referencia.

Como se usa en la presente memoria, las expresiones "secuencia de referencia" y "secuencia objeto" se emplean
indistintamente.

Como se emplea en la presente memoria, "secuencia de consulta" significa una secuencia extrafia, que esta
alineada con una secuencia de referencia para ver si cae dentro del alcance de la presente invencién. Por
consiguiente, dicha secuencia de consulta puede ser, por ejemplo, una secuencia de la técnica anterior o una
secuencia de del tercer grupo.

Como se emplea en este documento, el término "secuencia" puede referirse a una secuencia polipeptidica o una
secuencia de acido nucleico, dependiendo del contexto.
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Como se emplean en la presente memoria, las expresiones "secuencia polipeptidica" y "secuencia de aminoacidos"
se emplean indistintamente.

La secuencia sefial de una "variante" puede ser la misma o puede diferir de la secuencia sefal del péptido sefal de
Bacillus natural o cualquier secuencia sefial que segregue el polipéptido. Una variante puede expresarse como una
proteina de fusidon que contiene un polipéptido heterdlogo. Por ejemplo, la variante puede comprender un péptido
sefial de otra proteina o una secuencia disefiada para ayudar a la identificacién o purificacion de la proteina de
fusion expresada, tal como una secuencia His-Tag.

Para describir las diversas variantes que se contemplan para ser abarcadas por la presente descripcion, se adoptara
la siguiente nomenclatura para facilitar la referencia. Cuando la sustitucion incluye un ndmero y una letra, por
ejemplo, 592P, entonces se refiere a {posicion segun el sistema de numeracidon/aminodacido sustituido}. Por
consiguiente, por ejemplo, la sustitucion de un aminoacido por prolina en la posicion 592 se designa como 592P.
Cuando la sustitucion incluye una letra, un ndmero y una letra, por ejemplo, D592P, entonces esto se refiere a
{aminoacido/posicion original segun el sistema de numeraciéon/aminoacido sustituido}.

Por consiguiente, por ejemplo, la sustitucion de alanina por prolina en la posicion 592 se designa como A592P.

Cuando son posibles dos o mas sustituciones en una posicion determinada, esto se designara mediante letras
contiguas, que pueden separarse opcionalmente por barras oblicuas "/", p. €j., G303ED o G303E/D.

Las posiciones y sustituciones se enumeran con referencia, por ejemplo, ala SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 o 5. Por ejemplo,
se pueden encontrar posiciones equivalentes en otra secuencia alineando esta secuencia con la SEQ ID n°: 1, 2, 3,
4 o 5 para encontrar una alineacion con el mayor porcentaje de identidad y después determinar qué aminoacido se
alinea para corresponder con un aminoacido de una posicién especifica de la SEQ ID n° 1, 2, 3, 4 o 5. Dicha
alineacion y el uso de una secuencia como primera referencia es simplemente una cuestion de rutina para un
experto en la materia.

Como se emplea en la presente memoria, el término "expresion" se refiere al procedimiento mediante el cual se
produce un polipéptido basado en la secuencia de acido nucleico de un gen. El proceso incluye tanto la transcripcion
como la traduccion.

Tal como se emplea en la presente memoria, "polipéptido” se emplea indistintamente con la terminologia "secuencia
de aminoacidos", "enzima", "péptido" y/o "proteina". Tal como se emplea en la presente memoria, "secuencia
nucleotidica" o "secuencia de acido nucleico" se refiere a una secuencia oligonucleotidica o secuencia
polinucleotidica y variantes, homologos, fragmentos y derivados de las mismas. La secuencia nucleotidica puede ser
de origen gendmico, sintético o biotecnoldgico y puede ser bicatenaria o monocatenaria, ya sea que represente la
cadena ftranscrita o complementaria. Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresiéon "secuencia
nucleotidica" incluye ADN genémico, ADNc, ADN sintético y ARN.

"Homodlogo" significa una entidad que tiene un determinado grado de identidad o "homologia" con las secuencias de
aminoacidos en cuestion y las secuencias de nucleétidos en cuestion. En un aspecto, la secuencia de aminoacidos
en cuestion es la SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 0 5, y la secuencia de nucledtidos en cuestion preferiblemente es la SEQ ID
n° 9,10, 11,120 13.

Una "secuencia homologa" incluye un polinucleétido o un polipéptido que tiene un cierto porcentaje, p. €j., 80%,
85%, 90%, 95% o 99%, de identidad de secuencia con otra secuencia. El porcentaje de identidad significa que,
cuando esta alineado, ese porcentaje de bases o restos de aminoacidos son los mismos cuando se comparan las
dos secuencias. Las secuencias de aminoacidos no son idénticas, donde un aminoacido es sustituido, suprimido o
afadido en comparacion con la secuencia objeto. El porcentaje de identidad de secuencia se mide generalmente
con respecto a la secuencia madura de la proteina objeto, es decir, después de la eliminaciéon de una secuencia
sefial, por ejemplo. Generalmente, los homoélogos comprenderan los mismos restos del sitio activo que la secuencia
de aminoacidos en cuestion. Los homodlogos también conservan actividad enzimatica, aunque el homdlogo puede
tener diferentes propiedades enzimaticas que el natural.

Tal como se utiliza en la presente memoria, "hibridacion" incluye el proceso mediante el cual una cadena de acido
nucleico se une a una cadena complementaria por emparejamiento de bases, asi como el proceso de amplificacion
llevado a cabo en tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El acido nucleico variante puede
existir como ADN o ARN monocatenario o bicatenario, un heterodoble cadena de ARN/ADN o un copolimero de
ARN/ADN. Como se emplea en la presente memoria, "copolimero" se refiere a una Unica cadena de acido nucleico
que comprende tanto ribonucleétidos como desoxirribonucleétidos. El acido nucleico variante puede optimizarse con
codones para aumentar mas la expresion.

Como se emplea en este documento, un compuesto "sintético" se produce por sintesis quimica o enzimatica in vitro.
Ello incluye, pero no se limita a, acidos nucleicos variantes preparados con un uso 6ptimo de codones para
organismos anfitriones, tal como un anfitrion de células de levadura u otros anfitriones de expresion de eleccion.
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Como se emplea en la presente memoria, "célula transformada" incluye células, incluidas tanto las células
bacterianas como fungicas, que han sido transformadas mediante el empleo de técnicas de ADN recombinado. La
transformacion se produce generalmente por insercion de una o mas secuencias de nucleotidos en una célula. La
secuencia nucleotidica insertada puede ser una secuencia nucleotidica heterdloga, es decir, es una secuencia que
no es natural para la célula que se va a transformar, tal como una proteina de fusion.

Tal como se emplea en la presente memoria, "unido operativamente" significa que los componentes descritos estan
en una relacion que les permite funcionar de la manera deseada. Por ejemplo, una secuencia reguladora unida
operativamente a una secuencia codificante se liga de tal manera que la expresiéon de la secuencia codificante se
consigue en condiciones compatibles con las secuencias de referencia.

Como se emplea en la presente memoria, el término "fragmento" se define en la presente memoria como un
polipéptido que tiene uno o mas (varios) aminoacidos suprimidos del extremo amino y/o carboxilo en donde el
fragmento tiene actividad.

En un aspecto, el término "fragmento" se define en la presente memoria como un polipéptido que tiene uno o mas
(varios) aminoacidos suprimidos del extremo amino y/o carboxilo del polipéptido de la SEQ ID n% 1, 2, 3, 4 0 5; en
donde el fragmento tiene actividad transgalactosilante.

La expresion "similar al dominio de union a la galactosa" tal como se emplea en la presente memoria esta abreviado
y es intercambiable con el término "GBD".

Grado de identidad

El nexo entre dos secuencias de aminoacidos o entre dos secuencias de nucleétidos se describe por el parametro
"identidad".

En una realizacion, el grado de identidad de secuencia entre una secuencia de consulta y una secuencia de
referencia se determina: 1) alineando las dos secuencias mediante cualquier programa de alineacién adecuado
utilizando la matriz de puntuacion por defecto y la penalizacién de discontinuidad predeterminada, 2) identificando el
numero de coincidencias exactas, donde una coincidencia exacta es donde el programa de alineacion ha
identificado un aminoacido o nucledtido idéntico en las dos secuencias alineadas en una posiciéon dada en la
alineacion y 3) dividiendo el nimero de coincidencias exactas por la longitud de la secuencia de referencia.

En una realizacion, el grado de identidad de secuencia entre una secuencia de consulta y una secuencia de
referencia se determina: 1) alineando las dos secuencias mediante cualquier programa de alineacién adecuado
utilizando la matriz de puntuacion por defecto y la penalizacién de discontinuidad predeterminada, 2) identificando el
nuamero de coincidencias exactas, donde una coincidencia exacta es donde el programa de alineacion ha
identificado un aminoacido o nucledtido idéntico en las dos secuencias alineadas en una posiciéon dada en la
alineacion y 3) dividiendo el niumero de coincidencias exactas por la longitud de la mas larga de las dos secuencias.

En ofra realizacion, el grado de identidad de secuencia entre la secuencia de consulta y la secuencia de referencia
se determina 1) alineando las dos secuencias mediante cualquier programa de alineacion adecuado utilizando la
matriz de puntuacion por defecto y la penalizacion de discontinuidad predeterminada, 2) identificando el nimero de
coincidencias exactas, donde una coincidencia exacta es donde el programa de alineacién ha identificado un
aminoacido o nucledtido idéntico en las dos secuencias alineadas en una posicién dada en la alineacion y 3)
dividiendo el nimero de coincidencias exactas por la "longitud de alineacion", donde la longitud de alineacion es la
longitud de toda la alineacién incluyendo discontinuidades y partes sobresalientes de las secuencias.

Las comparaciones de identidad de secuencia pueden realizarse a simple vista, o mas habitualmente, con ayuda de
programas de comparacion de secuencias faciimente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el
mercado utilizan complejos algoritmos de comparacion para alinear dos o mas secuencias que reflejan mejor los
casos evolutivos que podrian haber conducido a la(s) diferencia(s) entre las dos o mas secuencias. Por lo tanto,
estos algoritmos operan con un sistema de puntuacion que recompensa la alineacién de aminoacidos idénticos o
similares y penalizan la insercién de espacios, ampliaciones de espacios y alineacion de aminoacidos no similares.
El sistema de puntuacion de los algoritmos de comparacion incluye:

i) asignacion de puntuacion de penalizacion cada vez que se inserta un espacio (puntuacion de penalizacién de la
ampliacion),

ii) asignacion de puntuacion de penalizacion cada vez que se extiende un espacio existente con una posicion
adicional (puntuacion de penalizacion de la ampliacion),

iii) asignacion de puntuaciones altas al alinear aminoacidos idénticos, y

iv) asignacion de puntuaciones variables al alinear aminoacidos diferentes.
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La mayoria de los programas de alineacion permiten modificar las penalizaciones por espacio. Sin embargo, es
preferible utilizar los valores por defecto cuando se utiliza dicho programa informatico para comparaciones de
secuencias.

Las puntuaciones dadas para la alineacion de aminoacidos no idénticos se asignan segun una matriz de puntuacion
también denominada matriz de sustituciéon. Las puntuaciones proporcionadas en dichas matrices de sustitucion
estan reflejando el hecho de que la probabilidad de que un aminoacido que es sustituido por otro durante la
evolucion varia y depende de la naturaleza fisica/quimica del aminoacido que va a ser sustituido. Por ejemplo, la
probabilidad de que un aminoacido polar sea sustituido por otro aminoacido polar es mayor en comparacion con que
sea sustituido por un aminoacido hidréfobo. Por lo tanto, la matriz de puntuacién asignara la puntuacion mas alta
para aminoacidos idénticos, una puntuacién menor para aminoacidos no idénticos pero similares e incluso una
puntuacion mas baja para aminoacidos diferentes no similares. Las matrices de puntuacion mas frecuentemente
utilizadas son las matrices PAM (Dayhoff et al. (1978), Jones et al. (1992)), las matrices BLOSUM (Henikoff y
Henikoff (1992) y la matriz Gonnet (Gonnet et al. (1992)).

Los programas informaticos adecuados para llevar a cabo tal alineacion incluyen, pero no se limitan a, Vector NTI
(Invitrogen Corp.) y los programas ClustalV, ClustalWW y ClustalW2 (Higgins DG y Sharp PM (1988), Higgins et al.
(1992) Thompson et al. (1994), Larkin et al. (2007). Una seleccion de diferentes herramientas de alineacién esta
disponible en el servidor ExXPASy Proteomics en www.expasy.org. Otro ejemplo de programa informatico que puede
realizar la alineacion de secuencias es BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que esta disponible en la pagina
web del National Center for Biotechnology Information, que actualmente se puede encontrar en
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/ y que se describié en primer lugar en Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 215; 403-410.

En una realizacion preferida de la presente invencion, el programa de alineacion esta realizando un programa de
alineacion global, que optimiza la alineacion sobre toda la longitud de las secuencias. En una realizacion preferida
adicional, el programa de alineacién global se basa en el algoritmo de Needleman-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 ). Ejemplos de programas actuales que
realizan alineaciones globales utilizando el algoritmo Needleman-Wunsch son los programas EMBOSS Needle y
EMBOSS Stretcher, que estan disponibles en http://www.ebi.ac.uk/Tools/psal.

EMBOSS Needle realiza una alineacién 6ptima de secuencia global utilizando el algoritmo de alineaciéon Needleman-
Wunsch para encontrar la alineacién éptima (incluyendo los espacios) de dos secuencias a lo largo de toda su
longitud.

EMBOSS Stretcher utiliza una modificacion del algoritmo de Needleman-Wunsch que permite que las secuencias
mas grandes estén alineadas globalmente.

En una realizacion, las secuencias estan alineadas mediante un programa de alineacion global y la identidad de
secuencia se calcula identificando el nimero de coincidencias exactas identificadas por el programa dividido por la
"longitud de alineacién”, donde la longitud de alineacioén es la longitud de toda la alineacién incluyendo espacios y
partes sobresalientes de las secuencias.

En una realizacion adicional, el programa de alineacion global utiliza el algoritmo Needleman-Wunsch y la identidad
de secuencias se calcula identificando el nimero de coincidencias exactas identificadas por el programa dividido por
la "longitud de alineacién”, donde la longitud de alineacion es la longitud de toda la alineacion incluidos espacios y
partes sobresalientes de las secuencias.

En otra realizacion mas, el programa de alineacion global se selecciona del grupo que consiste en EMBOSS Needle
y EMBOSS Stretcher y la identidad de secuencia se calcula identificando el numero de coincidencias exactas
identificadas por el programa dividido por la "longitud de alineacion”, donde la longitud de alineacion es la longitud de
toda la alineacion incluidos los espacios y partes sobresalientes de las secuencias.

Una vez que el programa informatico ha producido una alineacion, es posible calcular el % de similitud y el % de
identidad de secuencia. El programa informatico normalmente lo hace como parte de la comparacion de secuencias
y genera un resultado numérico.

En una realizacion, es preferible usar el programa informatico ClustalW para realizar alineaciones de secuencias.
Preferiblemente, la alineacion con ClustalWW se lleva a cabo con los siguientes parametros para la alineacion por
pares:

Matriz de sustitucion: Gonnet 250
Penalizacién abierta por espacio: 20
Penalizacién por ampliacién con espacio: 0,2
Penalizacién por espacio final: Ninguna
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ClustalW2 se ha puesto a disposicion, por ejemplo, en Internet por el Instituto Europeo de Bioinformatica en la
pagina web del EMBL-EBI www.ebi.ac.uk con herramientas - analisis de secuencias - ClustalW2. Actualmente, la
direccion exacta de la herramienta ClustalW2 es www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2.

En ofra realizacion, se prefiere usar el programa Align X en el Vector NTI (Invitrogen) para realizar alineaciones de
secuencias. En una realizacion, Exp10 se ha podido utilizar con los ajustes predeterminados:

Penalizacion por apertura de espacio: 10
Penalizacion por ampliacion de espacio: 0,05
Intervalo de penalizacién por separacion de espacio: 8

En otra realizacion, la alineacion de una secuencia de aminoacidos con, o a, otra secuencia de aminoacidos se
determina mediante el uso de la matriz de puntuacion: blosum62mt2 y las configuraciones de alineacion por pares
VectorNTI Pair

Configuraciones  K-tuple 1
Numero de mejores diagonales 5
Tamaiio de ventana 5
Penalizacion por espacio 3
Penalizacion de abertura de espacio 10
Penalizacion por ampliacion de espacio 0,1

En una realizacion, el porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos con, o a, 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 sustitucion.

Polipéptidos

En la presente invencion se describe un polipéptido que tiene una relacion de actividad transgalactosilante:actividad
de B-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 una concentracion de 3%
p/p de concentracion inicial de lactosa.

En la presente memoria se describe un polipéptido, en donde el nicleo catalitico de la glucésido hidrolasa tiene una
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID n°: 7.

En la presente memoria se describe un polipéptido que contiene dominios Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro
(PF00703) y/o Glyco_hydro 2C (PF02836).

En la presente memoria se describe un polipéptido que contiene el dominio Ig-oide bacteriano (grupo 4) (PF07532).

En un aspecto, en la presente memoria se describe un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante
seleccionada del grupo que consiste en:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 1, en donde dicho polipéptido consiste en un maximo de 980 restos de aminoacidos y

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n® 2, en el que dicho polipéptido consta como maximo de 975 restos de aminoacidos.

En la presente memoria se da a conocer:

c. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 96,5% de identidad de
secuencia con la SEQ ID n°: 3, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 1.300 restos de aminoacidos,

d. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida al menos en condiciones de baja restriccion con i) la
secuencia de acido nucleico comprendida en la SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifica el polipéptido de la SEQ
ID n% 1, 2, 3, 4 0 5; 0ii) la cadena complementaria de i),
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e. un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos
un 70% de identidad con la secuencia de nucleétidos que codifica para el polipéptido de laSEQIDn% 1,2, 3,4050
la secuencia de nucledtidos comprendida en las SEQ ID n®: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifican un polipéptido maduro, y

f. un polipéptido que comprende una supresion, insercion y/o sustitucion conservativa de uno o mas restos de
aminoacidos delas SEQID n% 1, 2, 3,4 0 5.

En la presente memoria se da a conocer un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante seleccionado del
grupo que consiste en:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 96,5% de identidad de
secuencia con la SEQ ID n°: 3, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 1.300 restos de aminoacidos,

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 90% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 1, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 980 restos de aminoacidos,

c. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida al menos en condiciones de baja restriccion con i) la
secuencia de acido nucleico comprendida en las SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o0 13 que codifica el polipéptido de las SEQ
ID n% 1, 2, 3, 4, 0 5; oii) la cadena complementaria de i),

d. un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos
un 70% de identidad con la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido de las SEQ IDn®:1,2,3,40501la
secuencia de nucleétidos comprendida en la SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 0 13 que codifican un polipéptido maduro, y

e. un polipéptido que comprende una supresion, insercion y/o sustitucion conservativa de uno o mas restos de
aminoacidos dela SEQIDn®: 1,2, 3,4 05.

En un aspecto, en la presente memoria se describe un polipéptido, en donde la secuencia de aminoacidos tiene al
menos 98%, o0 99%, de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos madura de SEQ ID n° 1 0 2.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 90% con la secuencia
de aminoacidos madura de la SEQ ID n°: 1.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 90% con la secuencia
de aminoacidos madura de la SEQ ID n°: 2.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene un 96,5% de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos madura de la SEQ ID n°: 3.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene una identidad de secuencia del 96,5% con la secuencia
de aminoacidos madura de la SEQ ID n°: 4.

En la presente memoria se describe un polipéptido que tiene un 96,5% de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoacidos madura de la SEQ ID n°: 5.

En la presente memoria se describe un polipéptido que comprende o que consiste en la secuencia de aminoacidos
delaSEQIDnN®:1,2,3,405.

En una realizacién, se describe en la presente memoria un polipéptido, que procede de Bifidobacterium bifidum.
En una realizacién, se describe en la presente memoria un polipéptido que tiene un pH 6ptimo de 6,5-7,5.

En una realizacion, se describe en la presente invencion un polipéptido que tiene un éptimo de temperatura de 30-60
tal como 42-60 grados Celcius.

Los polipéptidos que tienen actividad sobre los hidratos de carbono se pueden clasificar usando el sistema de
clasificacion IUBMB basado en su especificidad de sustrato o en la asignacion de CaZy en una de las 125 familias
de glucésido hidrolasa actuales. En la base de datos CaZy la asignacion se basa tanto en informacién secuencial
como estructural combinada con el conocimiento de la estereoquimica de los sustratos y productos.

En la presente memoria se describen polipéptidos que cuando se trata de un producto de expresién en un Bacillus
subtilis cepa BG3594 de una secuencia de acido nucleico, que codifica dicho polipéptido, es el unico producto de
expresion de polipéptido de dicha secuencia de acido nucleico que presenta actividad transgalactosilante. Esto
puede evaluarse utilizando las siguientes técnicas conocidas por un experto en la técnica. Las muestras a evaluar se
someten a SDS-PAGE vy se visualizan usando un colorante apropiado para la cuantificacion de proteinas, tal como
por ejemplo el sistema Criterion de Bio-Rad. El gel se escanea a continuacion utilizando un escaner densitométrico
apropiado tal como por ejemplo el sistema Criterion de Bio-Rad y se asegura que la imagen resultante esté en el
intervalo dinamico. Las bandas correspondientes a cualquier variante/fragmento procedente de la SEQ ID n°: 8 se
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cuantifican y el porcentaje de los polipéptidos se calcula como: Porcentaje de polipéptido en cuestion/(suma de
todos los polipéptidos que presentan actividad transgalactosilante)*100.

El ndmero total de variantes/fragmentos de polipéptidos procedentes de la SEQ ID n°: 8 en la composicion puede
determinarse detectando el fragmento procedente de la SEQ ID n° 8 por transferencia Western usando un
anticuerpo policlonal por métodos conocidos por un experto en la técnica.

El polipéptido descrito en la presente invencion comprende al menos dos dominios funcionales separados
contenidos dentro de la enzima. En primer lugar, el polipéptido debe contener un nucleo catalitico de glucésido
hidrolasa como se describe a continuacion. El nucleo catalitico debe pertenecer al clan GH-A de familias de
glucosido hidrolasa relacionadas. El clan GH-A se caracteriza por la escision de enlaces glucosidicos mediante un
mecanismo de retencion y posee un dominio catalitico que se basa en un pliegue de barril TIM (Wierenga, 2001,
FEBS Letters, 492 (3), pags. 193-8 ). El dominio catalitico contiene dos restos de acido glutamico que actian como
donante de protones y nucledfilo, que eliminan de las cadenas 4 y 7 del dominio de barril (Jenkins, 1995, FEBS
Letters, 362 (3), pags. 281-5). La estructura general del barril TIM es un (B/a) 8 veces que consta de 8 cadenas beta
y 8 cadenas alfa. En un aspecto, el nucleo catalitico de glucésido hidrolasa descrito en la presente memoria
pertenece a cualquiera de las familias GH-2 y -35 de glucdsido hidrolasa que son todas las enzimas TIM-barril
pertenecientes al clan GH-A. En otro aspecto, el nucleo catalitico de glucésido hidrolasa pertenece a la familia GH-2
o GH-35. En otro aspecto, el nucleo catalitico de glucésido hidrolasa pertenece a la familia GH-2. Un denominador
comun es que estas enzimas se denominan enzimas de retencién, de modo que la estereoquimica del sustrato se
conserva en el producto ( Henrissat, 1997, Curr. Opin. Struct. Biol., 7(5), 637-44 ).

Los polipéptidos descritos en la presente memoria pueden tener actividad sobre enlaces de hidratos de carbono que
tienen la configuracion 3(1—4). Esto efectivamente colocé las enzimas en la clase EC 3.2.1.23 de la [IUBMB de -
galactosidasas. Esta actividad puede ser, pero no se limita a, determinada utilizando substratos sintéticos tales como
para-nitrofenol-3-D-galactopiranésido  (PNPG), orto-nitrofenol-B-D-galactopiranésido  (ONPG) o B-D-
galactopirandsido con agluconas cromoégenas (XGal). Como una forma alternativa de determinar si una enzima
pertenece a la clase EC 3.2.1.23 de B-galactosidasas es incubar con un sustrato tal como la lactosa y medir la
liberacion de glucosa por un método tal como determinacion enzimatica, HPLC, TLC u otros métodos conocido por
los expertos en la técnica.

Con objeto de predecir entidades funcionales de polipéptidos se pueden aplicar varios fondos publicos disponibles
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 ). Debe especificarse que al
realizar dicho andlisis, el analisis deberia realizarse en la toda la secuencia del polipéptido disponible a partir de las
bases de datos del fondo publico.

Se proporciona un polipéptido que contiene uno o mas dominios Pfam seleccionados de: Glyco_hydro2N (PF02837),
Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig bacteriano (grupo 4) (PF07532). Se
proporciona ademas un polipéptido que contiene los dominios Pfam Glyco_hidro2N (PF02837), Glyco_hidro
(PF00703), Glyco_hidro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig Bacteriano (grupo 4) (PF07532).

También se proporciona un polipéptido que contiene los dominios Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro
(PF00703) y Glyco_hydro 2C (PF02836) que constituye el dominio catalitico del polipéptido.

- Se proporciona un polipéptido como el descrito en la presente memoria y que tiene una relacién de actividad
transgalactosilante:actividad de $-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 concentracion
de 100 ppm en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% p/p de lactosa después de 15, 30 o 180, tal como 180
minutos de reaccion. En una realizacion adicional, el polipéptido procede de Bifidobacterium bifidum.

En una realizacién, el polipéptido o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una actividad
transgalactosilante tal que mas del 20%, mas del 30%, mas del 40%, hasta el 50% de la lactosa inicial esta
transgalactosilada, medida a una concentracion de 100 ppm en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% p/p de
lactosa después de 15, 30 o 180, tal como 180 minutos de reaccion.

En una realizaciéon adicional, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una actividad (-
galactosidasa tal que menos del 80%, menos del 70%, menos del 60%, menos del 50%, menos del 40%, menos del
30% menos de 20% de la lactosa se ha hidrolizado medida a una concentracion de 100 ppm en un ensayo basado
en leche a 37°C y 5% p/p de lactosa después de 15, 30 o 180°C, tal como 180 minutos de reaccion.

En una realizacion, la actividad B-galactosidasa y/o la actividad transgalactosilante se miden a una concentracion de
100 ppm correspondiente a 2.13 LAU como se especifica en el método 4.

En una realizacién adicional, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una o mas de las
siguientes caracteristicas:
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a) una relacion de actividad transgalactosilante:actividad B-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 concentracion de 100 ppm en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% p/p de lactosa después de 15,
30 o0 180°C, tal como 180 minutos de reaccion, y/o

b) tiene una actividad transgalactosilante tal que mas del 20%, mas del 30%, mas del 40% y hasta el 50% de la
lactosa inicial se ha transgalactosilado, medida a una concentracion de 100 ppm en un ensayo basado en leche a
37°C°C y 5% p/p de lactosa después de 15, 30 o 180°C, tal como 180 minutos de reaccion.

Se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 96,5% de
identidad de secuencia con la SEQ ID n° 3, en el que dicho polipéptido consiste en un maximo de 1.300 restos de
aminoacidos. En otro aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 1, tal como en donde dicha identidad de secuencia
es al menos 99% o al menos 100% de identidad de secuencia, y en donde dicho polipéptido consta como maximo
de 980 restos de aminoacidos. En otro aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID n° 1, en donde dicho polipéptido
consiste en como maximo 980 restos de aminoacidos. En otro aspecto aun, se proporciona un polipéptido en el que
dicho polipéptido tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID n° 1, tal como en el que dicho
polipéptido tiene al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 1. En otro aspecto, un polipéptido que
tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 2, tal como en donde dicho polipéptido tiene al
menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n° 2. En un aspecto, se proporcionan los polipéptidos
descritos en el presente memoria que constan como maximo de 975 restos de aminoacidos, tales como, p. €j., como
maximo 970 restos de aminoacidos, tales como 950 restos de aminoacidos como maximo, tales como 940 restos de
aminoacidos como maximo, 930 restos de aminoacidos como maximo, 920 restos de aminoacidos como maximo,
910 restos de aminoacidos como maximo, 900 restos de aminoacidos como maximo, 895 restos de aminoacidos
como maximo o 890 restos de aminoacidos como maximo. En un aspecto, se proporciona un polipéptido concreto
constituido por 887 o 965 restos de aminoacidos. En un aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia con la SEQ. ID. n°: 2 tal como en
donde dicha identidad de secuencia es al menos 99% o al menos 100% de identidad de secuencia, en donde dicho
polipéptido consta de 975 restos de aminoacidos como maximo, tal como, p. ej., como maximo 970 o al menos 965
restos de aminoacidos. En un aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 97% de identidad de secuencia con la SEQ ID n®: 2, en donde dicho polipéptido consta en un
maximo de 975 restos de aminoacido.

En otro aspecto preferido, se proporciona un polipéptido que comprende la SEQ ID n° 1, 2, 3, 4 0 5. Todavia en un
aspecto preferido, se proporciona un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID n°: 1, 2,
3, 4 0 5, especialmente un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos dela SEQIDn% 102.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos
96,5% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 3, tal como en donde dicha identidad de secuencia es al menos
97%, tal como, p. €j., al menos 98%, al menos 99% o al menos 100% de identidad de secuencia, en donde dicho
polipéptido consta como maximo de 1300 restos de aminoacidos.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido en donde dicho polipéptido tiene al menos un 98,5%, tal como al
menos 99% o al menos 99,5% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 5. En un aspecto, dicho polipéptido
consiste en como maximo 1.290 restos de aminoacidos, tales como, p. €j., como maximo 1.280, como maximo
1.270, como maximo 1.260, como maximo 1.250, como maximo 1.240, como maximo 1.230, como maximo 1.220 o
como maximo 1.215 restos de aminoacidos. En un aspecto preferido, se proporciona un polipéptido que consiste en
1.211 restos de aminoacidos.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido en el que dicho polipéptido tiene al menos un 96%, tal como al
menos 97%, tal como, p. €j., al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 4. En un
aspecto, se proporciona un polipéptido que consiste en un maximo de 1.210 restos de aminoacidos, tal como, p. €.,
como maximo 1.200, como maximo 1.190, como maximo 1.180, como maximo 1.170, como maximo 1.160, como
maximo 1.150 o como maximo 1.145 restos de aminoacidos, tal como 1.142 restos de aminoacidos.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido en donde dicho polipéptido tiene al menos un 96,5%, tal como al
menos 97%, tal como, p. €j., al menos 98% o al menos 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 3. En un
aspecto, un polipéptido que consta como maximo 1.130 restos de aminoacidos, tales como, por ejemplo, como
maximo 1.120, como maximo 1.110, como maximo 1.100, como maximo 1.090, como maximo 1.080, como maximo
1.070, como maximo 1.060, como maximo 1.050, como maximo 1.055 o como maximo 1.040 restos de aminoacidos.
En un aspecto preferido, se proporciona un polipéptido que consiste en 1.038 restos de aminoacidos.

En otro aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una relacion de actividad de
transgalactosilacion superior al 100%, tal como superior al 150%, 175% o0 200%.
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Las proteinas generalmente estan compuestas de una o mas regiones funcionales, cominmente denominadas
dominios. La presencia de diferentes dominios en diversas combinaciones en diferentes proteinas da lugar al diverso
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 coleccion de familias de dominio de proteinas 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) Database numero 38: D211-222. Cada familia esta representada por multiples alineaciones de secuencia y
modelos de Markov ocultos (HMM). En otro aspecto, los presentes inventores han descubierto que el/los
polipéptido(s) proporcionado(s) contiene uno o mas de los dominios Pfam Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro
(PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) ) y (PF07532). En un aspecto, el polipéptido o polipéptidos proporcionados
en la presente invencion contienen Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836)
y dominio Ig-oide bacteriano (grupo 4) (PF07532).

En un aspecto, los polipéptidos tienen actividad transgalactosilante util en 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 invencién abarca polipéptidos que tienen un cierto grado de identidad de secuencia o homologia de
secuencia con la secuencia de aminoacidos definida en la presente memoria o con un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente memoria. La presente invencién abarca, en particular, péptidos que
tienen un grado de identidad de secuencia con cualquiera de las SEQ ID n% 1, 2, 3, 4 o 5, que se definen a
continuacién, o uno de sus homologos.

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos homologa y/o la secuencia de nucledtidos debe proporcionar y/o
codificar un polipéptido que conserva la actividad transgalactosilante funcional y/o potencia la actividad de
transgalactosilacion en comparacién con un polipéptido de la SEQ ID n% 1, 2, 3,4 0 5.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homoéloga incluye una secuencia de aminoacidos que
puede ser al menos 66%, 70%, 75%, 78%, al menos 80%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos
96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos 99%, idéntica a la secuencia en cuestion. Generalmente, los
homologos comprenderan los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de aminoacidos en cuestion. Aunque la
homologia también se puede considerar desde el punto de vista de similitud (es decir, restos de aminoacidos que
tienen propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion se prefiere expresar
homologia desde el punto de vista de identidad de secuencias.

Por lo tanto, la presente invencion también abarca variantes, homologos y derivados de cualquier secuencia de
aminoacidos de una proteina o polipéptido definidos en la presente memoria, en particular los de las SEC ID n° 1, 2,
3, 4 o 5 definidas a continuacion.

Las secuencias, particularmente las de variantes, homologos y derivados de la SEQ ID n°% 1, 2, 3, 4 0 5 que se
definen a continuacién, también pueden tener supresiones, inserciones o sustituciones de restos de aminoacidos
que producen un cambio imperceptible y producen una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones de
aminoacidos deliberadas pueden hacerse basandose en la similitud en polaridad, carga, solubilidad, naturaleza
hidréfoba, hidréfila y/o anfipatica de los restos, siempre que se mantenga la actividad de union secundaria de la
sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico; los
aminoacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y aminoacidos con grupos de cabeza polar sin carga
que tienen valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

La presente invencion también abarca una sustitucion conservadora (sustitucion y reemplazo se emplean en la
presente memoria en el sentido de intercambio de un resto de aminoacido existente, por un resto alternativo) que
puede ocurrir es decir sustitucién de similar por similar como basico por basico, acido por acido , polar por polar, etc.
También puede ocurrir sustitucion no conservadora, es decir, de una clase de resto por otro o, alternativamente, que
implica la inclusion de aminoacidos no naturales tales como ornitina (denominada en adelante Z), acido
diaminobutirico ornitina (denominada en adelante B), norleucina ornitina (denominada en adelante O), pirilalanina,
tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Las sustituciones conservadoras que pueden realizarse son, por ejemplo, dentro de los grupos de aminoacidos
basicos (arginina, lisina e histidina), aminoacidos acidos (acido glutamico y acido aspartico), aminoacidos alifaticos
(alanina, valina, leucina, isoleucina), aminoacidos polares (glutamina, asparagina, serina, treonina), aminoacidos
aromaticos (fenilalanina, tripté6fano y tirosina), hidroxilaminoacidos (serina, treonina), aminoacidos grandes
(fenilalanina y triptéfano) y aminoacidos pequefios (glicina, alanina).

En un aspecto, la secuencia polipeptidica utilizada en la presente invencion esta en forma purificada. En un aspecto,
el polipéptido o proteina para uso en la presente invencién esta en forma aislada.

En un aspecto, el polipéptido de la presente invencion se produce de forma biotecnoldgica.
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Los polipéptidos variantes incluyen un polipéptido que tiene un determinado porcentaje, p. €j., al menos 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID n% 1 0 2.

Los polipéptidos variantes incluyen un polipéptido que tiene un determinado porcentaje, p. €j., al menos 96%, 97%,
98%, 0 99%, de identidad de secuencia conla SEQ ID n°: 3,4 o 5.

En un aspecto, los polipéptidos descritos en la presente invencion comprenden una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de secuencia de al menos el 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% con la
secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro codificado por la secuencia de nucledtidos que codifica la
transgalatosilasa contenida en Bifidobacterium bifidum DSM20215 mostrada en la presente memoria como SEQ ID
n° 22. Todas las consideraciones y limitaciones relativas a las identidades de secuencia y funcionalidad expuestas
desde el punto de vista de la SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 0 5 se aplican haciendo los cambios necesarios a las identidades
de secuencia y funcionalidad de estos polipéptidos y nucleotidos.

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos en cuestion es la SEQ ID n% 1, 2, 3, 4 o 5, y la secuencia de
nucledtidos en cuestion preferiblemente es la SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 0 13.

En un aspecto, el polipéptido es un fragmento que tiene uno o mas (varios) aminoacidos suprimidos del extremo
amino y/o carboxilo del polipéptido de SEQ ID n° 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 1.000 restos de
aminoacidos.

En otro aspecto, la longitud de la variante de polipéptido es de 500 a 1.300 restos de aminoacidos. En otro aspecto,
la longitud de la variante de polipéptido es de 600 a 1.300 aminoacidos. En otro aspecto, la longitud de la variante de
polipéptido es de 700 a 1.300 aminoacidos. En otro aspecto, la longitud de la variante de polipéptido es de 800 a
1.300 aminoacidos. En otro aspecto, la longitud de la variante de polipéptido es de 800 a 1.300 aminoacidos.

Variantes de polipéptidos de SEQIDn®: 1,2,3,405

En un aspecto, se proporciona una variante de SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 o 5 que tiene una sustituciéon en una o mas
posiciones que efectua una propiedad alterada tal como transgalactosilacion mejorada, con respecto a la SEQ ID n°:
1, 2, 3, 4 o 5. Dichas variantes de polipéptidos se denominan también en este documento por conveniencia
"polipéptido variante", "variante de polipéptido" o "variante". En un aspecto, los polipéptidos defidos en la presente
memoria tienen una actividad transgalactosilante mejorada en comparacion con el polipéptido de SEQ ID n®: 1, 2, 3,
4 0 5. En otro aspecto, los polipéptidos definidos en la presente memoria tienen una velocidad de reaccion mejorada

en comparacion con el polipéptido de SEQ IDn®: 1, 2, 3,4 0 5.

En un aspecto, los polipéptidos y variantes definidos en la presente memoria presentan actividad enzimatica. En un
aspecto, los polipéptidos y los polipéptidos variantes descritos en la presente memoria comprenden actividad de
transgalactosilacion.

En un aspecto, la proporcion de actividad transgalactosilante:actividad p-galactosidasa es al menos 0,5, tal como al
menos 1, tal como al menos 1,5, o tal como al menos 2 después de 30 minutos de reaccién tal como superior a una
concentracion inicial de lactosa del 3% p/p.

En un aspecto, la relacién actividad transgalactosilante:actividad B-galactosidasa es al menos 2,5, tal como al menos
3, tal como al menos 4, tal como al menos 5, tal como al menos 6, tal como al menos 7, tal como como al menos 8,
tal como al menos 9, tal como al menos 10, tal como al menos 11 o tal como al menos 12 después de 30 min. de
reaccion tal como superior a una concentracion inicial de lactosa del 3% p/p.

En un aspecto, los polipéptidos y las variantes como se definen en la presente memoria pueden proceder de fuentes
microbianas, en particular de un hongo filamentoso o levadura, o de una bacteria. La enzima puede proceder, p. €j.,
de una cepa de Agaricus, p. €j. A. bisporus; Ascovaginospora; Aspergillus, p. €j. A. niger, A. awamori, A. foetidus, A.
japonicus, A. oryzae; Candida; Chaetomium; Chaetotomastia; Dictyostelium, p. ej. D. discoideum; Kluveromyces, p.
ej. K. fragilis, K. lactis; Mucor, p. €j. M. javanicus, M. mucedo, M. subtilissimus; Neurospora, p. €j. N. crassa;
Rhizomucor, p. €j. R. pusillus; Rhizopus, p. €j. R. arrhizus, R. japonicus, R. stolonifer; Sclerotinia, p. €j. S . libertiana;
Torula; Torulopsis; Trichophyton, p. €j. T. rubrum; Whetzelinia, p. ej. , W. sclerotiorum; Bacillus p. ej. B. coagulans, B.
circulans, B. megaterium, B. novalis, B. subtilis, B. pumilus, B. stearothermophilus B. thuringiensis; Bifidobacterium,
p. €j. B. longum, B. bifidum, B. animalis; Chryseobacterium; Citrobacter, p. €j. C . freundii; Clostridium, p. €j. C .
perfringens; Diplodia, p. ej. D. gossypina; Enterobacter, p. €j. E. aerogenes, E. cloacae Edwardsiella, E. tarda;
Erwinia, p. ej. E. herbicola; Escherichia, p. ej. E. coli; Klebsiella, p. ej. K. pneumoniae; Miriococcum; Myrothesium;
Mucor; Neurospora, p. ej. N. crassa; Proteus, p. €j. P. vulgaris; Providencia, p. €j. P. stuartii; Pycnoporus, p. €;.
Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus; Ruminococcus, p. e€j. R torques; Salmonella, p. ej. S.
typhimurium; Serratia, p. €j. S. liquefasciens, S. marcescens; Shigella, p. €j. S . flexneri; Streptomyces, p. €j. S
.antibioticus, S. castaneoglobisporus, S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, p. €j. T. reesei, T. viride; Yersinia, p.
ej. Y. Enterocolitica.
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Se proporciona un polipéptido aislado y/o purificado que comprende un polipéptido o un polipéptido variante como se
define en la presente memoria. En una realizacion, el polipéptido variante es una forma madura del polipéptido (SEQ
ID n% 1, 2, 3, 4 0 5). En un aspecto, las variantes incluyen un dominio en el terminal C.

En un aspecto, un polipéptido variante como se define en la presente memoria incluye variantes en las que se han
afadido o eliminado entre uno y aproximadamente 25 restos de aminoacidos con respecto a la SEQ ID n% 1, 2, 3, 4
0 5. En un aspecto, un polipéptido variante definido en la presente memoria incluye variantes en las que entre uno y
25 restos de aminoacidos se han sustituido, afiadido o eliminado con respecto ala SEQ ID n® 1, 2, 3, 4 0 5. En un
aspecto, la variante tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 0 5, en donde se ha sustituido cualquier
numero entre uno y aproximadamente 25 aminoacidos. En otro aspecto, la variante tiene la secuencia de
aminoacidos SEQ ID n® 1, 2, 3, 4 0 5, en donde se ha sustituido cualquier nimero entre tres y doce aminoacidos. En
otro aspecto, la variante tiene la secuencia de aminoacidos SEQ ID n® 1, 2, 3, 4 0 5, en donde se ha sustituido
cualquier nimero entre cinco y nueve aminoacidos.

En un aspecto, se han sustituido al menos dos, en otro aspecto, al menos tres, y aun en otro aspecto, al menos
cinco aminoacidos dela SEQIDn®: 1, 2, 3,4 05.

En un aspecto, el o los polipéptido(s) descrito(s) tiene(n) la secuencia 1, 2, 3, 4 0 5.

En un aspecto, el o los polipéptido(s) descrito(s) en la presente invencion tiene la secuencia SEQ ID n®: 1, 2, 3,4 0
5, en donde se sustituyen y/o se suprimen el aminoacido 10, tal como el 9, tal como el 8, tal como el 7, tal como el 6,
tal el 5, tal como el 4, tal el 3, tal como el 2, tal como el 1 en el extremo terminal N.

Las enzimas y sus variantes enzimaticas pueden caracterizarse por sus secuencias de acido nucleico y polipéptido
primario, por modelado estructural tridimensional, y/o por su actividad especifica. Las caracteristicas adicionales de
las variantes de polipéptido o polipéptido definidas en la presente memoria incluyen, por ejemplo, estabilidad,
intervalo de pH, estabilidad a la oxidacion y estabilidad térmica. Los niveles de expresion y la actividad enzimatica se
pueden evaluar empleando ensayos normalizados conocidos por el especialista en este campo. En otro aspecto, las
variantes demuestran caracteristicas de comportamiento mejoradas con respecto al polipéptido con la SEQ ID n®: 1,
2, 3,4 o 5, tal como una mejor estabilidad a altas temperaturas, p. gj., 65-85°C.

Se proporciona una variante de polipéptido como se define en la presente memoria con una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos aproximadamente 66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%,
93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% de identidad con el polipéptido de SEQ ID n°: 1, 2, 3,4 0 5.

Nucleétidos

En un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad transgalactosilante como
se ha indicado anteriormente que estan codificados por polinucleétidos que se hibridan en condiciones de muy baja
severidad, preferiblemente condiciones de baja severidad, mas preferiblemente condiciones de media severidad,
mas preferiblemente condiciones de media-alta severidad incluso mas preferiblemente condiciones de alta severidad
y aun mas preferiblemente condiciones de muy alta severidad con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en
las SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 o 13 que codifican el polipéptido maduro de la SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 0 5; ii) la secuencia
de cDNA de i) o iii) la cadena complementaria de i) o ii), (J. Sambrook, E.F. Fritsch y T. Maniatis, 1989, Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor, Nueva York). Una subsecuencia de la SEQ ID n°: 9,
10, 11, 12 o0 13 contiene al menos 100 nucledtidos contiguos o preferiblemente al menos 200 nucledtidos contiguos.
Ademas, la subsecuencia puede codificar un fragmento polipeptidico que tiene actividad de lactasa.

La secuencia de nucleédtidos de la SEQ ID n° 9, 10, 11, 12 o 13 o una subsecuencia de la misma, asi como la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID n° 1, 2, 3, 4 o 5 o un fragmento de la misma, pueden utilizarse para disefar
una sonda de acido nucleico para identificar y clonar ADN que codifica polipéptidos que tienen actividad
transgalactosilasa a partir de cepas de diferentes géneros o especies segin métodos bien conocidos en la técnica.
En particular, dichas sondas pueden utilizarse para la hibridacion con el ADN gendmico o ADNc del género o
especie de interés, siguiendo procedimientos normalizados de transferencia Southern, con el fin de identificar y
aislar el gen correspondiente en el mismo. Dichas sondas pueden ser considerablemente mas cortas que la
secuencia completa, pero deben ser al menos de 14, preferiblemente al menos de 25, mas preferiblemente al menos
de 35 y lo mas preferiblemente al menos de 70 nucledtidos de longitud. Es, sin embargo, se prefiere que la sonda de
acido nucleico tenga una longitud de al menos 100 nucledtidos. Por ejemplo, la sonda de acido nucleico puede ser al
menos de 200 nucledtidos, preferiblemente al menos de 300 nucleétidos, mas preferiblemente al menos de 400
nucledtidos o aun mas preferiblemente al menos de 500 nucledtidos de longitud. Pueden usarse sondas ain mas
largas, p. €j., sondas de acido nucleico que son al menos de 600 nucledtidos, al menos preferiblemente al menos de
700 nucledtidos, mas preferiblemente al menos de 800 nucleétidos o alin mas preferiblemente al menos 900
nucledtidos de longitud. Pueden usarse sondas tanto de ADN como de ARN. Las sondas estan generalmente
marcadas para detectar el gen correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 35S, biotina, o avidina). Dichas sondas
estan comprendidas por la presente invencion.

Una genoteca de ADN gendmico preparada a partir de dichos otros organismos puede rastrearse, por lo tanto, para
ADN que se hibrida con las sondas descritas anteriormente y que codifica un polipéptido que tiene actividad de
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lactasa. EI ADN genémico u otro de dichos otros organismos puede separarse por electroforesis en gel de agarosa o
poliacrilamida u otras técnicas de separacion. EI ADN de las genotecas o el ADN separado puede transferirse e
inmovilizarse sobre nitrocelulosa u otro material portador adecuado. Con objeto de identificar un clon o ADN que es
homologo con la SEQ ID n°% 9, 10, 11, 12 o 13 o una de sus subsecuencias, el material portador se usa en una
transferencia Southern.

Para los propésitos de la presente invencion, la hibridacién indica que la secuencia de nucleétidos se hibrida con
una sonda de acido nucleico marcada que corresponde a la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID n°: 9,
10, 11, 12 o 13, su cadena complementaria o una de sus subsecuencias, en condiciones de muy baja a muy alta
severidad. Las moléculas a las que la sonda de acido nucleico se hibrida en estas condiciones se pueden detectar
usando pelicula de rayos X.

En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la region codificante de polipéptido maduro de la SEQ ID n°:
9,10, 11,12 0 13.

Para sondas largas de al menos 100 nucledtidos de longitud, se definen condiciones de muy baja a muy alta
severidad como prehibridacién e hibridacién a 42°C en 5X SSPE, SDS al 0,3%, 200 g/ml de ADN de esperma de
salmén cortado y desnaturalizado y 25% de formamida para muy bajas y bajas severidades, 35% de formamida para
medias y medias-altas severidades, o formamida al 50% para altas y muy altas severidades, siguiendo
procedimientos normalizado de transferencia de Southern durante 12 a 24 horas de manera 6ptima.

Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material portador se lava finalmente tres veces cada
15 minutos usando 2X SSC, SDS al 0,2% preferiblemente al menos a 45°C (muy baja severidad), mas
preferiblemente al menos a 50°C. Mas preferiblemente al menos a 55°C (severidad media), mas preferiblemente al
menos a 60°C (severidad medio-alta), aun mas preferiblemente al menos a 65°C (alta severidad), y lo mas preferible
al menos a 70°C (muy alta severidad).

En una realizacién concreta, el lavado se lleva a cabo usando 0,2X SSC , SDS al 0,2% preferiblemente al menos a
45°C (muy baja severidad), mas preferiblemente al menos a 50°C (baja severidad), mas preferiblemente al menos a
55°C (severidad media), mas preferiblemente al menos a 60°C (media-alta severidad), aun mas preferiblemente al
menos a 65°C (alta severidad), y lo mas preferiblemente al menos a 70°C (muy alta severidad). En otra realizacion
concreta, el lavado se lleva a cabo usando 0,1 X SSC, SDS al 0,2% preferiblemente al menos a 45°C (muy baja
severidad), mas preferiblemente al menos a 50°C (baja severidad), mas preferiblemente al menos a 55°C (media
severidad), mas preferiblemente al menos a 60°C (media-alta severidad), aun mas preferiblemente al menos a 65°C
(alta severidad), y lo mas preferiblemente al menos a 70°C (muy alta severidad).

Para sondas cortas que son de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucledtidos de longitud, las
condiciones de severidad se definen como prehibridacion, hibridacion y lavado después de la hibridacién de
aproximadamente 5°C a aproximadamente 10°C por debajo de la Tr, calculado empleando el calculo segun Bolton y
McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48:1390) en NaCl 0,9 M, Tris-HCI 0,09 M
pH 7,6, EDTA 6 mM, NP-40 al 0,5%, 1X soluciéon de Denhardt, pirofosfato sédico 1 mM, fosfato sédico monobasico 1
mM, ATP 0,1 mM y 0,2 mg de ARN de levadura por ml siguiendo procedimientos normalizados de transferencia
Southern.

Para sondas cortas que tienen una longitud de aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleoétidos,
el material portador se lava una vez en 6X SCC mas 0,1% de SDS durante 15 minutos y dos veces cada 15 minutos
usando 6X SSC a 5°C a 10°C inferior a la T, calculada.

En condiciones de hibridacion que contienen sal, la Tr, eficaz es la que controla el grado de identidad deseado entre
la sonda y el ADN unido al filtro para la hibridacion con éxito. La Ty, eficaz puede determinarse usando la férmula
siguiente para determinar el grado de identidad requerida para que dos ADN se hibriden en diversas condiciones de
severidad.

Tn eficaz = 815 + 16,6(log M[Nal) + 041% G + C) - 0,72(% de formamida) (Véase
www.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc731/dna/dna6.htm)

El contenido de G + C de la SEQ ID n° 10 es del 42% y el contenido de G + C de la SEQ ID n°: 11 es del 44%. Para
una severidad media, la formamida es 35% y la concentracién de Na® para 5X SSPE es 0,75 M.

Otra relacion relevante es que un desajuste del 1% de dos ADN disminuye la T, en 1,4°C. Para determinar el grado
de identidad requerido para que dos ADN se hibriden en condiciones de media severidad a 42°C, se utiliza la
siguiente formula:

% Homologia = 100 - [(Tr, eficaz - Temperatura de hibridacion / 1,4]

(Véase www.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc731/dna/dna6.htm)
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Los acidos nucleicos variantes incluyen un polinucledtido que tiene un determinado porcentaje, p. ej., 60%, 65%,
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 0 99%, de identidad de secuencia con el acido nucleico que codifica la SEQ ID n°:
1, 2, 3, 4 0 5. En un aspecto, se proporciona un acido nucleico capaz de codificar un polipéptido como el descrito en
la presente memoria. En otro aspecto, el acido nucleico descrito en la presente memoria tiene una secuencia de
acido nucleico que es al menos 60%, tal como al menos 65%, tal como al menos 70%, tal como al menos 75%, tal
como al menos 80% tal como al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, tal como al
menos el 99% de la SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 0 13. En un aspecto, un plasmido que comprende un acido nucleico tal
como se describe en la presente memoria.

En un aspecto, se proporciona un vector de expresién que comprende un acido nucleico como se describe en este
documento, o capaz de expresar un polipéptido como se describe en la presente memoria.

Se proporciona un acido nucleico complementario a un acido nucleico que codifica cualquiera de las variantes de
polipéptidos definidos y expuestos en la presente memoria. Ademas, se proporciona un acido nucleico capaz de
hibridarse con el complemento. En otra realizacion, la secuencia para su utilizaciéon en los métodos y composiciones
descritos en la presente memoria es una secuencia sintética. Incluye, pero no se limita a, secuencias hechas con un
uso Optimo de codones para expresion en organismos anfitriones, tales como levaduras. Las variantes de
polipéptidos proporcionados en la presente invenciéon pueden producirse por sintesis o por expresion recombinada
en una célula anfitriona, segin procedimientos bien conocidos en la técnica. En un aspecto, el o los polipéptido(s)
descrito(s) en la presente memoria es o son el o los polipéptido(s) recombinado(s). La variante de polipéptido
expresada como se define en la presente memoria se aisla opcionalmente antes de su uso.

En otra realizacién, la variante de polipéptido como se define en la presente memoria se purifica después de la
expresion. Los métodos de modificacion genética y produccion biotecnoldgica de variantes de polipéptidos se
describen, por ejemplo, en las patentes de EE.UU. n° 7.371.552 , n°® 7.166.453; n° 6.890.572; y n°® 6.667.065; y
solicitudes de patente publicadas de EE.UU. n° 2007/0141693; n° 2007/0072270; n° 2007/0020731; n°
2007/0020727; n° 2006/0073583; n° 2006/0019347; n° 2006/0018997; n° 2006/0008890; n° 2006/0008888 y n°
2005/0137111.

Se proporciona una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de la SEQ ID n% 1, 2, 3, 4 0 5 0 una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos 66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o 100% de identidad de secuencia con un acido nucleico que codifica la proteina de SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4
o 5. En una realizacioén, la secuencia de acido nucleico tiene al menos aproximadamente 60%, 66%, 68%, 70%,
72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% , 98% o0 99% de identidad de secuencia con el acido nucleico de
SEQIDn% 9, 10, 11, 12 0 13.

Vectores

En un aspecto, la invencién se refiere a un vector que comprende un polinucleétido. En un aspecto, una célula
bacteriana comprende el vector. En algunas realizaciones, un montaje de ADN que comprende un acido nucleico
que codifica una variante se transfiere a una célula anfitriona en un vector de expresiéon que comprende secuencias
reguladoras unidas operativamente a una secuencia codificadora. El vector puede ser cualquier vector que pueda
ser integrado en un genoma de célula anfitriona fungica y replicado cuando se introduce en la célula anfitriona. El
Catalogo de Cepas de la FGSC, Universidad de Missouri, da una lista de vectores adecuados. Mas ejemplos de
vectores de expresion y/o integracion adecuados se proporcionan en Sambrook et al., CLONING MOLECULAR: A
LABORATORY MANUAL, 32 edicion, 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 ; y la
patente de EE.UU. n°® 5.874.276 . Los vectores ejemplares incluyen pFB6, pBR322, pUC18, pUC100 y pENTR/D,
pDONTM201, pDONRTM221, pENTRTM, pGEM®SZ y pGEM®4Z. Ejemplos de utilizacion en células bacterianas incluyen
pBR322 y pUC19, que permiten la replicacién en E. coli, y pE194, por ejemplo, que permite la replicacion en Bacillus.

En algunas realizaciones, un acido nucleico que codifica una variante esta operativamente unido a un activador
adecuado, que permite la transcripcion en la célula anfitriona. El activador puede proceder de genes que codifican
proteinas homologas o heterdlogas a la célula anfitriona. Ejemplos no restrictivos adecuados de activadores incluyen
activadores cbh1, cbh2, egl1y egl2 . En una realizacion, el activador es el que es innato a la célula anfitriona. Por
ejemplo, cuando P. saccharophila es el anfitrion, el activador es un activador innato de P. saccharophila . Un
"activador inducible" es un activador que es activo bajo regulacion ambiental o de desarrollo. En otra realizacion, el
activador es el que es heterdlogo para la célula anfitriona.

En algunas realizaciones, la secuencia codificadora esta operativamente unida a una secuencia de ADN que codifica
una secuencia sefal. En otro aspecto, un péptido sefal representativo es la SEQ ID n° 27. Un péptido sefal
representativo es la SEQ ID n°: 9 que es la secuencia sefial natural del precursor aprE de Bacillus subtilis. En otras
realizaciones, el ADN que codifica la secuencia sefial se reemplaza por una secuencia de nucleétidos que codifica
una secuencia sefial de otros precursores extracelulares de Bacillus subtilis. En una realizacién, el polinucleétido
que codifica la secuencia sefial esta inmediatamente aguas arriba y en el marco del polinucleétido que codifica el
polipéptido. La secuencia sefial puede seleccionarse de la misma especie que la célula anfitriona.
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En otras realizaciones, una secuencia sefial y una secuencia activadora que comprende un montaje o vector de
ADN que ha de introducirse en una célula anfitriona fungica proceden de la misma fuente. En algunas realizaciones,
el vector de expresion también incluye una secuencia de terminacion. En una realizaciéon, la secuencia de
terminacion y la secuencia activadora proceden de la misma fuente. En otra realizacion, la secuencia de terminacion
es homologa a la célula anfitriona.

En algunas realizaciones, un vector de expresion incluye un marcador seleccionable. Ejemplos de marcadores
seleccionables adecuados incluyen aquellos que confieren resistencia a agentes antimicrobianos, p. €j., higromicina
o fleomicina. Los marcadores selectivos para nutricion también son adecuados e incluyen amdS, argB y pyr4. En
una realizacion, el marcador selectivo es el gen amdS , que codifica la enzima acetamidasa; permite que las células
transformadas crezcan en acetamida como fuente de nitrogeno. El uso de un gen amdS de A. nidulans como
marcador selectivo se describe en Kelley et al., EMBO J. 4: 475-479 (1985 ) y Penttila et al., Gene 61: 155-164
(1987).

Un vector de expresion adecuado que comprende un montaje de ADN con un polinucledtido que codifica una
variante puede ser cualquier vector que sea capaz de replicarse de forma auténoma en un organismo anfitrion dado
o de integrarse en el ADN del anfitrion. En algunas realizaciones, el vector de expresion es un plasmido. En algunas
realizaciones, se contemplan dos tipos de vectores de expresion para obtener la expresion de genes. El primer
vector de expresion comprende secuencias de ADN en las que el activador, la region codificadora y el terminador
proceden todos del gen a expresar. En algunas realizaciones, el truncamiento del gen se obtiene eliminando
secuencias de ADN no deseadas para dejar el dominio a expresar bajo el control de sus propias secuencias
reguladoras de transcripcion y traduccion. El segundo tipo de vector de expresion esta preensamblado y contiene las
secuencias necesarias para la transcripcion de alto nivel y un marcador seleccionable. En algunas realizaciones, la
region codificadora para un gen o parte del mismo se inserta en este vector de expresion de uso general, de manera
que esta bajo el control de la transcripcion de las secuencias activadora y terminadora del montaje de expresion. En
algunas realizaciones, los genes o parte de los mismos se insertan aguas abajo del fuerte activador cbh1.

Anfitriones de expresién/células anfitrionas

En otro aspecto, se proporciona una célula anfitriona que comprende, preferiblemente transformada con, un
plasmido como se describe en la presente memoria o un vector de expresion como se describe en la presente
memoria.

En otro aspecto, se proporciona una célula capaz de expresar un polipéptido como se describe en la presente
memoria.

En un aspecto, la célula anfitriona como se describe en la presente memoria, o la célula como se describe en la
presente memoria es una célula bacteriana, fungica o de levadura.

En otro aspecto, la célula anfitriona se selecciona del grupo que consiste en Ruminococcus, Bifidobacterium,
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Escherichia, Bacillus, Streptomyces, Saccharomyces,
Kluyveromyces, Candida, Torula, Torulopsis'y Aspergillus.

En otro aspecto, la célula anfitiona se selecciona del grupo que consiste en Ruminococcus hansenii,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium, longum, Bifidobacterium, infantis, Bifidobacterium bifidum y Lactococcus
lactis.

En otra realizacion, las células anfitrionas adecuadas incluyen una bacteria Gram positiva seleccionada del grupo
que 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; o una
bacteria Gram negativa, en la que dicha bacteria Gram negativa es Escherichia coli o una especie Pseudomonas. En
un aspecto, la célula anfitriona es una B . subtilus o B . licheniformis. En una realizacién, la célula anfitriona es B .
subtilis, y la proteina expresada esta genéticamente modificada para comprender una secuencia sefial de B . subtilis
, como se expone con mas detalle a continuacién. En un aspecto, la célula anfitriona expresa el polinucleétido como
se expone en las reivindicaciones.

En algunas realizaciones, una célula anfitriona genéticamente modificada para expresar una variante de polipéptido
como se define en la presente memoria con una secuencia de aminoacidos que tiene al menos aproximadamente
66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100% con el
polipéptido de SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 o 5. En algunas realizaciones, el polinucleétido que codifica una variante de
polipéptido como se define en la presente memoria tendra una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina
de SEQ ID n% 1, 2, 3, 4 0 5 0 una secuencia de acido nucleico que tiene al menos aproximadamente una identidad
de secuencia de 66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con un
acido nucleico que codifica la proteina de SEQ ID n° 1, 2, 3, 4 o 5. En una realizacién, la secuencia de acido
nucleico tiene al menos aproximadamente 60%, 66%, 68%, 70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%,98% 0 99% de identidad de secuencia con el acido nucleico de SEQ ID n°: 9, 10, 11, 12 0 13.

Métodos para producir polipéptidos
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En otro aspecto, un método para expresar un polipéptido como se describe en la presente memoria comprende
obtener una célula anfitriona o una célula tal como se describe en la presente memoria y expresar el polipéptido de
la célula o célula anfitriona, y opcionalmente purificar el polipéptido.

Una expresion caracteristica significa un nivel alterado de expresion de la variante, cuando la variante se produce en
una célula anfitriona concreta. La expresion se refiere generalmente a la cantidad de variante activa que es
recuperable de un caldo de fermentaciéon empleando técnicas normalizadas conocidas en esta técnica durante un
tiempo dado. La expresion también puede relacionarse con la cantidad o tasa de variante producida dentro de la
célula anfitriona o segregada por la célula anfitriona. La expresion también puede relacionarse con la velocidad de
traduccion del ARNm que codifica el polipéptido variante.

Transformacion, expresion y cultivo de las células anfitrionas

La introduccién de un montaje o vector de ADN en una célula anfitriona incluye técnicas tales como transformacion;
electroporacion; microinyeccion nuclear; transduccion; transfeccion, p. ej., mediada por lipofeccion y transfeccion
mediada por DEAE-Dextrina; incubacién con precipitado de ADN con fosfato de calcio; bombardeo a alta velocidad
con microproyectiles recubiertos con ADN; y fusidon de protoplastos. Las técnicas generales de transformacion son
conocidas en la técnica. Véase, p. €j., Ausubel et al. (1987), anteriormente, capitulo 9; Sambrook et al. (2001),
anteriormente; y Campbell et al., Curr. Genet. 16: 53-56 (1989). La expresion de la proteina heteréloga en
Trichoderma se describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. n° 6.022.725 ; patente de EE.UU. n° 6.268.328;
Harkki et al., Enzyme Microb. Technol. 13: 227-233 (1991 ); Harkki et al., BioTechnol. 7: 596-603 (1989 ); EP
244234 ; y EP 215.594 . En una realizacion, se construyen transformantes genéticamente estables con sistemas
vectoriales por lo que el acido nucleico que codifica una variante se integra de forma estable en un cromosoma de
célula anfitriona. Los transformantes se purifican entonces mediante técnicas conocidas.

En un ejemplo no restrictivo, los transformantes estables que incluyen un marcador amdS se distinguen de los
transformantes inestables por su velocidad de crecimiento mas rapida y la formacién de colonias circulares con un
contorno liso, en vez de irregular en el medio de cultivo solido que contiene acetamida. Ademas, en algunos casos
se lleva a cabo una prueba adicional de estabilidad cultivando los transformantes en un medio sélido no selectivo, p.
€j., un medio que carece de acetamida, recogiendo esporas de este medio de cultivo y determinando el porcentaje
de estas esporas que posteriormente germinan y crecen el medio selectivo que contiene acetamida. Pueden usarse
otros métodos conocidos en la técnica para seleccionar transformantes.

Identificacién de actividad

Para evaluar la expresion de una variante en una célula anfitriona, los ensayos pueden medir la actividad la proteina
expresada, del ARNm correspondiente o de la (-galactosidasa. Por ejemplo, los ensayos adecuados incluyen
transferencia Northern y Southern, RT-PCR (reaccion en cadena de transcriptasa polimerasa inversa), e hibridacion
in situ, utilizando una sonda de hibridacién apropiadamente marcada. Los ensayos adecuados también incluyen la
medicion de la actividad en una muestra. Ensayos adecuados de la actividad de la variante incluyen, pero no se
limitan a, ensayos basados en ONPG o la determinacion de glucosa en mezclas de reaccion tal como se describe
por ejemplo en los métodos y ejemplos en la presente memoria.

Métodos para purificar los polipéptidos descritos en la presente memoria

En general, una variante producida en el cultivo celular se segrega en el medio y puede purificarse o aislarse, p. €j. ,
eliminando componentes no deseados del medio de cultivo celular. En algunos casos, una variante puede
recuperarse de un lisado celular. En tales casos, la enzima se purifica en las células en las que se produjo usando
técnicas habitualmente empleadas por los expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, por
ejemplo cromatografia de afinidad, métodos cromatograficos de intercambio iénico, incluido intercambio iénico de
alta resolucion, cromatografia de interaccion hidréfoba, separacion bifasica, precipitacion con etanol, HPLC en fase
inversa, cromatografia sobre silice o sobre resina de intercambio cationico, tal como DEAE, cromatofocalizacion,
SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio y filtracion en gel usando Sephadex G-75. Dependiendo del uso
pretendido, el o los polipéptido(s) descrito(s) puede(n), por ejemplo, ser liofilizado(s) o preparado(s) en una solucion.
En un aspecto, el o los polipéptido(s) descrito(s) en la presente memoria esta(n) en forma liofilizada. En otro
aspecto, el o los polipéptido(s) descrito(s) esta(n) en solucion.

Composiciones, aplicacion y uso
Métodos de inmovilizacion y formulacion de los polipéptidos descritos en la presente invencion

Las composiciones de polipéptidos pueden prepararse segun métodos conocidos en la técnica y pueden estar en
forma de una composicion liquida o seca. Por ejemplo, la composicion de polipéptido puede estar en forma de
granulado o microgranulado. El polipéptido a incluir en la composicion puede estabilizarse segin métodos conocidos
en la técnica. A continuacion se dan ejemplos de usos preferidos de los polipéptidos o composiciones polipeptidicas
de la invencion.
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En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para producir un producto alimenticio tratando un
sustrato que comprende lactosa con un polipéptido como se describe en la presente memoria.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para producir un producto lacteo tratando un sustrato
lacteo que comprende lactosa con un polipéptido como se describe en la presente memoria.

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

El preparado enzimatico, tal como en forma de ingrediente alimentario preparado segun la presente invencion,
puede estar en forma de solucién o en forma sélida - dependiendo del uso y/o del modo de aplicaciéon y/o del modo
de administracion. La forma sélida puede ser como polvo enzimatico seco o como enzima granulada.

Entre los ejemplos de formulaciones enzimaticas anhidras se incluyen productos secados por pulverizacion,
productos de granulacién de mezcladores, productos en capas tales como granulos de lecho fluido, productos
comprimidos en granulos extruidos o granulados, productos liofilizados.

El preparado enzimatico, tal como en forma de un ingrediente alimentario preparado segun la presente invencion,
puede estar en forma de solucién o en forma sélida - dependiendo del uso y/o del modo de aplicaciéon y/o del modo
de administracion. La forma sélida puede ser como polvo enzimatico seco o como enzima granulada.

En un aspecto, se proporciona una composicién preferiblemente una composicién alimenticia, mas preferiblemente
un producto lacteo que comprende una célula o un polipéptido como se describe en la presente memoria.

Ademas, en la presente memoria se describe una composicion que comprende al menos 5%, tal como, p. €j., 10%,
15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50% p/p de uno o mas polipéptido(s) como se describe en la presente
memoria en base a la cantidad total de polipéptidos en la composicion que tiene al menos 70%, p. €j., 72%, 74%,
76%, 78%, 80%, 82%, 84%, 86%, 88%, 90% de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 22. Esto se puede evaluar
usando las siguientes técnicas conocidas por un experto en la técnica. Las muestras a evaluar se someten a SDS-
PAGE vy se visualizan usando un colorante apropiado para la cuantificacion de proteinas, tal como por ejemplo el
sistema Criterion de Bio-Rad. El gel se escanea a continuacion utilizando un escaner densiométrico apropiado tal
como por ejemplo el sistema Criterion de Bio-Rad y se asegura que la imagen resultante esté en el intervalo
dinamico. Las bandas correspondientes a cualquier variante/fragmento procedente de la SEQ ID n°: 8 se cuantifican
y el porcentaje de los polipéptidos se calcula como: Porcentaje de polipéptido en cuestion = polipéptido en
cuestion/(suma de todos los polipéptidos que presentan actividad transgalactosilante) * 100. El ndmero total de
variantes/fragmentos de polipéptidos procedente de la SEQ ID n% 8 en la composicion puede determinarse
detectando el fragmento procedente de la SEQ ID n°: 8 por transferencia Western usando un anticuerpo policlonal
por métodos conocidos por un experto en la técnica.

En un aspecto, la composicion segun la presente invencion comprende uno o mas polipéptidos seleccionados del
grupo que consta de un polipéptido que consiste en la SEQ ID n°: 1, 2, 3, 4 y 5. En otro aspecto, la composicion
comprende uno o mas polipéptidos seleccionados del grupo que consta de un polipéptido que consiste en SEQ ID
n% 1, 2 y 3. En aun otro aspecto, la composicion comprende uno o mas polipéptidos seleccionados del grupo que
consta de un polipéptido que consiste en las SEQ ID n% 1y 2.

En un aspecto, la invencion proporciona un preparado complejo enzimatico que comprende el complejo enzimatico
segun la invencion, un vehiculo enzimatico y opcionalmente un estabilizante y/o un conservante.

En aun otro aspecto de la invencion, el portador enzimatico se selecciona del grupo que consiste en glicerol o agua.

En otro aspecto, el preparado/composiciéon comprende un estabilizante. En un aspecto, el estabilizante se
selecciona del grupo que consiste en sales inorganicas, polioles, azicares y una de sus combinaciones. En un
aspecto, el estabilizante es una sal inorganica tal como cloruro de potasio. En otro aspecto, el poliol es glicerol,
propilenglicol o sorbitol. En otro aspecto todavia, el azicar es un hidrato de carbono de molécula pequefa, en
concreto cualquiera de varios de sabor dulce tales como glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa.

Todavia en otro aspecto, el preparado comprende un conservante. En un aspecto, el conservante es metil-parabeno,
propil-parabeno, benzoato, sorbato u otros conservantes aprobados para alimentos o una de sus mezclas.

El método de la invencién puede practicarse con enzimas inmovilizadas, p. €j., una lactasa inmovilizada u otras
enzimas productoras de galactooligosacaridos. La enzima puede inmovilizarse sobre cualquier soporte organico o
inorganico. Ejemplos de soportes inorganicos incluyen alumina, Celite, cloruro-Dowex-1, perlas de vidrio y gel de
silice. Ejemplos de soportes organicos incluyen DEAE-celulosa, hidrogeles de alginato o perlas de alginato o
equivalentes. En diversos aspectos de la invencion, la inmovilizacion de la lactasa puede optimizarse por adsorciéon
fisica sobre el soporte inorganico. Las enzimas utilizadas para poner en practica la invencion pueden inmovilizarse
en diferentes medios, incluidos agua, tampén Tris-HCI y solucion tamponada con fosfato. La enzima puede
inmovilizarse en cualquier tipo de sustrato, p. €j., filtros, fibras, columnas, perlas, coloides, geles, hidrogeles, mallas
y similares.
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En un aspecto, se proporciona un método para producir un producto lacteo tratando un sustrato lacteo que
comprende lactosa con un polipéptido como se describe en la presente memoria. En otro aspecto, se proporciona un
método para producir un producto lacteo tratando un sustrato lacteo que comprende lactosa con un polipéptido que
tiene una actividad de transgalactosilacion relativa superior al 60%, tal como superior al 70%, tal como superior al
75% después de 15 min. de reaccion. En un aspecto, la actividad de transgalactosilacion relativa es superior a 3
después de 30 min. de reaccién. En otro aspecto, la actividad de transgalactosilacion relativa es superior a 6
después de 30 min. de reaccion. Todavia en otro aspecto, la actividad de transgalactosilacion relativa es superior a
12 después de 30 min. de reaccién. En un aspecto, se proporciona un método, en donde el tratamiento con un
polipéptido como se describe en este documento tiene lugar a una temperatura optima para la actividad de la
enzima. En otro aspecto, el polipéptido se afiade al sustrato lacteo a una concentracién de 0,01 a 1000 ppm. Aln en
otro aspecto, el polipéptido se afiade al sustrato lacteo a una concentracion de 0,1 a 100 ppm. En otro aspecto, el
polipéptido se afiade al sustrato lacteo a una concentraciéon de 1-10 ppm. En un aspecto, se proporciona un método
que comprende ademas la fermentacion de un sustrato tal como un producto lacteo con un microorganismo. En otro
aspecto, el producto lacteo es yogur. En otro aspecto, el tratamiento con el polipéptido y el microorganismo se
realiza esencialmente al mismo tiempo. En un aspecto, el polipéptido y el microorganismo se afiaden al sustrato
lacteo esencialmente al mismo tiempo. En un aspecto, se proporciona un producto lacteo que comprende una célula
o un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto, el polipéptido definido en la presente
memoria se afade en una concentracién de 0,01 a 1000 ppm. En un aspecto, se proporciona un producto lacteo que
comprende un polipéptido inactivado como se define en la presente memoria. En un aspecto, se proporciona un
producto lacteo que comprende un polipéptido inactivado como se define en la presente memoria en una
concentracion de 0,01 a 1.000 ppm. En un aspecto, se proporciona un producto lacteo que comprende GOS
formado in situ por un polipéptido como se define en la presente memoria. En un aspecto, se proporciona un
producto lacteo que comprende una célula como se define en la presente memoria. Un producto lacteo tal como se
describe en la presente memoria puede ser, p. ej., leche descremada, leche baja en grasa, leche entera, crema,
leche UHT, leche con vida util prolongada, un producto lacteo fermentado, queso, yogur, mantequilla, producto
lacteo para untar, suero de leche, bebida de leche acidificada, crema agria, bebida a base de suero, helado, leche
condensada, dulce de leche o una bebida con leche aromatizada. Un producto lacteo puede prepararse por
cualquier método conocido en la técnica.

Un producto lacteo puede comprender ademas componentes no lacteos, p. ej. componentes vegetales tales como,
p. €j., aceite vegetal, proteina vegetal y/o hidratos de carbono vegetales. Los productos lacteos también pueden
comprender mas aditivos tales como, p. €j., enzimas, agentes aromatizantes, cultivos microbianos tales como
cultivos probidticos, sales, edulcorantes, azucares, acidos, frutas, zumos de frutas o cualquier otro componente
conocido en la técnica como un componente de, o aditivo para, un producto lacteo.

En una realizacion de la invencion, uno o mas componentes de leche y/o fracciones de leche representan al menos
el 50% (peso/peso), tal como al menos el 70%, p. €j., al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, del
producto lacteo.

En una realizacion de la invencion, uno o mas sustratos lacteos que han sido tratados con una enzima como se
define en la presente memoria que tiene actividad transgalactosilante representan al menos 50% (peso/peso), tal
como al menos 70%, p. €j. al menos 80% , preferiblemente al menos 90%, del producto lacteo.

En una realizacién de la invencién, el producto lacteo es un producto lacteo que no se enriquece por adicion de
galactooligosacaridos producidos previamente.

En una realizacion de la invencion, el sustrato lacteo tratado con polipéptido no se seca antes de ser utilizado como
ingrediente en el producto lacteo.

En una realizacién de la invencién, el producto lacteo es helado. En el presente contexto, el helado puede ser
cualquier tipo de helado tal como helado sin descremar, helado bajo en grasa o helado de yogur u otros productos
lacteos fermentados. El helado puede fabricarse por cualquier método conocido en la técnica.

En una realizacién de la invencion, el producto lacteo es leche o leche condensada.

En una realizacion de la invencion, el producto lacteo es leche UHT. La leche UHT en el contexto de la presente
invencion es leche que ha sido sometida a un procedimiento de esterilizacion que esta destinado a matar a todos los
microorganismos, incluidas las esporas bacterianas. El tratamiento UHT (ultra alta temperatura) puede ser, p. €j.,
tratamiento térmico durante 30 segundos a 130°C, o tratamiento térmico durante un segundo a 145°C.

En una realizacion preferida de la invencion, el producto lacteo es leche ESL. Leche ESL en el presente contexto es
la leche que tiene una vida Uutil prolongada debido a la microfiltracion y/o el tratamiento térmico y que es capaz de
permanecer fresca durante al menos 15 dias, preferiblemente durante al menos 20 dias, en el estante de la tienda a
2-5°C.

En otra realizacién preferida de la invencion, el producto lacteo es un producto lacteo fermentado, p. €j., yogur.
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Los microorganismos utilizados para la mayoria de los productos lacteos fermentados se seleccionan del grupo de
bacterias denominadas generalmente bacterias de acido lactico. Tal como se emplea en la presente memoria, la
expresion "bacteria de acido lactico" designa una bacteria gram-positiva, microaerofila o anaerobia, que fermenta
azucares con la produccién de acidos, incluidos el acido lactico como acido predominantemente producido, acido
acético y acido propidnico. Las bacterias de acido lactico mas utiles industrialmente se encuentran dentro del orden
"Lactobacillales" que incluye Lactococcus spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp.,
Pseudoleuconostoc spp., Pediococcus spp., Brevibacterium spp., Enterococcus spp. y Propionibacterium spp.
Ademas, las bacterias productoras de acido lactico pertenecientes al grupo de bacterias anaerobias, bifidobacterias,
es decir, Bifidobacterium spp., que se utilizan frecuentemente como cultivos alimentarios solas o en combinacién con
bacterias de acido lactico, se incluyen generalmente en el grupo de bacterias de acido lactico.

Las bacterias de acido lactico se suministran normalmente a la industria lactea ya sea como cultivos congelados o
liofilizados para propagacion por iniciador en masa o como los llamados cultivos "Direct Vat Set" (DVS), destinados a
la inoculacién directa en un recipiente o cuba de fermentacion para la produccién de un producto lacteo fermentado.
Dichos cultivos se denominan en general "cultivos iniciadores" o "iniciadores".

Las cepas de bacterias de acido lactico de cultivo iniciador usadas habitualmente se dividen generalmente en
organismos mesofilos que tienen temperaturas Optimas de crecimiento a aproximadamente 30°C y organismos
termdfilos que tienen temperaturas Optimas de crecimiento en el intervalo de aproximadamente 40 a
aproximadamente 45°C. Los organismos tipicos que pertenecen al grupo meséfilo incluyen Lactococcus lactis,
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Pseudoleuconostoc
mesenteroides subsp. cremoris, Pediococcus pentosaceus, Lactococcus lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis,
Lactobacillus casei subsp. casei y Lactobacillus paracasei subsp. paracasei. Las especies bacterianas de acido
lactico termofilo incluyen como ejemplosStreptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus
acidophilus.

También las bacterias anaerobias pertenecientes al género Bifidobacterium incluidas Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium longum se usan habitualmente como cultivos iniciadores para productos
lacteos y generalmente se incluyen en el grupo de bacterias de acido lactico. Ademas, las especies de
Propionibacteria se utilizan como cultivos iniciadores para productos lacteos, en particular en la fabricacion de
quesos. Ademas, los organismos que pertenecen al género Brevibacterium se utilizan habitualmente como cultivos
iniciadores para alimentos.

Otro grupo de cultivos iniciadores microbianos son cultivos de hongos, incluidos cultivos de levaduras y cultivos de
hongos filamentosos, que se utilizan particularmente en la fabricacion de determinados tipos de queso y bebidas.
Ejemplos de hongos incluyen Penicillium roqueforti, Penicillium candidum, Geotrichum candidum, Torula kefir,
Saccharomyces kefir y Saccharomyces cerevisiae.

En una realizacion de la presente invencion, el microorganismo utilizado para la fermentacién del sustrato lacteo es
Lactobacillus casei o una mezcla de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus.

Los procesos de fermentacion a utilizar en un método de la presente invencién son bien conocidos y el experto en la
técnica sabra como seleccionar condiciones de proceso adecuadas, tales como temperatura, oxigeno, cantidad y
caracteristicas de microorganismo/s, aditivos tales como p. e€j. hidratos de carbono, saborizantes, minerales,
enzimas y tiempo de proceso. Obviamente, las condiciones de fermentacion se seleccionan de modo que apoyen la
consecucion de la presente invencion.

Como resultado de la fermentacion, el pH del sustrato lacteo se reducira. El pH de un producto lacteo fermentado de
la invencién puede estar comprendido, p. e€j., en el intervalo de 3,5 a 6, tal como en el intervalo de 3,5 a 5,
preferiblemente en el intervalo de 3,8 a 4,8.

En un aspecto, se proporciona un método para usar los polipéptidos o usar uno o mas de los tipos de células
mencionados anteriormente para producir oligosacaridos. Los oligosacaridos comprenden, pero no se limitan a,
fructooligosacaridos, galactooligosacaridos, isomaltooligosacaridos, maltooligosacaridos, lactosacarosa y xilo-
oligosacaridos.

En una realizacion de la invencion, los oligosacaridos se producen incubando la célula que expresa el polipéptido en
un medio que comprende un sustrato disacarido tal como por ejemplo lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa,
sacarosa, lactosa o celobiosa. La incubacion se lleva a cabo en condiciones en las que se producen oligosacaridos.
Las células pueden ser parte de un producto seleccionado del grupo que consiste en yogur, queso, productos
lacteos fermentados, complementos alimenticios y productos comestibles probioticos. Alternativamente, los
oligosacaridos pueden recuperarse y posteriormente afiadirse al producto de interés antes o después de su
preparacion.

En un aspecto, se proporciona el uso de una célula descrita en la presente memoria para producir un producto
seleccionado del grupo que consiste en yogur, queso, producto de leche fermentado, complemento alimenticio y
producto comestible probidtico.
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En un aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria pueden usarse para preparar productos de queso
y en métodos para elaborar los productos de queso. Los productos de queso pueden seleccionarse, p. €j., del grupo
que consiste en queso cremoso, requeson y queso fresco. Mediante la adicién de polipéptidos los quesos pueden
contener cantidades significativamente aumentadas de galactooligosacaridos y cantidades reducidas de lactosa. En
un aspecto, las cantidades de lactosa en el producto de queso final pueden reducirse en al menos aproximadamente
25 por ciento, preferiblemente al menos aproximadamente 50 por ciento, y mas preferiblemente por lo menos
aproximadamente 75 por ciento. Los polipéptidos se pueden usar para reducir la lactosa en productos de queso a
menos de aproximadamente 1 gramo por porcion, una cantidad que puede ser tolerada por la mayoria de las
personas intolerantes a la lactosa.

Los productos de queso proporcionados en la presente invencidon son productos de queso nutricionalmente
mejorados que tienen un aumento en el contenido de fibra soluble, un contenido calérico reducido, excelentes
propiedades organolépticas, mejor textura y sabor. Ademas, los polipéptidos descritos en la presente memoria
pueden reducir el indice glucémico de los productos de queso porque los GOS se absorben mas lentamente que la
lactosa o sus productos de hidrélisis. Por ultimo, los polipéptidos pueden reducir el coste de produccién de los
productos de queso, en particular los productos de queso cremoso, debido a que los GOS proporcionan
sorprendentemente una textura mejorada al producto de queso cremoso, permitiendo asi el uso reducido de
estabilizantes o permitiendo un aumento del contenido de humedad sin sinéresis.

En otro aspecto, se proporciona una composicion que comprende un polipéptido como se describe en la presente
memoria y un sustrato de hidrato de carbono. En otro aspecto, el sustrato de hidrato de carbono es un disacarido.
En otro aspecto, el disacarido es por ejemplo lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa, sacarosa, lactosa o celobiosa.
En otro aspecto aun, el sustrato de hidrato de carbono es lactosa. La composicién se prepara de manera que se
producen oligosacaridos. El polipéptido como se describe en la presente memoria puede ser parte de un producto
seleccionado del grupo que consiste en yogur, queso, productos lacteos fermentados, complementos alimenticios y
productos comestibles probiéticos. En un aspecto, se proporciona una composicién que comprende un polipéptido
como se describe en la presente memoria y un estabilizante. Ejemplos de estabilizantes son, p. ej., un poliol tal
como, por ejemplo, glicerol o propilenglicol, un aztcar o un azucar alcohol, acido lactico, acido bérico o un derivado
de acido borico (p. €j., un éster de borato aromatico).

En un aspecto, se proporciona el uso de un polipéptido transgalactosilante como se describe en la presente memoria
0 una célula como se describe en la presente memoria, para producir galactooligosacaridos. En un aspecto, se
proporciona el uso de un polipéptido transgalactosilante como se describe en la presente memoria o una célula
como se describe en la presente memoria, para producir galactooligosacaridos para formar parte de un producto
seleccionado del grupo que consiste en yogur, queso, productos lacteos fermentados, complementos alimenticios y
productos probidticos comestibles. En un aspecto, el producto es yogur, queso o productos lacteos fermentados. En
un aspecto, se proporciona el uso de un polipéptido transgalactosilante como se describe en la presente memoria o
una célula como se describe en la presente memoria, para producir galactooligosacaridos para aumentar el
crecimiento de Bifidobacterium. En un aspecto, se proporciona el uso de un polipéptido transgalactosilante como se
describe en la presente memoria 0 una célula como se describe en la presente memoria, para producir
galactooligosacaridos para aumentar el crecimiento de Bifidobacterium en una fermentacion de cultivo mixto.

En un aspecto, se proporciona un procedimiento para producir un polipéptido transgalactosilante como se describe
en la presente memoria, que comprende cultivar una célula como se describe en la presente memoria en un medio
de cultivo adecuado en condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido y recuperar el polipéptido
resultante del cultivo. Se proporciona un procedimiento para producir galactooligosacaridos, que comprende poner
en contacto un polipéptido como se describe en la presente memoria o una célula como se describe en la presente
memoria con una solucion lactea que comprende lactosa.

La adicion de oligosacaridos puede aumentar el crecimiento de Bifidobacterium solo o de Bifidobacterium en un
cultivo mixto.

El tratamiento de los productos lacteos con enzimas que convierten la lactosa en monosacaridos o GOS tiene varias
ventajas. En primer lugar, los productos pueden ser consumidos 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 tendran un dulzor mayor que los productos similares no tratados debido al mayor dulzor percibido de
glucosa y galactosa en comparacion con lactosa. Este efecto es particularmente interesante para aplicaciones tales
como yogur y helado donde se desea un alto dulzor del producto final y esto permite una reduccion neta de hidratos
de carbono en el producto consumido. En tercer lugar, en la produccién de helado a menudo se observa un
fendbmeno denominado arenado, cuando las moléculas de lactosa cristalizan debido a la relativa baja solubilidad de
la lactosa. Cuando la lactosa se convierte en monosacaridos o GOS la sensacion del helado en la boca es mucho
mejor que en los productos no tratados. La presencia de una sensacion arenosa debido a la cristalizacion de la
lactosa puede eliminarse y los costes de la materia prima pueden disminuirse sustituyendo la leche desnatada en
polvo por suero en polvo. Los principales efectos del tratamiento enzimatico fueron el aumento del dulzor.

En un aspecto, el o los polipéptido(s) transgalactosilante(s) tal como se describe en la presente memoria puede(n)
usarse junto con otras enzimas tales como proteasas tales como quimosina o renina, lipasas tales como
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fosfolipasas, amilasas, transferasas y lactasas. En un aspecto, €l o los polipéptido(s) transgalactosilante(s) tal como
se describe en la presente memoria pueden usarse junto con lactasa. Esto puede ser especialmente util cuando
existe el deseo de reducir la lactosa residual después del tratamiento con el o los polipéptido(s)
transgalactosilante(s) como se describe en la presente memoria, especialmente a bajas concentraciones de lactosa.
Una lactasa en el contexto de la presente invencion es cualquier glucésido hidrolasa con capacidad de hidrolizar el
disacarido lactosa en mondmeros constituyentes galactosa y glucosa. El grupo de lactasas comprende, pero no se
limita a, enzimas asignadas a la subclase EC 3.2.1.108. Las enzimas asignadas a otras subclases, tales como, p.
ej., EC 3.2.1.23, también pueden ser lactasas en el contexto de la presente invencion. Una lactasa en el contexto de
la invencién puede tener otras actividades ademas de la actividad hidrolizante de lactosa, tal como por ejemplo una
actividad transgalactosilante. En el contexto de la invencion, la actividad hidrolizante de lactosa de la lactasa puede
mencionarse como su actividad de lactasa o su actividad de beta-galactosidasa. Las enzimas que tienen actividad
de lactasa a utilizar en un método de la presente invencion pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano. Las
enzimas preferidas se obtienen a partir de fuentes microbianas, en particular de un hongo filamentoso o levadura, o
de una bacteria. La enzima puede proceder, p. €j., de una cepa de Agaricus, p. €j. A. bisporus; Ascovaginospora,;
Aspergillus, p. €j. A. niger, A. awamori, A. foetidus, A. japonicus, A. oryzae; Candida; Chaetomium; Chaetotomastia;
Dictyostelium, p. €j. D. discoideum; Kluveromyces, p. €j. K. fragilis, K. lactis; Mucor, p. ej. M. javanicus, M. mucedo,
M. subtilissimus; Neurospora, p. €j. N. crassa; Rhizomucor, p. €j. R. pusillus; Rhizopus, p. ej. R. arrhizus, R.
japonicus, R. stolonifer; Sclerotinia, p. €j. S. libertiana; Torula; Torulopsis; Trichophyton, p. €j. T. rubrum; Whetzelinia,
p. ej., W. sclerotiorum; Bacillus, p. ej., B. coagulans, B. circulans, B. megaterium, B. novalis, B. subtilis, B. pumilus,
B. stearothermophilus, B. thuringiensis; Bifidobacterium, p. €j. B. longum, B. bifidum, B. animalis; Chryseobacterium,;
Citrobacter, p. €j. C. freundii, Clostridium, p. €j. C. perfringens; Diplodia, p. €j. D. gossypina; Enterobacter, p. €j. E.
aerogenes, E. cloacae Edwardsiella, E. tarda; Erwinia, p. ej. E. herbicola; Escherichia, p. ej. E. coli; Klebsiella, p. €j.
K. pneumoniae; Miriococcum; Myrothesium; Mucor, Neurospora, p. ej. N. crassa; Proteus, p. ej. P. vulgaris;
Providencia, p. €j. P. stuartii; Pycnoporus, p. €j., Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus; Ruminococcus,
p. €j. R. torques; Salmonella, p. €j. S. typhimurium; Serratia, p. €j. S. liquefasciens, S. marcescens; Shigella, p. €j. S.
flexneri; Streptomyces, p. €j. S. antibioticus, S. castaneoglobisporus, S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, p. €j.
T. reesei, T. viride; Yersinia, p. €j. Y. enterocolitica. En una realizacion, la lactasa es un componente intracelular de
microorganismos como Kluyveromyces y Bacillus. Kluyveromyces, especialmente K. fragilis y K. lactis, y otros
hongos como los de los géneros Candida, Torula'y Torulopsis, son una fuente comun de lactasas fungicas, mientras
que B. coagulans y B. circulans son fuentes bien conocidas de lactasas bacterianas. Estan disponibles varios
preparados comerciales de lactasa procedentes de estos organismos, tales como Lactozym® (disponible en
Novozymes, Dinamarca), HA-Lactasa (disponible en Chr. Hansen, Dinamarca) y Maxilact® (disponible en DSM,
Holanda), todos a partir de K. lactis. Todas estas lactasas se denominan lactasas neutras que tienen un pH 6ptimo
entre pH 6 y pH 8. Cuando dichas lactasas se usan en la produccion de, p. €j., yogur bajo en lactosa, el tratamiento
enzimatico tendra que realizarse en una etapa independiente antes la fermentacion o tendran que utilizarse dosis
enzimaticas bastante elevadas, porque su reduccién de actividad como el pH disminuye durante la fermentacion.
Ademas, estas lactasas no son adecuadas para la hidrdlisis de la lactosa en la leche realizada a alta temperatura,
que en algunos casos seria beneficiosa para mantener el recuento microbiano bajo y garantizar de este modo la
buena calidad de la leche.

En una realizacion, la enzima es una lactasa de una bacteria, p. €]. de la familia Bifidobacteriaceae, tal como del
género Bifidobacterium tal como la lactasa descrita en el documento WO 2009/071539.

Materiales y procedimientos
Procedimiento 1
Produccion de polipéptido

Los genes sintéticos disefiados para codificar el gen Bifidobacterium bifidum completo (1752 restos) con codones
optimizados para la expresion en Bacillus subtilis se adquirieron de GeneART (Regensburg, Alemania) SEC ID N° 8.

Los mutantes por truncamiento de Bifidobacterium bifidum se construyeron utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa con cebadores inversos que permitieron la amplificacion especifica de la region seleccionada del gen
sintético,

cebador directo: GGGGTAACTAGTGGAAGATGCAACAAGAAG (deletreo subrayado) (SEQ ID n°: 15).
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Cebadores inversos:

Mutante por truncamiento Secuencia del cebador

BIF917 (SEQ ID n°: 9) GCGCTTAATTAATTATTATGTTTTTTCTGTGCTTGTTC SEQ ID n°: 16
BIF995 (SEQ ID n°: 10) GCGCTTAATTAATTACAGTGCGCCAATTTCATCAATCA SEQ ID n°: 17
BIF1068 (SEQ ID n°: 11) GCGCTTAATTAATTATTGAACTCTAATTGTCGCTG SEQ ID n°: 18
BIF1241 (SEQ ID n°: 12) GCGCTTAATTAATTATGTCGCTGTTTTCAGTTCAAT SEQ ID n°: 19
BIF1326 (SEQ ID n°: 13) GCGCTTAATTAATTAAAATTCTTGTTCTGTGCCCA SEQ ID n°: 20
BIF1478 (SEQ ID n°: 14) GCGCTTAATTAATTATCTCAGTCTAATTTCGCTTGCGC SEQ ID n°: 21

El gen sintético se clond en el vector de expresion pBNspe Bacillus subtilis utilizando las secuencias de restriccion
Unicas Spel y Pacl (figura 1) y los plasmidos aislados se transformaron en la cepa BG3594 de Bacillus subtilis . Los
transformantes se volvieron a rayar en placas LB que contenian 10 ug/ml de neomicina como seleccion.

Se prepar6 un precultivo en medio LB que contenia 10 ug/ml de neomicina y se cultivd durante 7 horas a 37°C y
agitacion a 180 rpm. Se utilizaron 500 pl de esta precultivo para inocular 50 ml de medio modificado de Grant que
contenia 10 yg/ml de neomicina, dejando cultivar durante 68 horas a 33°C y agitando a 180 rpm.

Las células se lisaron por adicién directamente a los medios de cultivo de 1 mg/ml de Lisozima (Sigma-Aldrich) y 10
U/ml de concentraciones finales de Benzonasa (Merck) y se incubaron durante 1 hora a 33°C a 180 rpm. Los lisados
se purificaron por centrifugacion a 10.000 xg durante 20 minutos y posteriormente se filtraron de forma estéril.

El medio modificado de Grant se prepard segun las siguientes instrucciones:

Parte | (Autoclave)

Soytone 1049
Llevar a 500 ml por litro
Parte Il
KoHPO4 1M 3ml
Glucosa 75g
Urea 3649
10XMOPS de Grant 100 ml

Llevar a 400 ml por litro

Se preparo la parte | (2% p/p de Soytone) y se sometié al autoclave durante 25 minutos a 121°C. La parte Il se
prepard y se mezclo con la parte 1y el pH se ajusto a pH a 7,3 con HCI/NaOH.

El volumen se llevé a volumen completo y se esterilizé a través de un filtro PES de 0,22 pm.

Se prepar6 10 x tampdn MOPS segun las siguientes instrucciones:

83,72¢g Tricina

7179 Pildoras de KOH
12g NaCl

29,22 g K2S04 0,276 M
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10 ml MgCl; 0,528 M

10 ml 100 X Micronutrientes de Grant

Llevar a aprox. 900 ml con agua y disolver. Ajustar el pH a 7,4 con KOH, llenar hasta 1 | y esterilizar la solucion a
través del filtro PES de 0,2 um.

Se prepar6 100 x Micronutrientes segun las siguientes instrucciones:

Citrato sédico-2H,0 1,479
CaCl2-2H,0 1,47 g
FeSO4-7H,O 0,49
MnSQO4-H,O 0,19
ZnS04-H0 0,149
CuClz-2H,0 0,05¢
CoCl,-6H,0 0,149
Na;MoO4-H,0 0,19

Disolver y ajustar el volumen a 1 | con agua.

La esterilizacién fue a través de un filtro PES de 0,2 um.
El almacenamiento fue a 4°C evitando la luz.

Método 2

Purificacion y preparados enzimaticos

La cepa enzimatica filtrada se concentré utilizando un dispositivo de ultrafiltracion VivaSpin con un limite del PM de
10 kDa (Vivaspin 20, Sartorius, lote n® 12VS2004) y el concentrado se cargd en una columna de desalado PD10 (GE
Healthcare, lote n® 6284601) y se eluyd en Tris-HCI 20 mM, pH 8,6. La cromatografia se realizé manualmente en un
sistema FPLC de Akta (GE Healthcare). Se cargaron 4 ml de la muestra desalada, que contenia aproximadamente
20 mg de proteina en una columna HyperQ de 2 ml (HyperCel™, Q sorbent) equilibrada con Tris-HCI 20 mM, pH 8,6
a un caudal de 1 ml/min. La columna se lavé en profundidad con 30 VC (volumenes de columna) de tampon de
lavado y la B-galactosidasa unida se eluyé con un gradiente largo de 100 CV en Tris-HCI 20 mM, pH 8,6 NaCl 250
mM. Las impurezas restantes en la columna se eliminaron con una elucién en una etapa utilizando Tris-HCI 20 mM,
pH 8,6 NaCl 500 mM. En la proteina en el flujo a través y elucion se analizo la actividad de B-galactosidasa y por
SDS-PAGE.

Se utilizaron geles de SDS-PAGE con el gel Bis-Tris 4-12% NuPage® Novex de Invitrogen 1,0 mm, 10 pocillos (Cat
n® NP0321box), patron previamente tefiido See-Blue® Plus2 (Cat n° LC5925) y tampdn corriente NUPAGE® MES
SDS (Cat n° NP0002) segun el protocolo del fabricante. Los geles se tifieron con Simply Blue Safestain (Invitrogen,
Cat #n° LC6060) (figura 2).

Método 3
Medicion de la actividad B-galactosidasa

La actividad enzimatica se midi6 utilizando el sustrato 2-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) (Sigma N1127)
disponible en el mercado.

ONPG sin receptor

100 mM KPO4 pH 6,0

12,3 mM ONPG
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ONPG enriquecido con receptor

100 mM KPO4 pH 6,0
20 mM Celobiosa
12,3 mM ONPG

Solucién STOP
10% de N62CO3

Se afiadieron 10 ul de series de dilucién de enzima purificada en pocillos de placas de microvaloracién que
contenian 90 yl de tampén ONPG con o sin receptor. Las muestras se mezclaron y se incubaron durante 10 min a
37°C, posteriormente se anadieron 100 pl de solucion STOP a cada pocillo para terminar la reaccion. Las
mediciones de absorbancia se registraron a 420 nm en un dispositivo Molecular Device SpectraMax platereader
controlado por el paquete de programa informatico Softmax.

La relacion de actividad de transgalactosilacion se calculé de la forma siguiente:
Relacion de actividad de transgalctosilacion = (Abs 420*C€"°P°% / Aps 4207C¢'P°s2) *40Q |
para diluciones en las que la absorbancia estaba comprendida entre 0,5y 1,0 (figura 3).
Método 4
Determinacion de la actividad de LAU
Principio:

El principio de este método analitico es que la lactasa hidroliza 2-o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) en 2-o-
nitrofenol (ONP) y galactosa a 37°C. La reaccion se interrumpe con el carbonato sédico y el ONP liberado se mide
en espectrofotdmetro o colorimetro a 420 nm.

Reactivos:

Tampon MES pH 6,4 (MES 100 mM pH 6,4, CaCl, 10 mM): Disolver 19,52 g de hidrato de MES (Pm: 195,2 g/mal,
Sigma-Aldrich n°® M8250-250G) y 1,470 g de dihidrato de CaCl, (Pm: 147,01 g/mol, Sigma-Aldrich) en 1.000 ml de
H20dd, ajustar el pH a 6,4 con NaOH 10 M. Filtrar la solucién a través de filtro de 0,2 ym y almacenar a 4°C hasta 1
mes.

Sustrato ONPG pH 6,4 (ONPG 12,28 mM, MES 100 mM pH 6,4, CaCl, 10 mM): Disolver 0,370 g de 2-o-nitrofenil-3-
D-galactopiranésido (ONPG, Pm: 301,55 g/mol, Sigma-Aldrich n°® N1127) en 100 ml de tampén MES pH 6,4 y
almacenar en la oscuridad a 4°C durante un maximo de 7 dias.

Interrumpir el reactivo (10% de NaCOs): Disolver 20,0 g de NaCO3 en 200 ml de H>Odd, filtrar la solucion a través
de filtro de 0,2 ym y almacenar a T.A. hasta 1 mes.

Procedimiento:

Se hicieron series de dilucion de la muestra enzimatica en el tampon MES a pH 6,4 y se transfirieron 10 pl de cada
dilucion de muestra a los pocillos de una placa de microvaloracion (formato de 96 pocillos) que contenia 90 pl de
sustrato ONPG de pH 6,4. Las muestras se mezclaron y se incubaron durante 5 min a 37°C usando un Thermomixer
(Comfort Thermomixer, Eppendorf) y posteriormente se afiadieron 100 pl de reactivo Stop a cada pocillo para
terminar la reaccion. Se construyd un blanco usando tampon MES de pH 6,4 en lugar de la muestra enzimatica. El
aumento de la absorbancia a 420 nm se midié con un lector ELISA (SpectraMax platereader, Molecular Device)
frente al blanco.

Calculo de la actividad enzimatica:

Se determind el coeficiente de extincion molar de 2-o-nitrofenol (Sigma-Aldrich n°® 33444-25G) en tampén MES pH
6,4 (0,5998 x 10° M x cm™ ). Se definié una unidad (U) de actividad de lactasa (LAU) como la correspondiente a la
hidrélisis de 1 nmol de ONPG por minuto. Utilizando placas de microvaloracién con un volumen de reaccion total de
200 pl (trayectoria de luz de 0,52 cm), la actividad de lactasa por ml de la muestra de enzima se puede calcular
usando la siguiente ecuacion:
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nmol ) AbSyz0 % 2000l % factor de dilurion

05998 10% - nM -1 -om™! x0,5Zcm ® Smin x 0,01ml

LHUI?ME ([11[[‘]' el

Calculo de la actividad especifica para BIF917 mostrada en la presente memoria como SEQ ID n°: 1:

Determinacioén de la concentracion de BIF917:

La cuantificacion de la enzima diana (BIF917) y los productos de truncamiento se determinaron usando el sistema -
PAGE sin Criterion Stain (BioRad). Se utilizé gel prefundido 4-20% de Tris-HCI sin tinte de cualquier kD, 18 pocillos
(Comb. N° 345-0418) con un tampdn Serva Tris-Glicina/SDS (BioRad cat. n® 42529). Se utilizaron geles con los
siguientes parametros: 200 V, 120 mA, 25 W, 50 min. Se utilizé BSA (1,43 mg/ml) (Sigma-Aldrich, n° de cat. 500-
0007) como proteina patrén y se utilizo Criterion Stain Free Imager (BioRad) con el programa informatico Image Lab
(BioRad) para anadlisis cuantitativo usando intensidad de banda con correlacion del contenido de triptéfano.

La actividad especifica LAU de BIF917 se determiné en fermento en bruto (concentrado de ultrafiltracion) de dos
fermentaciones independientes (como se describe en el método 1) y utilizando 5 diluciones diferentes (véase la tabla

1).
Se encontré que la actividad especifica de BIF917 era 21,3 LAU/mg o 0,0213 LAU/ppm.
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Ejemplos
Ejemplo 1
Determinacion de la actividad de B-galactosidasa de variantes de truncamiento BIF

Se construyeron ocho variantes de truncamiento diferentes: BIF_917, BIF_995, BIF_1068, BIF_1172, BIF_1241,
BIF1326, BIF_1400 y BIF_1478 como se describe usando el método 1 y se purificaron como se describe en el
método 2 (véase la figura 2).

Se determind la actividad de B-galactosidasa de todas las variantes de truncamiento en presencia y ausencia de
celobiosa usando el método 3 descrito anteriormente.

Resultados

Se calculd la relacion de actividad de transgalactosilacion ((Abs420*C®1°P0%/Apsa20™ CeloPosey * 100) g partir de la
actividad de B - galactosidasa medida para cada variante y se muestra en la figura 3. Las variantes que tienen una
longitud de 1.241 restos o menos muestran una relacion de actividad de transgalactosilacion superior al 100%, lo
que indica que estas variantes son predominantemente transgalactosilantes. Las variantes con una longitud de mas
de 1.241 restos muestran una relacion de actividad de transgalactosilacion inferior al 100%, lo que indica que estas
variantes son predominantemente hidroliticas. BIF_917 y BIF_995 tienen la proporcion mayor de actividad de
transgalactosilacion alrededor del 250%.

Ejemplo 2
GOS generado en una matriz de yogur

La evaluacion de las enzimas BIF en la produccion de GOS se probd en una simulacion de la aplicacion de yogur.
Ambos experimentos en lotes con un volumen de 100 ul se realizaron en placas MTP de 96 pocillos usando una
mezcla de yogur, consistente en 98,60% (p/v) de leche baja en grasa pasteurizada fresca (Mini-maelk, Arla Foods,
Dinamarca) y 1,4% (p/v) de ingrediente de suero de leche Nutrilac YQ-5075 (Arla). Para hidratar completamente
Nutrilac YQ-5075, la mezcla se dejo en agitacion durante 20 horas y después se afiadio fosfato Na 20 mM pH 6,5
para asegurar un pH de 6,5. Esta base de leche se us6 pura y se determiné la concentracion de lactosa que era de
5,5% (p/v), lo que corresponde a 5,3% (p/p) en esta solucién. La siguiente correlacion es valida en el presente
ejemplo: lactosa al 1% (p/v) = 0,9587% (p/p) de lactosa. Se mezclaron 90 pl de la base de leche con 10 pl de las
enzimas purificadas, se sellaron con cinta adhesiva y se incubaron a 43°C durante 3 horas. La reaccion se
interrumpio con 100 pl de Na,CO3 al 10%. Las muestras se almacenaron a -20°C.

Método de HPLC

El analisis cuantitativo de galactooligosacaridos (GOS), lactosa, glucosa y galactosa se realizé por HPLC. El analisis
de las muestras se llevo a cabo en un Dionex ICS 3000. Los parametros del IC fueron los siguientes: Fase movil:
NaOH 150 mM, caudal: Isocratico, 0,25 ml/min, columna: Carbopac PA1, temperatura de la columna: T.A., volumen
de inyeccion: 10 pl, detector: PAD, integracion: manual, preparacion de la muestra: dilucion de 100 veces en agua
Milli-Q (0,1 ml de muestra + 9,9 ml de agua) y filtracién a través de filtros de jeringuilla de 0,45 ym, cuantificacion:
areas de los picos en porcentaje de area del pico del patron. Se utilizé un jarabe de GOS (Vivanal GOS, Friesland
Campina) como patron para la cuantificacion de GOS. En este ejemplo, el término "GOS" se define como
galactooligosacaridos con un grado de polimerizacion (GP) de 3 o superior.

Resultados

La cantidad cuantificada de GOS generada en la base de leche por BIF_917, BIF_995 y BIF_1326 se muestra en la
figura 4. Se puede ver que las variantes mas cortas BIF_917 y BIF_995 tienen una produccion de GOS (determinada
por una prueba de la T de Student con 95% de confianza) significativamente mayor alrededor del 1,2% (p/v)) en
comparacion con BIF_1326 que genera menos del 0,1% (p/v).

Ejemplo 3
Modelo de degradacion de variantes de truncamiento

Se ordend una biblioteca que cubria la regiéon entre BIF1230 y BIF1325 de GeneART (Regensburg, Alemania)
(véase la tabla 2). Las variantes de truncamiento se produjeron como se describe en el método 1. Los péptidos
resultantes se sometieron a analisis SDS_PAGE vy se visualizaron con Simply Blue Safestain (Invitrogen, Cat n°®
LC6060) (figura 5).

Resultados

Sorprendentemente, la mayoria de las variantes se modificaron mediante protedlisis en el caldo final con cantidades
variables de banda diana que aparecen al final de la fermentacioén. Las variantes generaron tres bandas distintas con
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intensidades variables que se verificaron mediante espectrometria de masas. Las variantes tienen truncamiento en
el terminal C con BIF917 correspondiente a los extremos de la SEQ ID n°% 1, BIF995 correspondientes a los
extremos de SEQ ID n°: 2 y BIF1068 correspondientes a los extremos de la SEQ ID n°: 3.

Las bandas de proteinas cortadas del gel (marcadas con flechas en la figura 5) se digieren utilizando tres enzimas
diferentes, como preparacién para el analisis de espectrometria de masas. La tripsina hidroliza los enlaces
peptidicos especificamente en el lado carboxilo de los restos de arginina (R) y lisina (K) excepto cuando una prolina
(P) esta en el lado carboxilo. La a-quimotripsina hidroliza enlaces peptidicos especificamente en el lado carboxilo de
la tirosina (Y), fenilalanina (F), triptéfano (W) y leucina (L) excepto cuando una prolina (P) esta en el lado carboxilo.
Glu-C escinde preferentemente en el lado carboxilo de glutamilo (E) en tampén de bicarbonato de amonio pH 8, pero
también escinde en el lado carboxilo de aspartilo (D) si la hidrdlisis se lleva a cabo en un tampén de fosfato pH 8.

Con el fin de detectar el terminal C, la proteina de interés se prepara para su analisis utilizando el procedimiento
basico de los inventores para caracterizacion de proteinas (A2963), con un cambio que utiliza 40% de '®0-agua en
el tampon de digestion. La teoria es que la escision proteolitica incorporara tanto 18O-agua como 16O-agua en los
péptidos resultantes, que consecuentemente apareceran como dobletes. El terminal C de la proteina, aunque sélo
aparecera como un Unico péptido con 160-agua, ya que no esta escindido, sino soélo el "ultimo péptido" a la izquierda
de la proteina. De esta manera, el terminal C se cartografia usando analisis MS/MS.

Tabla 2:
Variantes
Nombre Fragmento de SEQ ID n°: 6 Pocillo
BIF1230 11.201 A01
BIF1.231 1 1.202 BO1
BIF1232 1 1.203 CO01
BIF1233 11.204
BIF1234 11.205
BIF1235 11.206 D01
BIF1236 1 1.207
BIF1237 11.208 EO01
BIF1238 11.209 FO1
BIF1239 11.210 GO1
BIF1240 11.211 A02
BIF1241 11.212 B02
BIF1242 11.213 C02
BIF1243 11.214
BIF1244 11.215 EO02
BIF1245 11.216 FO2
BIF1246 11.217 G02
BIF1247 11.218 HO2
BIF1248 11.219 A03
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Variantes

Nombre Fragmento de SEQ ID n°: 6 Pocillo
BIF1249 11.220 B03
BIF1250 11.221 Co3
BIF1251 11.222 D03
BIF1252 11.223 EO03
BIF1253 11.224

BIF1254 11.225 FO3
BIF1255 11.226 G03
BIF1256 11.227 HO3
BIF1257 11.228 A04
BIF1258 11.229 B04
BIF1259 11.230 Co4
BIF1260 11.231 D04
BIF1261 11.232

BIF1262 11.233 EO4
BIF1263 11.234 FO4
BIF1264 11.235 G04
BIF1265 11.236 HO4
BIF1266 11.237 A05
BIF1267 11.238 B05
BIF1268 11.239 C05
BIF1269 11.240 D05
BIF1270 11.241 EO05
BIF1271 11.242 FO5
BIF1272 11.243 G05
BIF1273 11.244 HO5
BIF1274 11.245 A06
BIF1275 11.246 B06
BIF1276 11.247 Co6
BIF1277 11.248 D06

35




ES 2 650444 T3

Variantes

Nombre Fragmento de SEQ ID n°: 6 Pocillo
BIF1278 11.249 E06
BIF1279 11.250

BIF1280 11.251 FO6
BIF1281 11.252 G06
BIF1282 11.253 HO6
BIF1283 11.254 A07
BIF1284 11.255

BIF1285 11.256

BIF1286 11.257

BIF1287 11.258 BO7
BIF1288 11.259

BIF1289 11.260 co7
BIF1290 11.261 D07
BIF1291 11.262

BIF1292 11.263 EO7
BIF1293 11.264

BIF1294 11.265

BIF1295 11.266 FO7
BIF1296 11.267 Go7
BIF1297 11.268

BIF1298 11.269 HO7
BIF1299 11.270 A08
BIF1300 11.271 B08
BIF1301 11.272 cos
BIF1302 11.273 D08
BIF1303 11.274 EO08
BIF1304 11.275 FO8
BIF1305 11.276 G08
BIF1306 11.277 HO8
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Variantes

Nombre Fragmento de SEQ ID n°: 6 Pocillo
BIF1307 11.278 A09
BIF1308 11.279 B09
BIF1309 11.280

BIF1310 11.281

BIF1311 11.282

BIF1312 11.283 C09
BIF1313 11.284

BIF1314 11.285

BIF1315 11.286 D09
BIF1316 11.287 E09
BIF1317 11.288 F09
BIF1318 11.289 G09
BIF1319 11.290 HO9
BIF1320 11.291 A10
BIF1321 11.292 B10
BIF1322 11.293 c10
BIF1323 11.294 D10
BIF1324 11.295 E10
BIF1325 11.296 F10

Ejemplo 4
GOS generados por via enzimatica in situ en base de leche y yogures

En este ejemplo, el término "GOS" se define como galactooligosacaridos con un grado de polimerizacion (GP) de 3 o
superior.

La evaluacion de la produccion de GOS por BIF917 y BIF995 se ensayé mediante aplicacion in situ en diferentes
yogures al estilo balcanico. La B-glactosidasa se afadio a la base de leche a la vez que la adicion de los cultivos de
yogur especificos, dando como resultado la reaccion de transgalactosilacion que se ejecuta junto con el proceso de
fermentacion del yogur.

Los experimentos iniciales de lotes de yogur (estilo balcanico) se realizaron con una base de leche de 100 ml
(mezcla de yogur). La base de leche consistio en 98.60% (p/v) de leche convencional pasterizada fresca (no
organica) baja en grasa (Mini-maelk 0,5% de grasa, Arla Foods Amba, Dinamarca) y 1,4% (p/v) de ingrediente de
suero Nutrilac YQ-5075 (Arla Foods Ingredients, Dinamarca), dando como resultado una concentraciéon de lactosa
del 5,5% (p/v), correspondiente a 5,3% (p/p) de lactosa al 1% (p/v) = 0,9587% (p/p) en esta solucién). Para hidratar
completamente Nutrilac YQ-5075, la mezcla se dej6 en agitacion suave durante 20 horas a 4°C. En el experimento
inicial se usé un cultivo YO-MIX 485LYO liofilizado consistente en Lactobacillus delbriieckii subsp bulgaricus y
Streptococcus thermophilus (DuPont Nutrition Biosciences, Dinamarca). Se preparé una dilucion inicial del cultivo,
afadiendo 10 g de YO-MIX 485LYO a 400 ml de leche UHT convencional (no organica) (Let-mzelk 1,5% de grasa,
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Arla Foods Amba, Dinamarca). Se afadieron 1,43 ml del cultivo diluido por litro de base de leche. 100 ml de base de
leche se distribuyeron en botellas con tapa azul de 250 ml y se afiadieron enzimas en concentraciones variables (10,
20 y 40 ppm, correspondientes a 0,213, 0,426 y 0,853 LAU como se describe en el método 4) 1% de constitucion
(v/v) de la mezcla de yogur final. La fermentaciéon con yogur se realizdé a 43°C y termind después de 10 h por
enfriamiento rapido en hielo. Las fermentaciones se realizaron siempre en duplicados y la composicion de
azucar/oligosacaridos del yogur se analizé por HPLC el dia después de la fermentacion (véase el método de HPLC
mas adelante). Las muestras de yogur fermentado se almacenaron siempre a 4°C.

Los resultados del experimento inicial de yogur se muestran en la tabla 3. Puede observarse que el aumento de la
dosis de BIF917 o BIF995 de 10 ppm a 40 ppm lleva a un aumento del contenido de GOS y una disminucioén de la
cantidad de DP2 (incluida la lactosa) en el yogur final. La diferencia en el rendimiento de las dos variantes esta
dentro de la variancia de la determinacion por HPLC y se puede concluir que tienen un comportamiento similar
dentro de las dosificaciones investigadas.

Tabla 3. Contenido de sacaridos DP2 (principalmente lactosa) y GOS (DP3 +) en un yogur fermentado tratado con
dosis crecientes de BIF917 y BID995. Todos los resultados se calculan como un promedio de tres mediciones
independientes.

Cantidad p/v% Cantidad p/v%
DP2 incl. Lactosa Patrén GOS (DP3 +) Patrén
BIF917_10 ppm 2,191 0,092 1,249 0,051
BIF917_20 ppm 1,296 0,047 1,882 0,056
BIF917_40 ppm 0,970 0,019 2,346 0,047
Yogur BIF995_10ppm 2,787 0,139 1,158 0,035
BIF995_20ppm 1,494 0,075 1,649 0,082
BIF995_40ppm 0,931 0,028 2,392 0,063
H20 4,219 0,127 0,000 0,000
Base de leche 5,500 0,156 0,000 0,000

Se prepard un yogur al estilo balcanico con una concentracion inicial de lactosa de 7,5% p/v (correspondiente al
7,1% p/p, como lactosa al 1% p/v = 0,9423% p/p en esta solucidn) para investigar su efecto sobre la concentracion
de GOS alcanzada en el yogur final. Se aplico el siguiente procedimiento:

1. Se mezclan todos los ingredientes en polvo (enumerados en la tabla 4) y la mezcla anhidra se afiade a la
leche/agua con buena agitacién a 4-5°C, se deja hidratar durante 20 horas a 4°C.

2. La base de leche se precalienta a 65°C (P1)

3. La base de leche se homogeneiza a 65°C/200 bar

4. La base de leche se pasteuriza a 95°C durante 6 minutos (P3)
5. La base de leche se enfria a 5°C (K2)

Tabla 4. Lista de ingredientes de yogur al estilo balcanico en % (p/p)

Ingredientes en % (p/p)

Nombre del ingrediente

Leche desnatada (Skummet-maelk 0,1% de grasa, Arla Foods Amba, Dinamarca) 93,533
Crema 38% de grasa (Arla Foods Amba, Dinamarca) 1,067
Nutrilac YQ5075 (Arla Foods Ingredients, Dinamarca) 1,400
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Ingredientes en % (p/p)

Nombre del ingrediente

Lactosa (Variolac® 992 BG100, Arla Foods Amba, Dinamarca) 3,000
Enzima/H20 1,000
Total% 100

A continuacion, la base de leche se calienta a 43°C (K1). La dilucién del cultivo YO-MIX 495 consistente en
Lactobacillus delbriieckii subsp bulgaricus y Streptococcus thermophilus(DuPont Nutrition Biosciences, Dinamarca)
se realizd a la temperatura de fermentacion. 250 ml de la base de leche se distribuyeron en botellas con tapa azul de
500 ml y se afiadieron enzimas en constitucion de concentracion variable 1% (v/v) de la mezcla final de yogur. El
cultivo iniciador, YO-Mix 495, se afiadio a una dosis de 20 DCU (Unidades de cultivo Danisco) por 100 litros, donde
una DCU es de 100 mil millones de células medidas como unidades formadoras de colonias. Para cada ensayo se
prepararon tres muestras. La fermentacién se llevd a cabo a pH 4,6 a 43°C y después se interrumpié por
enfriamiento rapido a 5°C. La composicion de azucar/oligosacaridos en el yogur se analizé por HPLC el dia después
de la fermentacion (véase el método de HPLC mas adelante). Las muestras de yogur fermentado se almacenaron
siempre a 4°C.

Los resultados del experimento en yogur se muestran en la tabla 5. Se puede observar que una lactosa inicial mas
alta (7,5% p/v) aumentaba el GOS total generado en el yogur en comparacion con el GOS conseguido con 5,5%
(p/v) de lactosa inicial, como se muestra en la tabla 3. Se alcanza una concentracion final de GOS de 2,954% con la
dosis de 50 ppm de BIF917 probada, mientras que se produjo 2,662% de GOS con 25 ppm de BIF917. En
comparacion, la B-galactosidasa hidrolizante convencional de Kluyveromyces lactis (GODO-YNL2, GODO SHUSEI
Co., Ltd., Japon) produjo 0,355% de GOS a una dosis de 25 ppm. Se observé una disminucion en la concentracion
de lactosa de 2.127% en el blanco de yogur, donde se afiadi6 la misma cantidad de H>O en lugar de enzima.

Tabla 5. Contenido de sacaridos DP2 (principalmente lactosa) y GOS (DP3+) en un yogur fermentado tratado con
dosis crecientes de BIF917 y B-gal de K. lactis.

Cantidad % p/v Cantidad % p/v
DP2 incl. lactosa Patron | DP3 + (GOS) Patrén
BIF917_12,5 ppm 3,295 0,224 1,525 0,197
BIF917_25 ppm 2,090 0,045 2,662 0,003
Yogur BIF917_50 ppm 1,395 0,090 2,954 0,202
B-Gal_de K. lactis 25ppm 0,425 0,040 0,355 0,006
H20 5,431 0,099 0,000 0,000
Base de leche |H;O 7,558 0,265 0,000 0,000

Para probar la influencia de la acidificacion en la fermentacion del yogur en BIF917 se realizaron estudios de
rendimiento con tres cultivos diferentes de YO-mix, todos constituidos por Lactobacillus delbriieckii subsp bulgaricus
y Streptococcus thermophilus (DuPont Nutrition Biosciences, Dinamarca): YO-MIX 495 con un tiempo relativo de
fermentacion lenta; YO-MIX 495 con un tiempo relativo de fermentacion rapida y YO-MIX 601 con fase log
prolongada y una fermentacion acidificante fuerte. Todas las fermentaciones se realizaron a 43°C con la misma
cantidad de BIF917 (25 ppm).

Ademas de ensayar la influencia de la temperatura en el rendimiento de BIF917, la fermentacién con YO-MIX 495 y
25 ppm de BIF917 se llevé a cabo a 43°C, 45°C y 47°C.

El siguiente procedimiento se aplicé para producir yogures al estilo balcanico con una concentracién inicial de
lactosa del 7,5% (p/v) (correspondiente al 7,1% p/p, como 1% p/v de lactosa = 0,9423% p/p en esta solucion):

1. Se mezclan todos los ingredientes en polvo (enumerados en la tabla 6) y la mezcla seca se afiade a la leche/agua
bajo buena agitacion a 4-5°C, se deja hidratar durante 20 horas a 4°C.

2. La base de leche se precalienta a 65°C (P1)
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3. La base de leche se homogeneiza a 65°C/200 bar
4. La base de leche se pasteuriza a 95°C durante 6 minutos (P3)
5. La base de leche se enfria a 5°C (K2)

6. La base de leche se calienta a 43°C (K1). La dilucién de los cultivos YO-MIX 495, 485 y 601 (DuPont Nutrition
Biosciences, Dinamarca) se realiz6 a la temperatura de fermentacion.

7. Se distribuyeron 100 ml de base de leche en botellas con tapa azul de 250 ml y se afiadieron enzimas en
constitucion de concentracion variable 1% (v/v) de la mezcla de yogur final.

8. El cultivo iniciador, ya sea YO-Mix 495, 485 o 601 se afiadié en una dosis de 20 DCU (Danisco Culture Units) por
100 litros. Para cada ensayo se prepararon tres muestras.

9. La fermentacion se llevd a cabo a pH 4,6 a 43°C (para estudios de temperatura a 43°C, 45°C y 47°C
respectivamente) y después se interrumpié por enfriamiento rapido a 5°C.

10. La composicidon de azucar/oligosacaridos del yogur se analizé por HPLC el dia después de la fermentacion
(véase el método de HPLC mas adelante). Las muestras de yogur fermentado se almacenaron siempre a 4°C.

Tabla 6. Lista de ingredientes de yogur al estilo balcanico en % (p/p)

Ingredientes en % (p/p)

Nombre del ingrediente

Leche desnatada (Skummet-maelk 0,1% de grasa, Arla Foods Amba, Dinamarca) 93,533
Crema 38% de grasa (Arla Foods Amba, Dinamarca) 1,067
Nutrilac YQ5215 (Arla Foods Ingredients, Dinamarca) 1,400
Lactosa (Variolac® 992 BG100, Arla Foods Amba, Dinamarca) 3,000
Enzima/H,0 1,000
Total % 100

Los resultados del experimento en yogur se muestran en la tabla 7. Puede observarse que los diferentes cultivos
YO-mix, que tienen diferentes perfiles de acidificacion, no ejercen ningun efecto significativo sobre el rendimiento
final de GOS. Por término medio se genera 3,22% de (p/v) de GOS vy la concentracion de GOS mas alta (3,300%)
encontrada en el yogur producida con YO-mix 485 esta dentro de la variancia de cuantificacion. El cambio en la
temperatura de fermentacion de 43°C a 45°C y 47°C no cambia significativamente (utilizando una prueba de la T de
Student con limites de confianza del 95%) la cantidad de GOS producida en cualquiera de los yogures: 3,258% p/v a
43°C, 3,375% pl/v a 45°C y 3,236% p/v a 47°C. Por lo tanto, se puede concluir que la accién de BIF917 en las
condiciones investigadas son robustas para la generacion in situ de GOS en yogur empleando diversas condiciones
de cultivo y temperatura.
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Tabla 7. Contenido de DP2, DP3, DP4, DP5, DP6, glucosa y galactosa en un yogur fermentado tratado con BIF917.
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BIF917_25ppm | YM 495 |43°C 5466 |0,000 (0,448 |0,000 0,000 |0,000 0,000 0,000

BIF917_25ppm | YM 495 |43°C 1,770 1,368 |0,648 |2,067 |0,793 |0,260 |0,074 |3,194

BIF917_25ppm | YM 485 |43°C 1,860 |1,259 |0,609 |2,065 |0,830 (0,302 |0,103 |3,300

BIF917_25ppm | YM 601 |43°C 1,712 (1,418 |0,832 |2,094 0,780 |0,248 |0,068 |3,189

BIF917_25ppm | YM 495 |43°C 1,761 |1,344 |0,642 |2,086 (0,813 |0,275 |0,084 |3,258

BIF917_25ppm | YM 495 | 45°C 1,838 (1,323 |0,625 |2,128 0,848 |0,301 |0,099 |3,375

g BIF917_25ppm | YM 495 |47°C 1,739 |1,406 |0,722 |2,106 |0,799 |0,257 |0,074 |3,236
Patron
Base de leche 0,252 0,000 |0,000 (0,000 |0,000 |0,000 0,000 |0,000
BIF917_25ppm | YM 495 | 43°C 0,225 0,000 |0,000 (0,000 |0,000 |0,000 0,000 |0,000
BIF917_25ppm | YM 495 | 43°C 0,075 |0,067 |0,039 |0,080 |0,031 |0,010 0,002 |0,123
BIF917_25ppm | YM 485 | 43°C 0,090 |0,063 |0,015 |0,084 |0,033 |0,012 0,008 |0,136
BIF917_25ppm | YM 601 |43°C 0,013 0,014 |0,017 |0,018 |0,010 |0,006 0,002 |0,037
BIF917_25ppm | YM 495 | 43°C 0,042 0,031 |0,014 |0,046 |0,016 |0,005 0,001 |0,067
BIF917_25ppm | YM 495 | 45°C 0,071 0,050 |0,013 |0,061 |0,028 |0,012 0,007 |0,108
g BIF917_25ppm | YM 495 |47°C 0,009 0,015 |0,004 0,003 |0,002 |0,003 |0,003 |0,011

Método de HPLC

Todos los productos quimicos utilizados fueron de calidad analitica. D-(+)-Lactosa (min 99%, n°® 17814), D-(+)-
glucosa (min 99,5%, n° G8270-100G, lote n° 036K0137) y D-(+)-galactosa (min 99 %, n° G0750-25G, lote n°
031M0043V) se adquirieron en Sigma (St. Louis, Mo, EE.UU.). Vivinal GOS Syrup (Prod. n°® 502675 Lote n° 649566)
se adquirid en Friesland Campina Domo (Amersfoort, Holanda) que contenia 57% de materia seca (MS) de
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galactooligosacaridos, 21% de MS de lactosa anhidra, 20% de MS de glucosa anhidra y 0,8% de MS de galactosa
anhidra.

Preparacion de la muestra

Todos los patrones: Lactosa, glucosa, galactosa y GOS se prepararon en agua destilada doble (H.0dd) y se filtraron
a través de filtros de jeringuilla de 0,45 pym. Se prepard un conjunto de cada patrén que oscila en concentracion de
10 a 200.000 ppm.

Para evaluar la cuantificacion del conjunto de azucares anterior en una matriz de yogur/leche, los patrones
anteriores se inyectaron en una muestra de leche y yogur como referencias internas. Todas las muestras de leche y
yogur que contenian 3-galactosidasa activa se inactivaron calentando la muestra a 95°C durante 10 min. Todas las
muestras de leche se prepararon en placas de MTP de 96 pocillos (Corning, NY, EE.UU.), se diluyeron al menos 20
veces y se filtraron a través de filtros de placa de 96 pocillos de 0,20 um antes del analisis (placa de filtro Corning,
membrana hidréfila PVDF, NY, EE.UU.). Las muestras que contenian mas de 50.000 ppm (5% p/v) de lactosa se
calentaron a 30°C para asegurar una disolucion adecuada. Todas las muestras de yogur se pesaron y diluyeron 10
veces en H,Odd antes de la homogeneizacion de la muestra utilizando af Ultra turrax TP18/10 durante unos minutos
(Janke y Kunkel lka-labortechnik, Bie & Berntsen, Dinamarca). La B-galactosidasa se inactivd por tratamiento
térmico y las muestras se diluyeron mas en placas de MTP de 96 pocillos filtradas a través de filtros de 0,20 pm
antes del andlisis (placa filtrante Corning, membrana hidréfila PVDF, NY, EE.UU.). Todas las muestras se analizaron
en placas de MTP de 96 pocillos selladas con cinta.

Instrumentacion

El andlisis cuantitativo de galactooligosacaridos (GOS), lactosa, glucosa y galactosa se realizé por HPLC. El analisis
de muestras se llevo a cabo en un sistema de HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific) equipado con
una bomba analitica de doble gradiente DGP-3600SD, un muestreador automatico termostatizado WPS-3000TSL,
un horno de columna termostatica TCC-3000SD y un detector de indice de refraccion RI-101 (Shodex, JM Science).
El programa informatico del sistema de datos de Chromeleon (Version 6.80, DU10A Build 2826, 171948) se utilizd
para la adquisicién y analisis de datos.

Condiciones cromatograficas

Las muestras se analizaron por HPLC utilizando una columna de oligosacaridos RSO, Ag" 4% reticulada
(Phenomenex, Holanda) equipado con una columna analitica de proteccién (Carbo-Ag® neutral, AJ0-4491,
Phenomenex, Holanda) a 70°C. La columna se eluy6é con agua doblemente destilada (filtrada a través de una
membrana de celulosa regenerada de 0,45 uym y purgada con gas helio) a un caudal de 0,3 ml/min.

Se mantuvo un caudal isocratico de 0,3 ml/min durante todo el analisis con un tiempo total de ejecucion de 37 miny
el volumen de inyeccidon se ajusté a 10 pl. Las muestras se mantuvieron a 30°C en el compartimiento del
muestreador automatico termostatizado para asegurar la disolucion de la lactosa. El eluyente se controlé por medio
de un detector de indice de refraccion y se realizé la cuantificacion se hizo por el area del pico con relacion al area
del pico del patrén dado. Los picos con un grado de tres o superior (DP3") en el jarabe Vivinal GOS (Friesland Food
Domo, Holanda) se utilizaron como patrén para el analisis cuantitativo de GOS después de la declaracion de las
producciones sobre el contenido de GOS en el producto.

Lista de secuencias
>SEQ ID N°: 1 (BIF_917)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpafddsawqqvdlphdysitgkysgqsneaesa
ylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvkigthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtitvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkgtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvidtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraierqveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevfdmwnrskngntedygkwfgqaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdr
napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkqltsydnsavgwgavassawydvvqgrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfyqsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsyqadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstekt
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>SEQ ID N°: 2 (BIF_995)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgaqdpafddsawgqvdiphdysitgkysgsneaesa
vlpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvkigthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitikqtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvldtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraierqveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvilvveevfdmwnrskngntedygkwfgqaiagdnaviggdkdetwakfdlItstinrdr
napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkgltsydnsavgwgavassawydvvqrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfyqsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsyqadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakagsfsva

gtvaggkisvrvtmideigal
>SEQ ID N°: 3 (BIF_1068)

Vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvqaqdpafddsawqgqvdlphdysitgkysqgsneaesa
ylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvkigthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitikqtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvldtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraiergveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevfdmwnrskngntedygkwfgqgaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdr
napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkqltsydnsavgwgavassawydvvqgrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfyqgsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsyqadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakagsfsva
gtvagqkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavipdgtvtsanfavhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvfgkefkvt

atirvg
>SEQ ID N°: 4 (BIF_1172)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmilsdsvgagdpafddsawqqvdlphdysitgkysgqsneaesa
ylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitikqtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvldtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraiergveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevfdmwnrskngntedygkwfgqaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdr
napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkqltsydnsavgwgavassawydvvqgrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsyqadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddqgiakagsfsva
gtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsanfavhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvfgkefkvt
atirvgrsqvtigssvsgnalrltgnipadkqgsdtidaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqqlgqiv
myffrdsnavrfpdagktkiqi

>SEQ ID N°: 5 (BIF_1241)
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vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvqaqdpafddsawqqgvdlphdysitgkysgsneaesa
ylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvkigthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtlitvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitikgtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvldtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraierqveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevfdmwnrskngntedygkwfgqaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdr

napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkqltsydnsavgwgavassawydvvqrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfyqsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsygadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddqgiakagsfsva
gtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavlpdgtvtsanfavhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvfgkefkvt
atirvgrsqvtigssvsgnalritgnipadkqgsdtidaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqqlgqiv
myffrdsnavrfpdagktkigisadgknwtdlaatetiaagessdrvkpytydfapvgatfvkvtvtnadtttpsgvvcaglteielkt

at
>SEQ ID N°: 6 (BIF_1326)

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpafddsawqqvdlphdysitgkysgsneaesa
ylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvklgthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtitvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlttkvandteaaanitlkqtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvldtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdggslgavanrraierqveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevfdmwnrskngntedygkwfggaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdr
napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkqgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfyqgsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsyqadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakagsfsva
gtvaggkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavipdgtvtsanfavhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvfgkefkvt
atirvgrsqvtigssvsgnalrltgnipadkqgsdtidaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqqlgqiv
myffrdsnavrfpdagktkigisadgknwtdlaatetiaaqessdrvkpytydfapvgatfvkvtvtnadtttpsgvvcaglteielkt

atskfvtntsaalssltvngtkvsdsvlaagsyntpaiiadvkaegegnasvtvipahdnvirvitesedhvtrktftinlgteqef
>SEQ ID N°: 7 nucleo catalitico de glucésido hidrolasa de Bifidobacterium bifidum

gnrtsdfdanwkfmlsdsvqaqdpafddsawqqvdiphdysitgkysqsneaesaylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgv
ymnatvwfngvkigthpygyspfsfdltgnakfggentivvkvenripssrwysgsgiyrdvtltvtdgvhvgnngvaiktpslatq
nggdvtmnlttkvandteaaanitlkqtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvtstitaaspklwsiknpnlytvrtevinggk
vidtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraiergveilgkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvl
vveevfdmwnrskngntedygkwfgqaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdrnapsvimwslgnemmegisgsvsgfp

atsaklvawtkaadstrpmty
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>SEQ ID N°: 8 secuencia de nucleétidos que codifica la longitud completa

gcagttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcagcggtcgatagcaa
acaaaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggceatttgatgattca
gcatggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttecg
ggaggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctat
atgaatgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgca
aaatttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttataga
gatgttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggc
ggagatgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagttttte
cgaaaggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcgcatcagcagatgttac
aagcacaattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacgga
ggcaaagttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaa
aagtcaaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtc
gaaatcctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaa
aggcegttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggcca
agcaattgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgeg
atagaaatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaac
atcagcaaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactgg
aacgaatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataa
aattcgtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaaca
ggcggagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggta
tgatgttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcaca
ggctcaggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagcetattttggcatcgttgatacagcaggcetttccgaaagatacatatt
atttttatcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggcetcaggce
aataatgttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatc
ggcgaaaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagecgataaagattcaacagegce
ataaaaacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatgaaaataatcgcectgattce
cggaaggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaac
aattacagcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgcagcaaatag
agtcacatttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggegttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagecggataac
cgcaaagcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatgg
cctgcaatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagec
gcaactattatgtcaaaacaggcaacaaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagacaaa
acgttacatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaatta
gcgttcgegtcacaatgattgatgaaattggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttccggg
atcaagaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccattggacaaaaccggcagatacagtctataa
tacagcaggcacagtcaaagtaccgggaacagcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaaga
agccaagttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccggcagataaacaatcagatacactg
gatgcgattaaagatggctcaacaacagttgatgcaaatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggceatatte
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aaaagcaggccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcgtcatgtatttttttcgega
tagcaatgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaaattcagatcagcgcagatggcaaaaattggacagatctggcagcaa
cagaaacaattgcagcgcaagaatcaagcgatagagtcaaaccgtatacatatgattttgcaccggttggegcaacatttgttaaag
tgacagtcacaaacgcagatacaacaacaccgtcaggcgttgtttgcgcaggectgacagaaattgaactgaaaacagcgacaag
caaatttgtcacaaatacatcagcagcactgtcatcacttacagtcaatggcacaaaagtttcagattcagttctggcagcaggctcat
ataacacaccggcaattatcgcagatgttaaagcggaaggcgaaggcaatgcaagcegttacagtecttccggcacatgataatgtt
attcgcgtcattacagaaagcgaagatcatgtcacacgcaaaacatttacaatcaacctgggcacagaacaagaatttccggctgat
tcagatgaaagagattatccggcagcagatatgacagtcacagttggctcagaacaaacatcaggcacagcaacagaaggaccg
aaaaaatttgcagtcgatggcaacacatcaacatattggcatagcaattggacaccgacaacagttaatgatctgtggatcgcegtttg
aactgcaaaaaccgacaaaactggatgcactgagatatcttccgegtccggcaggctcaaaaaatggcagcegtcacagaatataa
agttcaggtgtcagatgatggaacaaactggacagatgcaggctcaggcacatggacaacggattatggctggaaactggcggaa
tttaatcaaccggtcacaacaaaacatgttagactgaaagcggttcatacatatgcagatagcggcaacgataaatttatgagcgca
agcgaaattagactgagaaaagcggtcgatacaacggatatttcaggcgcaacagttacagttccggcaaaactgacagttgatag
agttgatgcagatcatccggcaacatttgcaacaaaagatgtcacagttacactgggagatgcaacactgagatatggcgttgatta
tctgctggattatgcaggcaatacagcagttggcaaagcaacagtgacagttagaggcattgataaatattcaggcacagtcgega
aaacatttacaattgaactgaaaaatgcaccggcaccggaaccgacactgacatcagttagcgtcaaaacaaaaccgagcaaact
gacatatgttgtcggagatgcatttgatccggcaggcectggttctgcaacatgatagacaagcagatagacctccgcaaccgcetggtt
ggcgaacaagcggatgaacgcggactgacatgcggcacaagatgcgatagagttgaacaactgcgcaaacatgaaaatagaga
agcgcatagaacaggcctggatcatctggaatttgttggcgcagcagatggcegcagttggagaacaagcaacatttaaagtccatg
tccatgcagatcagggagatggcagacatgatgatgcagatgaacgcgatattgatccgcatgttccggtcgatcatgcagttggeg
aactggcaagagcagcatgccatcatgttattggcctgagagtcgatacacatagacttaaagcaagcggctttcaaattccggcetg
atgatatggcagaaatcgatcgcattacaggctttcatcgttttgaacgcecatgtc

>SEQ ID N°: 9 secuencia de nucleétidos que codifica BIF_917

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcageggtcgatagcaaaca

aaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggceatttgatgattcagcea
tggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttccggga
ggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaat
ttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcageggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggcggag
atgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaa
ggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcgcatcagcagatgttacaagca
caattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaa

agttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaaaagtc

aaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaat
cctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaaaggeg
ttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaa
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ttgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgecgataga
aatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcag
caaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactggaacg
aatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataaaattc
gtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggcg
gagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggtatgatg
ttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctc
aggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagcaggctttccgaaagatacatattattttt
atcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataa
tgttccggttgtegtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatcggega
aaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaa
aacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcegtatgatgaaaataatcgectgattccggaa
ggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattac
agcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgcagcaaatagagtcac
atttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggegttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaa
agcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggectgce
aatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaaca

>SEQ ID N°: 10 secuencia de nucleétidos que codifica BIF_995

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcagcggtcgatagcaaaca
aaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcagca
tggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttccggga
ggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaat
ttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgcecgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggcggag
atgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaa
ggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcgcatcagcagatgttacaagca
caattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaa
agttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaaaagtc
aaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaat
cctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaaaggceg
ttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaa
ttgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgcgataga
aatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcag
caaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactggaacg
aatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataaaattc

gtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggceg
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gagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggtatgatg
ttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctc
aggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagcaggctttccgaaagatacatattattttt
atcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataa
tgttccggttgtcgtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatcggcega
aaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaa
aacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagegtatgatgaaaataatcgcectgattccggaa
ggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattac
agcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgcagcaaatagagtcac
atttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaa
agcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggectge
aatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaac
tattatgtcaaaacaggcaacaaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagacaaaacgtt
acatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttc
gcgtcacaatgattgatgaaattggcgcactg

>SEQ ID N°: 11 secuencia de nucleétidos que codifica BIF_1068

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcagecggtcgatagcaaaca

aaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcagca
tggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttccggga
ggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcegtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaat
ttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgecgtcatcaagatggtattcaggcageggceatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggcggag
atgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaa
ggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcgcatcagcagatgttacaagca
caattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaa

agttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaaaagtc

aaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaat
cctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaaaggceg
ttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaa
ttgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgcgataga

aatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcag

caaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactggaacg

aatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataaaattc
gtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggceg
gagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggtatgatg
ttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctc
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aggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagcaggcetttccgaaagatacatattattttt
atcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataa
tgttccggttgtegtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatcggcga
aaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaa
aacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagegtatgatgaaaataatcgectgattccggaa
ggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattac
agcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggcecatattgttccggatgcagcaaatagagtcac
atttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaa
agcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggectge
aatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaac
tattatgtcaaaacaggcaacaaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagacaaaacgtt
acatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttc
gcgtcacaatgattgatgaaattggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttccgggatcaa
gaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccattggacaaaaccggcagatacagtctataatacag

caggcacagtcaaagtaccgggaacagcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaa

>SEQ ID N°: 12 secuencia de nucleétidos que codifica BIF_1172

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcagcggtcgatagcaaaca
aaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcagea
tggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttccggga
ggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaat
ttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgcegtcatcaagatggtattcaggcageggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggcggag
atgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaa
ggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcegcatcagcagatgttacaagca
caattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaa

agttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaaaagtc

aaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaat
cctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaaaggceg
ttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaa
ttgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgcgataga

aatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcag

caaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactggaacg

aatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataaaattc
gtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagcecgtggcatttataatagaacaacaggceg
gagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggtatgatg
ttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggcetce
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aggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcategttgatacagcaggctttccgaaagatacatattattttt
atcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataa
tgttccggttgtegtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatcggcga
aaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagegcataaa
aacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatgaaaataatcgectgattccggaa
ggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattac
agcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggcecatattgttccggatgcagcaaatagagtcac
atttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaa
agcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggcectgce
aatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaac
tattatgtcaaaacaggcaacaaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagacaaaacgtt
acatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagcgttc
gcgtcacaatgattgatgaaattggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttccgggatcaa
gaccggcagtectgeccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccattggacaaaaccggcagatacagtctataatacag
caggcacagtcaaagtaccgggaacagcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaagcca
agttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccggcagataaacaatcagatacactggatgce
gattaaagatggctcaacaacagttgatgcaaatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaa
gcaggccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcgtcatgtatttttttcgcgatagca

atgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaaattcagatc

>SEQ ID N°: 13 secuencia de nucleétidos que codifica BIF_1241

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcagcggtcgatagcaaaca
aaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcagca
tggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttccggga
ggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaat
ttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgcecgtcatcaagatggtattcaggcagcggceatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggcggag
atgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaa
ggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcgcatcagcagatgttacaagca
caattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaa
agttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaaaagtc
aaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgegcaattgaaagacaagtcgaaat
cctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaaaggceg
ttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaa
ttgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgcgataga
aatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcag

caaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactggaacg
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aatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataaaattc
gtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggceg
gagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggtatgatg
ttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctc
aggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcatcgttgatacagcaggctttccgaaagatacatattattttt
atcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataa
tgttccggttgtegtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatcggcega
aaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagcgcataaa
aacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagegtatgatgaaaataatcgcectgattccggaa
ggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattac
agcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggccatattgttccggatgcagcaaatagagtcac
atttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaa
agcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggectgce
aatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagecgcaac
tattatgtcaaaacaggcaacaaaccgattctgcegtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagecgatagacaaaacgtt
acatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagegttc
gcgtcacaatgattgatgaaattggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttccgggatcaa
gaccggcagtectgecggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccattggacaaaaccggcagatacagtctataatacag
caggcacagtcaaagtaccgggaacagcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaagcca
agttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccggcagataaacaatcagatacactggatgce
gattaaagatggctcaacaacagttgatgcaaatacaggcggaggcgcaaatccgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaa
gcaggccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcgtcatgtatttttttcgcgatagca
atgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaaattcagatcagcgcagatggcaaaaattggacagatctggcagcaacaga
aacaattgcagcgcaagaatcaagcgatagagtcaaaccgtatacatatgattttgcaccggttggcgcaacatttgttaaagtgac

agtcacaaacgcagatacaacaacaccgtcaggcgttgtttgegcaggectgacagaaattgaactgaaaacagcgaca

>SEQ ID N°: 14 secuencia de nucleétidos que codifica BIF_1326

gttgaagatgcaacaagaagcgatagcacaacacaaatgtcatcaacaccggaagttgtttattcatcagcggtcgatagcaaaca
aaatcgcacaagcgattttgatgcgaactggaaatttatgctgtcagatagcgttcaagcacaagatccggcatttgatgattcagea
tggcaacaagttgatctgccgcatgattatagcatcacacagaaatatagccaaagcaatgaagcagaatcagcatatcttccggga
ggcacaggctggtatagaaaaagctttacaattgatagagatctggcaggcaaacgcattgcgattaattttgatggcgtctatatga
atgcaacagtctggtttaatggcgttaaactgggcacacatccgtatggctattcaccgttttcatttgatctgacaggcaatgcaaaat
ttggcggagaaaacacaattgtcgtcaaagttgaaaatagactgccgtcatcaagatggtattcaggcagcggcatttatagagatg
ttacactgacagttacagatggcgttcatgttggcaataatggcgtcgcaattaaaacaccgtcactggcaacacaaaatggcggag
atgtcacaatgaacctgacaacaaaagtcgcgaatgatacagaagcagcagcgaacattacactgaaacagacagtttttccgaaa
ggcggaaaaacggatgcagcaattggcacagttacaacagcatcaaaatcaattgcagcaggcegcatcagcagatgttacaagca
caattacagcagcaagcccgaaactgtggtcaattaaaaacccgaacctgtatacagttagaacagaagttctgaacggaggcaa

agttctggatacatatgatacagaatatggctttcgctggacaggctttgatgcaacatcaggcttttcactgaatggcgaaaaagtc
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aaactgaaaggcgttagcatgcatcatgatcaaggctcacttggcgcagttgcaaatagacgcgcaattgaaagacaagtcgaaat
cctgcaaaaaatgggcgtcaatagcattcgcacaacacataatccggcagcaaaagcactgattgatgtctgcaatgaaaaaggceg
ttctggttgtcgaagaagtctttgatatgtggaaccgcagcaaaaatggcaacacggaagattatggcaaatggtttggccaagcaa
ttgcaggcgataatgcagttctgggaggcgataaagatgaaacatgggcgaaatttgatcttacatcaacaattaaccgcgataga
aatgcaccgtcagttattatgtggtcactgggcaatgaaatgatggaaggcatttcaggctcagtttcaggctttccggcaacatcag
caaaactggttgcatggacaaaagcagcagattcaacaagaccgatgacatatggcgataacaaaattaaagcgaactggaacg
aatcaaatacaatgggcgataatctgacagcaaatggcggagttgttggcacaaattattcagatggcgcaaactatgataaaattc
gtacaacacatccgtcatgggcaatttatggctcagaaacagcatcagcgattaatagccgtggcatttataatagaacaacaggeg
gagcacaatcatcagataaacagctgacaagctatgataattcagcagttggctggggagcagttgcatcatcagcatggtatgatg
ttgttcagagagattttgtcgcaggcacatatgtttggacaggatttgattatctgggcgaaccgacaccgtggaatggcacaggctc
aggcgcagttggctcatggccgtcaccgaaaaatagctattttggcategttgatacagcaggcetttccgaaagatacatattattttt
atcagagccagtggaatgatgatgttcatacactgcatattcttccggcatggaatgaaaatgttgttgcaaaaggctcaggcaataa
tgttccggttgtegtttatacagatgcagcgaaagtgaaactgtattttacaccgaaaggctcaacagaaaaaagactgatcggcga
aaaatcatttacaaaaaaaacaacagcggcaggctatacatatcaagtctatgaaggcagcgataaagattcaacagegcataaa
aacatgtatctgacatggaatgttccgtgggcagaaggcacaatttcagcggaagcgtatgatgaaaataatcgcectgattccggaa
ggcagcacagaaggcaacgcatcagttacaacaacaggcaaagcagcaaaactgaaagcagatgcggatcgcaaaacaattac
agcggatggcaaagatctgtcatatattgaagtcgatgtcacagatgcaaatggcecatattgttccggatgcagcaaatagagtcac
atttgatgttaaaggcgcaggcaaactggttggcgttgataatggctcatcaccggatcatgattcatatcaagcggataaccgcaa
agcattttcaggcaaagtcctggcaattgttcagtcaacaaaagaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggcectgce
aatcaagcacagttaaaattgcaacaacagcagttccgggaacaagcacagaaaaaacagtccgcagcttttattacagccgcaac
tattatgtcaaaacaggcaacaaaccgattctgccgtcagatgttgaagttcgctattcagatggaacaagcgatagacaaaacgtt
acatgggatgcagtttcagatgatcaaattgcaaaagcaggctcattttcagttgcaggcacagttgcaggccaaaaaattagegttc
gcgtcacaatgattgatgaaattggcgcactgctgaattattcagcaagcacaccggttggcacaccggcagttcttccgggatcaa
gaccggcagtcctgccggatggcacagtcacatcagcaaattttgcagtccattggacaaaaccggcagatacagtctataatacag
caggcacagtcaaagtaccgggaacagcaacagtttttggcaaagaatttaaagtcacagcgacaattagagttcaaagaagcca
agttacaattggctcatcagtttcaggaaatgcactgagactgacacaaaatattccggcagataaacaatcagatacactggatgce
gattaaagatggctcaacaacagttgatgcaaatacaggcggaggcgcaaatcecgtcagcatggacaaattgggcatattcaaaa
gcaggccataacacagcggaaattacatttgaatatgcgacagaacaacaactgggccagatcgtcatgtatttttttcgegatagca
atgcagttagatttccggatgctggcaaaacaaaaattcagatcagcgcagatggcaaaaattggacagatctggcagcaacaga
aacaattgcagcgcaagaatcaagcgatagagtcaaaccgtatacatatgattttgcaccggttggcgcaacatttgttaaagtgac
agtcacaaacgcagatacaacaacaccgtcaggcegttgtttgcgcaggcctgacagaaattgaactgaaaacagcgacaagcaaa
tttgtcacaaatacatcagcagcactgtcatcacttacagtcaatggcacaaaagtttcagattcagttctggcagcaggctcatataa
cacaccggcaattatcgcagatgttaaagcggaaggcgaaggcaatgcaagcgttacagtecttccggcacatgataatgttattcg

cgtcattacagaaagcgaagatcatgtcacacgcaaaacatttacaatcaacctgggcacagaacaagaattt
>SEQ ID N°: 15 cebador directo para la generacion de las variantes de BIF
GGGGTAACTAGTGGAAGATGCAACAAGAAG

>SEQ ID N°: 16 cebador inverso para BIF917
GCGCTTAATTAATTATGTTTTTTCTGTGCTTGTTC

>SEQ ID N°: 17 cebador inverso para BIF995
GCGCTTAATTAATTACAGTGCGCCAATTTCATCAATCA

>SEQ ID N°: 18 cebador inverso para BIF1068
GCGCTTAATTAATTATTGAACTCTAATTGTCGCTG

>SEQ ID N°: 19 cebador inverso para BIF1241
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GCGCTTAATTAATTATGTCGCTGTTTTCAGTTCAAT
>SEQ ID N°: 20 cebador inverso para BIF1326
GCGCTTAATTAATTAAAATTCTTGTTCTGTGCCCA
>SEQ ID N°: 21 cebador inverso para BIF1478
GCGCTTAATTAATTATCTCAGTCTAATTTCGCTTGCGC
>SEQ ID N°: 22 Bifidobacterium bifidum BIF1750

vedatrsdsttgmsstpevvyssavdskgnrtsdfdanwkfmlsdsvgagdpafddsawqqvdlphdysitgkysgsneaesa
ylpggtgwyrksftidrdlagkriainfdgvymnatvwfngvkigthpygyspfsfditgnakfggentivvkvenrlpssrwysgsg
iyrdvtitvtdgvhvgnngvaiktpslatgnggdvtmnlittkvandteaaanitlkqtvfpkggktdaaigtvttasksiaagasadvt
stitaaspklwsiknpnlytvrtevinggkvldtydteygfrwtgfdatsgfsingekvklkgvsmhhdqgslgavanrraierqveil
gkmgvnsirtthnpaakalidvcnekgvlvveevfdmwnrskngntedygkwfgqaiagdnaviggdkdetwakfdltstinrdr
napsvimwslgnemmegisgsvsgfpatsaklvawtkaadstrpmtygdnkikanwnesntmgdnltanggvvgtnysdga
nydkirtthpswaiygsetasainsrgiynrttggaqssdkgltsydnsavgwgavassawydvvgrdfvagtyvwtgfdylgept
pwngtgsgavgswpspknsyfgivdtagfpkdtyyfygsqwnddvhtlhilpawnenvvakgsgnnvpvvvytdaakvklyft
pkgstekrligeksftkkttaagytyqvyegsdkdstahknmyltwnvpwaegtisaeaydennrlipegstegnasvtttgkaak
Ikadadrktitadgkdlsyievdvtdanghivpdaanrvtfdvkgagklvgvdngsspdhdsyqadnrkafsgkvlaivgstkeag
eitvtakadglgsstvkiattavpgtstektvrsfyysrnyyvktgnkpilpsdvevrysdgtsdrgnvtwdavsddgiakagsfsva
gtvagqgkisvrvtmideigallnysastpvgtpavlpgsrpavipdgtvtsanfavhwtkpadtvyntagtvkvpgtatvfgkefkvt
atirvgrsqvtigssvsgnalritgnipadkgsdtidaikdgsttvdantggganpsawtnwayskaghntaeitfeyateqqlggiv
myffrdsnavrfpdagktkigisadgknwtdlaatetiaaqessdrvkpytydfapvgatfvkvtvtnadtttpsgvvcaglteielkt
atskfvtntsaalssltvngtkvsdsvlaagsyntpaiiadvkaegegnasvtvlpahdnvirvitesedhvtrktftinlgtegefpads
derdypaadmtvtvgseqtsgtategpkkfavdgntstywhsnwtpttvndlwiafelgkptkldalrylprpagskngsvteykv
gvsddgtnwtdagsgtwttdygwklaefngpvttkhvrikavhtyadsgndkfmsaseirlrkavdttdisgatvtvpakltvdrvd
adhpatfatkdvtvtlgdatlrygvdylldyagntavgkatvtvrgidkysgtvaktftielknapapeptltsvsvktkpskityvvgd

afdpaglvighdrqadrppgplvgeqadergltcgtredrveqlrkhenreahrtgldhlefvgaadgavgeqatfkvhvhadggd
grhddaderdidphvpvdhavgelaraachhviglrvdthrikasgfgipaddmaeidritgfhrferhvg

>SEQ ID N°: 23 la secuencia senal de lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215

VrskklwislIfalaliftmafgstssaga

Listado de secuencias

<110> DuPont Nutrition BioSciences ApS

<120> Polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante
<130> NB40269WOPCT

<160> 23

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 887

<212> PRT
<213> Bifidobacterium bifidum

<220>

<221> FUENTE

<222> 1..887

<223> /tipo de molécula ="proteina" /organismo ="Bifidobacterium bifidum"

<400> 1
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Val
Pro
Ser
Ala
Pro
65

Glu
Thr
Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr
225
Ile
Ala
Ile

Gly

Gly

Glu
Glu
Asp
Gln
50

His
Ser
Ile
Val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210
Leu
Gly
Asp
Lys
Lys

290
Phe

Asp
Val
Phe
35

Asp
Asp
Ala
Asp
Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
195
Thr
Lys
Thr
Val
Asn
275

Val

Asp

Ala
Val
20

Asp
Pro
Tyr
Tyr
Arg
100
Met
Tyr
Gly
Ser
Val
180
Pro
Thr
Gln
Val
Thr
260
Pro

Leu

Ala

Thr
Tyr
Ala
Ala
Ser
Leu
85

Asp
Asn
Gly
Gly
Arg
165
Thr
Ser
Lys
Thr
Thr
245
Ser
Asn

Asp

Thr
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Arg Ser Asp Ser Thr Thr
10
Ser Ser Ala Val Asp Ser
25
Asn Trp Lys Phe Met Leu
40
Phe Asp Asp Ser Ala Trp
55
Ile Thr Gln Lys Tyr Ser
70 75
Pro Gly Gly Thr Gly Trp
90
Leu Ala Gly Lys Arg Ile
105
Ala Thr Val Trp Phe Asn
120
Tyr Ser Pro Phe Ser Phe
135
Glu Asn Thr Ile Val Val
150 155
Trp Tyr Ser Gly Ser Gly
170
Asp Gly Val His Val Gly
185
Leu Ala Thr Gln Asn Gly
200
Val Ala Asn Asp Thr Glu
215
Val Phe Pro Lys Gly Gly
230 235
Thr Ala Ser Lys Ser Ile
250
Thr Ile Thr Ala Ala Ser
265
Leu Tyr Thr Val Arg Thr
280
Thr Tyr Asp Thr Glu Tyr
295
Ser Gly Phe Ser Leu Asn

54

Gln
Lys
Ser
Gln

60
Gln
Tyr
Ala
Gly
Asp
140
Lys
Ile
Asn
Gly
Ala
220
Lys
Ala
Pro
Glu
Gly

300
Gly

Met
Gln
Asp

45
Gln
Ser
Arg
Ile
Val
125
Leu
Val
Tyr
Asn
Asp
205
Ala
Thr
Ala
Lys
Val
285

Phe

Glu

Ser
Asn

30
Ser
Val
Asn
Lys
Asn
110
Lys
Thr
Glu
Arg
Gly
190
Val
Ala
Asp
Gly
Leu
270
Leu

Arg

Lys

Ser

15
Arg
Val
Asp
Glu
Ser

95
Phe
Leu
Gly
Asn
Asp
175
Val
Thr
Asn
Ala
Ala
255
Trp
Asn

Trp

val

Thr
Thr
Gln
Leu
Ala
80
Phe
Asp
Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala
240
Ser
Ser
Gly

Thr

Lys
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305 310 315 320
Leu Lys Gly Val Ser Met His His Asp Gln Gly Ser Leu Gly Ala Val
325 330 335
Ala Asn Arg Arg Ala Ile Glu Arg Gln Val Glu Ile Leu Gln Lys Met
340 345 350
Gly Val Asn Ser Ile Arg Thr Thr His Asn Pro Ala Ala Lys Ala Leu
355 360 365
Ile Asp Val Cys Asn Glu Lys Gly Val Leu Val Val Glu Glu Val Phe
370 375 380
Asp Met Trp Asn Arg Ser Lys Asn Gly Asn Thr Glu Asp Tyr Gly Lys
385 390 395 400
Trp Phe Gly Gln Ala Ile Ala Gly Asp Asn Ala Val Leu Gly Gly Asp
405 410 415
Lys Asp Glu Thr Trp Ala Lys Phe Asp Leu Thr Ser Thr Ile Asn Arg
420 425 430
Asp Arg Asn Ala Pro Ser Val Ile Met Trp Ser Leu Gly Asn Glu Met
435 440 445
Met Glu Gly Ile Ser Gly Ser Val Ser Gly Phe Pro Ala Thr Ser Ala
450 455 460
Lys Leu Val Ala Trp Thr Lys Ala Ala Asp Ser Thr Arg Pro Met Thr
465 470 475 480
Tyr Gly Asp Asn Lys Ile Lys Ala Asn Trp Asn Glu Ser Asn Thr Met
485 490 495
Gly Asp Asn Leu Thr Ala Asn Gly Gly Val Val Gly Thr Asn Tyr Ser
500 505 510
Asp Gly Ala Asn Tyr Asp Lys Ile Arg Thr Thr His Pro Ser Trp Ala
515 520 525
Ile Tyr Gly Ser Glu Thr Ala Ser Ala Ile Asn Ser Arg Gly Ile Tyr
530 535 540
Asn Arg Thr Thr Gly Gly Ala Gln Ser Ser Asp Lys Gln Leu Thr Ser
545 550 555 560
Tyr Asp Asn Ser Ala Val Gly Trp Gly Ala Val Ala Ser Ser Ala Trp
565 570 575
Tyr Asp Val Val Gln Arg Asp Phe Val Ala Gly Thr Tyr Val Trp Thr
580 585 590
Gly Phe Asp Tyr Leu Gly Glu Pro Thr Pro Trp Asn Gly Thr Gly Ser
595 600 605
Gly Ala Val Gly Ser Trp Pro Ser Pro Lys Asn Ser Tyr Phe Gly Ile
610 615 620
Val Asp Thr Ala Gly Phe Pro Lys Asp Thr Tyr Tyr Phe Tyr Gln Ser
625 630 635 640
Gln Trp Asn Asp Asp Val His Thr Leu His Ile Leu Pro Ala Trp Asn
645 650 655
Glu Asn Val Val Ala Lys Gly Ser Gly Asn Asn Val Pro Val Val Val
660 665 670
Tyr Thr Asp Ala Ala Lys Val Lys Leu Tyr Phe Thr Pro Lys Gly Ser
675 680 685
Thr Glu Lys Arg Leu Ile Gly Glu Lys Ser Phe Thr Lys Lys Thr Thr
690 695 700
Ala Ala Gly Tyr Thr Tyr Gln Val Tyr Glu Gly Ser Asp Lys Asp Ser
705 710 715 720
Thr Ala His Lys Asn Met Tyr Leu Thr Trp Asn Val Pro Trp Ala Glu
725 730 735
Gly Thr Ile Ser Ala Glu Ala Tyr Asp Glu Asn Asn Arg Leu Ile Pro
740 745 750
Glu Gly Ser Thr Glu Gly Asn Ala Ser Val Thr Thr Thr Gly Lys Ala
755 760 765
Ala Lys Leu Lys Ala Asp Ala Asp Arg Lys Thr Ile Thr Ala Asp Gly
770 775 780
Lys Asp Leu Ser Tyr Ile Glu Val Asp Val Thr Asp Ala Asn Gly His
785 790 795 800
Ile Val Pro Asp Ala Ala Asn Arg Val Thr Phe Asp Val Lys Gly Ala
805 810 815

55
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Gly
Tyr
val
Asp

865
Gly

Lys
Gln
Gln
850
Gly

Thr

<210> 2

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 2

Val
Pro
Ser
Ala
Pro
65

Glu
Thr
Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr
225
Ile
Ala
Ile

Gly

Gly
305

Glu
Glu
Asp
Gln
50

His
Ser
Ile
Val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210
Leu
Gly
Asp
Lys
Lys

290
Phe

Leu
Ala
835
Ser

Leu

Ser

965
PRT
Bifidobacterium bifidum

Asp
Val
Phe
35

Asp
Asp
Ala
Asp
Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
195
Thr
Lys
Thr
Val
Asn
275
Val

Asp

Val
820
Asp
Thr
Gln

Thr

FUENTE
1..965
/tipo de molécula="proteina" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

Ala
Val
20

Asp
Pro
Tyr
Tyr
Arg
100
Met
Tyr
Gly
Ser
Val
180
Pro
Thr
Gln
Val
Thr
260
Pro

Leu

Ala

ES 2 650444 T3

Gly Val Asp Asn Gly Ser Ser Pro Asp His
825 830

Asn Arg Lys Ala Phe Ser Gly Lys Val Leu

840 845
Lys Glu Ala Gly Glu Ile Thr Val Thr Ala
855 860
Ser Ser Thr Val Lys Ile Ala Thr Thr Ala
870 875
Glu Lys Thr
885

Thr Arg Ser Asp Ser Thr Thr Gln Met Ser
5 10
Tyr Ser Ser Ala Val Asp Ser Lys Gln Asn
25 30
Ala Asn Trp Lys Phe Met Leu Ser Asp Ser
40 45
Ala Phe Asp Asp Ser Ala Trp Gln Gln Val
55 60
Ser Ile Thr Gln Lys Tyr Ser Gln Ser Asn
70 75
Leu Pro Gly Gly Thr Gly Trp Tyr Arg Lys
85 90
Asp Leu Ala Gly Lys Arg Ile Ala Ile Asn
105 110
Asn Ala Thr Val Trp Phe Asn Gly Val Lys
120 125
Gly Tyr Ser Pro Phe Ser Phe Asp Leu Thr
135 140
Gly Glu Asn Thr Ile Val Val Lys Val Glu
150 155
Arg Trp Tyr Ser Gly Ser Gly Ile Tyr Arg
165 170
Thr Asp Gly Val His Val Gly Asn Asn Gly
185 190
Ser Leu Ala Thr Gln Asn Gly Gly Asp Val
200 205
Lys Val Ala Asn Asp Thr Glu Ala Ala Ala
215 220
Thr Val Phe Pro Lys Gly Gly Lys Thr Asp
230 235
Thr Thr Ala Ser Lys Ser Ile Ala Ala Gly
245 250
Ser Thr Ile Thr Ala Ala Ser Pro Lys Leu
265 270
Asn Leu Tyr Thr Val Arg Thr Glu Val Leu
280 285
Asp Thr Tyr Asp Thr Glu Tyr Gly Phe Arg
295 300
Thr Ser Gly Phe Ser Leu Asn Gly Glu Lys
310 315

56

Asp Ser

Ala Ile

Lys Ala

Val Pro

Ser

15
Arg
Val
Asp
Glu
Ser

95
Phe
Leu
Gly
Asn
Asp
175
Vval
Thr
Asn
Ala
Ala
255
Trp
Asn

Trp

Val

880

Thr
Thr
Gln
Leu
Ala
80
Phe
Asp
Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala
240
Ser
Ser
Gly

Thr

Lys
320
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Leu Lys Gly Val Ser Met His His Asp Gln Gly Ser Leu Gly Ala Val
325 330 335
Ala Asn Arg Arg Ala Ile Glu Arg Gln Val Glu Ile Leu Gln Lys Met
340 345 350
Gly Val Asn Ser Ile Arg Thr Thr His Asn Pro Ala Ala Lys Ala Leu
355 360 365
Ile Asp Val Cys Asn Glu Lys Gly Val Leu Val Val Glu Glu Val Phe
370 375 380
Asp Met Trp Asn Arg Ser Lys Asn Gly Asn Thr Glu Asp Tyr Gly Lys
385 390 395 400
Trp Phe Gly Gln Ala Ile Ala Gly Asp Asn Ala Val Leu Gly Gly Asp
405 410 415
Lys Asp Glu Thr Trp Ala Lys Phe Asp Leu Thr Ser Thr Ile Asn Arg
420 425 430
Asp Arg Asn Ala Pro Ser Val Ile Met Trp Ser Leu Gly Asn Glu Met
435 440 445
Met Glu Gly Ile Ser Gly Ser Val Ser Gly Phe Pro Ala Thr Ser Ala
450 455 460
Lys Leu Val Ala Trp Thr Lys Ala Ala Asp Ser Thr Arg Pro Met Thr
465 470 475 480
Tyr Gly Asp Asn Lys Ile Lys Ala Asn Trp Asn Glu Ser Asn Thr Met
485 490 495
Gly Asp Asn Leu Thr Ala Asn Gly Gly Val Val Gly Thr Asn Tyr Ser
500 505 510
Asp Gly Ala Asn Tyr Asp Lys Ile Arg Thr Thr His Pro Ser Trp Ala
515 520 525
Ile Tyr Gly Ser Glu Thr Ala Ser Ala Ile Asn Ser Arg Gly Ile Tyr
530 535 540
Asn Arg Thr Thr Gly Gly Ala Gln Ser Ser Asp Lys Gln Leu Thr Ser
545 550 555 560
Tyr Asp Asn Ser Ala Val Gly Trp Gly Ala Val Ala Ser Ser Ala Trp
565 570 575
Tyr Asp Val Val Gln Arg Asp Phe Val Ala Gly Thr Tyr Val Trp Thr
580 585 590
Gly Phe Asp Tyr Leu Gly Glu Pro Thr Pro Trp Asn Gly Thr Gly Ser
595 600 605
Gly Ala Val Gly Ser Trp Pro Ser Pro Lys Asn Ser Tyr Phe Gly Ile
610 615 620
Val Asp Thr Ala Gly Phe Pro Lys Asp Thr Tyr Tyr Phe Tyr Gln Ser
625 630 635 640
Gln Trp Asn Asp Asp Val His Thr Leu His Ile Leu Pro Ala Trp Asn
645 650 655
Glu Asn Val Val Ala Lys Gly Ser Gly Asn Asn Val Pro Val Val Val
660 665 670
Tyr Thr Asp Ala Ala Lys Val Lys Leu Tyr Phe Thr Pro Lys Gly Ser
675 680 685
Thr Glu Lys Arg Leu Ile Gly Glu Lys Ser Phe Thr Lys Lys Thr Thr
690 695 700
Ala Ala Gly Tyr Thr Tyr Gln Val Tyr Glu Gly Ser Asp Lys Asp Ser
705 710 715 720
Thr Ala His Lys Asn Met Tyr Leu Thr Trp Asn Val Pro Trp Ala Glu
725 730 735
Gly Thr Ile Ser Ala Glu Ala Tyr Asp Glu Asn Asn Arg Leu Ile Pro
740 745 750
Glu Gly Ser Thr Glu Gly Asn Ala Ser Val Thr Thr Thr Gly Lys Ala
755 760 765
Ala Lys Leu Lys Ala Asp Ala Asp Arg Lys Thr Ile Thr Ala Asp Gly
770 775 780
Lys Asp Leu Ser Tyr Ile Glu Val Asp Val Thr Asp Ala Asn Gly His
785 790 795 800
Ile Val Pro Asp Ala Ala Asn Arg Val Thr Phe Asp Val Lys Gly Ala
805 810 815
Gly Lys Leu Val Gly Val Asp Asn Gly Ser Ser Pro Asp His Asp Ser

57
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Tyr
Val
Asp
865
Gly
Tyr
Val
Ala
Gly

945
Glu

Gln
Gln
850
Gly
Thr
Tyr
Arg
Val
930
Thr

Ile

<210> 3
1038
PRT
Bifidobacterium bifidum

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

FUENTE

Ala
835
Ser
Leu
Ser
Val
Tyr
915
Ser

Val

Gly

1..1038
/tipo de molécula="proteina" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

<400> 3

Val
1
Pro
Ser
Ala
Pro
65
Glu
Thr
Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr

225
Ile

Glu
Glu
Asp
Gln
50

His
Ser
Ile
Val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210

Leu

Gly

Asp
Val
Phe
35

Asp
Asp
Ala
Asp
Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
195
Thr

Lys

Thr

820
Asp

Thr
Gln
Thr
Lys
900
Ser
Asp

Ala

Ala

Ala
val
20

Asp
Pro
Tyr
Tyr
Arg
100
Met
Tyr
Gly
Ser
Val
180
Pro
Thr

Gln

val

Asn
Lys
Ser
Glu
885
Thr
Asp
Asp

Gly

Leu
965

Thr
Tyr
Ala
Ala
Ser
Leu
85

Asp
Asn
Gly
Gly
Arg
165
Thr
Ser
Lys
Thr

Thr

ES 2 650444 T3

825
Arg Lys Ala Phe Ser
840
Glu Ala Gly Glu Ile
855
Ser Thr Val Lys Ile
870
Lys Thr Val Arg Ser
89
Gly Asn Lys Pro Ile
905
Gly Thr Ser Asp Arg
920
Gln Ile Ala Lys Ala
935
Gln Lys Ile Ser Val
950

Arg Ser Asp Ser Thr
10
Ser Ser Ala Val Asp
25
Asn Trp Lys Phe Met
40
Phe Asp Asp Ser Ala
55
Ile Thr Gln Lys Tyr
70
Pro Gly Gly Thr Gly
90
Leu Ala Gly Lys Arg
105
Ala Thr Val Trp Phe
120
Tyr Ser Pro Phe Ser
135
Glu Asn Thr TIle Val
150
Trp Tyr Ser Gly Ser
17
Asp Gly Val His Val
185
Leu Ala Thr Gln Asn
200
Val Ala Asn Asp Thr
215
Val Phe Pro Lys Gly
230
Thr Ala Ser Lys Ser

Gly
Thr
Ala
875
Phe
0
Leu
Gln
Gly

Arg
955

Thr
Ser
Leu
Trp
Ser

75
Trp
Ile
Asn
Phe
Val
155
Gly

0

Gly
Gly
Glu
Gly

235
Ile

58

Lys
Val
860
Thr
Tyr
Pro
Asn
Ser

940
Val

Gln
Lys
Ser
Gln

60
Gln
Tyr
Ala
Gly
Asp
140
Lys
Ile
Asn
Gly
Ala
220

Lys

Ala

Val
845
Thr
Thr
Tyr
Ser
Vval
925
Phe

Thr

Met
Gln
Asp

45
Gln
Ser
Arg
Ile
Val
125
Leu
Val
Tyr
Asn
Asp
205
Ala

Thr

Ala

830
Leu

Ala
Ala
Ser
Asp
910
Thr

Ser

Met

Ser
Asn

30
Ser
Val
Asn
Lys
Asn
110
Lys
Thr
Glu
Arg
Gly
190
Val
Ala

Asp

Gly

Ala
Lys
Val
Arg
895
Val
Trp

Val

Ile

Ser

15
Arg
val
Asp
Glu
Ser

95
Phe
Leu
Gly
Asn
Asp
175
Val
Thr
Asn

Ala

Ala

Ile
Ala
Pro
880
Asn
Glu
Asp

Ala

Asp
960

Thr
Thr
Gln
Leu
Ala
80
Phe
Asp
Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala

240
Ser



Ala
Ile
Gly
Gly
305
Leu
Ala
Gly
Ile
Asp
385
Trp
Lys
Asp
Met
Lys
465
Tyr
Gly
Asp
Ile
Asn
545
Tyr
Tyr
Gly
Gly
val
625
Gln
Glu
Tyr
Thr
Ala
705

Thr

Gly

Asp
Lys
Lys
290
Phe
Lys
Asn
Val
Asp
370
Met
Phe
Asp
Arg
Glu
450
Leu
Gly
Asp
Gly
Tyr
530
Arg
Asp
Asp
Phe
Ala
610
Asp
Trp
Asn
Thr
Glu
690
Ala

Ala

Thr

val
Asn
275
val
Asp
Gly
Arg
Asn
355
val
Trp
Gly
Glu
Asn
435
Gly
Val
Asp
Asn
Ala
515
Gly
Thr
Asn
val
Asp
595
val
Thr
Asn
val
Asp
675
Lys
Gly
His

Ile

Thr
260
Pro
Leu
Ala
Val
Arg
340
Ser
Cys
Asn
Gln
Thr
420
Ala
Ile
Ala
Asn
Leu
500
Asn
Ser
Thr
Ser
Val
580
Tyr
Gly
Ala
Asp
Val
660
Ala
Arg
Tyr

Lys

Ser
740

245
Ser

Asn
Asp
Thr
Ser
325
Ala
Ile
Asn
Arg
Ala
405
Trp
Pro
Ser
Trp
Lys
485
Thr
Tyr
Glu
Gly
Ala
565
Gln
Leu
Ser
Gly
Asp
645
Ala
Ala
Leu
Thr
Asn

725
Ala

ES 2 650444 T3

250
Thr Ile Thr Ala Ala Ser
265
Leu Tyr Thr Val Arg Thr
280
Thr Tyr Asp Thr Glu Tyr
295
Ser Gly Phe Ser Leu Asn
310 315
Met His His Asp Gln Gly
330
Ile Glu Arg Gln Val Glu
345
Arg Thr Thr His Asn Pro
360
Glu Lys Gly Val Leu Val
375
Ser Lys Asn Gly Asn Thr
390 395
Ile Ala Gly Asp Asn Ala
410
Ala Lys Phe Asp Leu Thr
425
Ser Val Ile Met Trp Ser
440
Gly Ser Val Ser Gly Phe
455
Thr Lys Ala Ala Asp Ser
470 475
Ile Lys Ala Asn Trp Asn
490
Ala Asn Gly Gly Val Val
505
Asp Lys Ile Arg Thr Thr
520
Thr Ala Ser Ala Ile Asn
535
Gly Ala Gln Ser Ser Asp
550 555
Val Gly Trp Gly Ala Val
570
Arg Asp Phe Val Ala Gly
585
Gly Glu Pro Thr Pro Trp
600
Trp Pro Ser Pro Lys Asn
615
Phe Pro Lys Asp Thr Tyr
630 635
Val His Thr Leu His Ile
650
Lys Gly Ser Gly Asn Asn
665
Lys Val Lys Leu Tyr Phe
680
Ile Gly Glu Lys Ser Phe
695
Tyr Gln Val Tyr Glu Gly
710 715
Met Tyr Leu Thr Trp Asn
730
Glu Ala Tyr Asp Glu Asn
745

59

Pro
Glu
Gly
300
Gly
Ser
Ile
Ala
Val
380
Glu
val
Ser
Leu
Pro
460
Thr
Glu
Gly
His
Ser
540
Lys
Ala
Thr
Asn
Ser
620
Tyr
Leu
Val
Thr
Thr
700
Ser

val

Asn

Lys
Val
285
Phe
Glu
Leu
Leu
Ala
365
Glu
Asp
Leu
Thr
Gly
445
Ala
Arg
Ser
Thr
Pro
525
Arg
Gln
Ser
Tyr
Gly
605
Tyr
Phe
Pro
Pro
Pro
685
Lys
Asp

Pro

Arg

Leu
270
Leu
Arg
Lys
Gly
Gln
350
Lys
Glu
Tyr
Gly
Ile
430
Asn
Thr
Pro
Asn
Asn
510
Ser
Gly
Leu
Ser
Val
590
Thr
Phe
Tyr
Ala
val
670
Lys
Lys
Lys

Trp

Leu
750

255
Trp

Asn
Trp
Val
Ala
335
Lys
Ala
val
Gly
Gly
415
Asn
Glu
Ser
Met
Thr
495
Tyr
Trp
Ile
Thr
Ala
575
Trp
Gly
Gly
Gln
Trp
655
val
Gly
Thr
Asp
Ala

735
Ile

Ser
Gly
Thr
Lys
320
vVal
Met
Leu
Phe
Lys
400
Asp
Arg
Met
Ala
Thr
480
Met
Ser
Ala
Tyr
Ser
560
Trp
Thr
Ser
Ile
Ser
640
Asn
Vval
Ser
Thr
Ser
720
Glu

Pro
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Glu
Ala
Lys
785
Ile
Gly
Tyr
Val
Asp
865
Gly
Tyr
Val
Ala
Gly
945
Glu
Pro
val

val

Phe

1025

Gly
Lys
770
Asp
Val
Lys
Gln
Gln
850
Gly
Thr
Tyr
Arg
Val
930
Thr
Ile
Ala

Thr

Tyr

1010

Gly

<210> 4
1142
PRT
Bifidobacterium bifidum

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

Ser
755
Leu
Leu
Pro
Leu
Ala
835
Ser
Leu
Ser
Vval
Tyr
915
Ser
Val
Gly
Val
Ser
995

Asn

Lys

Thr
Lys
Ser
Asp
Val
820
Asp
Thr
Gln
Thr
Lys
900
Ser
Asp
Ala
Ala
Leu
980
Ala

Thr

Glu

FUENTE
1..1142
/tipo de molécula ="proteina" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

<400> 4

Val
Pro
Ser
Ala
Pro
65

Glu

Thr

Glu
Glu
Asp
Gln
50

His
Ser

Ile

Asp
Val
Phe
35

Asp
Asp

Ala

Asp

Ala
Val
20

Asp
Pro
Tyr
Tyr

Arg
100

Glu
Ala
Tyr
Ala
805
Gly
Asn
Lys
Ser
Glu
885
Thr
Asp
Asp
Gly
Leu
965
Pro
Asn

Ala

Phe

Thr
Tyr
Ala
Ala
Ser
Leu

85
Asp

ES 2 650444 T3

Gly Asn Ala Ser Val Thr
760
Asp Ala Asp Arg Lys Thr
775
Ile Glu Val Asp Val Thr
790 795
Ala Asn Arg Val Thr Phe
810
Val Asp Asn Gly Ser Ser
825
Arg Lys Ala Phe Ser Gly
840
Glu Ala Gly Glu Ile Thr
855
Ser Thr Val Lys Ile Ala
870 875
Lys Thr Val Arg Ser Phe
890
Gly Asn Lys Pro Ile Leu
905
Gly Thr Ser Asp Arg Gln
920
Gln Ile Ala Lys Ala Gly
935
Gln Lys Ile Ser Val Arg
950 955
Leu Asn Tyr Ser Ala Ser
970
Gly Ser Arg Pro Ala Val
985
Phe Ala Val His Trp Thr
1000
Gly Thr Val Lys Val Pro
1015
Lys Val Thr Ala Thr Ile

Thr
Ile
780
Asp
Asp
Pro
Lys
Val
860
Thr
Tyr
Pro
Asn
Ser
940
Val
Thr
Leu

Lys

Gly

1020

Thr
765
Thr
Ala
Vval
Asp
Val
845
Thr
Thr
Tyr
Ser
Val
925
Phe
Thr
Pro

Pro

Pro

Gly
Ala
Asn
Lys
His
830
Leu
Ala
Ala
Ser
Asp
910
Thr
Ser
Met
Val
Asp

990
Ala

1005

Thr

Ala

Arg Val Gln

1030 1035

Arg Ser Asp Ser Thr Thr
10
Ser Ser Ala Val Asp Ser
25
Asn Trp Lys Phe Met Leu
40
Phe Asp Asp Ser Ala Trp
55
Ile Thr Gln Lys Tyr Ser
70 75
Pro Gly Gly Thr Gly Trp
90
Leu Ala Gly Lys Arg Ile
105

60

Gln
Lys
Ser
Gln

60
Gln

Tyr

Ala

Met
Gln
Asp

45
Gln
Ser

Arg

Ile

Ser
Asn

30
Ser
Val
Asn

Lys

Asn
110

Lys
Asp
Gly
Gly
815
Asp
Ala
Lys
Val
Arg
895
Val
Trp
Val
Ile
Gly
975
Gly

Asp

Thr

Ser

15
Arg
val
Asp
Glu
Ser

95
Phe

Ala
Gly
His
800
Ala
Ser
Ile
Ala
Pro
880
Asn
Glu
Asp
Ala
Asp
960
Thr
Thr

Thr

Vval

Thr
Thr
Gln
Leu
Ala

80

Phe

Asp



Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr
225
Ile
Ala
Ile
Gly
Gly
305
Leu
Ala
Gly
Ile
Asp
385
Trp
Lys
Asp
Met
Lys
465
Tyr
Gly
Asp
Ile
Asn
545
Tyr
Tyr

Gly

Gly

val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210
Leu
Gly
Asp
Lys
Lys
290
Phe
Lys
Asn
Val
Asp
370
Met
Phe
Asp
Arg
Glu
450
Leu
Gly
Asp
Gly
Tyr
530
Arg
Asp
Asp

Phe

Ala

Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
195
Thr
Lys
Thr
val
Asn
275
val
Asp
Gly
Arg
Asn
355
Val
Trp
Gly
Glu
Asn
435
Gly
val
Asp
Asn
Ala
515
Gly
Thr
Asn
Val
Asp

595
val

Met
Tyr
Gly
Ser
vVal
180
Pro
Thr
Gln
Val
Thr
260
Pro
Leu
Ala
val
Arg
340
Ser
Cys
Asn
Gln
Thr
420
Ala
Ile
Ala
Asn
Leu
500
Asn
Ser
Thr
Ser
Val
580

Tyr

Gly

Asn
Gly
Gly
Arg
165
Thr
Ser
Lys
Thr
Thr
245
Ser
Asn
Asp
Thr
Ser
325
Ala
Ile
Asn
Arg
Ala
405
Trp
Pro
Ser
Trp
Lys
485
Thr
Tyr
Glu
Gly
Ala
565
Gln

Leu

Ser

ES 2 650444 T3

Ala Thr Val Trp Phe Asn
120
Tyr Ser Pro Phe Ser Phe
135
Glu Asn Thr Ile Val Val
150 155
Trp Tyr Ser Gly Ser Gly
170
Asp Gly Val His Val Gly
185
Leu Ala Thr Gln Asn Gly
200
Val Ala Asn Asp Thr Glu
215
Val Phe Pro Lys Gly Gly
230 235
Thr Ala Ser Lys Ser Ile
250
Thr Ile Thr Ala Ala Ser
265
Leu Tyr Thr Val Arg Thr
280
Thr Tyr Asp Thr Glu Tyr
295
Ser Gly Phe Ser Leu Asn
310 315
Met His His Asp Gln Gly
330
Ile Glu Arg Gln Val Glu
345
Arg Thr Thr His Asn Pro
360
Glu Lys Gly Val Leu Val
375
Ser Lys Asn Gly Asn Thr
390 395
Ile Ala Gly Asp Asn Ala
410
Ala Lys Phe Asp Leu Thr
425
Ser Val Ile Met Trp Ser
440
Gly Ser Val Ser Gly Phe
455
Thr Lys Ala Ala Asp Ser
470 475
Ile Lys Ala Asn Trp Asn
490
Ala Asn Gly Gly Val Vval
505
Asp Lys Ile Arg Thr Thr
520
Thr Ala Ser Ala Ile Asn
535
Gly Ala Gln Ser Ser Asp
550 555
Val Gly Trp Gly Ala Val
570
Arg Asp Phe Val Ala Gly
585
Gly Glu Pro Thr Pro Trp
600
Trp Pro Ser Pro Lys Asn

61

Gly
Asp
140
Lys
Ile
Asn
Gly
Ala
220
Lys
Ala
Pro
Glu
Gly
300
Gly
Ser
Ile
Ala
Vval
380
Glu
Val
Ser
Leu
Pro
460
Thr
Glu
Gly
His
Ser
540
Lys
Ala
Thr

Asn

Ser

Val
125
Leu
vVal
Tyr
Asn
Asp
205
Ala
Thr
Ala
Lys
Val
285
Phe
Glu
Leu
Leu
Ala
365
Glu
Asp
Leu
Thr
Gly
445
Ala
Arg
Ser
Thr
Pro
525
Arg
Gln
Ser
Tyr
Gly

605
Tyr

Lys
Thr
Glu
Arg
Gly
190
val
Ala
Asp
Gly
Leu
270
Leu
Arg
Lys
Gly
Gln
350
Lys
Glu
Tyr
Gly
Ile
430
Asn
Thr
Pro
Asn
Asn
510
Ser
Gly
Leu
Ser
Val
590

Thr

Phe

Leu
Gly
Asn
Asp
175
Val
Thr
Asn
Ala
Ala
255
Trp
Asn
Trp
Val
Ala
335
Lys
Ala
val
Gly
Gly
415
Asn
Glu
Ser
Met
Thr
495
Tyr
Trp
Ile
Thr
Ala
575
Trp

Gly

Gly

Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala
240
Ser
Ser
Gly
Thr
Lys
320
Val
Met
Leu
Phe
Lys
400
Asp
Arg
Met
Ala
Thr
480
Met
Ser
Ala
Tyr
Ser
560
Trp
Thr

Ser

Ile



Val
625
Gln
Glu
Tyr
Thr
Ala
705
Thr
Gly
Glu
Ala
Lys
785
Ile
Gly
Tyr
Val
Asp
865
Gly
Tyr
Val
Ala
Gly
945
Glu
Pro
Val

val

Phe

1025

Gln
Gln
Asp

Ser

610
Asp

Trp
Asn
Thr
Glu
690
Ala
Ala
Thr
Gly
Lys
770
Asp
vVal
Lys
Gln
Gln
850
Gly
Thr
Tyr
Arg
Val
930
Thr
Ile
Ala

Thr

Tyr

1010

Gly
Val
Asn
Gly

Ala

1090

Thr
Asn
val
Asp
675
Lys
Gly
His
Ile
Ser
755
Leu
Leu
Pro
Leu
Ala
835
Ser
Leu
Ser
val
Tyr
915
Ser
val
Gly
Val
Ser
995
Asn
Lys
Thr

Ile

Ser

1075

Ala
Asp
vVal
660
Ala
Arg
Tyr
Lys
Ser
740
Thr
Lys
Ser
Asp
val
820
Asp
Thr
Gln
Thr
Lys
900
Ser
Asp
Ala
Ala
Leu
980
Ala
Thr
Glu

Ile

Pro

1060

Thr

Gly
Asp
645
Ala
Ala
Leu
Thr
Asn
725
Ala
Glu
Ala
Tyr
Ala
805
Gly
Asn
Lys
Ser
Glu
885
Thr
Asp
Asp
Gly
Leu
965
Pro
Asn
Ala
Phe
Gly
1045
Ala

Thr

Trp Thr Asn

Glu Ile Thr Phe Glu

1105

ES 2 650444 T3

615
Phe Pro Lys Asp Thr Tyr
630 635
Val His Thr Leu His Ile
650
Lys Gly Ser Gly Asn Asn
665
Lys Val Lys Leu Tyr Phe
680
Ile Gly Glu Lys Ser Phe
695
Tyr Gln Val Tyr Glu Gly
710 715
Met Tyr Leu Thr Trp Asn
730
Glu Ala Tyr Asp Glu Asn
745
Gly Asn Ala Ser Val Thr
760
Asp Ala Asp Arg Lys Thr
775
Ile Glu Val Asp Val Thr
790 795
Ala Asn Arg Val Thr Phe
810
Val Asp Asn Gly Ser Ser
825
Arg Lys Ala Phe Ser Gly
840
Glu Ala Gly Glu Ile Thr
855
Ser Thr Val Lys Ile Ala
870 875
Lys Thr Val Arg Ser Phe
890
Gly Asn Lys Pro Ile Leu
905
Gly Thr Ser Asp Arg Gln
920
Gln Ile Ala Lys Ala Gly
935
Gln Lys Ile Ser Val Arg
950 955
Leu Asn Tyr Ser Ala Ser
970
Gly Ser Arg Pro Ala Val
985
Phe Ala Val His Trp Thr
1000
Gly Thr Val Lys Val Pro
1015
Lys Val Thr Ala Thr Ile
1030 1035
Ser Ser Val Ser Gly Asn
1050
Asp Lys Gln Ser Asp Thr
1065
Val Asp Ala Asn Thr Gly
1080
Trp Ala Tyr Ser Lys Ala
1095
Tyr Ala Thr Glu Gln Gln
1110 1115

62

620
Tyr

Leu
Val
Thr
Thr
700
Ser
Val
Asn
Thr
Ile
780
Asp
Asp
Pro
Lys
Val
860
Thr
Tyr
Pro
Asn
Ser
940
Val
Thr
Leu
Lys
Gly
1020
Arg
Ala
Leu

Gly

Gly
1100

Phe
Pro
Pro
Pro
685
Lys
Asp
Pro
Arg
Thr
765
Thr
Ala
val
Asp
Val
845
Thr
Thr
Tyr
Ser
Val
925
Phe
Thr
Pro
Pro
Pro
100
Thr
Val
Leu

Asp

Gly
1085

Tyr
Ala
val
670
Lys
Lys
Lys
Trp
Leu
750
Gly
Ala
Asn
Lys
His
830
Leu
Ala
Ala
Ser
Asp
910
Thr
Ser
Met
Vval
Asp
990
Ala
5

Ala
Gln
Arg
Ala

1070
Ala

Gln
Trp
655
Val
Gly
Thr
Asp
Ala
735
Ile
Lys
Asp
Gly
Gly
815
Asp
Ala
Lys
Val
Arg
895
Val
Trp
vVal
Ile
Gly
975
Gly
Asp
Thr

Arg

Leu

1055

Ile

Asn

His Asn Thr

Leu Gly Gln Ile

Ser
640
Asn
Val
Ser
Thr
Ser
720
Glu
Pro
Ala
Gly
His
800
Ala
Ser
Ile
Ala
Pro
880
Asn
Glu
Asp
Ala
Asp
960
Thr
Thr
Thr
Val
Ser
1040
Thr
Lys
Pro

Ala

Val
1120
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Met Tyr Phe Phe Arg Asp Ser Asn Ala Val Arg Phe Pro Asp Ala Gly
1135

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

<400> 5

Val
1
Pro
Ser
Ala
Pro
65
Glu
Thr
Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr
225
Ile
Ala
Ile
Gly
Gly
305
Leu

Ala

Gly

Glu
Glu
Asp
Gln
50

His
Ser
Ile
Val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210
Leu
Gly
Asp
Lys
Lys
290
Phe
Lys

Asn

Val

1211
PRT
Bifidobacterium bifidum

Asp
val
Phe
35

Asp
Asp
Ala
Asp
Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
195
Thr
Lys
Thr
Val
Asn
275
val
Asp
Gly

Arg

Asn
355

FUENTE
1..1211
/tipo de molécula ="proteina" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

Ala
val
20

Asp
Pro
Tyr
Tyr
Arg
100
Met
Tyr
Gly
Ser
val
180
Pro
Thr
Gln
val
Thr
260
Pro
Leu
Ala
Val
Arg

340
Ser

1125
Lys Thr Lys Ile Gln Ile
1140

Thr
Tyr
Ala
Ala
Ser
Leu
85

Asp
Asn
Gly
Gly
Arg
165
Thr
Ser
Lys
Thr
Thr
245
Ser
Asn
Asp
Thr
Ser
325

Ala

Ile

Arg Ser Asp

Ser Ser Ala

Asn Trp Lys
40
Phe Asp Asp
55
Ile Thr

70

Pro

Gln

Gly Gly

Leu Ala Gly

Ala Thr Vval
12
Ser Pro
135
Glu Asn Thr
150

Trp Tyr Ser

Tyr

Asp Gly Val

Leu Ala Thr
20
Val Ala Asn
215
Val Phe Pro
230
Thr Ala Ser

Thr Ile Thr

Leu Tyr Thr
28
Thr Tyr Asp
295
Ser Gly Phe
310
Met His His

Ile Glu Arg

Arg Thr Thr
36

1130

Thr
10
Asp

Ser Thr
Val

25
Phe

Ser

Met Leu

Ser Ala Trp
Ser
75

Trp

Lys Tyr

Thr Gly
90
Lys Arg

105
Trp

0

Phe

Ile

Phe Asn

Ser Phe

Ile Val Val
155
Ser Gly
170

vVal

Gly

His
185

Gln Asn

0

Asp Thr

Gly
Gly
Glu
Lys Gly Gly
235
Lys Ser Ile
250
Ala Ala Ser
265

Val Arg Thr
0

Thr Glu Tyr

Ser Leu Asn
315

Asp Gln Gly

330
Gln Val Glu
345
His Asn Pro
0

63

Gln
Lys
Ser
Gln

60
Gln
Tyr
Ala
Gly
Asp
140
Lys
Ile
Asn
Gly
Ala
220
Lys
Ala
Pro
Glu
Gly
300
Gly
Ser

Ile

Ala

Met
Gln
Asp

45
Gln
Ser
Arg
Ile
Val
125
Leu
Val
Tyr
Asn
Asp
205
Ala
Thr
Ala
Lys
Val
285
Phe
Glu
Leu

Leu

Ala
365

Ser
Asn

30
Ser
Vval
Asn
Lys
Asn
110
Lys
Thr
Glu
Arg
Gly
190
Val
Ala
Asp
Gly
Leu
270
Leu
Arg
Lys
Gly
Gln

350
Lys

Ser

15
Arg
Val
Asp
Glu
Ser

95
Phe
Leu
Gly
Asn
Asp
175
Vval
Thr
Asn
Ala
Ala
255
Trp
Asn
Trp
Val
Ala
335
Lys

Ala

Thr
Thr
Gln
Leu
Ala
80
Phe
Asp
Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala
240
Ser
Ser
Gly
Thr
Lys
320
Val

Met

Leu
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Ile Asp Val Cys Asn Glu Lys Gly Val Leu Val Val Glu Glu Val Phe
370 375 380
Asp Met Trp Asn Arg Ser Lys Asn Gly Asn Thr Glu Asp Tyr Gly Lys
385 390 395 400
Trp Phe Gly Gln Ala Ile Ala Gly Asp Asn Ala Val Leu Gly Gly Asp
405 410 415
Lys Asp Glu Thr Trp Ala Lys Phe Asp Leu Thr Ser Thr Ile Asn Arg
420 425 430
Asp Arg Asn Ala Pro Ser Val Ile Met Trp Ser Leu Gly Asn Glu Met
435 440 445
Met Glu Gly Ile Ser Gly Ser Val Ser Gly Phe Pro Ala Thr Ser Ala
450 455 460
Lys Leu Val Ala Trp Thr Lys Ala Ala Asp Ser Thr Arg Pro Met Thr
465 470 475 480
Tyr Gly Asp Asn Lys Ile Lys Ala Asn Trp Asn Glu Ser Asn Thr Met
485 490 495
Gly Asp Asn Leu Thr Ala Asn Gly Gly Val Val Gly Thr Asn Tyr Ser
500 505 510
Asp Gly Ala Asn Tyr Asp Lys Ile Arg Thr Thr His Pro Ser Trp Ala
515 520 525
Ile Tyr Gly Ser Glu Thr Ala Ser Ala Ile Asn Ser Arg Gly Ile Tyr
530 535 540
Asn Arg Thr Thr Gly Gly Ala Gln Ser Ser Asp Lys Gln Leu Thr Ser
545 550 555 560
Tyr Asp Asn Ser Ala Val Gly Trp Gly Ala Val Ala Ser Ser Ala Trp
565 570 575
Tyr Asp Val Val Gln Arg Asp Phe Val Ala Gly Thr Tyr Val Trp Thr
580 585 590
Gly Phe Asp Tyr Leu Gly Glu Pro Thr Pro Trp Asn Gly Thr Gly Ser
5985 600 605
Gly Ala Val Gly Ser Trp Pro Ser Pro Lys Asn Ser Tyr Phe Gly Ile
610 615 620
Val Asp Thr Ala Gly Phe Pro Lys Asp Thr Tyr Tyr Phe Tyr Gln Ser
625 630 635 640
Gln Trp Asn Asp Asp Val His Thr Leu His Ile Leu Pro Ala Trp Asn
645 650 655
Glu Asn Val Val Ala Lys Gly Ser Gly Asn Asn Val Pro Val Val Val
660 665 670
Tyr Thr Asp Ala Ala Lys Val Lys Leu Tyr Phe Thr Pro Lys Gly Ser
675 680 685
Thr Glu Lys Arg Leu Ile Gly Glu Lys Ser Phe Thr Lys Lys Thr Thr
690 695 700
Ala Ala Gly Tyr Thr Tyr Gln Val Tyr Glu Gly Ser Asp Lys Asp Ser
705 710 715 720
Thr Ala His Lys Asn Met Tyr Leu Thr Trp Asn Val Pro Trp Ala Glu
725 730 735
Gly Thr Ile Ser Ala Glu Ala Tyr Asp Glu Asn Asn Arg Leu Ile Pro
740 745 750
Glu Gly Ser Thr Glu Gly Asn Ala Ser Val Thr Thr Thr Gly Lys Ala
755 760 765
Ala Lys Leu Lys Ala Asp Ala Asp Arg Lys Thr Ile Thr Ala Asp Gly
770 775 780
Lys Asp Leu Ser Tyr Ile Glu Val Asp Val Thr Asp Ala Asn Gly His
785 790 795 800
Ile Val Pro Asp Ala Ala Asn Arg Val Thr Phe Asp Val Lys Gly Ala
805 810 815
Gly Lys Leu Val Gly Val Asp Asn Gly Ser Ser Pro Asp His Asp Ser
820 825 830
Tyr Gln Ala Asp Asn Arg Lys Ala Phe Ser Gly Lys Val Leu Ala Ile
835 840 845
Val Gln Ser Thr Lys Glu Ala Gly Glu Ile Thr Val Thr Ala Lys Ala
850 855 860
Asp Gly Leu Gln Ser Ser Thr Val Lys Ile Ala Thr Thr Ala Val Pro

64
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865 870 875 880
Gly Thr Ser Thr Glu Lys Thr Val Arg Ser Phe Tyr Tyr Ser Arg Asn
885 890 895
Tyr Tyr Val Lys Thr Gly Asn Lys Pro Ile Leu Pro Ser Asp Val Glu
900 905 910
Val Arg Tyr Ser Asp Gly Thr Ser Asp Arg Gln Asn Val Thr Trp Asp
915 920 925
Ala Val Ser Asp Asp Gln Ile Ala Lys Ala Gly Ser Phe Ser Val Ala
930 935 940
Gly Thr Val Ala Gly Gln Lys Ile Ser Val Arg Val Thr Met Ile Asp
945 950 955 960
Glu Ile Gly Ala Leu Leu Asn Tyr Ser Ala Ser Thr Pro Val Gly Thr
965 970 975
Pro Ala Val Leu Pro Gly Ser Arg Pro Ala Val Leu Pro Asp Gly Thr
980 985 990
Val Thr Ser Ala Asn Phe Ala Val His Trp Thr Lys Pro Ala Asp Thr
995 1000 1005
Val Tyr Asn Thr Ala Gly Thr Val Lys Val Pro Gly Thr Ala Thr Val
1010 1015 1020
Phe Gly Lys Glu Phe Lys Val Thr Ala Thr Ile Arg Val Gln Arg Ser
1025 1030 1035 1040
Gln Val Thr Ile Gly Ser Ser Val Ser Gly Asn Ala lLeu Arg Leu Thr
1045 1050 1055
Gln Asn Ile Pro Ala Asp Lys Gln Ser Asp Thr Leu Asp Ala Ile Lys
1060 1065 1070
Asp Gly Ser Thr Thr Val Asp Ala Asn Thr Gly Gly Gly Ala Asn Pro
1075 1080 1085
Ser Ala Trp Thr Asn Trp Ala Tyr Ser Lys Ala Gly His Asn Thr Ala
1090 1095 1100
Glu Ile Thr Phe Glu Tyr Ala Thr Glu Gln Gln Leu Gly Gln Ile Val
1105 1110 1115 1120
Met Tyr Phe Phe Arg Asp Ser Asn Ala Val Arg Phe Pro Asp Ala Gly
1125 1130 1135
Lys Thr Lys Ile Gln Ile Ser Ala Asp Gly Lys Asn Trp Thr Asp Leu
1140 1145 1150
Ala Ala Thr Glu Thr Ile Ala Ala Gln Glu Ser Ser Asp Arg Val Lys
1155 1160 1165
Pro Tyr Thr Tyr Asp Phe Ala Pro Val Gly Ala Thr Phe Val Lys Val
1170 1175 1180
Thr Val Thr Asn Ala Asp Thr Thr Thr Pro Ser Gly Val Val Cys Ala
1185 1190 1195 1200
Gly Leu Thr Glu Ile Glu Leu Lys Thr Ala Thr
1205 1210

<210> 6

<211> 1296

<212> PRT

<213> Bifidobacterium bifidum

<220>

<221> FUENTE

<222> 1..1296

<223> /tipo de molécula="proteina" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

<400> 6

Val Glu Asp Ala Thr Arg Ser Asp Ser Thr Thr Gln Met Ser Ser Thr
1 5 10 15
Pro Glu Val vVal Tyr Ser Ser Ala Val Asp Ser Lys Gln Asn Arg Thr
20 25 30
Ser Asp Phe Asp Ala Asn Trp Lys Phe Met Leu Ser Asp Ser Val Gln
35 40 45
Ala Gln Asp Pro Ala Phe Asp Asp Ser Ala Trp Gln Gln Val Asp Leu

65



Pro
65

Glu
Thr
Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr
225
Ile
Ala
Ile
Gly
Gly
305
Leu
Ala
Gly
Ile
Asp
385
Trp
Lys
Asp
Met
Lys
465
Tyr
Gly
Asp

Ile

Asn
545

50
His

Ser
Ile
Val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210
Leu
Gly
Asp
Lys
Lys
290
Phe
Lys
Asn
Val
Asp
370
Met
Phe
Asp
Arg
Glu
450
Leu
Gly
Asp
Gly
Tyr

530
Arg

Asp
Ala
Asp
Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
185
Thr
Lys
Thr
val
Asn
275
Val
Asp
Gly
Arg
Asn
355
val
Trp
Gly
Glu
Asn
435
Gly
val
Asp
Asn
Ala
515
Gly

Thr

Tyr
Tyr
Arg
100
Met
Tyr
Gly
Ser
Val
180
Pro
Thr
Gln
Val
Thr
260
Pro
Leu
Ala
Val
Arg
340
Ser
Cys
Asn
Gln
Thr
420
Ala
Ile
Ala
Asn
Leu
500
Asn

Ser

Thr

Ser
Leu
85

Asp
Asn
Gly
Gly
Arg
165
Thr
Ser
Lys
Thr
Thr
245
Ser
Asn
Asp
Thr
Ser
325
Ala
Ile
Asn
Arg
Ala
405
Trp
Pro
Ser
Trp
Lys
485
Thr
Tyr

Glu

Gly

55

ES 2 650444 T3

Ile Thr Gln Lys Tyr Ser

70

75

Pro Gly Gly Thr Gly Trp

90

Leu Ala Gly Lys Arg Ile

105

Ala Thr Val Trp Phe Asn

120

Tyr Ser Pro Phe Ser Phe

135

Glu Asn Thr Ile Val Val

150

155

Trp Tyr Ser Gly Ser Gly

170

Asp Gly Val His Val Gly

185

Leu Ala Thr Gln Asn Gly

200

Val Ala Asn

215

Val Phe Pro

230

Thr Ala Ser

Thr Ile Thr

Leu Tyr Thr

280

Asp Thr Glu

Lys Gly Gly

235

Lys Ser Ile

250

Ala Ala Ser

265

Val Arg Thr

Thr Tyr Asp Thr Glu Tyr

295

Ser Gly Phe Ser Leu Asn

310
Met

Ile
Arg
Glu

Ser
390

315

His His Asp Gln Gly

330

Glu Arg Gln Val Glu

345

Thr Thr His Asn Pro

360

Lys Gly Val Leu Val

375

Lys Asn Gly Asn Thr

395

Ile Ala Gly Asp Asn Ala

410

Ala Lys Phe Asp Leu Thr

425

Ser Val Ile Met Trp Ser

440

Gly Ser Val Ser Gly Phe

455

Thr Lys Ala Ala Asp Ser

470

475

Ile Lys Ala Asn Trp Asn

490

Ala Asn Gly Gly Val Vval

505

Asp Lys Ile Arg Thr Thr

520

Thr Ala Ser Ala Ile Asn

535

Gly Ala Gln Ser Ser Asp

550

555

66

60
Gln

Tyr
Ala
Gly
Asp
140
Lys
Ile
Asn
Gly
Ala
220
Lys
Ala
Pro
Glu
Gly
300
Gly
Ser
Ile
Ala
Val
380
Glu
Val
Ser
Leu
Pro
460
Thr
Glu
Gly
His
Ser

540
Lys

Ser
Arg
Ile
Val
125
Leu
Val
Tyr
Asn
Asp
205
Ala
Thr
Ala
Lys
Val
285
Phe
Glu
Leu
Leu
Ala
365
Glu
Asp
Leu
Thr
Gly
445
Ala
Arg
Ser
Thr
Pro
525

Arg

Gln

Asn
Lys
Asn
110
Lys
Thr
Glu
Arg
Gly
190
val
Ala
Asp
Gly
Leu
270
Leu
Arg
Lys
Gly
Gln
350
Lys
Glu
Tyr
Gly
Ile
430
Asn
Thr
Pro
Asn
Asn
510
Ser

Gly

Leu

Glu
Ser

95
Phe
Leu
Gly
Asn
Asp
175
val
Thr
Asn
Ala
Ala
255
Trp
Asn
Trp
Val
Ala
335
Lys
Ala
Val
Gly
Gly
415
Asn
Glu
Ser
Met
Thr
495
Tyr
Trp

Ile

Thr

Ala
80
Phe
Asp
Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala
240
Ser
Ser
Gly
Thr
Lys
320
Val
Met
Leu
Phe
Lys
400
Asp
Arg
Met
Ala
Thr
480
Met
Ser
Ala

Tyr

Ser
560
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Tyr Asp Asn Ser Ala Val Gly Trp Gly Ala Val Ala Ser Ser Ala Trp
565 570 575
Tyr Asp Val Val Gln Arg Asp Phe Val Ala Gly Thr Tyr Val Trp Thr
580 585 590
Gly Phe Asp Tyr Leu Gly Glu Pro Thr Pro Trp Asn Gly Thr Gly Ser
585 600 605
Gly Ala Val Gly Ser Trp Pro Ser Pro Lys Asn Ser Tyr Phe Gly Ile
610 615 620
Val Asp Thr Ala Gly Phe Pro Lys Asp Thr Tyr Tyr Phe Tyr Gln Ser
625 630 635 640
Gln Trp Asn Asp Asp Val His Thr Leu His Ile Leu Pro Ala Trp Asn
645 650 655
Glu Asn Val Val Ala Lys Gly Ser Gly Asn Asn Val Pro Val Val Val
660 665 670
Tyr Thr Asp Ala Ala Lys Val Lys Leu Tyr Phe Thr Pro Lys Gly Ser
675 680 685
Thr Glu Lys Arg Leu Ile Gly Glu Lys Ser Phe Thr Lys Lys Thr Thr
690 695 700
Ala Ala Gly Tyr Thr Tyr Gln Val Tyr Glu Gly Ser Asp Lys Asp Ser
705 710 715 720
Thr Ala His Lys Asn Met Tyr Leu Thr Trp Asn Val Pro Trp Ala Glu
725 730 735
Gly Thr Ile Ser Ala Glu Ala Tyr Asp Glu Asn Asn Arg Leu Ile Pro
740 745 750
Glu Gly Ser Thr Glu Gly Asn Ala Ser Val Thr Thr Thr Gly Lys Ala
755 760 765
Ala Lys Leu Lys Ala Asp Ala Asp Arg Lys Thr Ile Thr Ala Asp Gly
770 775 780
Lys Asp Leu Ser Tyr Ile Glu Val Asp Val Thr Asp Ala Asn Gly His
785 790 795 800
Ile Val Pro Asp Ala Ala Asn Arg Val Thr Phe Asp Val Lys Gly Ala
805 810 815
Gly Lys Leu Val Gly Val Asp Asn Gly Ser Ser Pro Asp His Asp Ser
820 825 830
Tyr Gln Ala Asp Asn Arg Lys Ala Phe Ser Gly Lys Val Leu Ala Ile
835 840 845
Val Gln Ser Thr Lys Glu Ala Gly Glu Ile Thr Val Thr Ala Lys Ala
850 855 860
Asp Gly Leu Gln Ser Ser Thr Val Lys Ile Ala Thr Thr Ala Val Pro
865 870 875 880
Gly Thr Ser Thr Glu Lys Thr Val Arg Ser Phe Tyr Tyr Ser Arg Asn
885 890 895
Tyr Tyr Val Lys Thr Gly Asn Lys Pro Ile Leu Pro Ser Asp Val Glu
900 905 910
Val Arg Tyr Ser Asp Gly Thr Ser Asp Arg Gln Asn Val Thr Trp Asp
915 920 925
Ala Val Ser Asp Asp Gln Ile Ala Lys Ala Gly Ser Phe Ser Val Ala
930 935 940
Gly Thr Val Ala Gly Gln Lys Ile Ser Val Arg Val Thr Met Ile Asp
945 950 955 960
Glu Ile Gly Ala Leu Leu Asn Tyr Ser Ala Ser Thr Pro Val Gly Thr
965 970 975
Pro Ala Val Leu Pro Gly Ser Arg Pro Ala Val Leu Pro Asp Gly Thr
980 985 990
Val Thr Ser Ala Asn Phe Ala Val His Trp Thr Lys Pro Ala Asp Thr
995 1000 1005
Val Tyr Asn Thr Ala Gly Thr Val Lys Val Pro Gly Thr Ala Thr Val
1010 1015 1020
Phe Gly Lys Glu Phe Lys Val Thr Ala Thr Ile Arg Val Gln Arg Ser
1025 1030 1035 1040
Gln Val Thr Ile Gly Ser Ser Val Ser Gly Asn Ala Leu Arg Leu Thr
1045 1050 1055
Gln Asn Ile Pro Ala Asp Lys Gln Ser Asp Thr Leu Asp Ala Ile Lys

67
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Glu
1105
Met
Lys
Ala
Pro
Thr
1185
Gly
Asn

Ser

Ala

1265

Ile
Tyr
Thr
Ala

Tyr

Thr
Phe
Lys

Thr

ES 2 650444 T3

1060 1065 1070
Asp Gly Ser Thr
1075
Ser Ala Trp
1090

Thr

Phe

Phe

Ile

Thr Val Asp Ala Asn Thr Gly Gly Gly Ala Asn
1080 1085
Asn Trp Ala Tyr Ser Lys Ala Gly His Asn Thr
1095 1100
Glu Tyr Ala Thr Glu Gln Gln Leu Gly Gln Ile
1110 1115
Arg Asp Ser Asn Ala Val Arg Phe Pro Asp Ala
1125 1130 1135
Gln Ile Ser Ala Asp Gly Lys Asn Trp Thr Asp

1140 1145 1150

Glu

1155

Thr

1170

Val
Leu
Thr
Asp

Asp

Thr

Thr

Ser

Ser

Tyr
Asn
Glu

Ala

1220

Val

1235
Val Lys Ala Glu Gly Glu Gly Asn Ala Ser Val Thr Val

1250
Pro Ala His Asp Asn Val Ile Arg Val Ile Thr Glu Ser Glu Asp

Thr Ile Ala Ala Gln Glu Ser Ser Asp Arg Val
1160 1165

Asp Phe Ala Pro Val Gly Ala Thr Phe Val Lys

1175 1180
Ala Asp Thr Thr Thr Pro Ser Gly Val Val Cys
1190 1195

Ile Glu Leu Lys Thr Ala Thr Ser Lys Phe Val

1205 1210 1215

Ala Leu Ser Ser Leu Thr Val Asn Gly Thr Lys

1225 1230

Leu Ala Ala Gly Ser Tyr Asn Thr Pro Ala Ile

1240 1245

1255 1260

1270 1275

Val Thr Arg Lys Thr Phe Thr Ile Asn Leu Gly Thr Glu Gln Glu

<210> 7

<211>
<212>
<213>

<220>

<221>
<222>
<223>

bifidum"

<400> 7

Gln
1
Asp
Gln
Ser
Arg
65
Ile
Val
Leu

val

Tyr
145

Asn
Ser
Val
Asn
50

Lys
Asn
Lys
Thr
Glu

130
Arg

453
PRT
Bifidobacterium bifidum

Arg
Val
Asp
35

Glu
Ser
Phe
Leu
Gly
115

Asn

Asp

FUENTE
1..453
/tipo de molécula ="proteina" /nota="Nucleo catalitico de glucésido hidrolasa "/organismo="Bifidobacterium

Thr
Gln
20

Leu
Ala
Phe
Asp
Gly
100
Asn

Arg

Val

1285 1290 1295

Ser Asp Phe Asp Ala Asn Trp Lys Phe Met Leu
5 10 15
Ala Gln Asp Pro Ala Phe Asp Asp Ser Ala Trp
25 30
Pro His Asp Tyr Ser Ile Thr Gln Lys Tyr Ser
40 45
Glu Ser Ala Tyr Leu Pro Gly Gly Thr Gly Trp
55 60
Thr Ile Asp Arg Asp Leu Ala Gly Lys Arg Ile
70 75
Gly Val Tyr Met Asn Ala Thr Val Trp Phe Asn
85 90 95
Thr His Pro Tyr Gly Tyr Ser Pro Phe Ser Phe
105 110
Ala Lys Phe Gly Gly Glu Asn Thr Ile Val Val
120 125
Leu Pro Ser Ser Arg Trp Tyr Ser Gly Ser Gly
135 140
Thr Leu Thr Val Thr Asp Gly Val His Val Gly
150 155

68

Pro
Ala
Val
1120
Gly
Leu
Lys
Val
Ala
1200
Thr
Val
Ile
Leu
His

1280
Phe

Ser
Gln
Gln
Tyr
Ala

80
Gly
Asp
Lys
Ile

Asn
160
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Asn Gly Val

Asp Val Thr

Ala Ala Asn

195

Thr Asp Ala
210

Ala Gly

225

Lys

Ala

Leu Trp

Val Leu Asn

Phe Arg Trp

275
Glu Lys Val
290
Gly

Leu Ala

305

Leu Gln Lys

Ala Lys Ala

Glu Glu Val

355

Asp Tyr Gly
370

Leu Gly

385

Thr

Gly

Ile Asn

Gly Asn Glu

Ala Thr Ser

435
Pro Met

450

Arg

<210> 8

<211> 5160
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente
1..5160

<400> 8

gcagttgaag
gtttattcat
aaatttatgc
caacaagttg
gcagaatcag

agagatctgg

Ala Ile
165
Met Asn
180
Ile Thr

Ala Ile

Ser Ala

ES 2 650444 T3

200

215

230

Ile
245
Gly

Ser

Gly
260
Thr Gly

Lys Leu

Val Ala

Phe Asp Ala Thr Ser

280

Lys Gly Val Ser Met

295

Asn Arg Arg Ala Ile

310

Met Gly
325
Leu Ile
340
Phe Asp

Lys Trp

Asp Lys

Val Asn Ser Ile Arg
Asp Val Cys Asn Glu

Met Trp Asn Arg Ser

360

Phe Gly Gln Ala Tle

375

Asp Glu Thr Trp Ala

390

Arg Asp
405
Met Met
420
Ala Lys

Thr Tyr

Bifidobacterium bifidum

atgcaacaag
cagcggtcga
tgtcagatag
atctgeccgea
catatcttcc

caggcaaacg

Arg Asn Ala Pro Ser

440

aagcgatagce
tagcaaacaa
cgttcaagca
tgattatagce

gggaggcaca

cattgcgatt

Lys Thr Pro Ser Leu Ala

170

Leu Thr Thr Lys Val Ala

185

Leu Lys Gln Thr Val Phe
Gly Thr Val Thr Thr Ala

Asp Val Thr Ser Thr Ile

235

Lys Asn Pro Asn Leu Tyr

250

Lys Val Leu Asp Thr Tyr

265
Gly

His

Glu
315
Thr
330
Lys
345

Lys

Ala

Lys
395
val
410

Glu Gly Ile Ser Gly Ser

425

Leu Val Ala Trp Thr Lys

acaacacaaa
aatcgcacaa
caagatccgg
atcacacaga
ggctggtata

aattttgatg

69

Thr Gln Asn
Thr
190

Gly

Asn Asp

Pro Lys
205
Ser Lys Ser
220
Thr

Ala Ala

Thr Val Arg

Thr Glu
270
Leu

Asp

Phe Ser

285

His Asp Gln

300
Arg

Gln Val

Thr His Asn

Val Leu
350
Asn

Gly

Asn Gly

365

Gly Asp Asn

380

Phe Asp Leu

Ile Met Trp

Val Ser Gly

430
Asp

Ala Ala

445

/tipo de molécula="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

tgtcatcaac
gcgattttga
catttgatga
aatatagcca
gaaaaagctt

gcgtctatat

Gly
175
Glu

Gly
Ala
Gly Lys
Ile Ala
Pro

240
Glu

Ser

Thr
255
Tyr Gly

Asn Gly

Gly Ser

Glu Ile
320
Pro Ala
335
Val val

Thr Glu

Ala Val

Thr Ser

400

Ser Leu

415

Phe Pro

Ser Thr

accggaagtt
tgcgaactgg
ttcagcatgg
aagcaatgaa
tacaattgat

gaatgcaaca

60

120

180

240

300

360



gtectggttta
gatctgacag
agactgeegt
gttacagatg
acacaaaatg
gcagcagcga
gcaattggca
acaagcacaa
acagttagaa
ggctttceget
aaactgaaag
cgcgcaattg
acacataatc
gtcgaagaag
aaatggtttg
acatgggcga
attatgtggt
ccggcaacat
acatatggcg
ctgacagcaa
attcgtacaa
agccgtggceca
agctatgata
gttcagagag
ccgacaccgt
agctattttg
agccagtgga
gttgcaaaag
aaactgtatt
acaaaaaaaa
tcaacagegce

tcagcggaag

atggcgttaa
gcaatgcaaa
catcaagatg
gcgttcatgt
gcggagatgt
acattacact
cagttacaac
ttacagcagce
cagaagttct
ggacaggctt
gcgttagcecat
aaagacaagt
cggcagcaaa
tctttgatat
gccaagcaat
aatttgatct
cactgggcaa
cagcaaaact
ataacaaaat
atggcggagt
cacatccgtce
tttataatag
attcagcagt
attttgtege
ggaatggcac
gcatcgttga
atgatgatgt
gctcaggcaa
ttacaccgaa
caacagcggce
ataaaaacat

cgtatgatga

ES 2 650444 T3

actgggcaca
atttggcgga
gtattcaggc
tggcaataat
cacaatgaac
gaaacagaca
agcatcaaaa
aagcccgaaa
gaacggaggc
tgatgcaaca
gcatcatgat
cgaaatcctg
agcactgatt
gtggaaccgc
tgcaggcgat
tacatcaaca
tgaaatgatg
ggttgcatgg
taaagcgaac
tgttggcaca
atgggcaatt
aacaacaggc
tggctgggga
aggcacatat
aggctcaggce
tacagcaggc
tcatacactg
taatgttceg
aggctcaaca
aggctataca
gtatctgaca

aaataatcgce

catccgtatg
gaaaacacaa
agcggcattt
ggcgtegcaa
ctgacaacaa
gtttttcecga
tcaattgcag
ctgtggtcaa
aaagttctgg
tcaggctttt
caaggctcac
caaaaaatgg
gatgtctgca
agcaaaaatg
aatgcagttc
attaaccgeg
gaaggcattt
acaaaagcag
tggaacgaat
aattattcag
tatggctcag
ggagcacaat
gcagttgcat
gtttggacag
gcagttggct
tttccgaaag
catattcttc
gttgtegttt
gaaaaaagac
tatcaagtct
tggaatgtte

ctgattcegg

70

gctattcacc
ttgtcgtcaa
atagagatgt
ttaaaacacc
aagtcgcgaa
aaggcggaaa
caggcgcatc
ttaaaaaccc
atacatatga
cactgaatgg
ttggcgcagt
gcgtcaatag
atgaaaaagg
gcaacacgga
tgggaggcga
atagaaatgce
caggctcagt
cagattcaac
caaatacaat
atggcgcaaa
aaacagcatc
catcagataa
catcagcatg
gatttgatta
catggcegtce
atacatatta
cggcatggaa
atacagatgce
tgatcggcga
atgaaggcag
cgtgggcaga

aaggcagcac

gttttcattt
agttgaaaat
tacactgaca
gtcactggca
tgatacagaa
aacggatgca
agcagatgtt
gaacctgtat
tacagaatat
cgaaaaagtc
tgcaaataga
cattcgcaca
cgttctggtt
agattatggc
taaagatgaa
accgtcagtt
ttcaggcttt
aagaccgatg
gggcgataat
ctatgataaa
agcgattaat
acagctgaca
gtatgatgtt
tctgggcegaa
accgaaaaat
tttttatcag
tgaaaatgtt
agcgaaagtg
aaaatcattt
cgataaagat
aggcacaatt

agaaggcaac

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



gcatcagtta
attacagcgg
catattgttc
gttggcgttg
gcattttcag
gttacagcaa
ccgggaacaa
aaaacaggca
agcgatagac
tcattttcag
gatgaaattg
cttcecgggat
gtccattgga
ggaacagcaa
agccaagtta
ccggcagata
gcaaatacag
ggccataaca
gtcatgtatt
attcagatca
gcgcaagaat
acatttgtta
gcaggcctga
gcagcactgt
ggctcatata
agcgttacag
catgtcacac
tcagatgaaa
tcaggcacag
tggcatagca

aaaccgacaa

caacaacagg
atggcaaaga
cggatgcagc
ataatggctc
gcaaagtcct
aagcagatgg
gcacagaaaa
acaaaccgat
aaaacgttac
ttgcaggcac
gcgcactgcet
caagaccggc
caaaaccggc
cagtttttgg
caattggctc
aacaatcaga
gcggaggcge
cagcggaaat
tttttcgecga
gcgcagatgg
caagcgatag
aagtgacagt
cagaaattga
catcacttac
acacaccggce
tcecttecgge
gcaaaacatt
gagattatcc
caacagaagg
attggacacc

aactggatgc

ES 2 650444 T3

caaagcagca
tctgtcatat
aaatagagtc
atcaccggat
ggcaattgtt
cctgcaatca
aacagtccegce
tctgeegtea
atgggatgca
agttgcagge
gaattattca
agtcctgeceg
agatacagtc
caaagaattt
atcagtttca
tacactggat
aaatccgtca
tacatttgaa
tagcaatgca
caaaaattgg
agtcaaaccg
cacaaacgca
actgaaaaca
agtcaatggce
aattatcgca
acatgataat
tacaatcaac
ggcagcagat
accgaaaaaa
gacaacagtt

actgagatat

aaactgaaag
attgaagtcg
acatttgatg
catgattcat
cagtcaacaa
agcacagtta
agcttttatt
gatgttgaag
gtttcagatg
caaaaaatta
gcaagcacac
gatggcacag
tataatacag
aaagtcacag
ggaaatgcac
gcgattaaag
gcatggacaa
tatgcgacag
gttagatttc
acagatctgg
tatacatatg
gatacaacaa
gcgacaagca
acaaaagttt
gatgttaaag
gttattcgeg
ctgggcacag
atgacagtca
tttgecagteg
aatgatctgt

cttecegegte

71

cagatgcgga
atgtcacaga
ttaaaggcgc
atcaagcgga
aagaagcagg
aaattgcaac
acagccgcaa
ttegetatte
atcaaattgc
gcgttegegt
cggttggcac
tcacatcagce
caggcacagt
cgacaattag
tgagactgac
atggctcaac
attgggcata
aacaacaact
cggatgctgg
cagcaacaga
attttgcacc
caccgtcagg
aatttgtcac
cagattcagt
cggaaggcga
tcattacaga
aacaagaatt
cagttggctc
atggcaacac
ggatcgegtt

cggcaggctce

tcgcaaaaca
tgcaaatggc
aggcaaactg
taaccgcaaa
cgaaattaca
aacagcagtt
ctattatgtc
agatggaaca
aaaagcaggc
cacaatgatt
accggcagtt
aaattttgca
caaagtaccg
agttcaaaga
acaaaatatt
aacagttgat
ttcaaaagca
gggccagatc
caaaacaaaa
aacaattgca
ggttggcgca
cgttgtttge
aaatacatca
tctggcagceca
aggcaatgca
aagcgaagat
tccggetgat
agaacaaaca
atcaacatat
tgaactgcaa

aaaaaatggc

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140
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agcgtcacag
tcaggcacat
acaaaacatg
atgagcgcaa
acagttacag
tttgcaacaa
tatctgetgg
attgataaat
gcaccggaac
gttgtcggag
agacctccge
agatgcgata
ctggatcatce
aaagtccatg
attgatccge
catgttattg
gctgatgata
<210> 9

<211> 2661

<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente

<400> 9

gttgaagatg
tattcatcag
tttatgctgt
caagttgatc
gaatcagcat
gatctggcag
tggtttaatg

ctgacaggca

1..2661
/tipo de molécula="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

aatataaagt
ggacaacgga
ttagactgaa
gcgaaattag
ttccggcaaa
aagatgtcac
attatgcagg
attcaggcac
cgacactgac
atgcatttga
aaccgctggt
gagttgaaca
tggaatttgt
tccatgcaga
atgttccggt
gcctgagagt

tggcagaaat

caacaagaag
cggtcgatag
cagatagcegt
tgccgecatga
atcttccggg
gcaaacgcat
gcgttaaact

atgcaaaatt

ES 2 650444 T3

tcaggtgtca
ttatggctgg
agcggttcat
actgagaaaa
actgacagtt
agttacactg
caatacagca
agtcgcgaaa
atcagttagc
tceggecagge
tggcgaacaa
actgcgcaaa
tggcgcagceca
tcagggagat
cgatcatgca
cgatacacat

cgatcgcatt

Bifidobacterium bifidum

cgatagcaca
caaacaaaat
tcaagcacaa
ttatagcatc
aggcacaggc
tgcgattaat
gggcacacat

tggcggagaa

gatgatggaa
aaactggcgg
acatatgcag
gcggtcgata
gatagagttg
ggagatgcaa
gttggcaaag
acatttacaa
gtcaaaacaa
ctggttctge
gcggatgaac
catgaaaata
gatggcgcag
ggcagacatg
gttggcgaac
agacttaaag

acaggcttte

acacaaatgt
cgcacaagcg
gatccggecat
acacagaaat
tggtatagaa
tttgatggcecg
ccgtatgget

aacacaattg

72

caaactggac
aatttaatca
atagcggcaa
caacggatat
atgcagatca
cactgagata
caacagtgac
ttgaactgaa
aaccgagcaa
aacatgatag
gcggactgac
gagaagcgca
ttggagaaca
atgatgcaga
tggcaagagc
caagcggcett

atcgttttga

catcaacacc
attttgatgc
ttgatgattc
atagccaaag
aaagctttac
tctatatgaa
attcaccgtt

tcgtcaaagt

agatgcaggce
accggtcaca
cgataaattt
ttcaggcgceca
tccggcaaca
tggcgttgat
agttagaggc
aaatgcaccg
actgacatat
acaagcagat
atgcggcaca
tagaacaggc
agcaacattt
tgaacgcgat
agcatgccat
tcaaattccg

acgccatgtce

ggaagttgtt
gaactggaaa
agcatggcaa
caatgaagca
aattgataga
tgcaacagtc
ttcatttgat

tgaaaataga

4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100

5160

60

120

180

240

300

360

420

480



ctgecegtcecat
acagatggcg
caaaatggcg
gcagcgaaca
attggcacag
agcacaatta
gttagaacag
tttegetgga
ctgaaaggcg
gcaattgaaa
cataatccgg
gaagaagtct
tggtttggece
tgggcgaaat
atgtggtcac
gcaacatcag
tatggcgata
acagcaaatg
cgtacaacac
cgtggecattt
tatgataatt
cagagagatt
acaccgtgga
tattttggeca
cagtggaatg
gcaaaaggct
ctgtatttta
aaaaaaacaa
acagcgcata
gcggaagegt
tcagttacaa

acagcggatg

caagatggta
ttcatgttgg
gagatgtcac
ttacactgaa
ttacaacagc
cagcagcaag
aagttctgaa
caggctttga
ttagcatgca
gacaagtcga
cagcaaaagc
ttgatatgtg
aagcaattgc
ttgatcttac
tgggcaatga
caaaactggt
acaaaattaa
gcggagttgt
atccgtcatg
ataatagaac
cagcagttgg
ttgtcgcagg
atggcacagg
tcgttgatac
atgatgttca
caggcaataa
caccgaaagg
cagcggcagg
aaaacatgta
atgatgaaaa
caacaggcaa

gcaaagatct

ES 2 650444 T3

ttcaggcagce
caataatggc
aatgaacctg
acagacagtt
atcaaaatca
cccgaaactg
cggaggcaaa
tgcaacatca
tcatgatcaa
aatcctgcaa
actgattgat
gaaccgcage
aggcgataat
atcaacaatt
aatgatggaa
tgcatggaca
agcgaactgg
tggcacaaat
ggcaatttat
aacaggcgga
ctggggagca
cacatatgtt
ctcaggcgca
agcaggcettt
tacactgcat
tgttccggtt
ctcaacagaa
ctatacatat
tctgacatgg
taatcgectg
agcagcaaaa

gtcatatatt

ggcatttata
gtcgcaatta
acaacaaaag
ttteccgaaag
attgcagcag
tggtcaatta
gttctggata
ggcttttcac
ggctcacttg
aaaatgggcg
gtctgecaatg
aaaaatggca
gcagttctgg
aaccgcgata
ggcatttcag
aaagcagcag
aacgaatcaa
tattcagatg
ggctcagaaa
gcacaatcat
gttgcatcat
tggacaggat
gttggctcat
ccgaaagata
attcttecgg
gtcogtttata
aaaagactga
caagtctatg
aatgttceccegt
attccggaag
ctgaaagcag

gaagtcgatg

73

gagatgttac
aaacaccgtc
tcgegaatga
gcggaaaaac
gcgcatcage
aaaacccgaa
catatgatac
tgaatggcga
gcgcagttge
tcaatagcat
aaaaaggcgt
acacggaaga
gaggcgataa
gaaatgcacc
gctcagtttce
attcaacaag
atacaatggg
gcgcaaacta
cagcatcagce
cagataaaca
cagcatggta
ttgattatct
ggccgtcace
catattattt
catggaatga
cagatgcagc
tcggcgaaaa
aaggcagcga
gggcagaagg
gcagcacaga
atgcggatceg

tcacagatgc

actgacagtt
actggcaaca
tacagaagca
ggatgcagca
agatgttaca
cctgtataca
agaatatggc
aaaagtcaaa
aaatagacgc
tcgcacaaca
tetggttgte
ttatggcaaa
agatgaaaca
gtcagttatt
aggctttcecg
accgatgaca
cgataatctg
tgataaaatt
gattaatagc
gctgacaagce
tgatgttgtt
gggcgaaccg
gaaaaatagc
ttatcagagce
aaatgttgtt
gaaagtgaaa
atcatttaca
taaagattca
cacaatttca
aggcaacgca
caaaacaatt

aaatggccat

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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attgttccgg
ggcgttgata
ttttcaggca
acagcaaaag

ggaacaagca

<210> 10

<211> 2895
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente

<400> 10

gttgaagatg
tattcatcag
tttatgetgt
caagttgatc
gaatcagcat
gatctggcag
tggtttaatg
ctgacaggca
ctgccgtcat
acagatggcg
caaaatggcg
gcagcgaaca
attggcacag
agcacaatta
gttagaacag
tttecgetgga
ctgaaaggcg
gcaattgaaa
cataatccgg

gaagaagtct

1..2895
/tipo de molécula ="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

atgcagcaaa
atggctcatc
aagtcctgge
cagatggcct

cagaaaaaac

Bifidobacterium bifidum

caacaagaag
cggtcgatag
cagatagcgt
tgcegeatga
atcttccggg
gcaaacgcat
gcgttaaact
atgcaaaatt
caagatggta
ttcatgttgg
gagatgtcac
ttacactgaa
ttacaacagc
cagcagcaag
aagttctgaa
caggctttga
ttagcatgca
gacaagtcga
cagcaaaagc

ttgatatgtg

ES 2 650444 T3

tagagtcaca tttgatgtta
accggatcat gattcatatc
aattgttcag tcaacaaaag
gcaatcaagc acagttaaaa

a

cgatagcaca acacaaatgt
caaacaaaat cgcacaagcg
tcaagcacaa gatccggecat
ttatagcatc acacagaaat
aggcacaggc tggtatagaa
tgcgattaat tttgatggceg
gggcacacat ccgtatggct
tggcggagaa aacacaattg
ttcaggcagc ggcatttata
caataatggc gtcgcaatta
aatgaacctg acaacaaaag
acagacagtt tttccgaaag
atcaaaatca attgcagcag
cccgaaactg tggtcaatta
cggaggcaaa gttctggata
tgcaacatca ggcttttcac
tcatgatcaa ggctcacttg
aatcctgcaa aaaatgggcg
actgattgat gtctgcaatg

gaaccgcagc aaaaatggca

74

aaggcgcagg
aagcggataa
aagcaggcga

ttgcaacaac

catcaacacc
attttgatgce
ttgatgattce
atagccaaag
aaagctttac
tctatatgaa
attcaccgtt
tcgtcaaagt
gagatgttac
aaacaccgte
tcgcgaatga
gcggaaaaac
gcgcatcage
aaaacccgaa
catatgatac
tgaatggcga
gcgcagttge
tcaatagcat
aaaaaggcgt

acacggaaga

caaactggtt
ccgcaaagca
aattacagtt

agcagttccg

ggaagttgtt
gaactggaaa
agcatggcaa
caatgaagca
aattgataga
tgcaacagtc
ttcatttgat
tgaaaataga
actgacagtt
actggcaaca
tacagaagca
ggatgcagca
agatgttaca
cctgtataca
agaatatggc
aaaagtcaaa
aaatagacgc
tcgcacaaca
tctggttgte

ttatggcaaa

2460

2520

2580

2640

2661

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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tggtttggece aagcaattge aggcgataat gcagttctgg gaggcgataa agatgaaaca 1260
tgggcgaaat ttgatcttac atcaacaatt aaccgcgata gaaatgcacc gtcagttatt 1320
atgtggtcac tgggcaatga aatgatggaa ggcatttcag gctcagtttce aggettteeg 1380
gcaacatcag caaaactggt tgcatggaca aaagcagcag attcaacaag accgatgaca 1440
tatggcgata acaaaattaa agcgaactgg aacgaatcaa atacaatggg cgataatctg 1500
acagcaaatg gcggagttgt tggcacaaat tattcagatg gcgcaaacta tgataaaatt 1560
cgtacaacac atccgtcatg ggcaatttat ggctcagaaa cagcatcagce gattaatage 1620
cgtggcattt ataatagaac aacaggcgga gcacaatcat cagataaaca gctgacaagc 1680
tatgataatt cagcagttgg ctggggagca gttgcatcat cagcatggta tgatgttgtt 1740
cagagagatt ttgtcgcagg cacatatgtt tggacaggat ttgattatct gggcgaaccg 1800
acaccgtgga atggcacagg ctcaggcgca gttggctcat ggccgtcacc gaaaaatagce 1860
tattttggca tcgttgatac agcaggcttt ccgaaagata catattattt ttatcagagce 1920
cagtggaatg atgatgttca tacactgcat attcttccgg catggaatga aaatgttgtt 1980
gcaaaaggct caggcaataa tgttccggtt gtcegtttata cagatgcage gaaagtgaaa 2040
ctgtatttta caccgaaagg ctcaacagaa aaaagactga tcggcgaaaa atcatttaca 2100
aaaaaaacaa cagcggcagg ctatacatat caagtctatg aaggcagcga taaagattca 2160
acagcgcata aaaacatgta tctgacatgg aatgttccgt gggcagaagg cacaatttca 2220
gcggaagegt atgatgaaaa taatcgecctg attccggaag gcagcacaga aggcaacgca 2280
tcagttacaa caacaggcaa agcagcaaaa ctgaaagcag atgcggatcg caaaacaatt 2340
acagcggatg gcaaagatct gtcatatatt gaagtcgatg tcacagatgc aaatggccat 2400
attgttcecgg atgcagcaaa tagagtcaca tttgatgtta aaggcgcagg caaactggtt 2460

ggcgttgata atggctcatc accggatcat gattcatatc aagcggataa ccgcaaagca 2520

ttttcaggca aagtcctgge aattgttcag tcaacaaaag aagcaggcga aattacagtt 2580
acagcaaaag cagatggcct gcaatcaagc acagttaaaa ttgcaacaac agcagttccg 2640
ggaacaagca cagaaaaaac agtccgcagc ttttattaca gccgcaacta ttatgtcaaa 2700

acaggcaaca aaccgattct gccgtcagat gttgaagttc gctattcaga tggaacaage 2760

gatagacaaa acgttacatg ggatgcagtt tcagatgatc aaattgcaaa agcaggctca 2820

ttttcagttg caggcacagt tgcaggccaa aaaattagcg ttcgcecgtcac aatgattgat 2880
gaaattggcg cactg 2895
<210> 11

<211> 3114

<212> ADN

<213> Bifidobacterium bifidum

<220>
<221> fuente

75



<222> 1.3114

ES 2 650444 T3

<223> /tipo de molécula ="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

<400> 11

gttgaagatg
tattcatcag
tttatgctgt
caagttgatc
gaatcagcat
gatctggcag
tggtttaatg
ctgacaggca
ctgeegtceat
acagatggcg
caaaatggcg
gcagcgaaca
attggcacag
agcacaatta
gttagaacag
tttegectgga
ctgaaaggcg
gcaattgaaa
cataatccgg
gaagaagtct
tggtttggece
tgggcgaaat
atgtggtcac
gcaacatcag
tatggcgata
acagcaaatg

cgtacaacac

caacaagaag
cggtcgatag
cagatagcgt
tgccgcatga
atcttcecggg
gcaaacgcat
gcgttaaact
atgcaaaatt
caagatggta
ttcatgttgg
gagatgtcac
ttacactgaa
ttacaacagce
cagcagcaag
aagttctgaa
caggctttga
ttagcatgca
gacaagtcga
cagcaaaagc
ttgatatgtg
aagcaattgc
ttgatcttac
tgggcaatga
caaaactggt
acaaaattaa
gcggagttgt

atccgtcatg

cgatagcaca
caaacaaaat
tcaagcacaa
ttatagcatc
aggcacaggc
tgcgattaat
gggcacacat
tggcggagaa
ttcaggcage
caataatggce
aatgaacctg
acagacagtt
atcaaaatca
cccgaaactg
cggaggcaaa
tgcaacatca
tcatgatcaa
aatcctgcaa
actgattgat
gaaccgcagce
aggcgataat
atcaacaatt
aatgatggaa
tgcatggaca
agcgaactgg
tggcacaaat

ggcaatttat

acacaaatgt
cgcacaagcg
gatccggcat
acacagaaat
tggtatagaa
tttgatggceg
ccgtatgget
aacacaattg
ggcatttata
gtcgcaatta
acaacaaaag
tttccgaaag
attgcagcag
tggtcaatta
gttctggata
ggcttttcac
ggctcacttg
aaaatgggcg
gtctgcaatg
aaaaatggca
gcagttectgg
aaccgcgata
ggcatttcag
aaagcagcag
aacgaatcaa
tattcagatg

ggctcagaaa

76

catcaacacc
attttgatgc
ttgatgattc
atagccaaag
aaagctttac
tctatatgaa
attcaccgtt
tcgtcaaagt
gagatgttac
aaacaccgtce
tcgegaatga
gcggaaaaac
gcgcatcage
aaaacccgaa
catatgatac
tgaatggcga
gcgcagttge
tcaatagcat
aaaaaggcgt
acacggaaga
gaggcgataa
gaaatgcacc
gctcagtttce
attcaacaag
atacaatggg
gcgcaaacta

cagcatcagce

ggaagttgtt
gaactggaaa
agcatggcaa
caatgaagca
aattgataga
tgcaacagtc
ttcatttgat
tgaaaataga
actgacagtt
actggcaaca
tacagaagca
ggatgcagca
agatgttaca
cctgtataca
agaatatggc
aaaagtcaaa
aaatagacgc
tcgcacaaca
tctggttgtce
ttatggcaaa
agatgaaaca
gtcagttatt
aggctttceg
accgatgaca
cgataatctg
tgataaaatt

gattaatagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620
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cgtggecattt
tatgataatt
cagagagatt
acaccgtgga
tattttggca
cagtggaatg
gcaaaaggct
ctgtatttta
aaaaaaacaa
acagcgcata
gcggaagegt
tcagttacaa
acagcggatg
attgttccgg
ggcgttgata
ttttcaggca
acagcaaaag
ggaacaagca
acaggcaaca
gatagacaaa
ttttcagttg
gaaattggcg
ccgggatcaa
cattggacaa

acagcaacag

<210> 12

<211> 3426
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente

<400> 12

1..3426
/tipo de molécula ="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

ataatagaac
cagcagttgg
ttgtcgecagg
atggcacagg
tcgttgatac
atgatgttca
caggcaataa
caccgaaagg
cagcggcagg
aaaacatgta
atgatgaaaa
caacaggcaa
gcaaagatct
atgcagcaaa
atggctcatc
aagtcctggce
cagatggcct
cagaaaaaac
aaccgattct
acgttacatg
caggcacagt
cactgctgaa
gaccggcagt
aaccggcaga

tttttggcaa

Bifidobacterium bifidum

ES 2 650444 T3

aacaggcgga
ctggggagca
cacatatgtt
ctcaggcgca
agcaggcttt
tacactgcat
tgttceggtt
ctcaacagaa
ctatacatat
tctgacatgg
taatcgectg
agcagcaaaa
gtcatatatt
tagagtcaca
accggatcat
aattgttcag
gcaatcaagc
agtcecgecage
gccgtcagat
ggatgcagtt
tgcaggccaa
ttattcagca
cctgecggat
tacagtctat

agaatttaaa

gcacaatcat
gttgcatcat
tggacaggat
gttggctcat
ccgaaagata
attcttecegg
gtcgtttata
aaaagactga
caagtctatg
aatgttcegt
attccggaag
ctgaaagcag
gaagtcgatg
tttgatgtta
gattcatatc
tcaacaaaag
acagttaaaa
ttttattaca
gttgaagttc
tcagatgatc
aaaattagcg
agcacaccgg
ggcacagtca
aatacagcag

gtcacagcga

77

cagataaaca
cagcatggta
ttgattatct
ggccgtcacce
catattattt
catggaatga
cagatgcagc
tcggcgaaaa
aaggcagcga
gggcagaagg
gcagcacaga
atgcggatcg
tcacagatgc
aaggcgcagg
aagcggataa
aagcaggcga
ttgcaacaac
gccgcaacta
gctattcaga
aaattgcaaa
ttcgegtceac
ttggcacacc
catcagcaaa
gcacagtcaa

caattagagt

gctgacaagce
tgatgttgtt
gggcgaaccg
gaaaaatagc
ttatcagagc
aaatgttgtt
gaaagtgaaa
atcatttaca
taaagattca
cacaatttca
aggcaacgca
caaaacaatt
aaatggccat
caaactggtt
ccgcaaagca
aattacagtt
agcagttccg
ttatgtcaaa
tggaacaagc
agcaggctca
aatgattgat
ggcagttctt
ttttgcagtc
agtaccggga

tcaa

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3114



gttgaagatg
tattcatcag
tttatgetgt
caagttgatc
gaatcagcat
gatctggcag
tggtttaatg
ctgacaggca
ctgccgtceat
acagatggcg
caaaatggcg
gcagcgaaca
attggcacag
agcacaatta
gttagaacag
tttegetgga
ctgaaaggcg
gcaattgaaa
cataatccgg
gaagaagtct
tggtttggce
tgggcgaaat
atgtggtcac
gcaacatcag
tatggcgata
acagcaaatg
cgtacaacac
cgtggcattt
tatgataatt
cagagagatt
acaccgtgga

tattttggca

caacaagaag
cggtcgatag
cagatagegt
tgcegecatga
atcttcecggg
gcaaacgcat
gcgttaaact
atgcaaaatt
caagatggta
ttcatgttgg
gagatgtcac
ttacactgaa
ttacaacagc
cagcagcaag
aagttctgaa
caggctttga
ttagcatgca
gacaagtcga
cagcaaaagc
ttgatatgtg
aagcaattgc
ttgatcttac
tgggcaatga
caaaactggt
acaaaattaa
gcggagttgt
atccgteatg
ataatagaac
cagcagttgg
ttgtcgcagg
atggcacagg

tcegttgatac

ES 2 650444 T3

cgatagcaca
caaacaaaat
tcaagcacaa
ttatagcatc
aggcacaggc
tgcgattaat
gggcacacat
tggcggagaa
ttcaggcagce
caataatggc
aatgaacctg
acagacagtt
atcaaaatca
cccgaaactg
cggaggcaaa
tgcaacatca
tcatgatcaa
aatcctgcaa
actgattgat
gaaccgcagc
aggcgataat
atcaacaatt
aatgatggaa
tgcatggaca
agcgaactgg
tggcacaaat
ggcaatttat
aacaggcgga
ctggggagca
cacatatgtt
ctcaggecgea

agcaggcettt

acacaaatgt
cgcacaagcyg
gatccggcat
acacagaaat
tggtatagaa
tttgatggcg
ccgtatgget
aacacaattg
ggcatttata
gtcgcaatta
acaacaaaag
tttccgaaag
attgcagcag
tggtcaatta
gttctggata
ggcttttecac
ggctcacttg
aaaatgggcg
gtctgcaatg
aaaaatggca
gcagttctgg
aaccgcgata
ggcatttcag
aaagcagcag
aacgaatcaa
tattcagatg
ggctcagaaa
gcacaatcat
gttgcatcat
tggacaggat
gttggctecat

ccgaaagata

78

catcaacacc
attttgatgc
ttgatgattc
atagccaaag
aaagctttac
tctatatgaa
attcaccgtt
tcgtcaaagt
gagatgttac
aaacaccgtc
tcgecgaatga
gcggaaaaac
gcgcatcagce
aaaacccgaa
catatgatac
tgaatggcga
gcgcagttge
tcaatagcat
aaaaaggcgt
acacggaaga
gaggcgataa
gaaatgcacc
gctcagttte
attcaacaag
atacaatggg
gcgcaaacta
cagcatcagce
cagataaaca
cagcatggta
ttgattatct
ggccgtcacce

catattattt

ggaagttgtt
gaactggaaa
agcatggcaa
caatgaagca
aattgataga
tgcaacagtc
ttcatttgat
tgaaaataga
actgacagtt
actggcaaca
tacagaagca
ggatgcagca
agatgttaca
cctgtataca
agaatatggce
aaaagtcaaa
aaatagacgce
tcgcacaaca
tctggttgte
ttatggcaaa
agatgaaaca
gtcagttatt
aggctttceg
accgatgaca
cgataatctg
tgataaaatt
gattaatagce
gctgacaage
tgatgttgtt
gggcgaaccg
gaaaaatagc

ttatcagage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920



10

cagtggaatg
gcaaaaggct
ctgtatttta
aaaaaaacaa
acagcgcata
gcggaagcegt
tcagttacaa
acagcggatg
attgttccgg
ggcgttgata
ttttcaggca
acagcaaaag
ggaacaagca
acaggcaaca
gatagacaaa
ttttcagttg
gaaattggcg
ccgggatcaa
cattggacaa
acagcaacag
caagttacaa
gcagataaac
aatacaggcg
cataacacag
atgtattttt

cagatc

<210> 13

<211> 3633
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente

<400> 13

1..3633
/tipo de molécula="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

atgatgttca
caggcaataa
caccgaaagg
cagcggcagg
aaaacatgta
atgatgaaaa
caacaggcaa
gcaaagatct
atgcagcaaa
atggctcatce
aagtcctgge
cagatggcct
cagaaaaaac
aaccgattct
acgttacatg
caggcacagt
cactgctgaa
gaccggcagt
aaccggcaga
tttttggcaa
ttggctcatce
aatcagatac
gaggcgcaaa
cggaaattac

ttcgegatag

ES 2 650444 T3

tacactgcat
tgttceggtt
ctcaacagaa
ctatacatat
tctgacatgg
taatcgcectg
agcagcaaaa
gtcatatatt
tagagtcaca
accggatcat
aattgttcag
gcaatcaagc
agtccgcage
gccgtcagat
ggatgcagtt
tgcaggccaa
ttattcagca
cctgeeggat
tacagtctat
agaatttaaa
agtttcagga
actggatgcg
tcegtcagea
atttgaatat

caatgcagtt

Bifidobacterium bifidum

attcttecegg
gtcgtttata
aaaagactga
caagtctatg
aatgttccgt
attccggaag
ctgaaagcag
gaagtcgatg
tttgatgtta
gattcatatc
tcaacaaaag
acagttaaaa
ttttattaca
gttgaagttc
tcagatgatc
aaaattagcg
agcacaccgg
ggcacagtca
aatacagcag
gtcacagcga
aatgcactga
attaaagatg
tggacaaatt
gcgacagaac

agatttccgg

79

catggaatga
cagatgcagc
tcggcgaaaa
aaggcagcga
gggcagaagg
gcagcacaga
atgcggatcg
tcacagatgce
aaggcgcagg
aagcggataa
aagcaggcga
ttgcaacaac
gccgcaacta
gctattcaga
aaattgcaaa
ttcgegtcac
ttggcacacc
catcagcaaa
gcacagtcaa
caattagagt
gactgacaca
gctcaacaac
gggcatattc
aacaactggg

atgctggcaa

aaatgttgtt
gaaagtgaaa
atcatttaca
taaagattca
cacaatttca
aggcaacgca
caaaacaatt
aaatggccat
caaactggtt
ccgcaaagca
aattacagtt
agcagttccg
ttatgtcaaa
tggaacaagc
agcaggctca
aatgattgat
ggcagttctt
ttttgcagtc
agtaccggga
tcaaagaagc
aaatattccg
agttgatgca
aaaagcaggc
ccagatcgtce

aacaaaaatt

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3426



gttgaagatg
tattcatcag
tttatgctgt
caagttgatc
gaatcagcat
gatctggcag
tggtttaatg
ctgacaggca
ctgcegtcat
acagatggcg
caaaatggcg
gcagcgaaca
attggcacag
agcacaatta
gttagaacag
tttcgectgga
ctgaaaggcg
gcaattgaaa
cataatccgg
gaagaagtct
tggtttggce
tgggcgaaat
atgtggtcac
gcaacatcag
tatggcgata
acagcaaatg
cgtacaacac
cgtggcattt
tatgataatt

cagagagatt

caacaagaag
cggtcgatag
cagatagcgt
tgccgecatga
atctteccggg
gcaaacgcat
gcgttaaact
atgcaaaatt
caagatggta
ttcatgttgg
gagatgtcac
ttacactgaa
ttacaacagce
cagcagcaag
aagttctgaa
caggctttga
ttagcatgca
gacaagtcga
cagcaaaagc
ttgatatgtg
aagcaattgce
ttgatcttac
tgggcaatga
caaaactggt
acaaaattaa
gcggagttgt
atccgtcatg
ataatagaac
cagcagttgg

ttgtcgcagg

ES 2 650444 T3

cgatagcaca
caaacaaaat
tcaagcacaa
ttatagcatc
aggcacaggc
tgcgattaat
gggcacacat
tggcggagaa
ttcaggcagce
caataatggce
aatgaacctg
acagacagtt
atcaaaatca
cccgaaactg
cggaggcaaa
tgcaacatca
tcatgatcaa
aatcctgcaa
actgattgat
gaaccgcagc
aggcgataat
atcaacaatt
aatgatggaa
tgcatggaca
agcgaactgg
tggcacaaat
ggcaatttat
aacaggcgga

ctggggagca

cacatatgtt

acacaaatgt
cgcacaagcg
gatccggcecat
acacagaaat
tggtatagaa
tttgatggcg
ccgtatggcet
aacacaattg
ggcatttata
gtcgecaatta
acaacaaaag
tttccgaaag
attgcagcag
tggtcaatta
gttctggata
ggcttttcac
ggctcacttg
aaaatgggcg
gtctgcaatg
aaaaatggca
gcagttctgg
aaccgcgata
ggcatttcag
aaagcagcag
aacgaatcaa
tattcagatg
ggctcagaaa
gcacaatcat
gttgcatcat

tggacaggat

80

catcaacacc
attttgatgce
ttgatgattc
atagccaaag
aaagctttac
tctatatgaa
attcaccgtt
tcgtcaaagt
gagatgttac
aaacaccgtce
tcgecgaatga
gcggaaaaac
gcgcatcage
aaaacccgaa
catatgatac
tgaatggcga
gcgcagttge
tcaatagcat
aaaaaggcgt
acacggaaga
gaggcgataa
gaaatgcacc
gctcagttte
attcaacaag
atacaatggg
gcgcaaacta
cagcatcagce
cagataaaca
cagcatggta

ttgattatct

ggaagttgtt
gaactggaaa
agcatggcaa
caatgaagca
aattgataga
tgcaacagtc
ttcatttgat
tgaaaataga
actgacagtt
actggcaaca
tacagaagca
ggatgcagca
agatgttaca
cctgtataca
agaatatggc
aaaagtcaaa
aaatagacgc
tcgcacaaca
tctggttgtce
ttatggcaaa
agatgaaaca
gtcagttatt
aggctttceg
accgatgaca
cgataatctg
tgataaaatt
gattaatagc
gctgacaagce
tgatgttgtt

gggcgaaccg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



acaccgtgga
tattttggca
cagtggaatg
gcaaaaggct
ctgtatttta
aaaaaaacaa
acagcgcata
gcggaagegt
tcagttacaa
acagcggatg
attgttccgg
ggcgttgata
ttttcaggca
acagcaaaag
ggaacaagca
acaggcaaca
gatagacaaa
ttttcagttg
gaaattggcg
ccgggatcaa
cattggacaa
acagcaacag
caagttacaa
gcagataaac
aatacaggcg
cataacacag
atgtattttt
cagatcagcg
caagaatcaa
tttgttaaag

ggcctgacag

<210> 14

<211> 3888
<212> ADN
<213>

atggcacagg
tcgttgatac
atgatgttca
caggcaataa
caccgaaagg
cagcggcagg
aaaacatgta
atgatgaaaa
caacaggcaa
gcaaagatct
atgcagcaaa
atggctcatc
aagtcctgge
cagatggcct
cagaaaaaac
aaccgattct
acgttacatg
caggcacagt
cactgctgaa
gaccggcagt
aaccggcaga
tttttggcaa
ttggctcatc
aatcagatac
gaggcgcaaa
cggaaattac
ttcgcgatag
cagatggcaa
gcgatagagt
tgacagtcac

aaattgaact

ES 2 650444 T3

ctcaggcgceca
agcaggcttt
tacactgcat
tgttccggtt
ctcaacagaa
ctatacatat
tctgacatgg
taatcgectg
agcagcaaaa
gtcatatatt
tagagtcaca
accggatcat
aattgttcag
gcaatcaagc
agtccgcage
gccgtcagat
ggatgcagtt
tgcaggccaa
ttattcagca
cctgecggat
tacagtctat
agaatttaaa
agtttcagga
actggatgcg
tccgtcagea
atttgaatat
caatgcagtt
aaattggaca
caaaccgtat
aaacgcagat

gaaaacagcg

Bifidobacterium bifidum

gttggctcat
ccgaaagata
attcttccgg
gtcgtttata
aaaagactga
caagtctatg
aatgttcegt
attccggaag
ctgaaagcag
gaagtcgatg
tttgatgtta
gattcatatc
tcaacaaaag
acagttaaaa
ttttattaca
gttgaagttc
tcagatgatc
aaaattagcg
agcacaccgg
ggcacagtca
aatacagcag
gtcacagcga
aatgcactga
attaaagatg
tggacaaatt
gcgacagaac
agatttccgg
gatctggcag
acatatgatt
acaacaacac

aca

81

ggccgtcacce
catattattt
catggaatga
cagatgcagc
tcggcgaaaa
aaggcagcga
gggcagaagg
gcagcacaga
atgcggatceg
tcacagatgce
aaggcgcagyg
aagcggataa
aagcaggcga
ttgcaacaac
gccgcaacta
gctattcaga
aaattgcaaa
ttcgegtcac
ttggcacacc
catcagcaaa
gcacagtcaa
caattagagt
gactgacaca
gctcaacaac
gggcatattc
aacaactggg
atgctggcaa
caacagaaac
ttgcacecggt

cgtcaggegt

gaaaaatagc
ttatcagagc
aaatgttgtt
gaaagtgaaa
atcatttaca
taaagattca
cacaatttca
aggcaacgca
caaaacaatt
aaatggccat
caaactggtt
ccgcaaagca
aattacagtt
agcagttcceg
ttatgtcaaa
tggaacaagc
agcaggctca
aatgattgat
ggcagttctt
ttttgcagtce
agtaccggga
tcaaagaagc
aaatattccg
agttgatgca
aaaagcaggc
ccagatcgtce
aacaaaaatt
aattgcagcg
tggcgcaaca

tgtttgegea

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

3360

3420

3480

3540

3600

3633



<220>
<221>
<222>
<223>

fuente

<400> 14

gttgaagatg
tattcatcag
tttatgctgt
caagttgatc
gaatcagcat
gatctggcag
tggtttaatg
ctgacaggca
ctgcegtcat
acagatggcg
caaaatggcg
gcagcgaaca
attggcacag
agcacaatta
gttagaacag
tttcgetgga
ctgaaaggcg
gcaattgaaa
cataatccgg
gaagaagtct
tggtttggcece
tgggcgaaat
atgtggtcac
gcaacatcag
tatggcgata

acagcaaatg

1..3888
/tipo de molécula="ADN" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

caacaagaag
cggtcgatag
cagatagcgt
tgcecgecatga
atcttececggg
gcaaacgcat
gcgttaaact
atgcaaaatt
caagatggta
ttcatgttgg
gagatgtcac
ttacactgaa
ttacaacagc
cagcagcaag
aagttctgaa
caggctttga
ttagcatgca
gacaagtcga
cagcaaaagc
ttgatatgtg
aagcaattgce
ttgatcttac
tgggcaatga
caaaactggt

acaaaattaa

gcggagttgt

ES 2 650444 T3

cgatagcaca
caaacaaaat
tcaagcacaa
ttatagcatc
aggcacaggc
tgcgattaat
gggcacacat
tggcggagaa
ttcaggcagce
caataatggc
aatgaacctg
acagacagtt
atcaaaatca
cccgaaactg
cggaggcaaa
tgcaacatca
tcatgatcaa
aatcctgcaa
actgattgat
gaaccgcagce
aggcgataat
atcaacaatt
aatgatggaa
tgcatggaca
agcgaactgg

tggcacaaat

acacaaatgt
cgcacaagcg
gatccggcecat
acacagaaat
tggtatagaa
tttgatggeg
ccgtatggcet
aacacaattg
ggcatttata
gtcgcaatta
acaacaaaag
tttccgaaag
attgcagcag
tggtcaatta
gttctggata
ggcttttcac
ggctcacttg
aaaatgggcg
gtctgecaatg
aaaaatggca
gcagttectgg
aaccgcgata
ggcatttcag
aaagcagcag
aacgaatcaa

tattcagatg

82

catcaacacc
attttgatgce
ttgatgattc
atagccaaag
aaagctttac
tctatatgaa
attcaccgtt
tcgtcaaagt
gagatgttac
aaacaccgtce
tcgcgaatga
gcggaaaaac
gcgcatcage
aaaacccgaa
catatgatac
tgaatggcga
gcgcagttge
tcaatagcat
aaaaaggcgt
acacggaaga
gaggcgataa
gaaatgcacc
gctcagttte
attcaacaag
atacaatggg

gcgcaaacta

ggaagttgtt
gaactggaaa
agcatggcaa
caatgaagca
aattgataga
tgcaacagtc
ttcatttgat
tgaaaataga
actgacagtt
actggcaaca
tacagaagca
ggatgcagca
agatgttaca
cctgtataca
agaatatggce
aaaagtcaaa
aaatagacgc
tcgcacaaca
tectggttgte
ttatggcaaa
agatgaaaca
gtcagttatt
aggctttccg
accgatgaca
cgataatctg

tgataaaatt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



cgtacaacac
cgtggcattt
tatgataatt
cagagagatt
acaccgtgga
tattttggca
cagtggaatg
gcaaaaggct
ctgtatttta
aaaaaaacaa
acagcgcata
gcggaagegt
tcagttacaa
acagcggatg
attgttecegg
ggcgttgata
ttttcaggca
acagcaaaag
ggaacaagca
acaggcaaca
gatagacaaa
ttttcagttg
gaaattggcg
ccgggatcaa
cattggacaa
acagcaacag
caagttacaa
gcagataaac
aatacaggcg
cataacacag

atgtattttt

atccgtcatg
ataatagaac
cagcagttgg
ttgtecgecagg
atggcacagg
tcgttgatac
atgatgttca
caggcaataa
caccgaaagg
cagcggcagg
aaaacatgta
atgatgaaaa
caacaggcaa
gcaaagatct
atgcagcaaa
atggctcatc
aagtcctgge
cagatggcct
cagaaaaaac
aaccgattct
acgttacatg
caggcacagt
cactgctgaa
gaccggcagt
aaccggcaga
tttttggcaa
ttggctcatce
aatcagatac
gaggcgcaaa
cggaaattac

ttcgegatag

ES 2 650444 T3

ggcaatttat

aacaggcgga
ctggggagca

cacatatgtt
ctcaggegea
agcaggcttt
tacactgcat
tgttceggtt
ctcaacagaa
ctatacatat
tctgacatgg
taatcgccetg
agcagcaaaa
gtcatatatt
tagagtcaca
accggatcat
aattgttcag
gcaatcaagce
agtccgcagce
gccgtcagat
ggatgcagtt
tgcaggccaa
ttattcagca
cctgeceggat
tacagtctat
agaatttaaa
agtttcagga
actggatgcg
tcegtcagea
atttgaatat

caatgcagtt

ggctcagaaa
gcacaatcat
gttgcatcat
tggacaggat
gttggctcat
ccgaaagata
attcttecegg
gtcegtttata
aaaagactga
caagtctatg
aatgttccgt
attccggaag
ctgaaagcag
gaagtcgatg
tttgatgtta
gattcatatc
tcaacaaaag
acagttaaaa
ttttattaca
gttgaagttc
tcagatgatc
aaaattagcg
agcacaccgg
ggcacagtca
aatacagcag
gtcacagcga
aatgcactga
attaaagatg
tggacaaatt
gcgacagaac

agatttcegg

83

cagcatcagce
cagataaaca
cagcatggta
ttgattatct
ggccgtcace
catattattt
catggaatga
cagatgcagce
tcggcgaaaa
aaggcagcga
gggcagaagg
gcagcacaga
atgcggatcg
tcacagatgc
aaggcgcagg
aagcggataa
aagcaggcga
ttgcaacaac
gccgcaacta
gctattcaga
aaattgcaaa
ttcgegtcac
ttggcacacc
catcagcaaa
gcacagtcaa
caattagagt
gactgacaca
gctcaacaac
gggcatattce
aacaactggg

atgctggcaa

gattaatagc
gctgacaagce
tgatgttgtt
gggcgaaccg
gaaaaatagc
ttatcagagce
aaatgttgtt
gaaagtgaaa
atcatttaca
taaagattca
cacaatttca
aggcaacgca
caaaacaatt
aaatggccat
caaactggtt
ccgcaaagca
aattacagtt
agcagttccg
ttatgtcaaa
tggaacaagc
agcaggctca
aatgattgat
ggcagttctt
ttttgcagtce
agtaccggga
tcaaagaagc
aaatattccg
agttgatgca
aaaagcaggc
ccagategte

aacaaaaatt

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

3360

3420



10

15

20

25

30

35

cagatcagcg
caagaatcaa
tttgttaaag
ggcctgacag
gcactgtcat
tcatataaca
gttacagtcc

gtcacacgca

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente
1..30

<400> 15

cagatggcaa
gcgatagagt
tgacagtcac
aaattgaact
cacttacagt
caccggcaat
ttccggcaca

aaacatttac

Secuencias artificiales

ES 2 650444 T3

aaattggaca
caaaccgtat
aaacgcagat
gaaaacagcg
caatggcaca
tatcgcagat
tgataatgtt

aatcaacctg

ggggtaacta gtggaagatg caacaagaag 30

<210> 16
<211> 35
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

fuente
1..35

<400> 16

secuencias artificiales

gcgcttaatt aattatgttt tttctgtgct tgttc 35

<210> 17
<211> 38
<212> ADN
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

1..38

<400> 17

fuente

secuencias artificiales

gcgcttaatt aattacagtg cgccaatttc atcaatca

<210> 18
<211> 35
<212> ADN
<213>

<220>

<221> fuente
<222> 1.35
<223>

secuencias artificiales

gatctggcag
acatatgatt
acaacaacac
acaagcaaat
aaagtttcag
gttaaagcgg
attcgcgtca

ggcacagaac

38

84

caacagaaac
ttgcaccggt
cgtcaggegt
ttgtcacaaa
attcagttct
aaggcgaagg
ttacagaaag

aagaattt

aattgcagcg
tggcgcaaca
tgtttgcgceca
tacatcagca
ggcagcaggce
caatgcaagc

cgaagatcat

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3888

/tipo de molécula="ADN" /nota="Cebador de ADN sintético" /organismo="secuencias artificiales"

/tipo de molécula ="ADN" /nota="Cebador de ADN sintético" /organismo="secuencias artificiales"

/tipo de moléculas ="ADN" /nota="Cebador de PCR sintético" /organismo="secuencias artificiales"

/tipo de moléculas ="ADN" /nota="Cebador de PCR sintético" /organismo="secuencias artificiales"
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18

gcgcttaatt aattattgaa ctctaattgt cgctg 35

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

19

36

ADN

secuencias artificiales

fuente
1..36
/tipo de moléculas ="ADN" /nota="Cebador de PCR sintético" /organismo="secuencias artificiales"

19

gcgcttaatt aattatgtcg ctgttttcag ttcaat 36

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

20

35

ADN

secuencias artificiales

fuente
1..35
/tipo de moléculas="ADN" /nota="Cebador de PCR sintético" /organismo="secuencias artificiales'

20

gcgcttaatt aattaaaatt cttgttctgt gccca 35

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

21

38

ADN

secuencias artificiales

fuente
1..38
/tipo de molécula="ADN" /nota="Cebador de PCR sintético" /organismo="secuencias artificiales"

21

gcgcttaatt aattatctca gtctaatttc gcttgege 38

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

22

1720

PRT

Bifidobacterium bifidum

FUENTE
1..1720
/tipo de molécula="proteina" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

22

85



Val
Pro
Ser
Ala
Pro
65

Glu
Thr
Gly
Thr
Ala
145
Leu
Thr
Ile
Asn
Thr
225
Ile
Ala
Ile
Gly
Gly
305
Leu
Ala

Gly

Ile

Glu
Glu
Asp
Gln
50

His
Ser
Ile
Val
His
130
Lys
Pro
Leu
Lys
Leu
210
Leu
Gly
Asp
Lys
Lys
290
Phe
Lys
Asn

Val

Asp
370

Asp
Val
Phe
35

Asp
Asp
Ala
Asp
Tyr
115
Pro
Phe
Ser
Thr
Thr
195
Thr
Lys
Thr
Val
Asn
275
Val
Asp
Gly
Arg
Asn

355
Val

Ala
Val
20

Asp
Pro
Tyr
Tyr
Arg
100
Met
Tyr
Gly
Ser
Vval
180
Pro
Thr
Gln
Val
Thr
260
Pro
Leu
Ala
Val
Arg
340

Ser

Cys

Thr
Tyr
Ala
Ala
Ser
Leu
85

Asp
Asn
Gly
Gly
Arg
165
Thr
Ser
Lys
Thr
Thr
245
Ser
Asn
Asp
Thr
Ser
325
Ala

Ile

Asn

ES 2 650444 T3

Arg Ser Asp Ser Thr Thr
10
Ser Ser Ala Val Asp Ser
25
Asn Trp Lys Phe Met Leu
40
Phe Asp Asp Ser Ala Trp
55
Ile Thr Gln Lys Tyr Ser
70 75
Pro Gly Gly Thr Gly Trp
90
Leu Ala Gly Lys Arg Ile
105
Ala Thr Val Trp Phe Asn
120
Tyr Ser Pro Phe Ser Phe
135
Glu Asn Thr Ile Val Val
150 155
Trp Tyr Ser Gly Ser Gly
170
Asp Gly Val His Val Gly
185
Leu Ala Thr Gln Asn Gly
200
Val Ala Asn Asp Thr Glu
215
Val Phe Pro Lys Gly Gly
230 235
Thr Ala Ser Lys Ser Ile
250
Thr Ile Thr Ala Ala Ser
265
Leu Tyr Thr Val Arg Thr
280
Thr Tyr Asp Thr Glu Tyr
295
Ser Gly Phe Ser Leu Asn
310 315
Met His His Asp Gln Gly
330
Ile Glu Arg Gln Val Glu
345
Arg Thr Thr His Asn Pro
360
Glu Lys Gly Val Leu Val
375

86

Gln
Lys
Ser
Gln

60
Gln
Tyr
Ala
Gly
Asp
140
Lys
Ile
Asn
Gly
Ala
220
Lys
Ala
Pro
Glu
Gly
300
Gly
Ser
Ile

Ala

val
380

Met
Gln
Asp

45
Gln
Ser
Arg
Ile
Val
125
Leu
Val
Tyr
Asn
Asp
205
Ala
Thr
Ala
Lys
val
285
Phe
Glu
Leu
Leu
Ala

365
Glu

Ser
Asn

30
Ser
Val
Asn
Lys
Asn
110
Lys
Thr
Glu
Arg
Gly
190
Val
Ala
Asp
Gly
Leu
270
Leu
Arg
Lys
Gly
Gln
350
Lys

Glu

Ser

15
Arg
Val
Asp
Glu
Ser

95
Phe
Leu
Gly
Asn
Asp
175
Val
Thr
Asn
Ala
Ala
255
Trp
Asn
Trp
Val
Ala
335
Lys
Ala

Val

Thr
Thr
Gln
Leu
Ala
80
Phe
Asp
Gly
Asn
Arg
160
Val
Ala
Met
Ile
Ala
240
Ser
Ser
Gly
Thr
Lys
320
Val
Met

Leu

Phe



Asp
385
Trp
Lys
Asp
Met
Lys
465
Tyr
Gly
Asp
Ile
Asn
545
Tyr
Tyr
Gly
Gly
val
625
Gln
Glu
Tyr
Thr
Ala
705
Thr
Gly
Glu
Ala
Lys
785
Ile
Gly
Tyr
vVal
Asp

865
Gly

Met
Phe
Asp
Arg
Glu
450
Leu
Gly
Asp
Gly
Tyr
530
Arg
Asp
Asp
Phe
Ala
610
Asp
Trp
Asn
Thr
Glu
690
Ala
Ala
Thr
Gly
Lys
770
Asp
Val
Lys
Gln
Gln
850
Gly

Thr

Trp
Gly
Glu
Asn
435
Gly
val
Asp
Asn
Ala
515
Gly
Thr
Asn
Val
Asp
595
val
Thr
Asn
val
Asp
675
Lys
Gly
His
Ile
Ser
755
Leu
Leu
Pro
Leu
Ala
835
Ser

Leu

Ser

Asn
Gln
Thr
420
Ala
Ile
Ala
Asn
Leu
500
Asn
Ser
Thr
Ser
Val
580
Tyr
Gly
Ala
Asp
Val
660
Ala
Arg
Tyr
Lys
Ser
740
Thr
Lys
Ser
Asp
Val
820
Asp
Thr

Gln

Thr

Arg
Ala
405
Trp
Pro
Ser
Trp
Lys
485
Thr
Tyr
Glu
Gly
Ala
565
Gln
Leu
Ser
Gly
Asp
645
Ala
Ala
Leu
Thr
Asn
725
Ala
Glu
Ala
Tyr
Ala
805
Gly
Asn
Lys

Ser

Glu

ES 2 650444 T3

Ser Lys Asn Gly Asn Thr
390 395
Ile Ala Gly Asp Asn Ala
410
Ala Lys Phe Asp Leu Thr
425
Ser Val Ile Met Trp Ser
440
Gly Ser Val Ser Gly Phe
455
Thr Lys Ala Ala Asp Ser
470 475
Ile Lys Ala Asn Trp Asn
490
Ala Asn Gly Gly Vval val
505
Asp Lys Ile Arg Thr Thr
520
Thr Ala Ser Ala Ile Asn
535
Gly Ala Gln Ser Ser Asp
550 555
Val Gly Trp Gly Ala Val
570
Arg Asp Phe Val Ala Gly
585
Gly Glu Pro Thr Pro Trp
600
Trp Pro Ser Pro Lys Asn
615
Phe Pro Lys Asp Thr Tyr
630 635
Val His Thr Leu His Ile
650
Lys Gly Ser Gly Asn Asn
665
Lys Val Lys Leu Tyr Phe
680
Ile Gly Glu Lys Ser Phe
695
Tyr Gln Val Tyr Glu Gly
710 715
Met Tyr Leu Thr Trp Asn
730
Glu Ala Tyr Asp Glu Asn
745
Gly Asn Ala Ser Val Thr
760
Asp Ala Asp Arg Lys Thr
775
Ile Glu Val Asp Val Thr
790 795
Ala Asn Arg Val Thr Phe
810
Val Asp Asn Gly Ser Ser
825
Arg Lys Ala Phe Ser Gly
840
Glu Ala Gly Glu Ile Thr
855
Ser Thr Val Lys Ile Ala
870 875
Lys Thr Val Arg Ser Phe

87

Glu
Val
Ser
Leu
Pro
460
Thr
Glu
Gly
His
Ser
540
Lys
Ala
Thr
Asn
Ser
620
Tyr
Leu
Val
Thr
Thr
700
Ser
Val
Asn
Thr
Ile
780
Asp
Asp
Pro
Lys
vVal
860

Thr

Tyr

Asp
Leu
Thr
Gly
445
Ala
Arg
Ser
Thr
Pro
525
Arg
Gln
Ser
Tyr
Gly
605
Tyr
Phe
Pro
Pro
Pro
685
Lys
Asp
Pro
Arg
Thr
765
Thr
Ala
Val
Asp
Val
845
Thr

Thr

Tyr

Tyr
Gly
Ile
430
Asn
Thr
Pro
Asn
Asn
510
Ser
Gly
Leu
Ser
Val
590
Thr
Phe
Tyr
Ala
Vval
670
Lys
Lys
Lys
Trp
Leu
750
Gly
Ala
Asn
Lys
His
830
Leu
Ala

Ala

Ser

Gly
Gly
415
Asn
Glu
Ser
Met
Thr
495
Tyr
Trp
Ile
Thr
Ala
575
Trp
Gly
Gly
Gln
Trp
655
Val
Gly
Thr
Asp
Ala
735
Ile
Lys
Asp
Gly
Gly
815
Asp
Ala
Lys

val

Arg

Lys
400
Asp
Arg
Met
Ala
Thr
480
Met
Ser
Ala
Tyr
Ser
560
Trp
Thr
Ser
Ile
Ser
640
Asn
Val
Ser
Thr
Ser
720
Glu
Pro
Ala
Gly
His
800
Ala
Ser
Ile
Ala
Pro

880
Asn



Tyr
Val
Ala
Gly
945
Glu
Pro
Val
Val
Phe
1025
Gln
Gln
Asp
Ser
Glu
1105
Met
Lys
Ala
Pro
Thr
1185
Gly
Asn
Ser
Ala
Pro
1265
Val
Pro
Thr
Lys

Thr
1345

Tyr
Arg
Val
930
Thr
Ile
Ala

Thr

Tyr

1010

Gly
Val
Asn
Gly

Ala

1090

Ile
Tyr
Thr
Ala

Tyr

1170

Val
Leu
Thr
Asp

Asp

1250

Ala

Thr

Ala

vVal

Phe

1330

Pro

Val Lys
900

Tyr Ser

915

Ser Asp

Val Ala
Gly Ala

Val Leu
980

Ser Ala

995

Asn Thr

Lys Glu
Thr Ile

Ile Pro
1060
Ser Thr
1075
Trp Thr

Thr Phe
Phe Phe

Lys Ile
1140

Thr Glu

1155

Thr Tyr

Thr Asn
Thr Glu

Ser Ala
1220
Ser Val
1235
Val Lys

His Asp
Arg Lys
Asp Ser
1300
Gly Ser
1315
Ala Val

Thr Thr

Pro Thr Lys Leu

Lys Asn Gly Ser

1380

885
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890 895

Thr Gly Asn Lys Pro Ile Leu Pro Ser Asp Val Glu
905 910
Asp Gly Thr Ser Asp Arg Gln Asn Val Thr Trp Asp

920

925

Asp Gln Ile Ala Lys Ala Gly Ser Phe Ser Val Ala

935

940

Gly Gln Lys Ile Ser Val Arg Val Thr Met Ile Asp

950

955 960

Leu Leu Asn Tyr Ser Ala Ser Thr Pro Val Gly Thr

965

970 975

Pro Gly Ser Arg Pro Ala Val Leu Pro Asp Gly Thr
985 990
Asn Phe Ala Val His Trp Thr Lys Pro Ala Asp Thr

Ala Gly Thr
1015
Phe Lys Val
1030
Gly Ser Ser
1045
Ala Asp Lys

Thr Val Asp

Asn Trp Ala
1095
Glu Tyr Ala
1110
Arg Asp Ser
1125
Gln Ile Ser

Thr Ile Ala

Asp Phe Ala
1175
Ala Asp Thr
1190
Ile Glu Leu
1205
Ala Leu Ser

Leu Ala Ala

Ala Glu Gly
1255
Asn Val Ile
1270
Thr Phe Thr
1285
Asp Glu Arg

Glu Gln Thr

Asp Gly Asn

1335

Val Asn Asp
1350

1000
Val Lys

Thr Ala
Val Ser

Gln Ser

1005
Val Pro Gly Thr Ala Thr Val
1020

Thr Ile Arg Val Gln Arg Ser

1035 1040
Gly Asn Ala Leu Arg Leu Thr
1050 1055
Asp Thr Leu Asp Ala Ile Lys

1065 1070

Ala Asn
1080

Tyr Ser
Thr Glu
Asn Ala

Ala Asp

Thr Gly Gly Gly Ala Asn Pro
1085
Lys Ala Gly His Asn Thr Ala
1100

Gln Gln Leu Gly Gln Ile Val
1115 1120

Val Arg Phe Pro Asp Ala Gly

1130 1135

Gly Lys Asn Trp Thr Asp Leu

1145 1150

Ala Gln
1160

Pro Val
Thr Thr
Lys Thr

Ser Leu

1225

Gly Ser
1240

Glu Gly
Arg Val
Ile Asn

Asp Tyr

1305

Ser Gly
1320
Thr Ser

Leu Trp

Asp Ala Leu Arg Tyr

1365
Val Thr Glu

Tyr Lys

1385

Glu Ser Ser Asp Arg Val Lys
1165
Gly Ala Thr Phe Val Lys Val
1180
Pro Ser Gly Val Val Cys Ala
1195 1200
Ala Thr Ser Lys Phe Val Thr
1210 1215
Thr Val Asn Gly Thr Lys Val
1230
Tyr Asn Thr Pro Ala Ile Ile
1245
Asn Ala Ser Val Thr Val Leu
1260
Ile Thr Glu Ser Glu Asp His
1275 1280
Leu Gly Thr Glu Gln Glu Phe
1290 1295
Pro Ala Ala Asp Met Thr Val
1310
Thr Ala Thr Glu Gly Pro Lys
1325
Thr Tyr Trp His Ser Asn Trp
1340
Ile Ala Phe Glu Leu Gln Lys
1355 1360
Leu Pro Arg Pro Ala Gly Ser
1370 1375
Val Gln Val Ser Asp Asp Gly
1390

88
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Thr Asn Trp Thr Asp Ala Gly Ser Gly Thr Trp Thr Thr Asp Tyr Gly
1395 1400 1405
Trp Lys Leu Ala Glu Phe Asn Gln Pro Val Thr Thr Lys His Val Arg
1410 1415 1420
Leu Lys Ala Val His Thr Tyr Ala Asp Ser Gly Asn Asp Lys Phe Met
1425 1430 1435 1440
Ser Ala Ser Glu Ile Arg Leu Arg Lys Ala Val Asp Thr Thr Asp Ile
1445 1450 1455
Ser Gly Ala Thr Val Thr Val Pro Ala Lys Leu Thr Val Asp Arg Val
1460 1465 1470
Asp Ala Asp His Pro Ala Thr Phe Ala Thr Lys Asp Val Thr Val Thr
1475 1480 1485
Leu Gly Asp Ala Thr Leu Arg Tyr Gly Val Asp Tyr Leu Leu Asp Tyr
1490 1495 1500
Ala Gly Asn Thr Ala Val Gly Lys Ala Thr Val Thr Val Arg Gly Ile
1505 1510 1515 1520
Asp Lys Tyr Ser Gly Thr Val Ala Lys Thr Phe Thr Ile Glu Leu Lys
1525 1530 1535
Asn Ala Pro Ala Pro Glu Pro Thr Leu Thr Ser Val Ser Val Lys Thr
1540 1545 1550
Lys Pro Ser Lys Leu Thr Tyr Val Val Gly Asp Ala Phe Asp Pro Ala
1555 1560 1565
Gly Leu Val Leu Gln His Asp Arg Gln Ala Asp Arg Pro Pro Gln Pro
1570 1575 1580
Leu Val Gly Glu Gln Ala Asp Glu Arg Gly Leu Thr Cys Gly Thr Arg
1585 1590 1595 1600
Cys Asp Arg Val Glu Gln Leu Arg Lys His Glu Asn Arg Glu Ala His
1605 1610 1615
Arg Thr Gly Leu Asp His Leu Glu Phe Val Gly Ala Ala Asp Gly Ala
1620 1625 1630
Val Gly Glu Gln Ala Thr Phe Lys Val His Val His Ala Asp Gln Gly
1635 1640 1645
Asp Gly Arg His Asp Asp Ala Asp Glu Arg Asp Ile Asp Pro His Val
1650 1655 1660
Pro Val Asp His Ala Val Gly Glu Leu Ala Arg Ala Ala Cys His His
1665 1670 1675 1680
Val Ile Gly Leu Arg Val Asp Thr His Arg Leu Lys Ala Ser Gly Phe
1685 1690 1695
Gln Ile Pro Ala Asp Asp Met Ala Glu Ile Asp Arg Ile Thr Gly Phe
1700 1705 1710
His Arg Phe Glu Arg His Val Gly
1715 1720

<210> 23

<211> 30

<212> PRT

<213> Bifidobacterium bifidum

<220>

<221> FUENTE

<222> 1..30

<223> /tipo de molécula="proteina" /nota="Secuencia sefial de lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum
DSM20215" /organismo="Bifidobacterium bifidum"

<400> 23
Val Arg Ser Lys Lys Leu Trp Ile Ser Leu Leu Phe Ala Leu Ala Leu
1 5 10 15
Ile Phe Thr Met Ala Phe Gly Ser Thr Ser Ser Ala Gln Ala
20 25 30
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante seleccionado del grupo constituido por:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 1, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 980 restos de aminoacidos y

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 98% de identidad de secuencia
con la SEQ ID n®: 2, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 975 restos de aminoacidos.

2. El polipéptido segun la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 99%
de identidad de secuencia con la SEQ ID n°: 1, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 980 restos de
aminoacido.

3. El polipéptido segun la reivindicacion 1 que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 99%
de identidad de secuencia con la SEQ ID n° 2, en donde dicho polipéptido consta como maximo de 975 restos de
aminoacidos.

4. El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que consiste en la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID n°: 1 ola SEQ ID n°: 2.

5. El polipéptido segin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho polipéptido tiene una
relacion de actividad de transgalactosilacion superior al 100%.

6. Un acido nucleico que codifica un polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

7. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 6, o que expresa un polipéptido
segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

8. Una célula capaz de expresar un polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

9. Un método para expresar un polipéptido, comprendiendo el método la obtencion de una célula segun la
reivindicacion 8 y expresando el polipéptido en la célula, y opcionalmente purificando el polipéptido.

10. Una composicién que comprende un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-5.
11. Una composicion segun la reivindicacion 10, en la que la composicién es una composicion alimenticia.
12. La composicién segun la reivindicacion 10 o la reivindicacion 11, en donde la composicion es un producto lacteo.

13. Un método para producir un producto alimenticio mediante tratamiento de un sustrato lacteo que comprende
lactosa con un polipéptido como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el sustrato lacteo es
cualquier material de leche cruda y/o procesada.

14. El método segun la reivindicacion 13 para producir un producto lacteo tratando un sustrato lacteo que
comprende lactosa con un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el
sustrato lacteo es cualquier material de leche en bruto y/o procesada.

15. Un procedimiento para producir galactooligosacaridos, que comprende poner en contacto un polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 1-5 o una célula de la reivindicacion 8 con una solucién lactea que comprende
lactosa.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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