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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 los acidos nucleicos que los codifican, y sus usos en, p. €]. productos lacteos.

Antecedentes de la invencion

Los galactooligosacaridos (GOS) son hidratos de carbono que no son digeribles en seres humanos y animales que
comprenden dos o mas moléculas de galactosa, tipicamente hasta nueve, unidas mediante enlaces glucosidicos.
Los GOS también pueden incluir una o mas moléculas de glucosa. Uno de los efectos beneficiosos de GOS es su
capacidad de actuar como compuestos prebidticos estimulando selectivamente la proliferacion de microorganismos
colénicos beneficiosos, tales como bacterias, para proporcionar beneficios fisioldgicos al consumidor. Los efectos
sobre la salud contrastados han dado lugar a un creciente interés en los GOS como ingredientes alimentarios para
diversos tipos de alimentos.

La enzima B-galactosidasa (EC 3.2.1.23) generalmente hidroliza la lactosa a los monosacaridos D-glucosa y D-
galactosa. En la reaccion enzimatica normal de las [(-galactosidasas, la enzima hidroliza lactosa y une
transitoriamente el monosacarido galactosa en un complejo galactosa-enzima que transfiere galactosa al grupo
hidroxilo del agua, que da como resultado la liberacion de D-galactosa y D-glucosa. Sin embargo, a altas
concentraciones de lactosa, algunas -galactosidasas son capaces de transferir galactosa a los grupos hidroxilo de
D-galactosa o D-glucosa en un proceso llamado transgalactosilacion mediante el cual se producen
galactooligosacaridos.

El género Bifidobacterium es uno de los tipos de cultivos de bacterias mas comiunmente utilizados en la industria
lactea para la fermentacion de una variedad de productos lacteos. La ingestion de productos que contienen
Bifidobacterium tiene ademas un efecto promotor de la salud. Este efecto no solo se logra por un pH reducido de los
contenidos intestinales sino también por la capacidad de Bifidobacterium para repoblar la flora intestinal en
individuos a los que se les ha alterado la flora intestinal por ejemplo por la ingesta de antibidticos. Ademas,
Bifidobacterium tiene el potencial de desplazar los microorganismos intestinales potencialmente nocivos.

Los galactooligosacaridos son conocidos por potenciar el crecimiento de Bifidobacterium. Este efecto probablemente
se logra a través de la capacidad unica de Bifidobacterium para aprovechar los galactooligosacaridos como fuente
de carbono. También se cree que el suplemento dietético de galactooligosacaridos tiene una serie de efectos de
proteccion de enfermedades a largo plazo. Por ejemplo, la ingesta de galactooligosacaridos ha demostrado ser
altamente protectora contra el desarrollo de cancer colorrectal en ratas. Por lo tanto, existe un gran interés en
desarrollar métodos econdmicos y eficientes para producir galactooligosacaridos para uso en la industria para
mejorar los suplementos dietéticos y los productos lacteos.

Se conoce un polipéptido beta-galactosidasa de Ruminococcus/Blautia hansenii que tiene 1807 aminoacidos (con
SEQ ID NO: 12) de la base de datos UniProt, 24 de noviembre de 2009, "Subname: Full=Beta-galactosidase"
XP002591904 obtenido del no. de acceso EBI UNIPROT: COLAL1.

Se conoce una glicosidasa que tiene 1768 aminoacidos (con SEQ ID NO: 13) de la base de datos UniProt, 14 de
octubre de 2008, "Subname: Full=Putative no caracterised protein" XP002610554 obtenido del no. de acceso EBI
UN-IPROT: B5CQV4.

Se ha descrito una lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215 truncada con aproximadamente 580
aminoacidos (BIF3) como una enzima transgalactosilante en una solucién que contiene lactosa solubilizada en agua
(Jorgensen et al. (2001), Appl. Microbiol. Biotechnol., 57: 647 - 652). En el documento WO 2009/071539 se describe
un fragmento truncado diferente comparado con BIF3 que da como resultado una hidrdlisis eficiente y una
produccién muy baja de GOS cuando se ensaya en leche.

El documento WO 01/90317 describe un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante de Bifidobacterium
bifidum (OLGAS5) y su uso para producir productos lacteos.

Las enzimas lactasa de Bifidobacterium bifidum descritas anteriormente tienen la desventaja de que requieren altas
concentraciones de lactosa para exhibir actividad transgalactosilasa o que tienen predominantemente actividad beta-
galactosilasa (hidrolasa).

Todavia existe la necesidad de desarrollar enzimas que sean eficientes en la produccion de GOS y que, ademas,
puedan funcionar a bajos niveles de sustrato lactosa, tal como en leche.
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Objeto de la invencion

Es un objeto de las realizaciones de la invencién proporcionar polipéptidos que tengan actividad transgalactosilante.
Polipéptidos que tienen una relacion util de actividad de transgalactosilacion a hidrdlisis y, por lo tanto, son
productores eficientes de GOS cuando se incuban con lactosa incluso a bajos niveles de lactosa tal como en un
producto a base de leche. Describimos un método para la produccidon de galactooligosacaridos (GOS) in situ en
productos lacteos. También describimos un método para desarrollar un método mas barato y mas eficiente para la
produccion de galactooligosacaridos (GOS) para uso en la industria.

Compendio de la invencion

La presente invencion describe un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del
polipéptido maduro de SEQ ID NO 1, cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoacidos. Los
polipéptidos descritos en la presente memoria son sorprendentemente capaces de producir galactooligosacaridos in
situ cuando se incuban con lactosa tal como leche. Por lo tanto, cuando el polipéptido, como se describe en la
presente memoria, o una célula anfitriona que expresa el polipéptido se incuba con lactosa bajo condiciones
apropiadas, se producen galactooligosacaridos con una alta eficiencia y, por lo tanto, se reduce la lactosa. La
presencia de galactooligosacaridos en productos lacteos u otros productos comestibles tiene la ventaja de potenciar
el crecimiento de Bifdobacterium sp. promotora de la salud en el producto o en la flora intestinal del consumidor
después de la ingesta del producto o de ambos.

También describimos un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante seleccionada del grupo que
consiste en:

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 66% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 1,

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 66% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 2,

c. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad
con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en la SEQ ID NO: 10 que codifica el polipéptido maduro de SEQ
ID NO: 1; ii) la secuencia de ADNc de i) o iii) la cadena complementaria de i) 0 ii);

d. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad
con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en la SEQ ID NO: 11 que codifica el polipéptido maduro de SEQ
ID NO: 2; ii) la secuencia de ADNc de i) o iii) la cadena complementaria de i) 0 ii);

e. un polipéptido que comprende una sustitucion conservadora, delecion y/o insercion de uno o mas aminoacidos
de SEQID NO: 1,y

f. un polipéptido que comprende una sustitucion conservadora, delecion y/o insercién de uno o mas aminoacidos
de SEQ ID NO: 2,

siempre que el polipéptido de los puntos anteriores a, c, y e tenga como maximo una longitud de 1806 aminoacidos
y siempre que el polipéptido de los puntos anteriores b, d, y f tenga como maximo una longitud de 1767
aminoacidos.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un método para expresar un polipéptido, comprendiendo el
método obtener una célula como se describe en la presente memoria y expresar el polipéptido en la célula, y
opcionalmente purificar el polipéptido. En un aspecto adicional, se describe en la presente memoria una composicion
que comprende un polipéptido como se describe en la presente memoria, preferiblemente una composicion
alimentaria, mas preferiblemente un producto lacteo. En un aspecto adicional, se describe en la presente memoria
un método para producir un producto alimentario tratando un sustrato que comprende lactosa con un polipéptido
como se describe en la presente memoria tal como producir un producto lacteo tratando un sustrato a base de leche
que comprende lactosa con un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, los
polipéptidos se utilizan para tratar un sustrato con una beta-galactosidasa hidrolizante. En un aspecto adicional, se
describe en la presente memoria un producto alimentario, preferiblemente un producto lacteo, que comprende una
enzima transgalactosilante obtenida a partir de Ruminococcus hansenii o Ruminococcus lactaris, preferiblemente
como se define en los puntos a-f anteriores, y mas preferiblemente un polipéptido como se define adicionalmente en
la presente memoria. En un aspecto adicional, se describe en la presente memoria un galactooligosacarido o
composicion del mismo obtenido tratando un sustrato que comprende lactosa con un polipéptido como se describe
en la presente memoria.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que comprende una secuencia
de aminoacidos que tiene
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a. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y/o
b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido que tiene una relaciéon entre actividad transgalactosilante y actividad
B-galactosidasa de al menos 1 medida a una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37°C y 5%
p/p de lactosa después de 30 minutos de reaccién que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene

a. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y/o
b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO:2.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional,
se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En un aspecto adicional, se proporciona el uso de
un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 para producir
galactooligosacaridos. En un aspecto adicional, se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 para producir galactooligosacaridos.

En un aspecto adicional, se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene

a. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,
b. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4,
c. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, o
d. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,
para producir galactooligosacaridos.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que tiene una relacion entre actividad transgalactosilante y
actividad (-galactosidasa de al menos 1 medida a una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a
37°C y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reaccion. En un aspecto adicional, se proporciona un acido
nucleico capaz de codificar un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, se
proporciona un plasmido que comprende un acido nucleico como se describe en la presente memoria. En un
aspecto adicional, se proporciona un vector de expresion que comprende un acido nucleico como se describe en la
presente memoria, o capaz de expresar un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto
adicional, se proporciona una célula anfitriona que comprende, vy 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
un aspecto adicional, se proporciona una célula capaz de expresar un polipéptido como se describe en la presente
memoria. En un aspecto adicional, se proporciona un método para expresar un polipéptido, comprendiendo el
método obtener una célula anfitriona o una célula como se describe en la presente memoria y la expresion del
polipéptido a partir de la célula o célula anfitriona, y opcionalmente la purificacion del polipéptido. En un aspecto
adicional, se proporciona una composicién que comprende un polipéptido como se describe en la presente memoria
y un estabilizador. En un aspecto adicional, se proporciona una composicion que comprende un polipéptido como se
describe en la presente memoria y un sustrato de hidrato de carbono. En un aspecto adicional, se proporciona un
método para producir un producto lacteo mediante tratamiento de un sustrato a base de leche que comprende
lactosa con un polipéptido que tiene una relacion entre actividad transgalactosilante y 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, medido a una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a
37°C y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reaccion. En un aspecto adicional, se proporciona un método
para producir un producto lacteo mediante tratamiento de un sustrato a base de leche que comprende lactosa con
un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, se proporciona un uso de una
célula como se describe en la presente memoria para producir un producto seleccionado del grupo que consiste en
yogur, queso, producto de leche fermentada, suplemento dietético y producto comestible probiético. En un aspecto
adicional, se proporciona un producto lacteo que comprende una célula como se describe en la presente memoria.
En un aspecto adicional, se proporciona un producto lacteo que comprende un polipéptido como se describe en la
presente memoria. En un aspecto adicional, se proporciona un producto lacteo que comprende un polipéptido como
se describe en la presente memoria en una concentraciéon de 0,01-1000 ppm. En un aspecto adicional, se
proporciona un producto lacteo que comprende un polipéptido inactivado como se describe en la presente memoria.
En un aspecto adicional, se proporciona un producto lacteo que comprende GOS formado in situ mediante un
polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, se proporciona un uso de un
polipéptido transgalactosilante como se describe en la presente memoria o una célula como se describe en la
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presente memoria para producir galactooligosacaridos. En un aspecto adicional, se proporciona un uso de un
polipéptido transgalactosilante descrito en la presente memoria o una célula como se describe en la presente
memoria, para producir galactooligosacaridos para ser parte de un producto seleccionado del grupo que consiste en
yogur, queso, productos lacteos fermentados, suplementos dietéticos y productos comestibles probidticos. En un
aspecto adicional, se proporciona un 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 potenciar
el crecimiento de Bifidobacterium. En un aspecto adicional, se proporciona un 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 potenciar el crecimiento de Bifidobacterium en una fermentacion
con cultivo mixto. En un aspecto adicional, se proporciona un método 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 bajo condiciones que permiten la expresion de dicho
polipéptido, y recuperar el polipéptido resultante del cultivo. En un aspecto adicional, un método para producir
galactooligosacaridos, que comprende el contacto de un polipéptido como se describe en la presente memoria o una
célula como se describe en la presente memoria con una solucién a base de leche que comprende lactosa.

Lista de secuencias

La SEQ ID NO: 1 es un fragmento truncado de 1125 aminoacidos de la SEQ ID NO: 12.
La SEQ ID NO: 2 es un fragmento truncado de 1150 aminoacidos de la SEQ ID NO: 13.
La SEQ ID NO: 3 es los restos de aminoacidos 559-649 de la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 4 es los restos de aminoacidos 579-649 de la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 5 es los restos de aminoacidos 579-636 de la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 6 es los restos de aminoacidos 575-665 de la SEQ ID NO: 2.

La SEQ ID NO: 7 es los restos de aminoacidos 594-665 de la SEQ ID NO: 2.

La SEQ ID NO: 8 es los restos de aminoacidos 594-652 de la SEQ ID NO: 2.

La SEQ ID NO: 9 es un péptido sefial del vector de expresion de Bacillus subtilis pBN.

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de nucleotidos que codifica la SEQ ID NO: 1 que incluye la secuencia que
codifica el péptido sefial.

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucleotidos que codifica la SEQ ID NO: 2 que incluye la secuencia que
codifica el péptido sefial.

La SEQ ID NO: 12 es una beta-galactosidasa de Ruminococcus/Blautia hansenii DSM 20583.

La SEQ ID NO: 13 es una glucosidasa de Ruminococcus lactaris ATCC 29176.

SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 12 sin la secuencia sefal.
SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 13 sin la secuencia sefal.
La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 1.

La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 2.

Leyendas de las figuras

La Fig. 1 muestra un mapa de plasmido de la construccion de expresion de Ruminococcus hansenii. La secuencia
codificante de rhBIF3d3 se fusiond en fase con la secuencia sefial aprE utilizando BssHIl y Pacl como sitios de
restriccion.

La Fig. 2 muestra la acumulacidon de galactosa y glucosa durante el tratamiento enzimatico de una solucion de
lactosa al 5% p/p en tampon T con Lactozym® como control, Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1), Ruminococcus
lactaris (SEQ ID NO: 2) y Bifidobacterium bifidum BIF3d3 (truncado) (como se describe por Jgrgensen et al. (2001),
Appl. Microbiol. Biotechnol., 57: 647 - 652 y patente EP 1.283.876).

La Fig. 3 muestra el resultado de la cromatografia en capa fina de los polipéptidos en 9% p/p de leche reconstituida
que proporciona una concentracion final de lactosa de 5% p/p. Los polipéptidos se dosificaron en base a la actividad
LAU determinada como se describe en el ejemplo 1 a una concentracion final de 6 LAU/m.
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La Fig. 4 muestra los resultados de la cromatografia de intercambio aniénico de variantes de la Ruminococcus
hansenii (SEQ ID NO: 1). El gel es un Nu-PAGE 4 - gel de acrilamida al 12% tefiido con tincion azul brillante de
coomassie.

Descripcion detallada de la invencién

En la presente memoria se describe un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante que comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos
del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 1, cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoacidos.

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

a. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 66% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 1,

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 66% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 2,

C. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad
con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en la SEQ ID NO: 10 que codifica el polipéptido maduro de SEQ
ID NO: 1; ii) la secuencia de ADNc de i) o iii) la cadena complementaria de i) 0 ii);

d. un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad
con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en la SEQ ID NO: 11 que codifica el polipéptido maduro de SEQ
ID NO: 2; ii) la secuencia de ADNc de i) o iii) la cadena complementaria de i) 0 ii);

e. un polipéptido que comprende una sustitucion conservadora, delecion y/o insercién de uno o mas aminoacidos
de SEQID NO: 1,y

f. un polipéptido que comprende una sustitucion conservadora, delecion y/o insercion de uno o mas aminoacidos
de SEQ ID NO: 2,

siempre que el polipéptido de los puntos anteriores a, c, y e tenga como maximo una longitud de 1806 aminoacidos
y siempre que el polipéptido de los puntos b, d, y f anteriores tenga como maximo una longitud de 1767
aminoacidos.

De acuerdo con esta descripcion detallada, se aplican las siguientes abreviaturas y definiciones. Se debe observar
que tal como se utiliza en la presente memoria, las formas singulares "un", "una" y "el" incluyen referencias plurales
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "un polipéptido”
incluye una pluralidad de tales polipéptidos, y la referencia a "la formulaciéon" incluye la referencia a una o mas

formulaciones y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la técnica, y asi sucesivamente.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria tienen
el mismo significado como se entiende comunmente por 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 mediante reaccion de la enzima sobre lactosa en la que la cantidad de galactosa generada es
menor que la cantidad de glucosa generada en cualquier momento dado.

En el presente contexto, el término "actividad transgalactosilante” significa la transferencia de una parte de galactosa
a una molécula distinta de agua y se mide como [glucosa] - [galactosa] generada en cualquier momento dado
durante la reaccion.

En el presente contexto, el término "actividad B-galactosidasa" significa la capacidad de una enzima para hidrolizar
B-galactésidos tal como, por ejemplo, lactosa en monosacaridos, glucosa y galactosa.

En el presente contexto, el término "actividad de transgalactosilacion relativa" significa ([glucosa] -
[galactosa]*100)/[glucosa]) medida en un punto de tiempo después de 15 minutos de tiempo de reaccion.

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

En el presente contexto, el término [galactosa] significa la concentracion de galactosa en % en peso medida
mediante HPLC.
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En el presente contexto, el término "después de 15 min de reaccion” significa la cantidad de tiempo que debe pasar
antes de la medicion de la actividad después de la incubacion con el polipéptido descrito en la presente memoria en
un ensayo.

En un aspecto, la actividad se mide después de 15 min de reaccién, 30 min de reaccién, 60 min de reaccion, 90 min
de reaccion, 120 min de reaccion o 180 min de reaccion. Por lo tanto, en un aspecto, como ejemplo la actividad
transgalactosilante relativa es medida 15 minutos después de la adicion de la enzima, tal como 30 minutos después
de la adicién de la enzima, tal como 60 minutos después de la adicion de la enzima, tal como 90 minutos después de
la adiciéon de la enzima, tal como 120 minutos después de la adicion de la enzima o 180 minutos después de la
adicion de la enzima.

En el presente contexto, el término "relacion de actividad transgalactosilante:actividad 3-galactosidasa" significa
([glucosa)-[galactosal/[galactosal)).

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

En el presente contexto, el término "ensayo basado en leche" significa un ensayo realizado en leche, leche
reconstituida o soluciones que contienen constituyentes de leche principales tales como, por ejemplo, lactosa. Se
puede realizar un ensayo basado en leche preparando muestras en leche reconstituida al 9% p/p a partir de leche en
polvo desnatada (tal como, p. ej., Humana Milk Union, DE NW508 EG) dando una concentracion final de lactosa de
5% p/p. Las enzimas se dosifican basandose en la actividad de LAU determinada como se describe a continuacion,
dando la concentracion final deseada en LAU/m.

Se toma una muestra antes de la adicién de la enzima y se toman muestras adicionales en puntos de tiempo
indicados y las enzimas se inactivan inmediatamente incubando a 95°C durante 10 minutos. Las muestras se diluyen
1:10 y se aplican 2 yl sobre placas de gel de silice 60 HPTLC activadas (161°C durante 10 min) (Merck Cat #
1.05641.0001) con un CAMAG Automatic TLC Sampler 4. Las placas de TLC se eluyen con un eluyente que
contiene (80) acetonitrilo: (20) acetato de etilo: (50) 1-propanol: (40) agua. Las muestras se visualizan mediante
calentamiento (161°C durante 10 min) y se dejan enfriar antes de sumergirlas en H2SO4 al 5% p/p en etanol al
99,9% p/p. Las placas se desarrollan con calentamiento a 161°C durante 3 min.

En un aspecto, tal ensayo es como se describe en el ejemplo 3.

En el contexto de la presente solicitud, 1 unidad de lactasa (1 LAU) es la cantidad de enzima que libera 1 micromol
de glucosa por minuto en tampén M a pH 6,5 y 37°C con una concentracion de lactosa de 4,75% p/v. El tampén M
se prepara disolviendo 3,98 g de CsHsNa3zO7-5 2H,0, 8,31 g de acido citrico, 0,9 g de K2SO4, 2,6 g de K;HPO4, 7,35
g de KH2PO4, 5,45 g de KOH, 4,15 g, MgCl, 6H-0, 3,75 g de CaCl,; 2H.O y 1,4 g de NaHCOs3 en 4 litros de agua,
afadiendo 12,5 ml de NaOH 4N, ajustando a pH 6,5 utilizando HCI, y agregando agua hasta un volumen total de 5
litros.

La actividad en LAU de una lactasa especifica se puede determinar mediante medicion directa de la glucosa liberada
a partir de lactosa bajo las condiciones descritas anteriormente. El experto sabra cémo determinar tal actividad.
Alternativamente, la actividad se puede determinar utilizando el ensayo de actividad de lactasa descrito en el
Ejemplo 1 de la presente solicitud. Aqui, la actividad se obtiene comparando con una curva estandar con una lactasa
de actividad conocida, y la actividad de la muestra desconocida se calcula a partir de esto. La lactasa de actividad
conocida puede, p. €j., ser Lactozym obtenida de Novozymes A/S, Dinamarca.

En el presente contexto, el término "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 retirando el agua.

En el presente contexto, el término "cuyo polipéptido esta en solucion” se refiere a un polipéptido que es soluble en
un disolvente sin precipitacion de la solucion. Un disolvente para este fin incluye cualquier medio en el que pueda
aparecer el polipéptido, tal como un tampdn acuoso o una solucién salina, un caldo de fermentacion o el citoplasma
de un anfitrién de expresion.

En el presente contexto, el término "estabilizador" significa cualquier estabilizador 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 borico o
un derivado de acido bérico (p. €j., un éster de borato aromatico). En un aspecto, el estabilizador es glicerol.

En el presente contexto, el término "sustrato de hidrato de carbono" significa un compuesto organico con la férmula
general Cn(H20)n, es decir, que consiste Unicamente en carbono, hidrégeno y oxigeno, los dos ultimos en la
proporcion de atomos 2:1, tal como un disacarido.

En el presente contexto, el término "disacarido" es dos unidades monosacaridas unidas por un enlace covalente
conocido como un enlace glucosidico formado mediante una reaccién de deshidratacién, que da como resultado la
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pérdida de un atomo de hidrégeno de un monosacarido y un grupo hidroxilo del otro. La férmula de disacaridos no
modificados es C12H22011. En un aspecto, el disacarido es lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa, sacarosa, lactosa
o celobiosa. En un aspecto adicional, el disacarido es lactosa.

El término "aislado" significa que la secuencia esta al menos sustancialmente libre de al menos otro componente con
el que la secuencia esta asociado de forma natural en la naturaleza y tal como se encuentra en la naturaleza. En un
aspecto, "polipéptido aislado" como se utiliza en la presente memoria se refiere a un polipéptido que es al menos
30% puro, al menos 40% puro, al menos 60% puro, al menos 80% puro, al menos 90% puro, y al menos 95% puro,
segun se determind mediante SDS-PAGE.

El término "polipéptido sustancialmente puro” significa en la presente memoria una preparacion de polipéptido que
contiene como maximo 10%, preferiblemente como maximo 8%, mas preferiblemente como maximo 6%, mas
preferiblemente como maximo 5%, mas preferiblemente como maximo 4%, como maximo 3% , incluso mas
preferiblemente como maximo 2%, mas preferiblemente como maximo 1%, e incluso mas preferiblemente como
maximo 0,5% en peso de otro material polipeptidico 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%, lo mas preferiblemente al menos 99,5% puro, e incluso lo mas preferiblemente 100%
puro en peso del material polipeptidico total presente en la preparacion. Los polipéptidos descritos en la presente
memoria estan preferiblemente en una forma sustancialmente pura. En particular, se prefiere que los polipéptidos
estén en "forma esencialmente pura", es decir, que la preparacion del polipéptido esté esencialmente libre de otro
material polipeptidico con el que esté asociado de forma natural. Esto se puede lograr, por ejemplo, preparando el
polipéptido por medio de métodos recombinantes bien conocidos o mediante métodos de purificacién clasicos. En la
presente memoria, el término "polipéptido sustancialmente puro" es sinénimo de los términos "polipéptido aislado" y
"polipéptido en forma aislada".

El término "purificado” o "puro” significa que un componente dado esta presente en un estado de alto nivel p. gj. al
menos aproximadamente 51% puro, o al menos aproximadamente 75%, o al menos aproximadamente 80%, o al
menos aproximadamente 90% puro, o al menos aproximadamente 95% puro o al menos aproximadamente 98%
puro. EI componente es deseablemente el componente activo predominante presente en una composicion.

El término "microorganismo” en el presente contexto incluye cualquier microorganismo que podria comprender una
secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se definen en la
presente memoria y/o productos obtenidos del mismo.

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

El término "célula anfitriona" - en el presente contexto incluye cualquier célula que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente
memoria o un vector de expresion como se describid anteriormente y que se utiliza en la produccién de un
polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente memoria. En un aspecto, la
produccién es produccion recombinante.

El término "leche", en el contexto de la presente invencién, se debe entender como la secrecién lactea obtenida a
partir de cualquier mamifero, tal como vacas, ovejas, cabras, bufalos o camellos.

En el presente contexto, el término "sustrato a base de leche" significa cualquier material de leche cruda y/o
procesada o un material derivado de constituyentes de leche. Los sustratos Utiles a base de leche incluyen pero no
se limitan a soluciones/suspensiones de cualquier leche o productos lacteos que contengan lactosa, tal como leche
entera o baja en grasa, leche desnatada, suero de leche, leche en polvo reconstituida, leche condensada, soluciones
de leche en polvo, leche UHT, suero, filtrado de suero, suero acido o nata. Preferiblemente, el sustrato a base de
leche es leche o una solucién acuosa de leche desnatada en polvo. El sustrato a base de leche puede estar mas
concentrado que la leche cruda. El sustrato a base de leche puede tener una proporcién de proteina a lactosa de al
menos 0,2, preferiblemente al menos 0,3, al menos 0,4, al menos 0,5, al menos 0,6 o, lo mas preferiblemente, al
menos 0,7. El sustrato a base de leche se puede homogeneizar y/o pasteurizar segun métodos conocidos en la
técnica.

"Homogenizar" como se utiliza en la presente memoria significa un mezclado intensivo para obtener una suspension
o emulsioén soluble. Se puede realizar para dividir la grasa de la leche en tamafios mas pequefios para que ya no se
separe de la leche. Esto se puede lograr forzando la leche a alta presion a través de pequefios orificios.

"Pasteurizar" como se utiliza en la presente memoria significa reducir o eliminar la presencia de organismos vivos,
tales como microorganismos, en el sustrato a base de leche. Preferiblemente, la pasteurizaciéon se logra
manteniendo una temperatura especificada durante un periodo de tiempo especifico. La temperatura especificada
generalmente se alcanza calentando. La temperatura y duracién se pueden seleccionar para matar o inactivar
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ciertas bacterias, tales como bacterias dafiinas, y/o para inactivar enzimas en la leche. Una etapa de enfriamiento
rapido puede seguir.

Un "producto alimentario" o "composiciéon alimentaria” en el presente contexto puede ser cualquier alimento
comestible o producto alimentario adecuado para el consumo por un animal o ser humano.

Un "producto lacteo" en el presente contexto puede ser cualquier producto alimentario en donde uno de los
principales constituyentes esté basado en leche. Preferible, el componente principal es a base de leche. Mas
preferiblemente, el constituyente principal es un sustrato a base de leche que se ha tratado con una enzima que
tiene actividad transgalactosilante.

En el presente contexto, "uno de los principales constituyentes" 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 principal constituyente" significa un constituyente 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.

Un "producto lacteo fermentado” en el presente contexto se debe entender 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, nata fresca, requesén y queso fresco. Un producto lacteo fermentado se
puede producir mediante 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 fermentacién comprende la conversion de
lactosa en acido lactico.

En el presente contexto, el término "dominios Pfam" significa regiones dentro de una secuencia proteica que se
identifican como Pfam-A o Pfam-B basadas en alineamientos de secuencias multiples y la presencia de Hidden
Markov Motifs ("The Pfam protein families database": RD Finn, J. Mistry, J. Tate, P. Coggill, A. Heger, JE Pollington,
OL Gavin, P. Gunesekaran, G. Ceric, K. Forslund, L. Holm, EL Sonnhammer, SR Eddy, A. Bateman Nucleic Acids
Research (2010) Database Issue 38: D211-222.). Como ejemplos de dominios Pfam, se pueden mencionar
Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y el dominio similar a Ig bacteriana
(grupo 4) (PF07532).

Como se utiliza en la presente memoria "una posicién que corresponde a la posicién" significa que se realiza un
alineamiento como se describe en la presente memoria entre un polipéptido pregunta particular y el polipéptido de
referencia. La posicién que corresponde a una posicion especifica en el polipéptido de referencia se identifica luego
como el aminoacido correspondiente en el alineamiento con la identidad de secuencia mas alta.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que comprende una secuencia
de aminoacido que tiene

a. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 1, y/o
b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacido de SEQ ID NO: 2.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido, en donde la secuencia de aminoacido comprende al menos uno o
mas restos de aminoacidos seleccionados de los siguientes grupos:

a. unresto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posicion que corresponde a la
posicion 576 en la SEQ ID NO: 1,

b.  un resto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posicién que corresponde a la
posicion 588 en la SEQ ID NO: 1,

c. unresto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en E/D/Q/N en una posicion que corresponde a la
posicion 592 en la SEQ ID NO: 1 y/o

d. unresto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D/E/Q/N en una posicion que corresponde a la
posicion 625 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, se proporciona un polipéptido, en donde la secuencia de aminoacido comprende al menos uno o
mas restos de aminoacidos seleccionados de los siguientes grupos:

a. unresto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posicion que corresponde a la
posicion 592 en la SEQ ID NO: 2,

b.  un resto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posicion que corresponde a la
posicion 604 en la SEQ ID NO: 2,
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c. unresto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en E/D/Q/N en una posicion que corresponde a la
posicion 608 en la SEQ ID NO: 2 y/o

d. unresto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D/E/Q/N en una posicion que corresponde a la
posicion 641 en la SEQ ID NO: 2.

Se ha encontrado que el aminoacido en una posiciéon que corresponde a la posicion 576, 588, 592 y 625 en la SEQ
ID NO: 1 y los respectivos aminoacidos en una posicidon que corresponde a la posicion 592, 604, 608 y 641 en la
SEQ ID NO: 2 tienen un efecto sobre la actividad de los polipéptidos descritos en la presente memoria.

En un aspecto, se describe en la presente memoria un polipéptido, en donde la secuencia de aminoacidos
comprende al menos uno o mas restos de aminoacidos acidos tales como D o E, en una posiciéon que corresponde a
la posicion 576, 588, 592 y 625 en la SEQ ID NO: 1 o en una posicion que corresponde a la posicion 592, 604, 608 y
641 en la SEQ ID NO: 2.

En otro aspecto, describimos un polipéptido que tiene una relacién entre actividad transgalactosilante y actividad f3-
galactosidasa de al menos 1 medida a una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37°Cy 5%
p/p de lactosa después de 30 minutos de reaccién que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene

a. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y/o
b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional,
se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En un aspecto adicional, se proporciona el uso de
un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5 para producir
galactooligosacaridos. En un aspecto adicional, se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad
transgalactosilante que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad de
secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 para producir galactooligosacaridos.

En un aspecto adicional, se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene

a. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3,
b. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4,
c. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6, o
d. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7,
para producir galactoligosacaridos.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, y al menos 60% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2, y al menos 94% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8.

En un aspecto adicional, 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 bacteriana
(grupo 4) (PF07532). En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que contiene los dominios Pfam
Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y el dominio similar a Ig bacteriano
(grupo 4) (PF07532). En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que contiene los dominios
Glyco_hydro2N (PF02837), Glyco_hydro (PF00703) y Glyco_hydro 2C (PF02836) cuyos dominios constituyen el
dominio catalitico del polipéptido.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos y que tiene
una relacion entre actividad transgalactosilante y actividad -galactosidasa de al menos 1, al menos 2,5, al menos 3,
al menos 4, al menos 5, al menos 6, en al menos 7, al menos 8, al menos 9, al menos 10, al menos 11 o al menos
12 medidos a una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% p/p de lactosa después de
15 o0 30 minutos de reaccién. En un aspecto adicional, el polipéptido se obtiene a partir de Ruminococcus hansenii o
Ruminococcus lactaris.
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En un aspecto, el 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 como se mide a
una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos
de reaccion.

En un aspecto adicional, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una actividad B-galactosidasa
tal que menos del 80%, menos del 70%, menos del 60%, menos del 50%, menos del 40%, menos del 30%, menos
del 20% de la lactosa se ha hidrolizado, como se mide a una concentracién de 6 LAU/mI en un ensayo basado en
leche a 37°C y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reaccion.

En un aspecto, la actividad 3-galactosidasa y/o la actividad transgalactosilante se miden a una concentracion de 6
LAU/mI, 3 LAU/ml o 1 LAU/mI.

En un aspecto adicional, la presente memoria describe polipéptido o polipéptidos que tienen una o mas de las
siguientes caracteristicas:

a) una relacién entre actividad transgalactosilante y 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 como se mide a una concentracion de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% p/p de
lactosa después de 30 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 como se mide a una concentracién de 6 LAU/mI en un ensayo basado en
leche en 37°C y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reaccion.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional,
se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad
de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En un aspecto adicional, se proporciona un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 60% de identidad de secuencia con la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3. En otro aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 4. En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 6. En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos 94% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7.

Las proteinas generalmente estan compuestas por una o mas regiones funcionales, cominmente denominadas
dominios. La presencia de diferentes dominios en diversas combinaciones en diferentes proteinas da lugar al
repertorio diverso de proteinas que se encuentran en la naturaleza. Una forma de describir los dominios es con la
ayuda de la base de datos Pfam que es una gran coleccion de familias de dominios de proteinas como se describe
en "The Pfam protein families database": RD Finn, J. Mistry, J. Tate, P. Coggill, A Heger, JE Pollington, OL 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. Cada familia esta representada por alineamientos de secuencias multiples y
modelos de Markov ocultos (HMM). En un aspecto adicional, los presentes autores han descubierto que el o los
polipéptidos proporcionados en la presente memoria contienen uno o mas de los dominios Pfam Glyco_hydro2N
(PF02837), Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig bacteriana (grupo 4)
(PF07532). En un aspecto, el o los polipéptidos proporcionados en la presente memoria contienen Glyco_hydro2N
(PF02837), Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig bacteriana (grupo 4)
(PF07532).

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos
que tienen un resto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posicién que
corresponde a la posicion 576 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente
memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en D, E y N en una posicién que corresponde a la posicion 576 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, €l o los
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posicién que corresponde a la posicion 576 en la
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de
aminoacidos cuyo resto de aminoacido D en una posicién corresponde a la posicion 576 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos
que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posicion que
corresponde a la posicion 588 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente
memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en D, E y N en una posicidon que corresponde a la posicién 588 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, €l o los
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de
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aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posicién que corresponde a la posicion 588 en la
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de
aminoacidos cuyo resto de aminoacido D en una posicién corresponde a la posicion 588 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos
que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posicion que
corresponde a la posicion 592 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente
memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en D, E y Q en una posicién que corresponde a la posicion 592 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, €l o los
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posicién que corresponde a la posicion 592 en la
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de
aminoacidos cuyo resto de aminoacido E en una posicion corresponde a la posicion 592 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos
que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posicion que
corresponde a la posicion 625 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente
memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en D, E y N en una posicidon que corresponde a la posicién 625 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, €l o los
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene un resto de
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posicién que corresponde a la posicion 625 en la
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de
aminoacidos cuyo resto de aminoacido D en una posicién corresponde a la posicion 625 en la SEQ ID NO: 1.

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.

Describimos polipéptidos que tienen un cierto grado de identidad de secuencia u homologia de secuencia con la o
las secuencias de aminoacidos definidas en la presente memoria o con un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria. La presente invencién abarca, péptidos que tienen un grado de
identidad de secuencia de al menos 80% con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 1,
cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoacidos.

En un aspecto, la secuencia de aminoacidos y/o la secuencia de nucleétidos homologa deberia proporcionar y/o
codificar un polipéptido que retiene la actividad transgalactosilante funcional y/o potencia la actividad
transgalactosilante en comparacion con un polipéptido de SEQ ID NO: 1 o 2.

En el presente contexto, se toma una secuencia homdloga para incluir 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 encontrada. Tipicamente, los homdlogos
comprenderan los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de aminoacidos encontrada. Aunque la homologia
también se puede considerar en términos de similitud (es decir, restos de aminoacidos que tienen
propiedades/funciones quimicas similares), en el presente contexto se prefiere expresar la homologia en términos de
identidad de secuencia.

Las comparaciones de identidad de secuencia se pueden realizar a simple vista, o mas habitualmente, con la ayuda
de programas de comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el
mercado utilizan algoritmos de comparacién complejos para alinear dos o mas secuencias que reflejan mejor los
eventos evolutivos que podrian haber conducido a la o las diferencias entre las dos o mas secuencias. Por lo tanto,
estos algoritmos operan con un sistema de puntuacidon que recompensa el alineamiento de aminoacidos idénticos o
similares y penaliza la insercion de huecos, extensiones de huecos y el alineamiento de aminoacidos no similares. El
sistema de puntuacion de los algoritmos de comparacion incluye:

i)  asignacion de una puntuacidon de penalizacién cada vez que se inserta un hueco (puntuacion de penalizacion
por huecos),

ii)  asignacion de una puntuacion de penalizacion cada vez que se extiende un hueco existente con una posicion
adicional (puntuacion de penalizacion por extension),

iiiy asignacion de puntuaciones altas al alineamiento de aminoacidos idénticos, y
iv) asignacion de puntuaciones variables al alineamiento de aminoacidos no idénticos.

La mayoria de los programas de alineamiento permiten modificar las penalizaciones por huecos. Sin embargo, se
prefiere utilizar los valores predeterminados cuando se utiliza tal software para comparaciones de secuencias.

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

Los programas informaticos adecuados para llevar a cabo dicho alineamiento incluyen, pero no se limitan a, Vector
NTI (Invitrogen Corp.) y los programas ClustalV, ClustalW y ClustalW2 (Higgins DG y Sharp PM (1988), Higgins et al.
(1992), Thompson et al. (1994), Larkin et al. (2007). Se encuentra disponible una seleccion de diferentes
herramientas de alineamiento del servidor ExPASy Proteomics en www.expasy.org. Otro ejemplo de software que
puede realizar el alineamiento de secuencias es BLAST (herramienta basica de busqueda de alineamiento local, por
sus siglas en inglés), que esta disponible en la pagina web del National Center for Biotechnology Information que se
puede encontrar actualmente en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y que fue descrito en primer lugar en Altschul et al.
(1990) J. Mol. Biol. 215; 403-410.

Una vez que el software ha producido un alineamiento, es posible calcular el % de similitud y el % de identidad de
secuencia. El software generalmente hace esto como parte de la comparacién de secuencias y genera un resultado
numerico.

El software ClustalW se puede utilizar para realizar alineamientos de secuencia. Preferiblemente, el alineamiento
con ClustalW se realiza con los siguientes parametros para el alineamiento por pares:

Matriz de sustitucion Gonnet 250
Penalizacién por abrir hueco 20
Penalizacion por extender 0,2
hueco
Penalizacion por terminar Ninguna
hueco

Por ejemplo, ClustalW2 esta disponible en Internet por el European Bioinformatics Institute en la pagina web EMBL-
EBI www.ebi.ac.uk under tools - sequence analysis - ClustalW2. Actualmente, la direccion exacta de la herramienta
ClustalW2 es www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2.

Alternativamente, el programa Align X en Vector NTI (Invitrogen) se puede utilizar para realizar alineamientos de
secuencia. Exp10 se puede utilizar con la configuracion predeterminada:

Penalizacién por abrir hueco: 10
Penalizacion por extender de hueco: 0,05
Intervalo de penalizacién por separacion de huecos: 8

El porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos con, o para, otra secuencia de aminoacidos se puede
determinar mediante el uso de la matriz de puntuacion: blosum62mt2 y la configuracion de alineamiento por pares
Vector NTI.

Configuracion K-tupla 1
Numero de mejores diagonales 5
Tamaiio de ventana 5
Penalizacién de hueco 3
Penalizacion por abrir hueco 10
Penalizacién por extender hueco 0,1

Por lo tanto, describimos variantes, homadlogos y derivados de cualquier secuencia de aminoacidos de una proteina
o polipéptido como se define en la presente memoria, particularmente las de SEQ ID NO: 1 o aquellas de SEQ ID
NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7 o 8 definidas a continuacion.
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Las secuencias, particularmente las de variantes, homdlogos y derivados de SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7 u 8
definidas a continuacion, también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de restos de aminoacidos
que producen restos de aminoacidos que producen un cambio silencioso y dan como resultado una sustancia
funcionalmente equivalente. Las sustituciones de aminoacidos deliberadas se pueden realizar sobre la base de la
similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipatica de los restos,
siempre que se retenga la actividad de unién 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 los aminoacidos con grupos de cabeza polar no cargados que tienen valores de hidrofilicidad similares
incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

La sustitucion conservadora (tanto sustitucion como reemplazo se utilizan en la presente memoria para referirse al
intercambio de un resto de aminoacido existente, con un resto alternativo) que se puede producir, es decir,
sustitucion homogénea tal como basico por basico, acido por acido, polar por polar, etc. La sustitucion no
conservadora también se puede producir, es decir, de una clase de resto a otra o alternativamente implica la
inclusion de aminoacidos no naturales tales como ornitina (en lo sucesivo denominada Z), acido diaminobutirico
ornitina (en lo sucesivo denominada B), norleucina ornitina (en lo sucesivo denominado O), pirilalanina, tienilalanina,
naftilalanina y fenilglicina.

Las sustituciones conservadoras que se pueden realizar 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, triptéfano y tirosina), hidroxilaminoacidos (serina, treonina), aminoacidos grandes
(fenilalanina y triptéfano) y aminoacidos pequerios (glicina, alanina).

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1 o una variante
polipeptidica que tiene al menos al menos 66%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 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% de
identidad de secuencia de aminoacidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia
mostrada en la SEQ ID NO: 1 o una variante polipeptidica que tiene al menos al menos 70% de identidad de
secuencia de aminoacidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia que se
muestra en la SEQ ID NO: 1 o una variante polipeptidica que tiene al menos al menos 75% de identidad de
secuencia de aminoacidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en
la SEQ ID NO: 1 o una variante polipeptidica que tiene al menos al menos 80% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3 o una variante
polipeptidica que tiene al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 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% de
identidad de secuencia de aminoacidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 4 o una variante
polipeptidica que tiene al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 78%, al menos 80% ,
al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al
menos el 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 5 o una variante
polipeptidica que tiene al menos 60%, al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 78%, al menos 80% ,
al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al
menos el 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 2 o una variante
polipeptidica que tiene al menos 60%, al menos 65%, al menos 75%, al menos 78%, al menos 80%, al menos 85% ,
al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al menos el 98% o al menos el 99% de
identidad de secuencia de aminoacidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia
que se muestra en la SEQ ID NO: 2 o una variante polipeptidica que tiene al menos al menos 70% de identidad de
secuencia de aminoacidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en
la SEQ ID NO: 2 o una variante polipeptidica que tiene al menos al menos un 75% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID
NO: 2 o una variante polipeptidica que tiene al menos al menos 80% de identidad de secuencia de aminoacidos con
la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 6 o una variante
polipeptidica que tiene al menos al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 78%, al menos 80%, al
menos 85%, al menos 90%, al menos 94%, al menos 95%, al menos 96%, al menos 97%, al menos 98% o al menos
99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la misma.
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El polipéptido puede ser una variante polipeptidica que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 7 o una
variante polipeptidica que tiene al menos al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 78%, al menos
80%, a al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al
menos el 98% o al menos el 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la misma.

El polipéptido puede ser una variante polipeptidica que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 8 o una
variante polipeptidica que tiene al menos al menos 65%, al menos 70%, al menos 75%, al menos 78%, al menos
80%, a al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 94%, al menos el 95%, al menos el 96%, al menos el 97%, al
menos el 98% o al menos el 99% de identidad de secuencia de aminoacidos con la misma.

En un aspecto, la secuencia polipeptidica descrita en la presente memoria puede estar en una forma purificada.
En un aspecto, el polipéptido descrito o proteina descrita en la presente memoria puede estar en una forma aislada.

Una "variante" o una "variantes" se refiere a polipéptidos o acidos nucleicos. El término "variante" se puede utilizar
indistintamente con el término "mutante". Las variantes incluyen inserciones, sustituciones, transversiones,
truncamientos y/o inversiones en una 0 mas ubicaciones en la secuencia de aminoacidos o nucledtidos,
respectivamente. Las frases "polipéptido variante", "variante polipeptidica", "polipéptido”, "variante" y "enzima
variante" significan un polipéptido/proteina que tiene o comprende la secuencia de aminoacidos de, o esta
modificada comparada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8. Los polipéptidos
variantes incluyen un polipéptido que tiene un cierto porcentaje, por ejemplo, 60%, 65%, 66%, 68%, 70%, 72%, 74%,
76%, 78%, 80%, 85%, 90%, 91 %, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con las
SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5,6, 7 6 8. Como se utiliza en la presente memoria, "enzimas parentales", "secuencia
parental”, "polipéptido parental" significan enzimas y polipéptidos a partir de los cuales se basan cualquiera de los
polipéptidos variantes, p. €j., SEQ ID NO: 1 o 2. Un "acido nucleico parental" significa una secuencia de acido
nucleico que codifica el polipéptido parental. La secuencia sefial de una "variante" puede ser la misma o puede
diferir de la secuencia sefal del Ruminococcus lactaris de tipo salvaje o Blautia/Ruminococcus hansenii o un péptido
sefial de Bacillus o cualquier secuencia sefial que secretara el polipéptido. Una variante se puede expresar como
una proteina de fusién que contiene un polipéptido heterélogo. Por ejemplo, la variante puede comprender un
péptido sefal de otra proteina o una secuencia disefiada para ayudar a la identificacion o purificacion de la proteina
de fusién expresada, tal como una secuencia His-Tag.

Para describir las diversas variantes que se contemplan para abarcar la presente descripcion, se adoptara la
siguiente nomenclatura para facilitar la referencia. Donde la sustitucion incluye un ndmero y una letra, p. €j., 592P,
entonces esto se refiere a {posicidon segun el sistema de numeracion/aminoacido 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, p. ej., D592P, esto se refiere a {aminoacido original/posicidon segun el
sistema de numeracion/aminoacido sustituido}. Por consiguiente, por ejemplo, la sustitucion de alanina con prolina
en la posicion 592 se designa como A592P.

Cuando dos 0 mas sustituciones son posibles en una posicion particular, esto se designara con letras contiguas, que
pueden estar separadas opcionalmente por barras "/", p. €j., G303ED o G303E/D.

La o las posiciones y las sustituciones se enumeran con referencia a SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. Se pueden
encontrar posiciones equivalentes en otra secuencia alineando esta secuencia con SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2
para encontrar un alineamiento con el mayor porcentaje de identidad y luego determinar qué aminoacido se alinea
para corresponderse con un aminoacido de una posicion especifica de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. Tal
alineamiento y uso de una secuencia como primera referencia es simplemente una cuestion de rutina para un
experto en la técnica.

Los "acidos nucleicos variantes" pueden incluir secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces
de hibridarse con las secuencias de nucleétidos presentadas en la presente memoria, en particular con SEQ ID NO:
10-11. Por ejemplo, una secuencia variante es complementaria de secuencias capaces de hibridarse bajo
condiciones rigurosas, p. €j., 50°C y 0,2X SSC (1X SSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M citrato de sodio, pH 7,0), con las
secuencias de nucleétidos presentadas en la presente memoria, en particular con SEQ ID NO: 10-11. Mas
particularmente, el término variante abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces de
hibridarse bajo condiciones altamente restrictivas, p. ej., 65°C y 0,1X SSC, con las secuencias de nucledtidos
presentadas en la presente memoria, en particular con SEQ ID NO: 10-11. El punto de fusién (Tf) de un acido
nucleico variante puede ser aproximadamente 1, 2 o 3°C menor que el Tf del acido nucleico de tipo salvaje.

En un aspecto, describimos polipéptidos aislados que tienen actividad transgalactosilante como se indico
anteriormente que estan codificados por polinucleétidos que se hibridan bajo condiciones de rigurosidad muy baja,
preferiblemente condiciones de rigurosidad baja, mas preferiblemente condiciones de rigurosidad media, mas
preferiblemente condiciones de rigurosidad media-alta, incluso mas preferiblemente condiciones de rigurosidad alta,
y lo mas preferiblemente condiciones de rigurosidad muy alta con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en
la SEQ ID NO: 10 que codifica el polipéptido maduro de SEQ ID NO: 1; ii) la secuencia de ADNc de i) o iii) la cadena
complementaria de i) o ii) o con i) la secuencia de acido nucleico comprendida en la SEQ ID NO: 11 que codifica el
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polipéptido maduro de SEQ ID NO: 2; ii) la secuencia de ADNc 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, 2d edition, Cold Spring
Harbor, Nueva York). Una subsecuencia de SEQ ID NO: 10 u 11 contiene al menos 100 nucleétidos contiguos o
preferiblemente al menos 200 nucledtidos contiguos. Ademas, la subsecuencia puede codificar un fragmento
polipeptidico que tiene actividad lactasa.

La secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 10 u 11 o una subsecuencia de la misma, asi como la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o 2 o un fragmento de la misma, se puede utilizar para disefiar 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, tales sondas se
pueden utilizar para la hibridacion con el ADN genémico o ADNc del género o especie de interés, siguiendo métodos
de transferencia Southern convencionales, con el fin de identificar y aislar el gen correspondiente en el mismo. Tales
sondas pueden ser considerablemente mas cortas que la secuencia completa, pero deberian ser al menos 14,
preferiblemente al menos 25, mas preferiblemente al menos 35, y mas preferiblemente al menos 70 nucleétidos de
longitud. Sin embargo, se prefiere que la sonda de acido nucleico tenga al menos 100 nucledtidos de longitud. Por
ejemplo, la sonda de acido nucleico puede tener al menos 200 nucleotidos, preferiblemente al menos 300
nucleétidos, mas preferiblemente al menos 400 nucleétidos, o mas preferiblemente al menos 500 nucleétidos de
longitud. Se pueden utilizar sondas incluso mas largas, p. e€j., sondas de acido nucleico que son al menos 600
nucleétidos, al menos preferiblemente al menos 700 nucleétidos, mas preferiblemente al menos 800 nucleétidos, o
mas preferiblemente al menos 900 nucledtidos de longitud. Se pueden utilizar sondas de ADN y ARN. Las sondas
estan tipicamente marcadas para detectar el gen correspondiente (por ejemplo, con 2P, 3H, 35S, biotina o avidina).

Una biblioteca de ADN gendémico preparada a partir de cualquier otro organismo puede, por lo tanto, cribarse para
ADN que se hibrida con las sondas descritas anteriormente y que codifica un polipéptido que tiene actividad lactasa.
El ADN gendmico u otro a partir de cualquier otro organismo se puede separar mediante electroforesis en gel de
agarosa o poliacrilamida u otras técnicas de separacion. El ADN de las bibliotecas o el ADN separado se puede
transferir e inmovilizar sobre nitrocelulosa u otro material de soporte adecuado. Con el fin de identificar un clon o
ADN que sea homologo con la SEQ ID NO: 10 u 11 o una subsecuencia de la misma, el material de soporte se
utiliza en una transferencia Southern.

La hibridacion indica que la secuencia de nucleétidos se hibrida con una sonda de acido nucleico marcada que
corresponde con la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID NO: 10 u 11, su cadena complementaria, o una
subsecuencia de la misma, bajo condiciones de rigurosidad muy baja a muy alta. Las moléculas a las que la sonda
de acido nucleico se hibrida bajo estas condiciones se pueden detectar utilizando una pelicula de rayos X.

En un aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es los nucleétidos 175 a 2011 o los nucledtidos 198 a 2040 de la
SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 respectivamente. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es una
secuencia de polinucleétidos que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o una subsecuencia de la
misma. En otro aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11. En otro
aspecto preferido, la sonda de acido nucleico es la region que codifica el polipéptido maduro de SEQ ID NO: 10 o
SEQ ID NO: 11.

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

Para sondas largas de al menos 100 nucleétidos de longitud, el material de soporte se lava finalmente tres veces
cada uno durante 15 minutos utilizando 2X SSC, SDS al 0,2% preferiblemente al menos a una temperatura de 45°C
(rigurosidad muy baja), mas preferiblemente al menos a 50°C (rigurosidad baja), mas preferiblemente al menos a
55°C (rigurosidad media), mas preferiblemente al menos a 60°C (rigurosidad media-alta), incluso mas
preferiblemente al menos a 65°C (rigurosidad alta), y lo mas preferiblemente al menos a 70°C (rigurosidad muy alta).

El lavado se puede realizar utilizando 0,2X SSC, SDS al 0,2% preferiblemente al menos a una temperatura de 45°C
(rigurosidad muy baja), mas preferiblemente al menos a 50°C (rigurosidad baja), mas preferiblemente al menos a
55°C (rigurosidad media), mas preferiblemente al menos a 60°C (rigurosidad media-alta), incluso mas
preferiblemente al menos a 65°C (rigurosidad alta), y lo mas preferiblemente al menos a 70°C (rigurosidad muy alta).
El lavado se puede realizar utilizando 0,1X SSC, SDS al 0,2% preferiblemente al menos a una temperatura de 45°C
(rigurosidad muy baja), mas preferiblemente al menos a 50°C (rigurosidad baja), mas preferiblemente al menos a
55°C (rigurosidad media), mas preferiblemente al menos a 60°C (rigurosidad media-alta),

incluso mas preferiblemente al menos a 65°C (rigurosidad alta), y lo mas preferiblemente al menos a 70°C
(rigurosidad muy alta).

Para sondas cortas que tienen aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, las
condiciones de rigurosidad se definen como prehibridacion, hibridacion y lavado posterior a la hibridacion a una
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temperatura de aproximadamente 5°C a aproximadamente 10°C por debajo del T; calculado utilizando 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 de sodio 1 mM, fosfato
monobasico de sodio 1 mM, ATP 0,1 mM y 0,2 mg de ARN de levadura por ml siguiendo métodos de transferencia
Southern estandar.

Para sondas cortas que tienen aproximadamente 15 nucleétidos a aproximadamente 70 nucleétidos de longitud, el
material de soporte se lava una vez en 6X SCC mas SDS al 0,1% durante 15 minutos y dos veces cada uno durante
15 minutos utilizando 6X SSC a una temperatura de 5°C a 10°C por debajo del T; calculado.

En condiciones de hibridacion que contienen sal, el Tr efectivo es lo que controla el grado de identidad requerido
entre la sonda y el ADN unido al filiro para una hibridacién exitosa. El Tr efectivo se puede determinar utilizando la
férmula siguiente para determinar el grado de identidad requerido para que dos ADN se hibriden en diversas
condiciones de rigurosidad.

Tt efectivo = 81,5 + 16,6(log M[Na*]) + 0,41(%G+C) — 0,72(% de formamida)

(Véase www.ndsu.nodak.edu/instruct/mcclean/plsc731/dna/dna6.htm). El contenido de G+C de SEQ ID NO: 10 es
42% vy el contenido de G+C de SEQ ID NO: 11 es 44%. Para rigurosidad media, la formamida es 35% vy la
concentracion de Na* para 5X SSPE es 0,75 M.

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

% de homologia = 100 - [(Tf efectivo — Temperatura)/1,4]

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

Los acidos nucleicos variantes incluyen un polinucleétido que tiene un cierto porcentaje, p. €j., 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o0 99% de identidad de secuencia con la codificacion de acido nucleico SEQ ID NO: 1 o
2. En un aspecto, se proporciona un acido nucleico capaz de codificar un polipéptido como se describe en la
presente memoria. En un aspecto adicional, 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% idéntico a la SEQ ID NO: 10 u 11.

En un aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que
tiene al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro codificado
por la secuencia de nucleétidos que codifica la transgalatosilasa contenida en el n°® de acceso DSM: 20583. En un
aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro codificado por la
secuencia de nucledtidos que codifica la transgalatosilasa contenida en el n°® de acceso ATCC: 29176. Todas las
consideraciones y limitaciones relacionadas con las identidades de secuencia y funcionalidad discutidas en términos
de la SEQ ID NO: 1 o 2 se aplican segun corresponda a las identidades de secuencia y a la funcionalidad de estos
polipéptidos y nucleodtidos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "expresion" se refiere al método mediante el cual se produce un
polipéptido en base a la secuencia de acido nucleico de un gen. El método incluye transcripcion y traduccion.

Como se utiliza en la presente memoria, "polipéptido” se utiliza de forma intercambiable con los términos "secuencia
de aminoacidos", "enzima", "péptido" y/o "proteina". Como se utiliza en la presente memoria, "secuencia de
nucledtidos" o "secuencia de acidos nucleicos" se refiere a una secuencia de oligonucledtidos o secuencia de
polinucledtidos y variantes, homologos, fragmentos y derivados de los mismos. La secuencia de nucleétidos puede
ser de naturaleza gendmica, sintética o recombinante y puede ser de doble cadena o monocatenaria, ya sea
representando la cadena sentido o antisentido. Como se utiliza en la presente memoria, el término "secuencia de
nucledtidos" incluye ADN gendémico, ADNc, ADN sintético y ARN.

"Homodlogo" significa una entidad que tiene un cierto grado de identidad u "homologia" con las secuencias de
aminoacidos y las secuencias de nucledtidos encontradas. En un aspecto, la secuencia de aminoacidos encontrada
es SEQ ID NO: 1-8, y la secuencia de aminoacidos encontrada es preferiblemente SEQ ID NO: 10-11.

Una "secuencia homéloga" incluye un polinucledtido o un polipéptido que tiene un cierto porcentaje, por ejemplo,
80%, 85%, 90%, 95% o 99%, de identidad de secuencia con otra secuencia. El porcentaje de identidad significa que,
cuando se alinea, ese porcentaje de bases o restos de aminoacidos es el mismo cuando se comparan las dos
secuencias. Las secuencias de aminoacidos son no idénticas, donde un aminoacido esta sustituido, eliminado o
afadido en comparacion con la secuencia en cuestion. El porcentaje de identidad de secuencia tipicamente se mide
con respecto a la secuencia madura de la proteina encontrada, es decir, después de la eliminacién de una
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secuencia sefial, por ejemplo. Tipicamente, los homdlogos comprenderan los mismos restos del sitio activo que la
secuencia de aminoacidos encontrada. Los homoélogos también retienen actividad enzimatica, aunque el homologo
puede tener diferentes propiedades enzimaticas que el tipo salvaje.

Como se utiliza en la presente memoria, "hibridacion" incluye el proceso mediante el cual una cadena de acido
nucleico se une con una cadena complementaria a través del emparejamiento de bases, asi como el proceso de
amplificacion como se lleva a cabo en tecnologias de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). El acido nucleico
variante puede existir como ADN o ARN monocatenario o bicatenario, un ARN/ADN heteroduplex o un ARN/ADN
copolimero. Como se utiliza en la presente memoria, "copolimero” se refiere a una Unica cadena de acido nucleico
que comprende tanto ribonucledtidos como desoxirribonucledtidos. El acido nucleico variante puede estar
optimizado con codones para aumentar adicionalmente la expresion.

Como se utiliza en la presente memoria, un compuesto "sintético" se produce mediante sintesis quimica o
enzimatica in vitro. Incluye, pero no se limita a, acidos nucleicos variantes preparados con el uso 6ptimo de codones
para organismos anfitriones, tales como una célula anfitriona de levadura u otros anfitriones de expresiéon de
eleccion.

Como se utiliza en la presente memoria, "célula transformada" incluye células, que incluyen tanto células bacterianas
como fungicas, que se han transformado mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. La transformacion
tipicamente se produce mediante la insercidon de una o mas secuencias de nucleétidos en una célula. La secuencia
de nucledtidos insertada puede ser una secuencia de nucledétidos heterdloga, es decir, es una secuencia que no es
natural para la célula que se va a transformar, tal como una proteina de fusién.

Como se utiliza en la presente memoria, "unidos operablemente” significa que los componentes descritos estan en
una relacion que les permite funcionar de la manera prevista. Por ejemplo, una secuencia reguladora unida
operablemente a una secuencia codificante esta ligada de tal forma que la expresion de la secuencia codificante se
consigue bajo condiciones compatibles con las secuencias control.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "fragmento” se define como un polipéptido que tiene uno o mas
(varios) aminoacidos eliminados del extremo amino y/o carboxilo, por ejemplo, del polipéptido de SEQ ID NO: 12 6
13; en donde el fragmento tiene actividad transgalactosilante.

En un aspecto, el término "fragmento polipeptidico" se define en la presente memoria como un polipéptido que tiene
uno o mas (varios) aminoacidos eliminados del extremo amino y/o carboxilo del polipéptido de SEQ ID NO: 1 6 2; en
donde el fragmento tiene actividad transgalactosilante.

En un aspecto, un fragmento contiene al menos 500, 700, 900 o 1000 restos de aminoacidos. En un aspecto, un
fragmento contiene como maximo 1250, 1200, 1180, 1170, 1150 u 1125 restos de aminoacidos.

En un aspecto adicional, la longitud del polipéptido descrito en la presente memoria es de 500 a 1250 aminoacidos.
En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de 500 a 1200 aminoacidos. En un aspecto
adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de 700 a 1170 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud
de la variante polipeptidica es de 900 a 1180 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante
polipeptidica es de 900 a 1150 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de
1000 a 1125 aminoacidos.

En un aspecto, se proporciona un plasmido que comprende un acido nucleico como se describe en la presente
memoria.

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

En un aspecto adicional, 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 un aspecto adicional, 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 un aspecto adicional, 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 un aspecto adicional, la célula de célula anfitriona se selecciona del grupo que consiste en Ruminococcus
hansenii, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium bifidum y
Lactococcus lactis.
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En un aspecto adicional, un método de expresién de un polipéptido como se describe en la presente memoria
comprende obtener una célula anfitriona o una célula como se describe en la presente memoria y expresar el
polipéptido en la célula o célula anfitriona, y opcionalmente purificar el polipéptido.

Variantes polipeptidicas de SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2

En un aspecto, se proporciona una variante de SEQ ID NO: 1 6 2 que tiene una sustitucién en una o mas posiciones
que afecta a una propiedad alterada tal como transgalactosilacion mejorada, con respecto a SEQ ID NO: 1 6 2.
Dichos polipéptidos variantes también se mencionan en este documento por conveniencia como "polipéptido
variante", "variante polipeptidica" o "variante". En un aspecto, los polipéptidos como se definen en la presente
memoria tienen una actividad transgalactosilante mejorada en comparacion con el polipéptido de SEQ ID NO: 1 6 2.
En otro aspecto, los polipéptidos como se definen en la presente memoria tienen una velocidad de reaccion

mejorada en comparacion con el polipéptido de SEQ ID NO: 1 6 2.

En un aspecto, los polipéptidos y variantes como se definen en la presente memoria exhiben actividad enzimatica.
En un aspecto, los polipéptidos y los polipéptidos variantes descritos en la presente memoria comprenden actividad
transgalactosilante.

En un aspecto, la relacion de actividad transgalactosilante:actividad de 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 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.

En un aspecto, los polipéptidos y las variantes como se definen en la presente memoria se pueden obtener a partir
de fuentes microbianas, en particular de un hongo filamentoso o levadura, o de una bacteria. La enzima se puede, p.
ej., obtener a partir de una cepa de Agaricus, p. ej. A. bisporus; Ascovaginospora; Aspergillus, p. ej. A. niger, A.
awamori, A. foetidus, A. japonicus, A. oryzae; Candida; Chaetomium; Chaetotomastia; Dictyostelium, p. ej. D.
discoideum; Kluveromyces, p. €j. 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. €j. B. coagulans, B. circulans, B. megaterium, B. novalis, B. subtilis, B. pumilus, B. stearothermophilus, B.
thuringiensis; Bifidobacterium, p. ej. B. longum, B. bifidum, B. animalis; Chryseobacterium; Citrobacter, p. ej. C.
freundii; Clostridium, p. ej. C. perfringens; Diplodia, p. ej. D. gossypina; Enterobacter, p. €]. E. aerogenes, E. cloacae
Edwardsiella, E. tarda; Erwinia, p. ej. E. herbicola; Escherichia, p. ej. E. coli; Klebsiella, p. ej. K. pneumoniae;
Miriococcum; Mirotesio; Mucor; Neurospora, p. €j. N. crassa; Proteus, p. €j. P. vulgaris; Providencia, p. ej. P. stuartii;
Pycnoporus, p. €j. Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus; Ruminococcus, p. €j. R. torques; Salmonella,
p. €j. S. typhimurium; Serratia, p. €. S. liquefasciens, S. marcescens; Shigella, p. ej. S. flexneri; Streptomyces, p. €j.
S. antibioticus, S. castaneoglobisporus, S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, p. €j. T. reesei, T. viride; Yersinia,
p. €j. Y. enterocolitica.

Se proporciona un polipéptido aislado y/o purificado que comprende un polipéptido o un polipéptido variante como se
define en la presente memoria. El polipéptido variante puede ser una forma madura del polipéptido (SEQ ID NO: 1 6
2). En un aspecto, las variantes incluyen un dominio C-terminal.

En un aspecto, un polipéptido variante como se define en la presente memoria incluye variantes en donde se han
afadido o eliminado entre uno y aproximadamente 25 restos de aminoacidos con respecto a la SEQ ID NO: 1 o la
SEQ ID NO: 2. En un aspecto, la variante tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en
donde se ha sustituido cualquier nimero entre uno y aproximadamente 25 aminoacidos. En un aspecto adicional, la
variante tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en donde se ha sustituido cualquier
numero entre tres y doce aminoacidos. En un aspecto adicional, la variante tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2, en donde se ha sustituido cualquier nimero entre cinco y nueve aminoacidos.

En un aspecto, al menos dos, en otro aspecto al menos tres, y en otro aspecto, se han sustituido al menos cinco
aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2.

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen la secuencia de SEQ ID NO: 1 6 2.

En un aspecto, €l o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen la secuencia de SEQ ID NO: 1 6 2, en
donde el aminoacido 10, tal como 9, tal como 8, tal como 7, tal como 6, tal 5, tal como 4, tal como 3, tal como 2, tal
como 1 en el extremo N-terminal se sustituye y/o se elimina.

En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de 500 a 1250 aminoacidos. En un aspecto
adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de 500 a 1200 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud
de la variante polipeptidica es de 700 a 1170 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante
polipeptidica es de 900 a 1180 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de
900 a 1150 aminoacidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptidica es de 1000 a 1125
aminoacidos.
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Caracterizacion de polipéptidos

Las enzimas y variantes enzimaticas de las mismas se pueden caracterizar por su acido nucleico y secuencias
polipeptidicas primarias, por modelado estructural tridimensional y/o por su actividad especifica. Las caracteristicas
adicionales de los polipéptidos o variantes polipeptidicas como se define en la presente memoria incluyen
estabilidad, rango de pH, estabilidad a la oxidacion y termoestabilidad, por ejemplo. Los niveles de expresion y la
actividad de la enzima se pueden evaluar utilizando ensayos estandar conocidos por los expertos en la técnica. En
otro aspecto, las variantes demuestran caracteristicas de rendimiento mejoradas con respecto al polipéptido con
SEQ ID NO: 1 6 2, tales como estabilidad mejorada a altas temperaturas, p. €j., 65-85°C.

Una caracteristica de expresion significa un nivel alterado de expresién de la variante, cuando la variante se produce
en una célula anfitriona particular. La expresion generalmente se refiere a la cantidad de variante activa que es
recuperable a partir de un caldo de fermentacion utilizando técnicas estandar conocidas en esta técnica durante un
periodo de tiempo dado. La expresion también se puede relacionar con la cantidad o relacién de variante producida
dentro de la célula anfitriona o secretada por la célula anfitriona. La expresién también se puede relacionar con la
velocidad de traduccion del ARNm que codifica el polipéptido variante.

Se proporciona un acido nucleico complementario a un acido nucleico que codifica cualquiera de las variantes
polipeptidicas expuestas como se define en la presente memoria. Adicionalmente, se proporciona un acido nucleico
capaz de hibridarse con el complemento. La secuencia para uso en los métodos y composiciones descritos en la
presente memoria puede ser una secuencia sintética. Incluye, pero no se limita a, secuencias hechas con el uso de
codones Optimos para la expresion en organismos anfitriones, tales como levadura.

Las variantes polipeptidicas como se proporcionan en la presente memoria se pueden producir sintéticamente o
mediante expresion recombinante en una célula anfitriona, segun procedimientos bien conocidos en la técnica. En
un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria son polipéptidos recombinantes. La variante
polipeptidica expresada como se define en la presente memoria opcionalmente se aisla antes del uso.

La variante polipeptidica como se define en la presente memoria se puede purificar después de la expresion. Los
métodos de modificacion genética y produccion recombinante de variantes polipeptidicas se describen, por ejemplo,
en las Patentes de EE.UU. nums. de publicacion 7.371.552, 7.166.453; 6.890.572; y 6.667.065; y los Nums. de
solicitudes publicadas de EE.UU. 2007/0141693; 2007/0072270; 2007/0020731; 2007/0020727; 2006/0073583;
2006/0019347; 2006/0018997; 2006/0008890; 2006/0008888; y 2005/0137111. Las ensefianzas relevantes de estas
descripciones, que incluyen secuencias polinucleotidicas que codifican polipéptidos, cebadores, vectores, métodos
de seleccion, células anfitrionas, purificacion y reconstitucion de variantes polipeptidicas expresadas, y
caracterizacion de variantes polipeptidicas como se define en la presente memoria, que incluyen tampones Utiles,
intervalos de pH, concentraciones de Ca®*, concentraciones de sustrato y concentraciones de enzimas para ensayos
enzimaticos.

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 donde dicha bacteria Gram negativa es Escherichia coli o una especie de Pseudomonas. En un
aspecto, la célula anfitriona es B. subtilus o B. licheniformis. La célula anfitriona puede ser B. subtilis, y la proteina
expresada se modifica por ingenieria genética para que comprenda una secuencia sefial de B. subtilis, como se
expone con mas detalle a continuaciéon. En un aspecto, la célula anfitriona expresa el polinucleétido como se
establece en las reivindicaciones.

Una célula anfitriona se puede modificar genéticamente para expresar una variante polipeptidica 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 NO: 1 6 2. El polinucledtido que codifica una variante polipeptidica como se define en la
presente memoria puede tener una secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de SEQ ID NO: 1 o una
secuencia de acido nucleico que tiene al menos aproximadamente 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 NO: 1 6 2. La secuencia de acido nucleico puede tener al menos aproximadamente 60%, 66%, 68%,
70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con el acido
nucleico de SEQ ID NO: 10-11.

Vectores

En un aspecto, un vector puede comprender un polinucleétido. En un aspecto, una célula bacteriana comprende el
vector. Una construccion de ADN puede comprender un acido nucleico que codifica una variante que se transfiere a
una célula hospedadora en un vector de expresion que comprende secuencias reguladoras unidas operablemente a
una secuencia codificante. El vector puede ser cualquier vector que se pueda integrar en un genoma de célula
anfitriona fangica y replicarse cuando se introduzca en la célula anfitriona. El FGSC Catalogue of Strains, University
of Missouri, enumera vectores adecuados. Se proporcionan ejemplos adicionales de vectores de expresion y/o
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integracion adecuados en Sambrook et al., MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL, 3rd ed., Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (2001); Bennett et al., MORE GENE
MANIPULATIONS IN FUNGI, Academic Press, San Diego (1991), pp. 396-428; y Num de patente de EE.UU.
5.874.276. Los vectores ilustrativos incluyen pFB6, pBR322, PUC18, pUC100 y pENTR/D, pDON™201,
pDONR™221, pENTR™, pGEM®3Z y pGEM®4Z. Ejemplos de uso en células bacterianas incluyen pBR322 y
pUC19, que permiten la replicacién en E. coli, y pE194, por ejemplo, que permite la replicacion en Bacillus.

Un acido nucleico que codifica una variante se puede unir operablemente a un promotor adecuado, que permite la
transcripcion en la célula anfitriona. El promotor se puede obtener a partir de genes que codifican proteinas
homodlogas o heterdlogas a la célula anfitriona. Los ejemplos no limitantes adecuados de promotores incluyen
promotores cbh1, cbh2, egl1 y egl2. El promotor puede ser uno que sea nativo de la célula anfitriona. Por ejemplo,
cuando P. saccharophila es el anfitrion, el promotor es un promotor nativo de P. saccharophila. Un "promotor
inducible" es un promotor que esta activo bajo regulaciéon ambiental o de desarrollo. El promotor puede ser uno que
sea heterodlogo para la célula anfitriona.

La secuencia codificante puede estar unida operablemente a una secuencia de ADN que codifica una secuencia
sefial. Un péptido sefal representativo es la SEQ ID NO: 9 que es la secuencia sefal nativa del precursor de aprE
de Bacillus subtilis. EI ADN que codifica la secuencia sefal se puede reemplazar con una secuencia de nucleétidos
que codifica una secuencia sefial de otros precursores de Bacillus subtilis extracelulares. El polinucleétido que
codifica la secuencia sefial puede estar inmediatamente secuencia arriba y dentro del marco del polinucleétido que
codifica el polipéptido. La secuencia sefal se puede seleccionar de la misma especie que la célula anfitriona.

Una secuencia sefial y una secuencia promotora que comprende una construccion de ADN o vector para ser
introducida en una célula anfitriona fungica se pueden obtener a partir de la misma fuente. El vector de expresion
también puede incluir una secuencia de terminacion. La secuencia de terminacion y la secuencia promotora se
pueden obtener a partir de la misma fuente. La secuencia de terminacion puede ser homdloga a la célula anfitriona.

Un vector de expresion puede incluir un marcador seleccionable. Los ejemplos de marcadores seleccionables
adecuados incluyen aquellos que confieren resistencia a agentes antimicrobianos, p.ej., higromicina o fleomicina.
Los marcadores selectivos nutricionales también son adecuados e incluyen amdS, argB y pyr4. El marcador
selectivo puede ser el gen amdS, que codifica la enzima acetamidasa; permite a las células transformadas crecer
sobre acetamida como fuente de nitrégeno. 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 una construccion de ADN con un polinucleétido que codifica una
variante puede ser cualquier vector que sea capaz de replicarse de forma auténoma en un organismo hospedador
dado o integrarse en el ADN del hospedador. El vector de expresion puede ser un plasmido. Se contemplan dos
tipos de vectores de expresion para obtener la expresion de genes. El primer vector de expresién comprende
secuencias de ADN en las que el promotor, la region codificante y el terminador se originan todos a partir del gen
que se va a expresar. El truncamiento génico se puede obtener eliminando secuencias de ADN no deseadas para
dejar que el dominio se exprese bajo el control de sus propias secuencias reguladoras transcripcionales vy
traduccionales. El segundo tipo de vector de expresion esta preensamblado y contiene las secuencias requeridas
para la transcripcion de alto nivel y un marcador seleccionable. La region codificante de un gen o parte del mismo se
puede insertar en este vector de expresion de uso general, de manera que esta bajo el control transcripcional de las
secuencias promotora y terminadora de la construccion de expresion. Los genes o parte de los mismos se pueden
insertar secuencia abajo del promotor cbh1 fuerte.

Transformacion, expresion y cultivo de células anfitrionas

La introduccidon de una construccion o vector de ADN en una célula anfitriona incluye técnicas tales como
transformacion; electroporacion; microinyeccion nuclear; transduccion; transfeccion, p. ej., mediada por lipofeccion y
mediada por DEAE-Dextrina; incubacion ADN precipitado con fosfato calcico; bombardeo a alta velocidad con
microproyectiles recubiertos de ADN; y fusion de protoplastos. Las técnicas de transformacién generales son
conocidas en la técnica. Véase, p. €j., Ausubel et al. (1987), supra, chapter 9; Sambrook et al. (2001), supra; y
Campbell et al., Curr. Gineta. 16: 53-56 (1989). La expresion de proteinas heterdlogas en Trichoderma se describe,
por ejemplo, en la Patente de EE.UU. N° de publicacion 6.022.725; Patente de EE.UU. N° de publicacion 6.268.328;
Harkki et al., Enzyme Microb. Technol. 13: 227-233 (1991); Harkki et.al., BioTechnol. 7: 596-603 (1989); EP 244,234;
y EP 215,594. Los transformantes genéticamente estables se pueden construir con sistemas de vectores en los que
el acido nucleico que codifica una variante se integra de forma estable en un cromosoma de la célula anfitriona. Los
transformantes se purifican a continuacién mediante técnicas conocidas.

En un ejemplo no limitante, los transformantes estables que incluyen un marcador amdS se distinguen de los
transformantes inestables por su velocidad de crecimiento mas rapida y la formacion de colonias circulares con un
contorno liso, en lugar de irregular sobre un medio de cultivo sélido que contiene acetamida. Ademas, en algunos
casos se lleva a cabo una prueba adicional de estabilidad cultivando los transformantes sobre medio soélido no
selectivo, p. ej., un medio que carece de acetamida, recolectando esporas de este medio de cultivo y determinando
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el porcentaje de estas esporas que posteriormente germinan y crecen sobre medio selectivo que contiene
acetamida. Otros métodos conocidos en la técnica se pueden utilizar para seleccionar transformantes.

Identificacion de actividad

Para evaluar la expresion de una variante en una célula anfitriona, los ensayos pueden medir la proteina expresada,
el ARNm correspondiente o la actividad (3-galactosidasa. Por ejemplo, los ensayos adecuados incluyen transferencia
Northern y Southern, RT-PCR (reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) e hibridacion in situ,
utilizando una sonda de hibridacion marcada apropiadamente. Los ensayos adecuados también incluyen medir la
actividad en una muestra. Los ensayos adecuados de la actividad de la variante incluyen, pero no se limitan a
ensayos basados en ONPG o determinacion de glucosa en mezclas de reaccion tales como las descritas en los
ejemplos de la presente memoria.

Métodos para purificar polipéptidos descritos en la presente memoria

En general, una variante producida en cultivo celular se secreta en el medio y se puede purificar o aislar, p. €j.,
retirando componentes no deseados del medio de cultivo celular. En algunos casos, una variante se puede
recuperar de un lisado celular. En tales casos, la enzima se purifica a partir de las células en las que se produjo
utilizando técnicas empleadas rutinariamente por los expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no se
limitan a, cromatografia de afinidad, métodos cromatograficos de intercambio iénico, que incluyen intercambio de
iones de alta resolucién, cromatografia de interaccion hidrofébica, division en dos fases, precipitacion con etanol,
HPLC de fase inversa, cromatografia sobre silice o sobre resina de intercambio catiénico, tal como DEAE,
cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitacion con sulfato de amonio vy filtracion en gel utilizando Sephadex G-75, por
ejemplo. Dependiendo del uso pretendido, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria se pueden, por
ejemplo, liofilizar o preparar en una solucion. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria
estan en forma liofilizada. En otro aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria estan en solucién.

Métodos para inmovilizar y formular los polipéptidos descritos en la presente memoria

Las composiciones polipeptidicas se pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos en la técnica y pueden
estar en forma de una composicion liquida o seca. Por ejemplo, la composicion polipeptidica puede estar en forma
de un granulado o de un microgranulado. El polipéptido que se incluira en la composicién se puede estabilizar de
acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

La preparacion enzimatica, tal como en forma de un ingrediente alimentario puede estar en forma de una solucién o
como un solido dependiendo del uso y/o el modo de aplicacion y/o el modo de administracion. La forma sélida puede
ser como un polvo enzimatico desecado o como una enzima granulada.

Los ejemplos de formulaciones enzimaticas secas incluyen productos secados por atomizacion, productos de
granulaciéon por mezclador, productos estratificados tales como granulos de lecho fluido, granulos extruidos o
peletizados, productos prensados o productos liofilizados.

La preparacion enzimatica, tal como en forma de un ingrediente alimentario puede estar en forma de una solucién o
como un solido dependiendo del uso y/o el modo de aplicacién y o el modo de administracion. La forma solida puede
ser como un polvo enzimatico desecado o como una enzima granulada.

En un aspecto, describimos una preparacion de complejo enzimatico que comprende un complejo enzimatico, un
portador de enzimas y opcionalmente un estabilizador y/o un conservante.

En otro aspecto adicional, el portador de enzima se puede seleccionar del grupo que consiste en glicerol o agua.

En un aspecto adicional, la preparacién comprende un estabilizador. En un aspecto, el estabilizador se selecciona
del grupo que consiste en sales inorganicas, polioles, azlcares y combinaciones de los mismos. En un aspecto, el
estabilizador es una sal inorganica tal como cloruro de potasio. En otro aspecto, el poliol es glicerol, propilenglicol o
sorbitol. En otro aspecto mas, el azlcar es un hidrato de carbono de molécula pequeia, en particular cualquiera de
los hidratos de carbono de sabor dulce, tales como glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa.

Y en un aspecto adicional, la preparacién comprende un conservante. En un aspecto, el conservante es
metilparabeno, propilparabeno, benzoato, sorbato u otros conservantes autorizados para uso alimentario o una
mezcla de los mismos.

Un método para producir un producto alimentario se puede ensayar con enzimas inmovilizadas, p. €j. una lactasa
inmovilizada u otro galactooligosacarido productor de enzimas. La enzima se puede inmovilizar sobre cualquier
soporte organico o inorganico. Los soportes inorganicos ilustrativos incluyen alimina, celita, Dowex-1-cloruro, perlas
de vidrio y gel de silice. Los soportes organicos ilustrativos incluyen DEAE-celulosa, hidrogeles de alginato o perlas
de alginato o equivalentes. En varios aspectos, la inmovilizacion de la lactasa se puede optimizar mediante
adsorcion fisica sobre el soporte inorganico. Las enzimas se pueden inmovilizar en diferentes medios, incluyendo
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agua, tampoén Tris-HCI y soluciéon tamponada con fosfato. La enzima se puede inmovilizar con cualquier tipo de
sustrato, p. €j. filtros, fibras, columnas, perlas, coloides, geles, hidrogeles, mallas y similares.

Uso de los polipéptidos descritos en la presente memoria

En un aspecto, se proporciona un método para producir un producto lacteo tratando un sustrato a base de leche que
comprende lactosa con un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, se
proporciona un método para producir un producto lacteo tratando un sustrato a base de leche que comprende
lactosa con un polipéptido que tiene una actividad transgalactosilante relativa por encima de 60%, tal como por
encima de 70%, tal como por encima de 75% después de 15 min de reaccion. En un aspecto, la actividad
transgalactosilante relativa esta por encima de 3 después de 30 min de reaccidon. En un aspecto adicional, la
actividad transgalactosilante relativa estd por encima de 6 después de 30 min de reaccién. Y en otro aspecto, la
actividad transgalactosilante relativa esta por encima de 12 después de 30 min de reaccion. En un aspecto, se
proporciona un método, en donde el tratamiento con un polipéptido como se describe en la presente memoria tiene
lugar a una temperatura 6éptima para la actividad de la enzima. En un aspecto adicional, el polipéptido se afiade al
sustrato a base de leche a una concentracién de 0,01-1000 ppm. Y en un aspecto adicional, el polipéptido se anade
al sustrato a base de leche a una concentracion de 0,1-100 ppm. En un aspecto adicional, el polipéptido se afiade al
sustrato a base de leche a una concentracién de 1-10 ppm. En un aspecto, se proporciona un método que
comprende ademas fermentar un sustrato tal como un producto lacteo con un microorganismo. En un aspecto
adicional, el producto lacteo es yogurt. En un aspecto adicional, 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 a
base de leche esencialmente al mismo tiempo.

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

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 como se define en la presente memoria se afiade en una
concentracion de 0,01-1000 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 concentracién de 0,01-1000
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 como se describe en la presente memoria puede ser, p. €j., leche desnatada, leche baja en
grasa, leche entera, nata, leche UHT, leche que tiene una vida util prolongada, un producto lacteo fermentado,
queso, yogur, mantequilla, leche, suero de leche, bebida de leche acidificada, crema agria, bebida a base de suero
de leche, helado, leche condensada, dulce de leche o una bebida lactea con sabor. Un producto lacteo se puede
fabricar mediante cualquier método conocido en la técnica.

Un producto lacteo puede comprender adicionalmente 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 otros aditivos tales como, p. €j., enzimas, aromatizantes, cultivos microbianos tales como
cultivos probidticos, sales, edulcorantes, azucares, acidos, frutas, zumos de frutas o cualquier otro componente
conocido en la técnica como componente de, o aditivo a, un producto lacteo.

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

Uno o mas sustratos a base de leche que se han tratado con una enzima como se define en la presente memoria
que tiene actividad transgalactosilante pueden representar al menos 50% (peso/peso), tal como al menos 70%, p. €.
al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, del producto lacteo.

El producto lacteo puede ser un producto lacteo que no se enriqguece mediante la adicion de galactooligosacaridos
preproducidos.

El sustrato a base de leche tratado con polipéptido puede no secarse antes de utilizarse como un ingrediente en el
producto lacteo.

El producto lacteo puede ser helado. En el presente contexto, el helado puede ser cualquier tipo de helado, como el
helado con toda la crema, el helado bajo en grasa o el helado a base de yogur u oftros productos lacteos
fermentados. El helado se puede fabricar mediante cualquier método conocido en la técnica.

El producto lacteo puede ser leche o leche condensada.
El producto lacteo puede ser leche UHT. La leche UHT en el presente contexto es leche que ha sido sometida a un

proceso de esterilizacion que esta destinado a matar todos los microorganismos, incluidas las esporas bacterianas.
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El tratamiento UHT (temperatura ultra alta, por sus siglas en inglés) puede ser, p. €j., tratamiento térmico durante 30
segundos a 130°C, o tratamiento térmico durante un segundo a 145°C.

El producto lacteo puede ser leche ESL. La leche ESL en el presente contexto es leche que tiene una vida dutil
prolongada debido a la microfiltracion y/o tratamiento térmico y que se puede mantener fresca durante al menos 15
dias, preferiblemente durante al menos 20 dias, en el estante de la tienda a 2-5°C.

El producto lacteo puede ser un producto lacteo fermentado, p. €j., yogur.

Los microorganismos utilizados para la mayoria de los productos lacteos fermentados se seleccionan del grupo de
bacterias generalmente denominadas bacterias acido lacticas. Como se utiliza en la presente memoria, el término
"bacteria acido lactica" designa una bacteria gram-positiva, microaerdfila o anaerdbica, que fermenta aztcares con la
produccion de acidos que incluye acido lactico como acido producido predominantemente, 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. Adicionalmente, las bacterias
productoras de acido lactico que pertenecen al grupo de bacterias anaerobias, bifidobacterias, es decir,
Bifidobacterium spp., que se utilizan frecuentemente como cultivos alimenticios solos o en combinaciéon con
bacterias acido lacticas, se incluyen generalmente en el grupo de bacterias de acido lacticas.

Las bacterias acido lacticas normalmente se suministran a la industria lactea como cultivos congelados o liofilizados
para la propagacion de iniciador a granel o los llamados cultivos "Direct Vat Set" (DVS), destinados a la inoculacion
directa en un recipiente de fermentacién o cuba para la produccién de un producto lacteo fermentado. Tales cultivos
se conocen en general como "cultivos iniciadores" o "iniciadores".

Las cepas de cultivo iniciador comunmente utilizadas de bacterias acido lacticas generalmente se dividen en
organismos mesofilos que tienen temperaturas de crecimiento 6ptimas a aproximadamente 30°C y organismos
termdfilos que tienen temperaturas de crecimiento Optimas 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 acido lacticas
termofilas incluyen como ejemplos Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus delbrueckii
subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus acidophilus.

También las bacterias anaerdbicas que pertenecen al género Bifidobacterium que incluyen Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium longum se utilizan comunmente como cultivos lacteos iniciadores y
generalmente se incluyen en el grupo de bacterias acido lacticas. Ademas, las especies de Propionibacteria se
utilizan como cultivos iniciadores lacteos, en particular en la fabricacién de queso. Ademas, los organismos que
pertenecen al género Brevibacterium se utilizan cominmente como cultivos iniciadores alimentarios.

Otro grupo de cultivos microbianos iniciadores son cultivos fungicos, que incluyen cultivos de levadura y cultivos de
hongos filamentosos, que se utilizan particularmente en la fabricacion de ciertos tipos de queso y bebidas. Los
ejemplos de hongos incluyen Penicillium roqueforti, Penicillium candidum, Geotrichum candidum, Torula kefir,
Saccharomyces kefir y Saccharomyces cerevisiae.

El microorganismo utilizado para la fermentacion del sustrato a base de leche puede ser Lactobacillus casei o una
mezcla de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Los métodos de fermentacion son bien conocidos y la persona experta en la técnica sabra como seleccionar
condiciones del método adecuadas, tales como temperatura, oxigeno, cantidad y caracteristicas de microorganismo
0 microorganismos, aditivos tales como p. €j. hidratos de carbono, aromas, minerales, enzimas y tiempo de proceso.
Obviamente, las condiciones de fermentacion se seleccionan para apoyar el logro deseado.

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

En un aspecto, se proporciona un método para utilizar los polipéptidos o utilizar 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 vy
xilooligosacaridos.

Los oligosacaridos se pueden producir incubando la célula que expresa el polipéptido en un medio que comprende
un sustrato de 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,
suplementos dietéticos y productos comestibles probioticos. Alternativamente, los oligosacaridos se pueden
recuperar y posteriormente afiadirse al producto de interés antes o después de su preparacion.
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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 fermentada, suplemento dietético y
producto comestible probidtico.

En un aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para preparar productos de
queso y en métodos para preparar los productos de queso. Los productos de queso pueden, p. €j. ser seleccionados
del grupo que consiste en queso crema, requeson y queso procesado. Afadiendo polipéptidos, los quesos pueden
contener niveles significativamente aumentados de galactooligosacaridos y niveles reducidos de lactosa. En un
aspecto, los niveles de lactosa en el producto de queso final se pueden reducir en al menos aproximadamente 25
por ciento, preferiblemente al menos aproximadamente 50 por ciento, y mas preferiblemente al menos
aproximadamente 75 por ciento. Los polipéptidos se pueden utilizar para reducir la lactosa en los productos de
queso a menos de aproximadamente 1 gramo por porcién, una cantidad que puede ser tolerada por la mayoria de
los individuos intolerantes a la lactosa.

Los productos de queso proporcionados en la presente memoria son productos de queso enriquecidos
nutricionalmente que tienen un contenido de fibra soluble aumentada, contenido calérico reducido, excelentes
propiedades organolépticas, textura y sabor mejorados. 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 hidrdlisis. Finalmente, los polipéptidos pueden reducir el coste de produccion de
productos de queso, particularmente productos de queso crema, porque los GOS sorprendentemente proporcionan
una textura mejorada al producto de queso crema, permitiendo de este modo el uso reducido de estabilizadores, o
permitiendo un contenido de humedad incrementado sin sinéresis.

En un aspecto adicional, se proporciona una composiciéon que comprende un polipéptido como se describe en la
presente memoria y un sustrato de hidrato de carbono. En un aspecto adicional, el sustrato de hidrato de carbono es
un disacarido. En un aspecto adicional, el disacarido es, por ejemplo, lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa,
sacarosa, lactosa o celobiosa. En otro aspecto mas, el sustrato de hidrato de carbono es lactosa. La composicién se
prepara de forma tal 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,
suplementos dietéticos y productos comestibles probioticos. En un aspecto, se proporciona una composicion que
comprende un polipéptido como se describe en la presente memoria y un estabilizante. Ejemplos de estabilizantes
son, p. €j., un poliol tal como, p. €j., glicerol o propilenglicol, un azucar o un alcohol de azucar, 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 descrito en la presente memoria o una célula como se
describe en la presente memoria, para producir galactooligosacaridos para ser parte de un producto seleccionado
del grupo que consiste en yogur, queso, productos lacteos fermentados, suplementos dietéticos y productos
comestibles probidticos. 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 potenciar el crecimiento
de Bifidobacterium. 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 potenciar el crecimiento de Bifidobacterium en una fermentaciéon de cultivo mixto.

En un aspecto, se proporciona un método 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 bajo condiciones que permiten la expresion de dicho polipéptido y recuperar el polipéptido
resultante del cultivo. Se proporciona un método 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 solucién a base de leche que comprende lactosa.

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

El tratamiento de productos lacteos con enzimas que convierten la lactosa en monosacaridos o GOS tiene varias
ventajas. En primer lugar, los productos pueden ser consumidos por personas con intolerancia a la lactosa que, de lo
contrario, presentarian sintomas como la flatulencia y la diarrea. En segundo lugar, los productos lacteos tratados
con lactasa tendran un dulzor mas alto que los productos no tratados similares debido al mayor dulzor percibido de
la glucosa y la galactosa en comparacion con la 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 produccion de helados se
observa a menudo un fenédmeno denominado arenosidad, donde las moléculas de lactosa cristalizan debido a la
baja solubilidad relativa de la lactosa. Cuando la lactosa se convierte en monosacaridos o GOS, la sensacion en la
boca del helado mejora mucho con respecto a los productos no tratados. La presencia de una sensacion arenosa
debido a la cristalizacion de lactosa se puede eliminar y los costos de la materia prima se pueden reducir
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reemplazando la leche desnatada en polvo por suero en polvo. Los principales efectos del tratamiento enzimatico
fueron dulzor aumentado.

En un aspecto, el o los polipéptidos transgalactosilantes como se describe en la presente memoria se pueden utilizar
junto con ofras enzimas tales como proteasas tales como quimosina o renina, lipasas tales como fosfolipasas,
amilasas, transferasas y lactasas. En un aspecto, el o los polipéptidos transgalactosilantes como se describe en la
presente memoria se pueden utilizar junto con lactasa. Esto puede ser especialmente util cuando existe el deseo de
reducir la lactosa residual después del tratamiento con el o los polipéptidos transgalactosilantes como se describe en
la presente memoria especialmente a bajos niveles de lactosa. Una lactasa en la presente memoria es cualquier
glucoésido hidrolasa que tiene la capacidad de hidrolizar el disacarido lactosa en galactosa y en mondmeros de
glucosa constituyentes. El grupo de lactasas comprende, pero no se limita a, enzimas asignadas a la subclase EC
3.2.1.108. Las enzimas asignadas a ofras subclases, tales como, p. €j., EC 3.2.1.23, también pueden ser lactasas en
el presente contexto. Una lactasa en el presente contexto puede tener otras actividades ademas de la actividad
hidrolitica de la lactosa, tal como, por ejemplo, una actividad transgalactosilante. En el presente contexto, la
actividad hidrolitica de lactosa de la lactasa se puede denominar como su actividad lactasa o su actividad beta-
galactosidasa. Las enzimas que tienen actividad lactasa pueden ser de origen animal, vegetal o microbiano. Las
enzimas preferidas se obtienen a partir de fuentes microbianas, en particular a partir de un hongo filamentoso o
levadura, o de una bacteria. La enzima se puede, p. €j., obtener a partir de una cepa de Agaricus, p. ej. A. bisporus;
Ascovaginospora; Aspergillus, p. ej. A. niger, A. awamori, A. foetidus, A. japonicus, A. oryzae; Candida;
Chaetomium; Chaetotomastia; Dictyostelium, p. ej. D. discoideum; Klu- veromyces, p. €j. K. fragilis, K. lactis; Mucor,
p. ej. M. javanicus, M. mucedo, M. subtilissimus; Neurospora, p. ej. N. crassa; Rhizomucor, p. ej. R. pusillus;
Rhizopus, p. €j. R. arrhizus, R, japonicus, R. stolonifer; Sclerotinia, p. €j. S. libertiana; Torula; Torulopsis;
Trichophyton, p. ej. 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. ej. B.
longum, B. bifidum, B. animalis; Chryseobacterium; Citrobacter, p. gj. C. freundii; Clostridium, p. €j. C. perfringens;
Diplodia, p. €. D. gossypina; Enterobacter, p. €j. E. aerogenes, E. cloacae Edwardsiella, E. tarda; Erwinia, p. €j. E.
herbicola; Escherichia, p. €j. E. coli; Klebsiella, p. ej. K. pneumoniae; Miriococcum; Myrothesium; Mucor; Neurospora,
p. €j. N. crassa; Proteus, p. €j. P. vulgaris; Providencia, p. ej. 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. gj. S. flexneri; Streptomyces, p. €j. S. antibioticus, S. castaneoglobisporus,
S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, p. €j. T. reesei, T. viride; Yersinia, p. €j. Y. enterocolitica. La lactasa puede
ser un componente intracelular de microorganismos como Kluyveromyces y Bacillus. Kluyveromyces, especialmente
K. fragilis y K. lactis, y otros hongos tales 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. Varias preparaciones de lactasa comerciales derivadas de estos organismos estan disponibles tales
como Lactozym.RTM. (disponible de Novozymes, Dinamarca), HA-Lactase (disponible de Chr. Hansen, Dinamarca)
y Maxilact.RTM. (disponible de DSM, Paises Bajos), 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 tales lactasas se utilizan en la produccion de,
p. €j., yogur bajo en lactosa, el tratamiento enzimatico se tendra que hacer en un paso separado antes de la
fermentacion o se deben utilizar dosificaciones enzimaticas altas, porque su actividad disminuye a medida que
disminuye el pH durante la fermentacion. Ademas, estas lactasas no son adecuadas para la hidrdlisis de lactosa en
leche realizada a alta temperatura, lo que en algunos casos seria beneficioso para mantener el recuento microbiano
bajo y garantizar asi una buena calidad de la leche.

La enzima puede ser una lactasa de una bacteria, p. €j. de la familia Bifidobacteriaceae, tal como del género
Bifidobacterium tal como la lactasa descrita en el documento WO 2009/071539.

Ejemplo 1
Produccién de polipéptidos

Se adquirié un gen sintético de Ruminococcus hansenii con codones optimizados para la expresion en Bacillus
subtilus de GeneART (Regensburg, Alemania). El gen sintético se cloné en el vector de expresion pBN Bacillus
subtilus (figura 1) y se transform6 en la cepa BG6006 de Bacillus subtilus. Los transformantes se volvieron a
sembrar dos veces en placas LB que contenian 10 mg/ml de neomicina como seleccion.

Se preparo un precultivo en medio LB que contenia 10 mg/ml de neomicina y se cultivé durante 7 horas a 37°C y a
180 rpm de agitacion. Se utilizaron 500 ml de este precultivo para inocular 50 ml de medio modificado de Grant que
contenia 10 mg/ml de neomicina al que se dejo6 crecer durante 48 horas a 33°C y a 180 rpm de agitacion.

Los cultivos se recogieron por centrifugacion a 10.000 x g y se filtraron en condiciones estériles. Los caldos de
fermentacion se concentraron por arriba utilizando Sartorius Vivaspin20 MWCO 10,000 Dalton (Cédigo de producto
VS2002) a 4000 rpm en una centrifuga de mesa. El concentrado se estabilizé con un 20% p/p de glicerol.

El medio modificado de Grant se preparard segun las siguientes instrucciones:
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PARTE | (Autoclave)

Soytone 10g

Llevar a 500 ml por litro
PARTE Il

KoNPO4 1M 3ml

Glucosa 75g

Urea 3649

10X MOPS de Grant 100 ml

Llevar a 400 ml por litro

La PARTE | (2% p/p de Soytone) se preparo, y se traté en un autoclave durante 20-25 minutos. La PARTE Il se
preparo, y se mezcld con la PARTE 1y el pH se ajusté a pH a 7,3 con HCI/NaOH.

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

El tampdn 10X MOPS se prepar6 segun las siguientes instrucciones:

83,72 ¢ Ticina

7179 Granulos de KOH

12g NaCl

29,22 g K2S04 0,276M

10 ml MgCl. 0,528M

10 mi Micronutrientes de Grant 100X

Llevar a 100 ml.

Los Micronutrientes 100X se preparan segun las siguientes instrucciones:

Citrato de sodio.2H20 1,479
CaCl2. 2H20 1,47 g
FeS0O4.7H20 0449
MnS04.H20 0,19
ZnS04.H20 0,19
CuCl2.2H20 0,05¢g
CoCl2.6H20 0,19
Na2Mo04.2H20 0,19

El volumen se alcanzé con agua milliQ.

La esterilizacion se realizé a través de un filtro de PES de 0,2 um.

La proteccion de la luz fue envolviendo en papel de aluminio.

El almacenamiento fue a 4°C.

Determinacion de la actividad de hidrdlisis de las preparaciones enzimaticas

La actividad enzimatica de Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1), Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2) y
Bifidobacterium bifidum BIF3d3 (truncado) (como se describe por Jegrgensen et al. (2001), Appl. Microbiol.
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Biotechnol., 57: 647 - 652 y patente EP 1.283.876) se midi6 usando el sustrato comercialmente disponible 2-
nitrofenil-p-D-galactopirandsido (ONPG) (Sigma N1127).

Composicion de tampoén 1 x ONPG:

50 mM Na-Citrato
100 mM NAPO4

2 mM CaCl2

1 mM MgCI2

20 mM ONPG

Las series de dilucién de las enzimas anteriores y Lactozym® (de Novozymes) como control estandar se realizaron
en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Se transfirieron 75 ml de las diluciones a una nueva placa de
microtitulacion y se mezclaron con 75 ml de tampén 2 x ONPG concentrado. Las mediciones de absorbancia se
registraron a 450 nm en un dispositivo molecular SpectraMax controlado por el paquete de software Softmax. La
camara se equilibré a 37°C y se realizaron grabaciones cada 15 segundos durante 10 minutos en total. Se midio la
generacion de ONP y se determind la Vmax de la reaccion. El Vmax para cada preparacion enzimatica se comparo
con concentraciones conocidas de (3000 LAU/mI) Lactozym® y la actividad en LAU/ml se calcul6 a partir del
estandar Lactozym® (véase la Tabla 1 a continuacion).

Tabla: 1
Enzima LAU/ml
Lactozym® 3000
Bifidobacterium bifidum BIF3s3 (truncada)* 105
Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2) 45
Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1) 42

Ejemplo 2
Definicion de unidad de enzima productora de GOS

En la presente solicitud, la actividad transgalactosilante relativa se define como la diferencia entre la cantidad de
glucosa liberada restada de la cantidad de galactosa liberada dividida por la cantidad de galactosa generada en
tampon T a 37°C.

Ecuacion 1:

[Glucosa]—[Galactosa]

Actividad relativa transgalactosilante = -
[Clucosal

El tampdn T se prepar6 de la siguiente manera:

50 mM No-citrato
100 mM Na - PO4
2 mM CaCl2

1 mM MgCI2

5 p/p % Lactosa
pH 6,0

Medicién de galactosa y glucosa por cromatografia HPLC

La galactosa y la glucosa se analizaron utilizando un sistema Dionex ICS3000 que consta del automuestreador ICS-
3000 AS, el detector ED ICS-3000, el médulo de cromatografia DC ICS-3000 y una bomba de gradiente DP (Dionex
Corp, Sunnyvale, California, EE.UU.).
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La galactosa y la glucosa se separaron utilizando una columna CarboPac PA1 de 4 mm con una columna de
proteccion CarboPac PA1 de 4 mm (Dionex Corp, Sunnyvale, California, EE.UU.). El flujo fue de 1 ml/min. El
gradiente se realiz6 segun la tabla 2, y la cuantificacion se realizo con el uso de estandares externos.

5 Tabla 2: Programa de gradiente (p/p %) utilizado para el analisis de monosacaridos en muestras
Tiempo (min) Agua Milli Q NaOH 150 mM
0-12 90%-85% 10%-15%
12-25 85%-0% 15%-100%
25-30 0% 100%
30-32 0%-90% 100%-10%
32-34 90% 10%

Los eluyentes utilizados fueron agua y NaOH 150 mM. Se preparé6 NaOH 150 mM (eluyente) desgasificando 2 | de
agua Milli Q durante 10 minutos y afiadiendo 16 ml de NaOH al 50% p/p y desgasificando durante otros 5 minutos.

Calculo de la actividad transgalactosilante

La actividad relativa transgalactosilante se calcul6 segun la ecuacion 1y las concentraciones de glucosa y galactosa
10 se midieron mediante HPLC.

Tabla 3: Concentraciéon de Galactosa en %:

15 | 30 60 120 180
1,5 |19 2,1 2,3 2,1
05 |1 1 1 0,9
0,1 | 01 0,2 0,2 0,2
0,1 | 01 0,1 0,2 0,3

Tiempo/min

Lactozym®
Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncado)

Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1)

Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2)

oO|lo|o|O | O

Tabla 4: Concentracion de Glucosa en %:

15 | 30 60 120 180
19 |23 23 24 2,2
1,5 | 1,8 1,8 1,6 1,8
0,7 |13 1,2 1,3 1,3
04 |05 0,8 0,7 0.8

Tiempo/min

Lactozym®
Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncado)
Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1)

Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2)

oO|lo|o|O | O

Tabla 5: Relacién de actividad transgalactosilante:Actividad p-galactosidasa

Tiempo/min 0 15 30 60 120 180
Lactozym® nd 0,27 0,21 0,10 0,04 0,05
Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncado) nd 2,00 0,80 0,80 0,60 1,00
Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1) nd 6,00 12,00 5,00 5,50 5,50
Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2) nd 3,00 4,00 7,00 2,50 1,67
nd: No determinado para este punto de tiempo.
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Tabla 6: Actividad transgalactosilante relativa en %:

Tiempo/min 0 15 30 60 120 180

Lactozym® nd 21,05 | 17,39 8,70 417 4,55
Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncado) nd 66,67 | 44,44 | 44,44 | 37,50 | 50,00
Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1) nd 85,71 | 92,31 | 83,33 | 84,62 | 84,62
Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2) nd 75,00 | 80,00 | 87,50 | 71,43 | 62,50
nd: No determinado para este punto de tiempo.

La Fig. 2 muestra la acumulacién de glucosa y galactosa en el tiempo extra. Como es claramente evidente a partir
de la Fig. 2 y las tablas anteriores, las enzimas de Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1) y Ruminococcus lactaris
(SEQ ID NO: 2) generan solo entre 10 - 20% de galactosa en relacion con la enzima de Bifidobacterium, bifidum
BIF3d3 (truncada). Estos hallazgos sugieren que las enzimas de Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1) y
Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO: 2) son capaces de excluir agua del sitio activo de manera mas eficiente que
Lactozym® y la enzima de Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncada).

Ejemplo 3
Ensayo en leche

Se prepararon muestras en 9% p/p de leche reconstituida a partir de leche desnatada en polvo (Humana Milk Union,
DE NW508 EG) dando una concentracion final de lactosa de 5% p/p. Las enzimas se dosificaron en base a la
actividad de LAU determinada como se describié anteriormente a una concentracion final de 6 LAU/mI. Se tom6 una
muestra antes de la adicion de la enzima y se tomaron muestras adicionales en puntos de tiempo indicados y las
enzimas se inactivaron inmediatamente incubando a 95°C durante 10 minutos. Las muestras se diluyeron 1:10 y se
aplicaron 2 ml sobre placas de gel de silice 60 HPTLC activadas (161°C durante 10 minutos) (Merck Cat NO
1.05641.0001) con un CAMAG Automatic TLC Sampler 4. Las placas de TLC se eluyeron con un eluyente que
contiene (80) acetonitrilo: (20) acetato de etilo: (50) 1-propanol: (40) agua. Las muestras se visualizaron calentando
(161°C durante 10 minutos) y se dejaron enfriar antes de sumergirlas en 5% p/p de H2SO4 en etanol al 99,9%. Las
placas se desarrollaron con calentamiento a 161°C durante 3 min.

Tabla 7: Composicion de estandares:

Conc Std A (p/p %) | Conc Std B (p/p %) | Conc Std C (p/p %)
Glucosa 0,5 0,4 0,1
Lactosa 0,3 0,2 0,5
Galactosa 0,1 0,05 0,3

El nimero de muestra en la fig. 3 es como se muestra en la tabla a continuacion:

Numero de muestra:

1 | StdA 8 Lactozym® 120 min 15 | B.bifidum 180 min 22 | R. lactaris 0 min

2 | StdB 9 Lactozym® 180 min 16 | R. hansenii 0 min 23 | R. lactaris 15 min
3 |StdC 10 B.bifidum 0 min 17 | R. hansenii 15 min 24 | R. lactaris 30 min
4 | Lactozym® 0 min 11 B.bifidum 15 min 18 | R. hansenii 30 min 25 | R. lactaris 60 min
5 | Lactozym® 15 min 12 B.bifidum 30 min 19 | R. hansenii 60 min 26 | R. lactaris 120 min
6 | Lactozym® 30 min 13 B.bifidum 60 min 20 | R. hansenii120 min | 27 | R. lactaris 180 min
7 | Lactozym® 60 min 14 B.bifidum 120 min 21 | R. hansenii 180 min

La Fig. 3 muestra la composicion de azicar de la leche en diversos puntos de tiempo durante la incubacion.
Mientras que Lactozym® genera cantidades aproximadamente iguales de glucosa y galactosa, las enzimas de
Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncadas), Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1) y Ruminococcus lactaris (SEQ
ID NO: 2) generan todas mas glucosa que galactosa. Estos resultados son indicativos de que todas estas enzimas
son capaces de realizar transgalactosilacion en leche reconstituida con una concentracion de lactosa inicial de 5%

p/p.
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Ejemplo 4

Actividad de mutantes de nucleo catalitico de Ruminococcus hansenii
Purificacién de la enzima a partir de muestras crudas

Se obtuvieron muestras de enzimas crudas como se describe en el ejemplo 1.
Método de purificacion

Cromatografia de intercambio iénico, Q HiTrap HP FF 5 ml

La columna se preparé como se describe por el fabricante y se equilibré en tampén Tris/HCI 20 mM, pH 8,0 (tampdn
A).

La muestra (5 ml) se desalé en Tampon A y se aplicé a la columna a un caudal de 4 ml/min. La columna se lavé con
tampon Ay las proteinas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl 0-0,6 M en tampdén A. Durante todo el
recorrido se recogieron fracciones de 4 ml.

Ensayo de actividad

Se mezclaron 90 ml de tampdn de reaccion con 30 ml de la muestra de enzima diluida indicada (tabla 8) en una
placa de PCR Eppendorf twin tech de 96 pocillos (Cat. 951020401) y se incubaron durante 30 minutos a 42°C en un
equipo PCR Eppendorf Mastercycler Gradient. La reaccion se detuvo transfiriendo la mezcla a una placa Costar
9017 de 96 pocillos que contenia 120 ml de Na-carbonato 10% (solucion de parada). Las reacciones se midieron a
420 nm en un lector de placas Spectra Max 190 de Molecular Devices.

Tabla 8:
Proteina, pg/ml Diluida OD420 | Tiempo/min | Actividad/min, %
E592Q Frac. 13 62 10X 0,011 25 3
D625N Frac. 14 11 2X 0,168 25 50
D588N Frac. 14 6 1X 0,019 25 6
D576N Frac. 17 29 5X 0,270 5 81
WT Frac. 17 33 5,6X 0,335 5 100

Las concentraciones de proteina se ajustaron a la de la muestra D588N diluyendo con tampén Na-P 50 mM (pH 7,0)
y se midi6 la actividad como se describe anteriormente.

La Tabla 8 muestra la concentraciéon de proteina en las fracciones indicadas, el factor de dilucién para alcanzar la
concentracion de D588N, la medicion de OD420, el tiempo de reaccién en minutos y la actividad relativa por minuto
de la enzima de tipo salvaje (WT) de Ruminococcus hansenii.

La Fig. 4 muestra los resultados de la cromatografia de intercambio aniénico de las variantes anteriores de
Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1). El gel es un gel de acrilamida Nu-PAGE 4-12% tefiido con tincion azul
brillante coomassie.

Calle Muestra

1 E592Q cruda

Frac. 13 eluida

Frac. 14 eluida

D625N cruda

Frac. 14 eluida

Frac. 15 eluida

D588N cruda

Frac.14 eluida

© | (N |~ W|DN

Frac.17 eluida
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Lista de secuencias

La SEQ ID NO:

KADSQTQOMSS
HDYSTEQEYS
EVGTHPYGYY
VDLNGIKVES
TRAQRTGAGK
FDTETGFQLN
KDLIEVCNEK
LKAIMKRDON
RGDWEQVSIG
GNQRATSDOO
PGAKGTWESE
VPVVVYSDAK
QVEYRAGTLE
DVTDEDGNIV
EKAGEITVTA
AQYSDRTRED
QKGVKPQLPD
TASIRVOKED
ASQOKGTKEAR

La SEQ ID NO:

AGVSVPALAQ
TFDDSKWEQV
GVYMNATVHV
YRDVDLTILTD
KDGSADQSIG
DTYDTEYGFR
GCNSIRVTHN
LGATNGETWA
DADNTRPMTI
SETASATNSE
TGFDYLGEPT
LPAWNNNYVS
IYEGSDKNST
SADHKKIAAD
OADNREKAFSG
SRTYYVEVGS
AVNVNMIDEV
AGTVTVNGTA
DGSTTISSNT
PDAGATETYV

La SEQ ID NO:

VNRGALASQA
DTAGFPRDSY

ES 2 681 692 T3

Calle Muestra

13 D576N cruda
14 Frac. 17 eluida
15 Frac. 18 eluida
16 WT cruda

17 Frac. 17 eluida
18 Frac. 18 eluida

1 es un fragmento truncado de 1125 aminoacidos de la SEQ ID NO: 12.

EPEQVAVEDY
QSLEARSGYL
PESFDITDYL
NNLEKEAGKT
KTEISATVPV
GRNVRLKGVC
GILVIEEVFD
APSIIEWSLG
DEKLTKRGGTS
LTAYDNSRVN
ENSYFGITDT
EVELFFTPAN
AVAKDAKGNV
PDABRNRVTED
KADGLESSTV
VAVEWDEISD
VRPAVLPDGT
TKIGSSVTNV
LTFTEFDTOOR

2 es un fragmento truncado de 1150 aminoacidos de la SEQ |

QAVRTESQTQ
SLPHDYSISQ
NGHEVGTHPY
DVHVDILNGER
TVTTNAQSIA
YFNFDSHTGF
PAAQDLIDAC
QFDLESMISR
GDNKLEKANRKRQ
GIYYRTTGGG
PWNGTGSGAV
KDSSGNVEPVV
TDKNLYLTWN
GESLSYITVD
KVLAIVESTK
TPELPEKTVT
GGLLNYSTNT
NVLGKE LAVT
SGGANEPTVWS

GSNSARTGNE
PGGVGWYREN
SYDKENTIAV
VNTDVKTTVV
KNPELWSVEN
MHHDQGALGA
GWHRAKNGNS
NEIQEGAGGS
GTNYSDGASY
WGATASQAWY
AGFPEKDSYYF
GGEKKSLGEK
TRDTEGRSVV
VQGAGKLVEV
KITTTPVKEE
BOLSKTGSET
VLAASFPVOW
BRLSONIOGS
IGEIVIHFAK

MSSDPELVYV
EYSKSMEAES
GYTSEFSEFDIT
VITPNLETEK
AGATARTIQAT
SLNGENMRLK
NEQGILVVER
DYNAPSVIMK
ISKTFARLLT
QTSDKQLTSY
GSWPSPENSY
VYSDAASVEL
VPYADGTVSA
VTDANGNIVP
BAGTITVIAS
RYTDGTSEEL
AVGVAPVLPT
ASVRVOQEETI
NYDYSQDGNT

DSDWKFNLGD
FTLGEEAKGK
KVDHOTESSR
NGSKEAKNIT
PALY'TIRTEV
VANRRAIERQ
NDYSVWEEKA
GYAERADKLI
BRIHKEHPDW
DVIQRDEVAG
YOSOWNEEVHN
TFKTETTEAG
KTTGEEAKRLS
BDNGSSPDHDS
PSERYVESYK
VEGTVGKRDI
DEKDADTFQK
DTLEATKDGK
DNNSIREFPDA

NNYSSTAQRS
GYLGGGTGWY
DYVKYDGENT
GSTVNTDVTA
VEVSNPELWS
GYCMHHDGGS
AFDTWTRPRN
SLGNEVMEGT
ERGGTVGFNY
DHSNVGEWGAT
FGIIDTAGFA
FFQAKGEDTEK
VAYNSNGQKI
DAENRVKFTV
ADGLDSASVE
PVTWDAITED
SRPAVLODGT
TIGDSVSADA
TADIIFEYAT

VSNAQTPTFED
RIRIDFDGVY
WYSGSGIYRS
ITHIVFKKGE
KAGDKLLDSY
VEILOEMGCN
TEEDNATLGK
KWAKEADATK
KLYGSETASS
EYVWTGFDYT
TLHVLPAWNE
YSYOVLENGK
AKTDRNSTOA
YRKADNREKAFS
YSKSYYVKTG
TVNINMIDDV
BEDEIVTVNGS
TEMSLNNDGG
GTTEL

ONFNSNWEEY
RENFTLSSDT
TAVEKVVNNTPE
TVANDSDAAK
VENPSLYTVR
LGAAAYDSAT
GNSNDYSVAEFRF
SGGTDAEYEA
ADGRVLDSYH
ASNAWYTVLT
KDSYYFYQSQ
TSLGKKTFTO
TDEVGOS5VT
EGDGELVGVD
ITTTAVDNGS
QIARAGSEOV
VMDVTFPVTW
LNLTOSVPAD
EQRLGQIVTH

3 es los restos de aminoacidos 559-649 de la SEQ ID NO: 1.

WYDVIQRDEV AGEYVWTGEFD YIGEPTPWNG TDPGAKGTWP
YFYQSOWNEE VNTLEVLPAW N

32

DSKWRTLSLP
MNATVYVNGE
VNLTTTNDVH
KPDRAIGTET
DTEYGFHYLN
SIRVTHNPAS
EADMTWAEYD
TLTIGSNAVE
VNSRGIYSVT
GEPTPWNGTD
DVVEENSDET
KKHKDLYMEW
LGEDLSYTITV
CGEVLATIVOST
TEPOLPEKRIE
AATLINYSGAT
ADIFGKTIPRV
PNESAWSNWD

D NO: 13.

FGDAGNAQGA
QGKRVRIDED
SSRWYSGSGI
SVAVRHTVFP
TEVLVDGOVT
DROVEILEEM
NQTVASDNETL
TATKLINWAY
S3SNSNRLLYG
RDFAAGEYVW
WNDDVTTLREV
KTTDAGYTYQ
TTGEKASKLEKA
NG3SPDHDSY
TERQIDSFPRM
KGTVRGGYSV
EDKAASAYDK
KOSDTLNATLK
FARDSWSMRY

SPENSYFGIT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
500
960

1020
1680
1125

60
i20
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
800
960

1020
1080
1140
1150

60
91
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La SEQ ID NO: 4 es los restos de aminoacidos 579-649 de la SEQ ID NO: 1.

AGEYVWTGFD YIGEPTPWNG TDPGAKGTWP SPEKNSYFGIT DTAGFPEKDSY YFYQSQWNER
VNTLHVLPAW N

La SEQ ID NO: 5 es los restos de aminoacidos 579-636 de la SEQ ID NO: 1.
AGEYVWTGFD YIGEPTPWNG TDPGAKGTWP SPKNSYFGII DTAGFPKDSY YFYQSQWN 58
La SEQ ID NO: 6 es los restos de aminoacidos 575-665 de la SEQ ID NO: 2.

VCWGATASNA WYTVLTRDFA AGEYVHTGEFD YLGEPTPWNG TGSGAVGSWP SPKNSYFGIE
DTAGFAKDSY YFYQSOWNDD VITLHVLEPAW N

La SEQ ID NO: 7 es los restos de aminoacidos 594-665 de la SEQ ID NO: 2.

AGEYVWTGFD YLGEPTPWNG TGSGAVGSWP SPENSYFGII DTAGFAKDSY YEYQSQWNDD
VITLHVLPAW N

La SEQ ID NO: 8 es los restos de aminoacidos 594-652 de la SEQ ID NO: 2.

AGEYVWTGFD YLGEPTPWNG TGSGAVGSWP SPKNSYFGII DTAGFAKDSY YFYQSQWN 58
La SEQ ID NO: 9 es un péptido sefial del vector de expresion de Bacillus subtilis pBN.
VRSKKLWISLLFALALIFTMAFGSTSSAQA

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de nucleotidos que codifica la SEQ ID NO: 1 que incluye la secuencia que

codifica el péptido sefial.

60
11

60
g1

60
71

gtgagaagcaaaaaattgtggatcagtttgctgtitgetttagegttaatctttacgatggegttcggeageacatecagegegcagge
ggcagggaaaaaagcagatagccaaacacaaatgtcatcagaaccggaacaagttgeggttaaagattatggctcaaatagege
acgcacacagaattttgatagcgattggaaatitaacctgggagatgttagcaatgcacagacaccgacatttgatgattcaaaaty
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degeacactgtcactgecgeatgattatagcatcgaacaggaatattcacaatcactggaagcagaatcaggcetatettccgggagg
cgttggctggtatcgeaaaaattitacactgggcgaagaagcgaaaggcaaacgcattegeattgattttgatggegtctatatgaat
gcaacagtctatgtgaatggcaaagaagttggcacacatccgtatggcetatacaccgtttagetttgatatcacagattatatcageta
tgataaagaaaacacaattgcggtcaaagtcgatcatcaaacaccgtcatcaagatggtattcaggcageggceatttatagatcagt
caacctgacaacaacaaatgatgtccatgtcgatctgaatggeattaaagtcgaaagcaacaacctggaaaaagaagcaggeaaa
acagtcaacacagatgtgaaaacaacagtigtgaacggctcaaaagaagcgaaaaacatcacaattacacatacagtctttaaaa
aaggcgaaaaaccygataaagcgatcggcacatttacaacagaagcgcaagaaatiggegcaggcaaaaaaacagaaatcage
gcaacagteeeggttaaaaatccggaactgtggtcagttgaaaatecggeactgtatacaaticgcacagaagttaaagcaggega
taaactgctggatagctatgatacagaatatggctitcattatctgaactttgatacagaaacaggctttcagetgaatggeaaaaac
gttaaactgaaaggcgtttgcatgcatcatgatcaaggcgcacttggegecagttgcaaatagaagagcaatigaacgecaagticga
aattctgcaagaaatgggctgcaatagcattagagtcacacataatccggcaagcaaagaictgattgaagictgcaacgaaaaag
gcattctggtcattgaagaagtttttgacggctggcatagagcaaaaaatggcaacagcaacgatiatagegictggtttgaaaaag
cgatcgaagaagataacgcgattctgggaaaagaagcggatatgacttgggecagaatatgatctgaaagcgattatgaaacgega
tcaaaatgcaccgagcattattgaatggtcactgggcaatgaaattcaagaaggcgcaggceggatcaggctatgcagaaagageg
gataaactgatcaaatgggcgaaagaagcagacgcaacaaaaacactgacaattggcagcaatgecagttaaaagaggcegattgg
gaacaagttagcatcggcgataaacttacaaaagcaggcggaacatcaggcacaaattattcagatggcgcatcatatgataaaat
tcataaagaacatccggattggaaactgtatggctcagaaacageatcatcagttaatagecgtggcatttattcagttacaggeaat
caagaagcaacaagcgatcaacaactgacagcgtatgataatagcagagtiaattggggagcactggcatcacaagcatggtatg
atgttatccagagagattttgtcgcaggcegaatatgtitggacaggctttgattatatcggcgaaccgacaccgtggaatggeacaga
tccgggagcaaaaggceacatggecgtcaccgaaaaacagcetactitggeattatcgatacagcaggcetticcgaaagattcatatta
tttttatcagagccagtggaatgaagaagtcaatacactgcacgticticcggcatggaatgaagatgtcgtcaaaaaaaactcaga
tggcacagttcecggttgttgtttaticagatgcgaaagaagtcgaactgttttttacaccggcaaatggcggagaaaaaaaaagecty
ggaaaaaaaacatttaaaacagaaacaacaaaagctggctatagctatcaagttctggaaaacggcaaaaaaaaacataaagat
ctgtatatggaatggcaagticcgtatgaagcaggcacacttgaagcagtigcgaaagatgcaaaaggcaacgtecattaaagatac
agaaggcagaagcegicgttaaaacaacaggcgaagaagcaaaactgtcagcaaaaacggategeaatageattcaageagatyg
gcaaagatctgtecatatattacagtcgatgtcacagataaagatggcaatattgttccggatgcageaaatagagtcacatttgatgt
ccaaggcgcaggaaaactggttggegttgataatggctcatcaccggatcatgatagctataaagcggataaccgcaaageattttc
aggcaaagttctggcaattgttcagtcaacagaaaaagcaggegaaattacagttacagecaaaageagatggectggaatecaagce
acagtcaaaatcacaacaacaccggttaaagaagaaccgagcgaaagataltgtcgaaagcetataaatacagcaaaagcetattatg
tgaaaacaggcacaaaaccgcaactgccgaaaaaaattgaagegcagtatagegatcgcacaaaagagygatgtigeggteaaat
gggatgaaatctcagatgaacaaattagcaaaacaggcagctitacagttgaaggceacagttggcaaaagagatatcacagtcaa
cattaacatgatcgatgatgtigcagcactgctgaattattcaggecgcaacacaaaaaggcegttaaaccgeaacttecggatgtiaga
ccggceagttctgectgatggcacagtcectggeagceatcatttecggttcagtgggatgaaaaagatgeggatacatttcagaaaccy
gatgaaatigttacagttaacggcagcgcagatatctttggcaaaacaaticcggttacageaageattagagtgeagaaagaaga
tatcaaaattggcagcagcegttacaaatgtigcaaaactgagccaaaatattcaaggcagcegatacactggaageaatcaaagaty
gcaaaacagaaatgagcctgaataatgatggcggaccgaatgaatcageatggtcaaatigggatgcatcacagaaaggcacaa
aagaagccgaactgacatttacatttgatacacagcaacgcattggcgaaattgtcattcatittgecgaaagataacaactcaatcag
atttccggatgctggcacaacagaaatctaa

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucleotidos que codifica la SEQ ID NO: 2 que incluye la secuencia que
codifica el péptido sefial.

gtagatcagtttgctgtttgctttagegttaatetttacgatggegttcggecageacatccagegecgecaggeggcagggaageaggeg
tttcagttceggcactyggeacaacaageagttagaacagaaagccaaacacaaatgtcatcagatceggaactggtctatgtgaata
actatagcagcacagcacaaagaagcecagaactttaacagcaactggaaattctacttcggagatgcgggaaatgcacaaggcege
aacatttgatgatagcaaatgggaacaagtttcactgccgeatgattaticaatcagccaagaatatagcaaatcaatggaagcaga
atcaggctatcttggcggaggeacaggctggtatcgecaaaaattttacactgagcagegatacacaaggcaaaagagiccgcattg
attttgatggcegtctatatgaatgcaacagtttgggttaatggeccatgaagttggcacacatcecgtatggcetatacaagcetttagcetttg
atatcacagattatgtgaaatatgatggcgaaaacacaattgcagtcaaagtcgtcaataatacaccgtcaagcagatggtattcag
gcteaggceatttatagagatgtcgatctgacaatcacagatgatgttcatgtigatctgaacggcacaaaagttacaacaccgaacct
ggaaacagaaaaaggcagcacagtcaatacagatgtiacagcaacagttgcgaatgaticagatgcagcaaaatcagttgcagtt
cgccatacagtttttccgaaagatggcagegcagatcaatcaattggcacagtcacaacaaatgcacaatcaattgecagcaggede
aacagcagaaaticaagcaacggttccggtttcaaatcctgaactgtggtcagttgaaaatccgtcactgtatacagtcagaacaga
agttctggtcgacggccaagtcacagatacatatgatacagaatatggctttcgctattttaactitgatagcaacacaggcttttcact
gaatggcgaaaatatgaaactgaaaggcgtctgcatgcatcatgatcaaggctcacttggegecageagceatacgactcageaattg
atcgccaggtcaaaatcctgaaagaaatgggcetgcaatagcattagagtcacacataatccggcagceacaagatetgattgatgeg
tgcaatgaacaaggcattctggtitgttgaagaagcegttigatactiggacaagaccgaaaaatggcaacagcaacgattatagegtc
tggtttaatcagacagttgcgagegataatgaaattctgggagegacaaatggegaaacatgggcacaattigatetggaaageat
gatctcacgcgattataatgcaccgtcagtcattatgtggtcactgggcaatgaagttatggaaggcattagecggaggceacagatge
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agaatatgaagcgacagcgacgaaactgattaactgggegtatgatgcggataatacacgtecgatgacaattggcgataacaaa
ctgaaagcgaactggcagatctcaaaaacatttgecgagactgctgacagaaaaaggcggaacagtgggctitaattatgcagatg
gcagagttctggattcatatcatagcagcaatagcaattggetgetgtatggctcagaaacagcatcagegattaatagecgtggeat
ctattatagaacaacaggcggaggccaaacatcagataaacagctgacaagctatgataaticaaatgttggctggggagcaaca
gcatcaaatgcatggtatacagttctgacaagagatttigcggecaggegaatatgtitggacaggctttgattatctgggcgaaccga
caccgtggaatggcacaggctcaggegeagttggcteatggecgtcaccgaaaaattcttattttggceattatcgatacagcaggctt
cgcaaaagatagctattatttttatcagagccagtggaatgatgatgttacaacactgcatgticticcggcatggaataataatgteg
tcagcaaagattcatcaggcaatgticcggttgtigtttaticagatgcggceatcagtcgaactatttttticaagcaaaaggcagegat
acaaaaacaagcctgggcaaaaaaacatttacacagaaaacaacagacgcaggdctatacatatcagatctatgaaggctcagata
aaaacagcacaacagacaaaaacctgtatctgacatggaatgticcgtatgcagatggaacagtttcageagttgegtataatagca
acggccagaaaattacagatacagttggccagtectcagttacaacaacaggcaaagcegtcaaaactgaaagcatcageggatea
taaaaaaattgcagcggatggcegaatcactgtcatatatcacagtcgatgtcacagatgegaatggeaatattgticcagatgcaga
aaatcgcgtcaaatttacagttgaaggcgatggegaactggtiggegttgataatggcteatcaccggatcatgattcatatcaageg
gataaccgcaaagcattttcaggcaaagtictggeaattgtgaaaagcacaaaagaagctggeacaattacagttacageatcage
agatggcctggattcagecatcagtcaaaatcacaacaacagcagtcgataatggcagcacagaaaaacaaategatagcetttaaa
atgagccgcacatattatgttaaagttggcageacaccggaactgecggaaaaaattygtecacacgetatacagatggeacatcaga
agaactgcctgttacttgggatgcaattacagaagatcaaattgcagcagcaggctcatttcaagttaaaggcacagtcaaaggceg
gatattcagtigcagtcaacgtcaacatgattgatgaagitggeggactgctgaattattcaacaaatacageagttggegttgeacc
ggttctgcegacatcaagaccggeagtictgcaagatggcacagttatggatgttacatttccggtcacatgggaagataaagcage
aagcgcatatgataaagcaggcacagtgacagtcaatggeacagceaaatgtictgggcaaagaaattgcagttacagegagegtt
agagttcaggaagaaacaatcacaattggagattcagtticageggatgeactgaatectgacacaaagegticcggecagataaaca
aagcgatacactgaacgcaattaaagatggctcaacaacaattagetcaaatacaageggaggcegceaaatcecgacagtttggage
aactatgactatagccaggatggcaatacgacageggatateatttttgaatatgegacagaacaaagactgggcecaaategttaca
cattttgcgagagatagctggtcaatgagatatcctgatgcaggegctacagaaatttatgtctaa

La SEQ ID NO: 12 es una beta-galactosidasa de Ruminococcus/Blautia hansenii DSM 20583.

myffgrsaimmitvktrkeifmrkgrlarigaatlaavitvqgmgfsstvyakeepvrvkadsgtgmssepeqvavkdygsnsar
tgnfdsdwkfnlgdvsnaqgtptfddskwrtislphdysieqeysgsleaesgylpggvgwyrknftigeeakgkriridfdgvymna
tvyvngkevgthpygytpfsfditdyisydkentiavkvdhgtpssrwysgsgiyrsvnltttndvhvdingikvesnnlekeagktv
ntdvkttvvngskeaknitithtvfkkgekpdkaigtftteaqeigagkkteisatvpvknpelwsvenpalytirtevkagdkildsy
dteygfhylnfdtetgfgingknvklkgvemhhdggalgavanrraiergveilgemgensirvthnpaskdlievenekgilvieay
fdgwhrakngnsndysvwfekaieednailgkeadmtwaeydlkaimkrdqnapsiiewslgneiqegaggsgyaeradklik
wakeadatktltigsnavkrgdweqvsigdkitkaggtsgtnysdgasydkihkehpdwklygsetassvnsrgiysvtgngeats
dggltaydnsrvnwgalasqawydvigrdfvageyvwtgfdyigeptpwngtdpgakgtwpspknsyfgiidtagfpkdsyyfy
gsqwneevntlhvipawnedvvkiknsdgtvpvvvysdakeveifftpanggekksigkktfktettkagysygviengkkkhkdl
ymewaqvpyeagtieavakdakgnvikdtegrsvvkttgeeaklsaktdrnsiqadgkdlsyitvdvtdkdgnivpdaanrvtfdv
qgagkivgvdngsspdhdsykadnrkafsgkvlaivgstekageitvitakadglesstvkitttpvkeepseryvesykysksyyv
ktgtkpglpkkieagysdrtkedvavkwdeisdeqisktgsftvegtvgkrditvninmiddvaallnysgatgkgvkpqlpdvrpa
vlpdgtvlaasfpvqwdekdadtfgkpdeivtvngsadifgktipvtasirvgkedikigssvinvakisgniggsdtieaikdgkte
msinndggpnesawsnwdasqkgtkeaeltftfdtggrigeivihfakdnnsirfpdagtteifvsetgkdgtwekvevkehigee
kdrvkayryeiapvtatyvkvkvvnanatdtgnrkpctaitevelkkaegsfkvnetaeleevkvgervipnaayaldsysvpetd
aavtaktkdnasltilpkhenvvrmilesedhkatknfavrmgeeetvipdddsrdypvekitatagseykpgtanegpvkyvidg
kaethwhtnwsvsgegskpehrtvtlgigndeseapmidalrymprsngangrvteyeiqysldgdkwqgtaatgeidkkgtgw
milgfeepvgakyvrfigthttsdagndkhmavselrarvateapapsekytitanvndktmgavtidsetgeyekgtkatitavp
kegfafvnwtidggevskenpyihtvetdatitanferievenegwvqtengweyyenggkvvgwkevsgkwyyfeenglmgt
gwvfvnnhwyymdgwgamcigwvavdghwyymdgwgamctgwvsvnghwyhmdgwgamgtgwalvdsnwyyin
tdgsmaigwvavnghwyymdgwgamagtgwalvdsnwyylntdgsmaigwvavnghwyymdgwgamaqtgwvivgsd
wyylntdgsmassqwidgyyvdasgkmk

La SEQ ID NO: 13 es una glucosidasa de Ruminococcus lactaris ATCC 29176.

mkkkkrctrvgagalaavlavtaagvsvpalaggavrtesgtgmssdpelvyvnnysstagrsqnfnsnwkfyfgdagnaggat
fddskweqvslphdysisqeysksmeaesgylgggtgwyrknftissdtqgkrvridfidgvymnatvwyvnghevgthpyagytsf
sfditdyvkydgentiavikvvnntpssrwysgsgiyrdvdititddvhvdingtkvitpnietekgstvntdvtatvandsdaaksva
vrhivfpkdgsadgsigtvttnagsiaagataeigatvpvsnpelwsvenpslytvrtevivdgavidtydteygfryfnfdsntgfs]

ngenmklkgvemhhdggslgaaaydsaidrgvkilkemgensirvthnpaagdlidacneqgilvveeafdtwtrpkngnsndy
svwfngtvasdneilgatngetwagfdlesmisrdynapsvimwslgnevmegisggtdaeyeatatklinwaydadntrpmti

gdnklkanwgqisktfarlitekggtvgfnyadgrvidsyhssnsnwlilygsetasainsrgiyyrttgggqisdkqltsydnsnvgwg
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atasnawytvitrdfaageyvwtgfdylgeptpwngtgsgavgswpspknsyfgiidtagfakdsyyfygsqwnddvttihvipa
wnnnvvskdssgnvpvvvysdaasvelffgakgsdtktslgkktftgkttdagytygiyegsdknsttdknlyltwnvpyadgtvs
avaynsngqkitdtvggssvtttgkaskikasadhkkiaadgeslsyitvdvtdangnivpdaenrvkftvegdgelvgvdngssp
dhdsygadnrkafsgkviaivkstkeagtitvtasadgldsasvkitttavdngstekgidsfkmsrtyyvkvgstpelpekivtrytd
gtseelpvtwdaitedgiaaagsfgvkgtvkggysvavnvnmidevgglinystntavgvapviptsrpavigdgtvmdvifpvt
wedkaasaydkagtvtvngtanvigkeiavtasvrvgeetitigdsvsadalnitgsvpadkgsdtinaikdgsttissntsgganpt
vwsnydysqgdgnttadiifeyateqriggivthfardswsmrypdagateiyvspdgtnwakldttetigtesgnvkpytydfapv
gatfvkfhitnstqatgttakactgiteielkvatgsrttnttaelqtitvngkevpqtaldskvyttpailaeieatakdnasvtvipaynd
viriivesedhgtrntyevrineaeqttpdsdsrdypvskltasagseqsttgvegpasnakdgdestiwhtrwsapaatsdgiwfty
eleeetvidalrylprqgtadggnngrvneyrvevstdgstwttvstgnwedsqdwklaeftepvaakyvritgvhtygssaanvd
kymsaaeirlrmaesktdiadaangvtvtapdsievakadaenpvmfdlsdivvkagdttlrygvdyvisyenntdfgtaklvikgi
dgytgtleheftitgkakvmtgitwntkpekviytegetldvtglvinvvydddsteavayseanadeftfspaldtklaatdktvivt
vkgasliyditvnpkkvdptdpdqpdkpdipdngndngndnngngnnngtddgkkdpgqsgvtdnknggnnsnngtaagn
kanaaaktgdtanmlipmiaamiagtavvgtisirrrre

SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 12 sin la secuencia sefal.

aaagcagatagccaaacacaaatgtcatcagaaccggaacaagttgeggttaaagattatggctcaaatagcgcacgcacacaga
attttgatagcgattggaaatttaacctgggagatgttagcaatgcacagacaccgacatttgatgaticaaaatggegceacactgte
actgccgcatgattatagcatcgaacaggaatattcacaatcactggaagcagaatcaggctatcttccgggaggcegttggetggta
tcgcaaaaattttacactgggcgaagaagcgaaaggcaaacgcaticgcattgatittgatggegtctatatgaatgcaacagtctat
gtgaatggcaaagaagtitggcacacatccgtatggetatacaccgtttagetttgatatcacagattatatcagctatgataaagaaa
acacaattgcggicaaagtcgatcatcaaacaccgtcatcaagatggtaticaggcageggcatttatagatcagtcaacctgacaa
caacaaatgatgtccatgtcgatctgaatggcattaaagicgaaagcaacaacctggaaaaagaagcaggcaaaacagicaacac
agatgtgaaaacaacagttgtgaacggctcaaaagaagcgaaaaacatcacaattacacatacagtctttaaaaaaggegaaaaa
ccggataaagcgatcggcacatttacaacagaagegcaagaaattggegcaggcaaaaaaacagaaatcagegcaacagiceeg
gttaaaaatccggaactgtggtcagtigaaaatecggeactgtatacaattcgcacagaagttaaagcaggcgataaactgctggat
agctatgatacagaatatggctticattatctgaactitgatacagaaacaggcetticagctgaatggcaaaaacgttaaactgaaag
gcegtttgcatgceatcatgatcaaggegcactiggegeagttgcaaatagaagagcaatigaacgccaagicgaaatictgcaagaa
atgggctgcaatagcattagagtcacacataatccggcaagcaaagatctgattgaagtctgecaacgaaaaaggcattciggtcatt
gaagaagtttttgacggctggcatagagcaaaaaatggcaacagcaacgattatagegtctgatttgaaaaagcgatcgaagaag
ataacgcgattctgggaaaagaagceggatatgacttgggeagaatatgatctgaaagegattatgaaacgcgatcaaaatgceacc
gagcattattgaatggteactgggeaatgaaattcaagaaggegeaggeggatcaggetatgcagaaagageggataaactgatce
aaatgggcgaaagaagcagacgcaacaaaaacactgacaattggecageaatgcagttaaaagaggegattgggaacaagttag
catcggegataaacttacaaaageaggeggaacatcaggeacaaattattcagatggegceatcatatgataaaattcataaagaac
atccggattggaaactgtatggctcagaaacagcatcatcagttaatagecgtggcatttaticagttacaggcaatcaagaagcaa
caagcgatcaacaactgacagcgtatgataatagcagagttaattggggageactggcatcacaageatggtatgatgttatecag
agagatfttitgtcgcaggcegaatatgtttggacaggctttgattatatcggcgaaccgacaccgtggaatggeacagatccgggagea
aaaggcacatggccgtcaccgaaaaacagctacttiggcattatcgatacagcaggctttccgaaagaticatattatititatcagag
ccagtggaatgaagaagtcaatacactgcacgttcttccggcatggaatgaagatgtcgtcaaaaaaaactcagatggcacagttc
cggttgttgtttattcagatgcgaaagaagtcgaactgtittttacaccggcaaatggcggagaaaaaaaaagcectgggaaaaaaa
acaittaaaacagaaacaacaaaagctggctatagctatcaagttctggaaaacggcaaaaaaaaacataaagatctgtatatgga
atggcaagttccgtatgaagcaggcacacttgaagcagttgcgaaagatgcaaaaggcaacgtcattaaagatacagaaggcag

aagcgtcgttaaaacaacaggcgaagaagcaaaactgtcagcaaaaacggatcgcaatageaticaagcagatggeaaagatct
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gtcatatattacagtcgatgtcacagataaagatggcaatattgttccggatgcagecaaatagagtcacatttgatgteccaaggegcea
ggaaaactggttggcgttgataatggctcatcaccggatcatgatagetataaageggataaccgcaaagcattticaggcaaagtt
ctggcaattgttcagtcaacagaaaaagcaggcgaaattacagttacagcaaaagcagatggectggaatcaagcacagtcaaaa
tcacaacaacaccggttaaagaagaaccgagcgaaagatatgtcgaaagctataaatacagcaaaagctattatgtgaaaacagg
cacaaaaccgcaactgccgaaaaaaattgaagegcagtatagegatcgeacaaaagaggatgtigeggtcaaatgggatgaaat
ctcagatgaacaaattagcaaaacaggcagctttacagttgaaggeacagttggcaaaagagatatcacagtcaacattaacatga
tcgatgatgttgcageactgcetgaattattcaggegeaacacaaaaaggegttaaaccgcaacttccggatgttagaccggeagttet
gcctgatggcacagtectggeageatcatttecggttcagtgggatgaaaaagatgeggatacatttcagaaaccggatgaaattgt
tacagttaacggcagcgcagatatctttggecaaaacaaticecggtiacagcaagcattagagtgcagaaagaagatatcaaaattg
gcagcagcgttacaaatgtigcaaaactgagccaaaataticaaggcagcgatacactggaagcaatcaaagatggcaaaacaga
aatgagcctgaataatgatggeggaccgaatgaatcagcatggtcaaattgggatgcatcacagaaaggcacaaaagaagceega
actgacatttacatttgatacacagcaacgcatiggcgaaattgtcaticattttgcgaaagataacaactcaatcagatttccggatg
ctggcacaacagaaatctitgtttcagaaacaggcaaagatggcacatgggaaaaagtigaagtcaaagagcatatiggegaaga
daaagatcgcegtcaaagcatatcgctatgaaatigcaccggttacagegacatatgttaaagttaaagtcgtcaatgegaacgegac
agatacaggcaatagaaaaccgtgcacagcaattacagaagtcgaactgaaaaaagcagaaggcagetitaaagtcaacgaaac
agcagaactggaagaagttaaagttggcgaacgtgttctgeccgaatgcagceatatgcactggattcatattcagttcecggaaacgga
tgcagcagttacagcaaaaacaaaagataatgcgagcectgacaatcctgecgaaacatgaaaatgtcgtcagaatgattctggaaa
gcgaagaccataaagcgacgaaaaactttgcagttagaatgggcgaagaagaaacagtictgecggatgatgaticaagagatta
tccggtcgaaaaaatcacagcaacagcaggcetcagaatataaaccgggaacagcaaatgaaggaccggtiaaatatgtictggat
ggcaaagcagaaacacattggcatacaaattggtcagtttcaggegaaggcicaaaaccggaacatagaacagttacactgcaac
tgggcaatgatgaagaagaagcaccgatgattgacgcactgagatatatgccgagaicaaatggegcaaatggeagagttacgga
atatgaaattcagtatagcctggatggcgataaatggcaaacagcagcaacaggcgaaatcgataaaaaacaaacaggcetggat
gatcctgggctttgaagaaccggttcaagcaaaatatgtecgetttatiggcacacatacaacatcagatcagggcaatgataaacat
atggcagtticagaactgagagcaagagtigcaacagaagcaccggcaccgtcagagaagtatacaattacagcgaacgtcaacyg
ataaaacaatgggagcagttacacttgatagcgaaacaggcgaatatgaaaaaggcacgaaagcaacactgacagcagttcega
aagaaggctttgcatttgtcaactggacaattgatggccaagaagtctcaaaagaaaacccgtatatccatacagttgaaacggatg
cgacaatcacagcgaattttgaacgcattgaagtcgaaaatgaaggctgggitcaaacagaaaatggctgggaatattatgagaat
ggccaaaaagttgtcggcetggaaagaagtttcaggcaaatggtactactttgaagaaaatyggectgatgcaaacaggatgggtettt
gttaacaaccattggtattatatggatcagtggggggcaatgtgcattggctgggttgcagttgatggecattggtactacatggace
aatggggtgctatgtgtacaggctgggttagcgtcaatggacattggtatcatatggaccaatggggagcecatgecaaacaggetgg
gcactggttgattcaaattggtattacctgaatacggatggctcaatggeaattggatgggtegeagtgaacgagccactggtatiaca
tggatcaatggggagctatgcagacgggatgggctcttgttgatagcaactggtattatctiaacacagatggcagcatggcaateg
gctggatggcggttaatggacactggtactatatggatcaatggggtgcaatgcagacaggcetgggttetggtcggeagegattggt
actatttaaacacggatggatctatggcatcaagccaatggattgatggctattatgttgatgcaageggcaagatgaag

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 13 sin la secuencia sefal.

gcaggegtttcagttccggcactggcacaacaagcagttagaacagaaagccaaacacaaatgtcatcagatceggaactggtcta

tgtgaataactatagcagcacagcacaaagaagecagaactttaacagcaactggaaattctacticggagatgegggaaatgeac
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gaggcgceaacatttgatgatagcaaatgggaacaagtitcactgccgcatgattattcaatcagecaagaatatagcaaatcaatgg
aagcagaatcaggctatcttggeggaggcacaggctggtatcgcaaaaattttacactgagcagegatacacaaggcaaaagagt
ccgcattgattttgatggegictatatgaatgcaacagtttgggtiaatggcecatgaagttggcacacatcegtatggctatacaagcett
tagctttgatatcacagattatgtgaaatatgatggcgaaaacacaattgcagtcaaagtcgtcaataatacaccgtcaagecagatg
" gtattcaggctcaggcatttatagagatgtcgatctgacaatcacagatgatgticatgttgatctgaacggcacaaaagttacaaca
ccgaacctggaaacagaaaaaggcagcacagtcaatacagatgttacagcaacagttgcgaatgattcagatgcagcaaaatcag
ttgcagttcgccatacagtttttccgaaagatggcagcegcagatecaatcaattggcacagtcacaacaaatgcacaatcaattgeage
aggcgcaacagcagaaattcaagcaacggttceggtttcaaatectgaactgtggtecagtigaaaateegtcactgtatacagtcag
aacagaagttctggtcgacggccaagtcacagatacatatgatacagaatatggctitegctatittaactttgatagcaacacagge
ttttcactgaatggcgaaaatatgaaactgaaaggegtctgeatgecatcatgatcaaggcetecacttggcegcageageatacgactca
gcaattgatcgcecaggtcaaaatcctgaaagaaatgggctgcaatagcattagagteacacataatecggcagcacaagatetgat
tgatgcgtgcaatgaacaaggcatictggtigttgaagaagcegtttgatactiggacaagaccgaaaaatggcaacagcaacgatt
atagcgtctggtitaatcagacagttgecgagcgataatgaaattctgggagegacaaatggcgaaacatgggcacaatttgatetgg
aaagcatgatctcacgegattataatgcacegtcagtcattatgtggtcactgggcaatgaagttatggaaggceattagecggaggcea
cagatgcagaatatgaagcgacagegacgaaactgattaactgggcgtatgatgcggataatacacgtcegatgacaattggegat
aacaaactgaaagcgaactggcagatctcaaaaacatttgcgagactgetgacagaaaaaggeggaacagtgggcetttaattaty
cagatggcagagttctggattcatatcatagcagcaatageaattggctgetgtatggcetcagaaacageatcagegattaatagec
gtggcatctattatagaacaacaggcggaggccaaacatcagataaacagctgacaagctatgataattcaaatgttggctgggga
gcaacagcatcaaatgcatggtatacagttctgacaagagattttgcggecaggegaatatgtttggacaggcetttgattatetgggeg
aaccgacaccgtggaatggcacaggctcaggegeagtitggetcatggecgtcaccgaaaaattettattttggeattategatacage
aggcttcgcaaaagatagcetattattittatcagagecagtggaatgalygatgttacaacactgcatgltctlccygeatggaataata
atgtcgtcagcaaagattcatcaggcaatgttceggttatigtitattcagatgeggeatcagtegaactgttttttcaagcaaaaggea
gcgatacaaaaacaagcectgggcaaaaaaacatttacacagaaaacaacagacgcaggctatacatatcagatetatgaaggcte
agataaaaacaycacaacagacaaaaacclglalclgacatggaatglicegtatgcagatggaacagtttcageagttgegtata
atagcaacggccagaaaattacagatacagttggccagtectcagttacaacaacaggeaaagegtcaaaactgaaageatcagce
ggatcataaaaaaattgcageggatggegaatcactgteatatatcacagtegatgtecacagatgegaatggeaatattgttcegga
tucagaaaatcgcgtcaaattlacagttyaaggcyatygegaactggttggegtigataatggcetcateaccggatcatgaticatat
caagcggataaccgcaaagcattttcaggcaaagttctggeaattgtgaaaagcacaaaagaagcetggeacaattacagttacage
atcagcagatggectggattcageatcagtcaaaatcacaacaacagcagtcgataatggcagcacagaaaaacaaatcgatage
tttaaaatgagccgeacatattatgttaaagttggeageacaccggaactgccggaaaaaatigtcacacgctatacagatggeaca
tcagaagaactgectgttacttgggatgcaattacagaagatcaaattgcagcagcaggctcatttcaagttaaaggcacagtcaaa
ggcggatattcagtigcagtcaacgtcaacatgattgatgaagttggeggactgctgaattattcaacaaatacageagttggegtty
caccggttctgccgacatcaagaccggeagtictgcaagatggcacagttatggatgttacatttccggtcacatgggaagataaag
cagcaagcgcatatgataaagcaggcacagtgacagtcaatggcacagcaaatgttctgggcaaagaaattgcagttacagegag
cgttagagttcaggaagaaacaatcacaattggagattcagiticagcggatgeactgaatctgacacaaagegttccggeagata
aacaaagcgatacactgaacgcaattaaagatggctcaacaacaattagctcaaatacaagcggaggcgeaaatcegacagittg
gagcaactatgactatagccaggatggcaatacgacagcggatatcatttitgaatatgcgacagaacaaagactgggccaaateg
ttacacatittgcgagagatagctggtcaatgagatatectgatgcaggegcetacagaaatttatgtctcaccggatggcacaaattag
ggcaaaactggatacaacagaaacaattggcacagaaagcggcaatgttaaaccgtatacatatgattitgcaccggttggegeaa

catttgttaaatttcatctgacaaacagcacacaagcaacaggcacaacagcaaaagcatgcacaggcattacagaaattgaactg
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aaagttgcaacaggctcacgcacaacaaatacaacagcagaactgcaaacactgacagttaatggcaaagaagticcgcaaaca
gcactggatagcaaagtttatacaacaccggceaatictggcagaaatigaagcaacagcgaaagataatgcaagcegttacagttcett
ccggcatataatgatgtcatticgcattattgtcgaaagecgaagatcatcaaacacgcaatacatatgaagtcagactgaatgaageg
gaacaaacaacaccggattcagattcaagagattatccggttagcaaactgacagcatcagcagygctcagaacaatcaacaacag
gcgttgaaggaccggeatcaaatgcaaaagacggtgatgaatcaacactgtggceatacaagatggtcagecacecggcagcaacate
agatcaactgtggtttacatatgaactggaagaagaaacggtactggacgcactgagatatctgecgagacaaggcacagcagat
ggccaaaataatggcagagttaatgaatatcgegtcgaagttagecacagatggeagcacatggacaacagtttcaacaggceaattg
ggaagatagccaagatiggaaactggcagaatitacagaaccagtigcagcaaaatatgtcagactgacaggegitcatacataty
gctcatcagcagcaaacgtcgataaatacatgagegcagcagaaattagactgagaatggcagaaageaaaacggatattgeag
atgcagcaaatggcgttacagttacagcaccggattcaattgaagttgcaaaagcagatgcagaaaacceggttatgtttgatetga
gcgatattgtigtcaaagcaggcgatacaacactgagatatggegttgattatgtcattagctatgaaaacaacacagatttiggcac
agcgaaactggtcattaaaggcatigatggctatacaggcacactggaacatgaattcacaatcacgeagaaagcecaaagteatga
caggcatcacatggaatacaaaaccggaaaaagtcatttatacggaaggtgaaacgctggatgttacaggcectggttattaatgteg
tctatgatgatgatagcacagaagceagttgecatatagegaagcaaatgeggatgaatitacatittcaccggcactggatacaaaac
tggcagcgacagataaaacagtcacagttacatataaaggegeaagectgatttatgatattacagtcaacccgaaaaaagticgat
ccgacagatecggatcagectgataaaccggatacaccggataatggcaatgataacggcaacgataataatggcaacggcaata
acaacggcacagatgatggcaaaaaagatccgggacaatcaggegttacagataacaaaaatcagggcaataacagcaataatg
gaacagcagcaggcaataaagcaaatgcagcagcaaaaacaggcgatacagcaaatatgctgetgeegatgattgeageaatge
tggcaggcacagcagttgttggcacaatttcaattcgcagacgcagacgce

La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 1.

aaagcagatagcecaaacacaaatgtcatcagaaccggaacaagttgeggttaaagattatggetcaaatagegeacgeacacagaatitigalagegattggaaat
ttaacctgggagatgttageaatgeacagacacegacatitgatgattcaaaatggegeacacigteactgecgeatgattatageatcgaacaggaatattcacaat
cactggaagcagaatcaggotatcticegggaggogtiggetggtatcgcaaaaatittacactgggegaagaageganaggeaaacgeaticgeattgatitigat
ggegtctatatgaatgeaacagtctatgtgaatggcaaagaagiiggeacacatcogtatggetatacacegtitagetitgatatcacagattatatcagetatgataa
agaaaacacaattgcgetcaaagtogatcatcaaacacegteatcaagatgptaticaggcageggeatttatagatcagteaacctgacaacaacaaatgatgtes
atgtcgatctgaatggcattaaagtcgaaageaacaacctggaaaaagaageaggcaaaacagicaacacagatgtgaaaacaacagtgtgaacggcicaaaa
gaagcgaaaaacatcacaattacacatacagtctitaaaaaaggegaaaaaccggataaagegatcggeacatttacaacagaagegeaagaaattggogeagg
caaaaaaacagaaatcagegeaacagtcecggttaaaaatccggaactgtggteagtigaaaatceggeactgtatacaaticgcacagaagttaaageaggega
taaactgetggatagetatgatacagaatatggctitcattatctgaactitgatacagaaacaggctticagetgaatg geaaaaacgttaaactgaaaggegtitgea
tegcatcatgatcaaggcgeactigpegeagtigeaaatagaagageaatigaacgecaagicgaaattctgcaagaaatgpgctpcaatageattapagtcacaca
taatccggeaageaaagatctgattgaagtctgecaacgaaaaaggcattetggteatigaagaagtttttgacgpctggeatagageaaaaaatggeaacageaac
gattatagegtctggttigaaaaagegatcgaagaagataacgegatictgggaanagaageggatatgactigggeagaatatgatctgaaagegattatgaaac
gepatcaaaatgcaccgageattatigaatgateactgggeaatgaaaticaagaaggegcaggeggatcaggctalgeagaaagageggataaactgatcaaa
tgggcgéaagaagcagacgcaacaaaaacactgacaattggcagcaatgcagttaaaagaggcgaﬁgggaacaagttagcatcggcgataaacttacaaaag
caggeggaacatcaggcacaaattattcagatggegeatcatatgataaaaticatanagaacatccggattggaaactgtatggeteagaaacageatcateagtt
aatagcegtggcatitaticagitacaggeaatcaagaageaacaagegatcaacaactgacagegtatgataatageagagitaattggggageactggeatcac
aagcalggtatgatgitalccagagagattttgtecgeaggegaatatgitiggacaggctttgattatatcggegaaccegacacegtggaatggeacagateeggga
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geaaaaggceacatggeegicaccgaanaacagetacttiggeattatcgatacageaggetttcegaaagattcatattattittatcagagecagtggaatgaagaa
gicaatacactgeacgttcitccggeatggaatgaagatgtegicaaaaaaaactcagatggeacagticeggtigtigtttaticagatgegaaagaagtcgaactgt
tttttacaccggcaaatggcggagaanaaaaaagectgggaaaaaaaacatitanaacagaaacaacaaaagetggetatagetatcaagtictggaaaacggea
aaaaaaaacataaagatctglatatggaatgecaagticegtatgaageaggeacactigaageagttgecpgaaagatgcaaaaggeaacgtcattaaagatacag
aaggcagaagegtcgitaaaacaacaggegaagaageaaaactgicageaaaaacggaicgcaatageaticaageagatggeaaagatetgtcatatattaca
gicgatgtcacagataaagatggeaatattgttccggatgeageaaatagagtcacatitgatgtecaaggegeaggaaaactggtiggegtigataatggeteate
accggatcatgatagetataaageggataaccgeaaageattticaggeaaagttetggeaattgticagtcaacagasaaageaggegaaattacagttacagea
aaageagatggectggaatcaageacagicaaaatcacaacaacaccggitaaagaagaaccgagegaaagatatgtcgaaagetataaatacageaaaageta
ttatgtgaaaacaggeacaaaaccgeaactgecgaaaaaaattgaagegcagtatagegatecgeacaaaagaggatgttgeggtcaaatgggatgaaateteag
afgaacaaattagcaaaacaggcagcittacagttgaaggeacagiiggcaaaagapatatcacagtcaacattaacatgatcgatgatgttgcageactgetgaat
taftcaggegeaacacaaaaaggegltaaaccgeaacticeggatgltagaccggeagttctgectgatggeacagteetggeageateatttceggticagtgge
atgaaaaagatgcggatacatticagaaaccggatgaaatigitacagttaacggcagegeagatatctttggeaaaacaaticeggtiacagceaageattagagte
cagaaagaagatalcaaaatiggcageagegttacaaatgttgeaaractgagecaaaataticaagpeagegatacactggaagcaatcaaagatggeaaaaca
gaaatgagectgaataatgatggeggacegaatgaatcageatggteaaattgggatgeatcacagaaaggeacaaaagaagecgaactgacatttacatitgata

cacagcaacgcattggegaaatiglcattcatittgegaaagataacaactcaatcagatitccggatgeiggeacaacagaaate

La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de nucleétidos que codifica la SEQ ID NO: 2.

geaggegittcagticeggoactggeacaacaageagitagaacagaaagecaaacacaaatgicatcagatceggaactggtctatgtgaataactatageage

acagcacaaagaagccagaactttaacageaactggaaatictacticggagatgegppaaatgcacaaggegeaacattigatgatageaaatgggaacaagit
tcactgecgeatgattattcaateagecaagaatatageaaatcaatggaageagaatcaggetaictiggeggaggcacaggetggtatcgeaaaaattttacact

gagcagegatacacaaggeaaaagagicegeattgattitgategcgictatatgaatgeaacagttigggtiaatggecatgaagtiggeacacatcegtatgget

atacaagcttiagctttgatatcacagattatgtgaaatatgatggegaaaacacaaligeagtcaaagicgtcaataatacaccgicaageagatggtattcaggeic

aggcattiatagagatgtcgatetgacaatcacagatgatgtteatgtigatetgaacggeacaaaagttacaacaccgaacetggaaacagaaaaaggeageaca
glcaatacagatpttacagcaacagitgecgaatgaticagatgeageanaatcagttgeagticgecatacagtitticegaaagatggeagegeagatcaatcaatt

ggcacagtcacaacaaatgeacaatcaattgeageaggegeaacageagaaattcaageaacggticeggtticaaatccigaactgtggteagtteaaaateegt
cactgtatacagfcagaacagaagttctggtcgacggecaagtcacagatacatatgatacagaatatggetticgetattitaacttigatageaacacaggetttica
cigaatpgegaaaatatgaaactgaaagpeegtctgeatgeateatgatcaaggeteacttggegeageageatacgacteageaattgategecaggtcaaaatee
tgaaagaaatgggctgcaatageattagagtcacacataatceggeageacaagatetgattgatocgtgcaatgaacaaggcattctggtiotigaagaagegtit

gatacttggacaagaccgaaaaatggeaacageaacgattatagegteiggtitaatcagacagttgegagegataatgaaatictgggagegacaaatggcgaa

acatgggeacaatttgatctggaaageatgatetcacgegattataatgeaccgtcagtcattatgtggteactgggcaatgaagttatgpaagecattageggage

cacagatgcagaatatgaagcgacapgepacgaaactigattaactpggcgtatgatgcppataatacacgtcegatgacaattggegataacaaactgaaagega

actggeagatcteaaaaacatitgegagactgetgacagaaaaaggeggaacagtgggctttaattatgecagatggeagagtitetggatteatatcatageageaat
agcaattggetgetgtatggeicagaaacageatcagegatiaatagecgtgpeatctattatagaacaacaggegpaggecaaacatcagataaacagetgaca

agctatgataattcaaatgttggetgggpagcaacageatcaaatgcatgptatacagtictgacaagagattttgcggcagpcgaatatgtttggacaggcttigatt
alclgggegaaccgacacegtggaatggeacaggeicaggegeagtiggeteatggeegtcaccgaaaaattcttatittggeattatcgatacageaggettege

aaaagatagctatiatittiatcagagecagtggaatgatgatgtiacaacactgeatgticticeggeatggaataataatptcgtcageaaagattcatcagpcaatg
ttceggtigtigtitaticagatgeggeatcagtcgaactgtittticaageaaaaggeagegatacaaaaacaagectggpcaaaaaaacatttacacagaaaacaa
cagacgcaggciatacatatcagatctatgaaggctcagataaaaacageacaacagacaaaaacctgtatctgacatggaatgttcegtatgcagatggaacagt
ticagcagttgcgtataatageaacggecagaaaattacagatacagitggccagtecteagttacaacaacaggcaaagegicaaaactgaaageatcageggat
cataaaaaaattgeageggatggegaatcacigtcatatatcacagtegatgicacagatgegaatggeaatatigttceggatecagaaaatcgegtcaaatttaca
gtlgaaggcpgatggcgaactgpligpopligataatggelcatcaccggalcatigalicatatcaageggataaccgeaaageattitcaggeaaagiictggeaatt
glgaaaagceacaaaagaagcelgecacaaltacagtiacagealcageagatggectggaticageatcagicaaaatcacaacaacageagicgataatggeag

cacagaaaaacaaatcgatagcetttaaaatgagecgeacatatiatgttaaagitggeageacaccggaactgecggaaaaaatigicacacgetatacagatgge

acatcagaagaactgcctgttactigggatgcaaltacagaagatcaaatigeageageaggcteatticaagttaaaggeacagicaaaggeggatattcagtige

agtcaacgtcaacatgatigatgaagttgecggactgcigaattaticaacaaatacageagitggegttgeaceggtictgecgacatcaagaceggeagtictge

aagatggcacagitatggatgttacatitccgglcacatgggaagalaaageageaagegeatatgatanageaggeacagigacagicaatggeacageaaatg
ttetggecaaagaaatigeagtiacagegagogliagagticaggaagaaacaatcacaattggagaticagtitcageggatgeactgaatcigacacaaagegtl
coggeagataaacaaagegatacactgaacgeaattaaagatgectcaacaacaattagetcaaatacaageggaggegeaaatecegacagtitggageaactat
gactatagecaggatpgcaatacgacageggatatcattittgaatatgegacagaacaaagactgggecaaategttacacattttgegagagatagetggteaat
gagatatcetgatgcaggegetacagaaatttatgtc

Listado de secuencias
<110> Danisco A/S

<120> Polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante
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<130>

18028PCT00

<160> 17

<170>

Patentln versiéon 3.5

<210> 1
1125
PRT
Ruminococcus hansenii

<211>
<212>
<213>

<400>

Lys

1

Val

Asp

Phe

Ile

65

Pro

Ala

Ala

Tyr

Glu

145

Trp

1

Ala

Lys

Trp

Asp

50

Glu

Gly

Lys

Thr

Thr

130

Asn

Tyr

Asp

Asp

Lys

35

Asp

Gln

Gly

Gly

Val

115

Pro

Thr

Ser

Ser

Tyr

20

Phe

Ser

Glu

vVal

Lys

100

Tyr

Phe

Ile

Gly

Gln

Gly

Asn

Lys

Tyr

Gly

85

Arg

val

Ser

Ala

Ser

Thr

Ser

Leu

Trp

Ser

70

Trp

Ile

Asn

Phe

Val

150

Gly

Gln

Asn

Gly

Arg

55

Gln

Tyr

Arg

Gly

Asp

135

Lys

Ile
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Met

Ser

Asp

40

Thr

Ser

Arg

Ile

Lys

120

Ile

Val

Tyr

Ser

Ala

25

Val

Leu

Leu

Lys

Asp

105

Glu

Thr

Asp

Arg

Ser Glu
10

Arg Thr

Ser Asn

Ser Leu

Glu Ala

75

Asn Phe

90

Phe Asp

Val Gly

Asp Tyr

His Gln

155

Ser Val

41

Pro

Gln

Ala

Pro

60

Glu

Thr

Gly

Thr

Ile

140

Thr

Asn

Glu

Asn

Gln

45

His

Ser

Leu

vVal

His

125

Ser

Pro

Leu

Gln

Phe

30

Thr

Asp

Gly

Gly

Tyr

110

Pro

Tyr

Ser

Thr

Val

15

Asp

Pro

Tyr

Tyr

Glu

95

Met

Tyr

Asp

Ser

Thr

Ala

Ser

Thr

Ser

Leu

80

Glu

Asn

Gly

Lys

Arg

160

Thr
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165 170 175

Asn Asp Val His Val Asp Leu Asn Gly Ile Lys Val Glu Ser Asn Asn
180 185 190

Leu Glu Lys Glu Ala Gly Lys Thr Val Asn Thr Asp Val Lys Thr Thr
195 200 205

Val Val Asn Gly Ser Lys Glu Ala Lys Asn Ile Thr Ile Thr His Thr
210 215 220

Val Phe Lys Lys Gly Glu Lys Pro Asp Lys Ala Ile Gly Thr Phe Thr
225 230 235 240

Thr Glu Ala Gln Glu Ile Gly Ala Gly Lys Lys Thr Glu Ile Ser Ala
245 250 255

Thr Val Pro Val Lys Asn Pro Glu Leu Trp Ser Val Glu Asn Pro Ala
260 265 270

Leu Tyr Thr Ile Arg Thr Glu Val Lys Ala Gly Asp Lys Leu Leu Asp
275 280 285

Ser Tyr Asp Thr Glu Tyr Gly Phe His Tyr Leu Asn Phe Asp Thr Glu
290 295 300

Thr Gly Phe Gln Leu Asn Gly Lys Asn Val Lys Leu Lys Gly Val Cys
305 310 315 320

Met His His Asp Gln Gly Ala Leu Gly Ala Val Ala Asn Arg Arg Ala
325 330 335

Ile Glu Arg Gln Val Glu Ile Leu Gln Glu Met Gly Cys Asn Ser Ile
340 345 350

Arg Val Thr His Asn Pro Ala Ser Lys Asp Leu Ile Glu Val Cys Asn
355 360 365

Glu Lys Gly Ile Leu Val Ile Glu Glu Val Phe Asp Gly Trp His Arg
370 375 380

Ala Lys Asn Gly Asn Ser Asn Asp Tyr Ser Val Trp Phe Glu Lys Ala
385 390 395 400

Ile Glu Glu Asp Asn Ala Ile Leu Gly Lys Glu Ala Asp Met Thr Trp
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Ala

Ser

Gly

Glu

465

Arg

Gly

Ile

Ser

Ala

545

Irp

Phe

Pro

Ser

Lys

625

Thr

Glu Tyr

Ile Ile
435

Ser Gly

450

Ala Asp

Gly Asp

Gly Thr

His Lvs

Ser Val

530

Thr Ser

Gly Ala

Vval Ala

Thr Pro

595

Pro Lys
610

Asp Ser

Leu His

Asp

420

Glu

Tyr

Ala

Trp

Ser

500

Glu

Asn

Asp

Leu

Gly

580

Trp

Asn

Tyr

Val

405

Leu

Trp

Ala

Thr

Glu

485

Gly

His

Ser

Gln

Ala

565

Glu

Tyr

Leu

Lys

Ser

Glu

Lys

470

Gln

Thr

Pro

Arg

Gln

550

Ser

Tyr

Gly

Tyr

Phe

630

Pro

Ala

Leu

Arg

455

Thr

Val

Asn

Asp

Gly

4

535

Leu

Gln

val

Thr

Phe

615

Tvr

Ala
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Ile

Gly

440

Ala

Leu

Tyr

Trp

520

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

600

Gly

Gln

Trp

Met
425

Thr

Ile

Ser

505

Lys

Tyr

Ala

Trp

Thr

585

Pro

Ile

Asn

410

Glu

Lys

Ile

Gly

490

Asp

Leu

Ser

Tyr

570

Gly

Gly

Ile

Gln

Glu

Arg

Ile

Leu

Gly

475

Asp

Tyr

Val

ASpP

555

Asp

Phe

Ala

Asp

Irp

535

Asp

43

Asp

Gln

Ile

460

Lys

Ala

Gly

Thr

540

Asn

Val

Asp

Lys

Thr

620

Asn

Val

Gln

Glu

445

Lys

Asn

Leu

Ser

Gly

Ser

Ile

Tyr

Gly

605

Ala

Glu

Val

Asn

430

Gly

Irp

Ala

Thr

Tyr

510

Glu

Asn

Arg

Gln

Tle

590

Thr

Gly

Glu

Lys

415

Ala

Ala

Ala

Val

Lys

495

Asp

Thr

Gln

Val

Arg

575

Gly

Trp

Phe

Val

Lys

Pro

Gly

Lys

Lys

480

Ala

Lys

Ala

Glu

Asn

560

Asp

Glu

Pro

Pro

Asn

640

Asn
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645 650 655

Ser Asp Gly Thr Vval Pro Val Val Val Tyr Ser Asp Ala Lys Glu Vval
560 665 670

Glu Leu Phe Phe Thr Pro Ala Asn Gly Gly Glu Lys Lys Ser Leu Gly
675 680 685

Lys Lys Thr Phe Lys Thr Glu Thr Thr Lys Ala Gly Tyr Ser Tyr Gln
690 695 700

Val Leu Glu Asn Gly Lys Lys Lys His Lys Asp Leu Tyr Met Glu Trp
705 710 715 20

Gln Val Pro Tyr Glu Ala Gly Thr Leu Glu Ala Val Ala Lys Asp Ala
725 730 735

Lys Gly Asn Val Ile Lys Asp Thr Glu Gly Arg Ser Val Val Lys Thr
740 745 750

Thr Gly Glu Glu Ala Lys Leu Ser Ala Lys Thr Asp Arg Asn Ser Ile
755 760 765

Gln Ala Asp Gly Lys Asp Leu Ser Tyr Ile Thr Val Asp Val Thr Asp
770 775 780

Lys Asp Gly Asn Ile Val Pro Asp Ala Ala Asn Arg Val Thr Phe Asp
785 790 795 800

Val Gln Gly Ala Gly Lys Leu Val Gly Val Asp Asn Gly Ser Ser Pro
805 810 815

Asp His Asp Ser Tyr Lys Ala Asp Asn Arg Lys Ala Phe Ser Gly Lys
820 825 830

Val Leu Ala Ile Val Gln Ser Thr Glu Lys Ala Gly Glu Ile Thr val
835 840 845

Thr Ala Lys Ala Asp Gly Leu Glu Ser Ser Thr Vval Lys Ile Thr Thr
850 855 860

Thr Pro Val Lys Glu Glu Pro Ser Glu Arg Tyr Val Glu Ser Tyr Lys
865 870 875 880

Tyr Ser Lys Ser Tyr Tyr Val Lys Thr Gly Thr Lys Pro Gln Leu Pro
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885 890 895

Lys Lys Ile Glu Ala Gln Tyr Ser Asp Arg Thr Lys Glu Asp Val Ala
900 905 910

Val Lys Trp Asp Glu Ile Ser Asp Glu Gln Ile Ser Lys Thr Gly Ser
915 920 925

Phe Thr Val Glu Gly Thr Vval Gly Lys Arg Asp Ile Thr Vval Asn Ile
930 935 940

Asn Met Ile Asp Asp Val Ala Ala Leu Leu Asn Tyr Ser Gly Ala Thr
945 950 955 960

Gln Lys Gly Val Lys Pro Gln Leu Pro Asp Val Arg Pro Ala Val Leu
965 570 975

Pro Asp Gly Thr Val Leu Ala Ala Ser Phe Pro Val Gln Trp Asp Glu
980 985 990

Lys Asp Ala Asp Thr Phe Gln Lys Pro Asp Glu Ile Val Thr Val Asn
995 1000 1005

Gly Ser Ala Asp Ile Phe Gly Lys Thr Ile Pro Val Thr Ala Ser
1010 1015 1020

Ile Arg Val Gln Lys Glu Asp Ile Lys Ile Gly Ser Ser Val Thr
1025 1030 1035

Asn Val Ala Lys Leu Ser Gln Asn Ile Gln Gly Ser Asp Thr Leu
1040 1045 1050

Glu Ala Ile Lys Asp Gly Lys Thr Glu Met Ser Leu Asn Asn Asp
1055 1060 1065

Gly Gly Pro Asn Glu Ser Ala Trp Ser Asn Trp Asp Ala Ser Gln
1070 1075 1080

Lys Gly Thr Lys Glu Ala Glu Leu Thr Phe Thr Phe Asp Thr Gln
1085 1090 1095

Gln Arg Ile Gly Glu Ile Val Ile His Phe Ala Lys Asp Asn Asn
1100 1105 1110

165]
10}
5

Ile Arg Phe Pro Asp Ala Gly Thr Thr Glu Ile
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<210> 2

<211>
<212>
<213>

<400> 2

Ala

1

Ser

Tyr

Phe

Ser

65

Glu

Thr

Lys

Trp

Phe

145

Ile

Gly

His

Gly

Gln

Ser

Tyr

50

Lys

Tyr

Gly

Arg

Val

130

Ser

Ala

Ser

Val

1150
PRT
Ruminococcus lactaris

Val

Thr

Ser

35

Phe

Trp

Ser

Trp

Val

115

Asn

Phe

Val

Gly

Asp
195

Ser

Gln

20

Thr

Gly

Glu

Lys

Tyr

100

Arg

Gly

Asp

Lys

Ile

180

Leu

Val

5

Met

Ala

Asp

Gln

Ser

85

Arg

Ile

His

Ile

Val

165

Tyr

Asn

1120

Pro

Ser

Gln

Ala

Val

70

Met

Lys

Asp

Glu

Thr

150

Val

Arg

Ala

Ser

Arg

Gly

55

Ser

Glu

Asn

Phe

Val

135

Asp

Asn

Asp

Thr
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Leu

Asp

Ser

40

Asn

Leu

Ala

Phe

Asp

120

Gly

Tyr

Asn

Val

Lys
200

Ala

Pro

25

Gln

Ala

Pro

Glu

Thr

105

Gly

Thr

Val

Thr

Asp

185

Val

Gln

10

Glu

Asn

Gln

His

Ser

90

Leu

Val

His

Lys

Pro

170

Leu

Thr

1125

Gln

Leu

Phe

Gly

Asp

75

Gly

Ser

Tyr

Pro

Tyr

155

Ser

Thr

Thr

46

Ala

Val

Asn

Ala

60

Tyr

Tyr

Ser

Met

Tyr

140

Asp

Ser

Ile

Pro

Val

Tyr

Ser

45

Thr

Ser

Leu

Asp

Asn

125

Gly

Gly

Arg

Thr

Asn
205

Arg

Val

30

Asn

Phe

Ile

Gly

Thr

110

Ala

Tyr

Glu

Trp

Asp

190

Leu

Thr

15

Asn

Trp

Asp

Ser

Gly

95

Gln

Thr

Thr

Asn

Tyr

175

Asp

Glu

Glu

Asn

Lys

Asp

Gln

80

Gly

Gly

val

Ser

Thr

160

Ser

Val

Thr



Glu

Asp

225

Gln

Val

Val

Thr

305

Ser

Asp

Gln

His

Ile

385

Asp

Asp

Lys

210

Ser

Asp

Ser

Ser

Arg

290

Glu

Leu

Gln

Val

Asn

370

Leu

Asn

Asn

Leu

Gly

Asp

Gly

Tle

Asn

275

Thr

Tyr

Asn

Gly

Lys

355

Pro

vVal

Ser

Glu

Glu
435

Ser

Ala

Ser

Ala

260

Pro

Glu

Gly

Gly

Ser

340

Ile

Ala

Val

Asn

Ile

420

Ser

Thr

Ala

Ala

245

Ala

Glu

Val

Phe

Glu

325

Leu

Leu

Ala

Glu

Asp

405

Leu

Met

Val

Lys

230

Asp

Gly

Arg

310

Asn

Gly

Lys

Gln

Glu

390

Tyr

Gly

Ile

Asn

215

Ser

Gln

Ala

Trp

Val

295

Tyr

Met

Ala

Glu

Asp

375

Ala

Ser

Ala
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Thr

Val

Ser

Thr

Ser

280

Asp

Phe

Lys

Ala

Met

360

Leu

Phe

VvVal

Thr

Arg
440

Ala

Ile

Ala

265

Val

Gly

Asn

Leu

Ala

345

Gly

Tle

Asp

Trp

Asn

425

Asp

val

val

Gly

250

Glu

Glu

Gln

Phe

Lys

330

Tyr

Cys

Asp

Thr

Phe

410

Gly

Tyr

Thr

Arg

235

Thr

Tle

Asn

Val

Asp

315

Gly

Asp

Asn

Ala

Trp

395

Asn

Glu

Asn

47

Ala

220

His

vVal

Gln

Pro

Thr

300

Ser

val

Ser

Ser

Cys

J

380

Thr

Gln

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Ala

Ser

285

Asp

Asn

Cys

Ala

Ile

365

Asn

Arg

Thr

Trp

Pro
445

Val

val

Thr

Thr

270

Leu

Thr

Thr

Met

Ile

350

Arg

Glu

Pro

vVal

Ala
430

Ala

Phe

Asn

255

vVal

Tyr

Tyr

Gly

Hig

335

Asp

Val

Gln

Lys

Ala

415

Gln

Val

Pro

240

Ala

Pro

Thr

Asp

Phe

320

His

Arg

Thr

Gly

Asn

400

Ser

Phe

Ile



Met

Asp

465

Asp

Ala

Ser

545

Gln

Trp

Phe

Pro

Ser

625

Thr

Trp

450

Ala

Ala

Asn

His

530

Ala

Thr

Gly

Ala

Thr

610

Pro

Asp

Leu

Ser

Glu

Asp

Trp

Thr

515

Ile

Ser

Ala

Ala

595

Pro

Lys

Ser

His

Gly
675

Leu

Tyr

Asn

Gln

500

Val

Ser

Asn

Asp

Thr

580

Gly

Trp

Asn

Tyr

Val

660

Asn

Gly

Glu

Thr

485

Ile

Gly

Asn

Ser

Lys

565

Ala

Glu

Asn

Ser

Tyr

645

Leu

Val

Ala
470

Arg

Phe

[€p]
(]
K

Arg
550

Gln

Tyr

Gly

Tyr

630

Phe

Pro

Pro

Glu

455

Thr

Pro

Lys

Asn

Asn

535

Gly

Leu

Asn

Val

Thr

615

Phe

Tyr

Ala

Val

ES 2 681 692 T3

Val

Ala

Met

Thr

Tyr

520

Trp

Ile

Thr

Ala

Trp

600

Gly

Gly

Gln

Trp

Val
680

Met

Thr

Thr

Phe

505

Ala

Leu

Tyr

Ser

Trp

585

Thr

Tle

Ser

Asn

665

Val

Glu

Lys

Ile

490

Ala

Asp

Leu

Tyr

Tyr

570

Tyr

Gly

Gly

Ile

Gln

650

Asn

Tyr

Gly

Leu

475

Gly

Arg

Gly

Tyr

Arg

555

Asp

Thr

Phe

Ala

Asp

635

Trp

Asn

48

Ile

460

Ile

Asp

Leu

Arg

Gly

540

Thr

Asn

Val

Asp

Val

620

Thr

Asn

Val

Asp

Ser

Asn

Asn

Leu

Val

525

Thr

Ser

Leu

Tyr

605

Gly

Ala

Asp

Val

Ala
685

Gly

Trp

Lys

Thr

510

Leu

Glu

Gly

Asn

Thr

590

Leu

Gly

Asp

Ser

670

Ala

Gly

Ala

Leu

495

Glu

Asp

Thr

Gly

Val

575

Arg

Gly

Trp

Phe

vVal

655

Lys

Thr

Tyr
480

Ser

Ala

Gly

560

Gly

Asp

Glu

Pro

Ala

640

Thr

Asp

Val



Glu

Lys

705

Ile

Leu

Val

Lys

785

Val

Ser

Ile

865

Ile

Ser

Glu

Leu

690

Lys

Tyr

Thr

Asn

Thr

770

Lys

Thr

Ser

Gly

850

Thr

Thr

Leu

Phe

Thr

Glu

Trp

Ser

755

Thr

Ile

Asp

Thr

Pro

835

Lys

val

Thr

Lys

Pro
915

Phe

Phe

Gly

Asn

740

Asn

Thr

Ala

Ala

Val

820

Asp

Val

Thr

Thr

Met

900

Glu

Gln

Thr

Ser

725

Val

Gly

Gly

Ala

Asn

805

Glu

His

Leu

Ala

Ala

885

Ser

Lys

Ala

Gln

710

Asp

Pro

Gln

Lys

Asp

790

Gly

Gly

Asp

Ala

Ser

870

Val

Arg

Ile

Lys

695

Lys

Lys

Tyr

Lys

Ala

775

Gly

Asn

Asp

Ser

Ile

855

Ala

Asp

Thr

Val
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Gly

Thr

AsSn

Ala

Ile

760

Glu

Ile

Gly

Tyr

840

Val

Asp

ASn

Tyr

Thr
920

Ser

Thr

Ser

Asp

745

Thr

Lys

Ser

Val

Glu

825

Gln

Lys

Gly

Gly

Tyr

905

Arg

Asp

Thr

730

Gly

Asp

Leu

Leu

Pro

810

Leu

Ala

Leu

Ser

890

vVal

Tyr

Thr

Ala

715

Thr

Thr

Thr

Lys

Ser

795

Asp

Val

Asp

Thr

Asp

875

Thr

Lys

Thr

49

Asp

Val

Val

Ala

780

Ala

Asn

Lys

860

Ser

Glu

Val

Asp

Thr

Tyr

Lys

Ser

Gly

765

Ile

Glu

Val

Arg

845

Glu

Ala

Lys

Gly

Gly
925

Ser

Thr

Asn

Ala

750

Gln

Ala

Thr

Asn

Asp

830

Lys

Ala

Ser

Gln

Ser

910

Thr

Leu

Tyr

Leu

735

vVal

Ser

Asp

Val

Arg

815

Asn

Ala

Gly

vVal

Ile

895

Thr

Gly

Gln

720

Ala

Ser

His

Asp

800

Val

Gly

Phe

Thr

Lys

880

Asp

Pro

Glu
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Glu Leu Pro Val Thr Trp Asp Ala Ile Thr Glu Asp Gln Ile Ala Ala
930 935 940

Ala Gly Ser Phe Gln Val Lys Gly Thr Val Lys Gly Gly Tyr Ser Val
945 950 955 960

Ala Val Asn Val Asn Met Ile Asp Glu Val Gly Gly Leu Leu Asn Tyr
965 970 975

Ser Thr Asn Thr Ala Val Gly Val Ala Pro Val Leu Pro Thr Ser Arg
980 985 930

Pro Ala Val Leu Gln Asp Gly Thr Val Met Asp Val Thr Phe Pro Val
995 1000 1005

Thr Trp Glu Asp Lys Ala Ala Ser Ala Tyr Asp Lys Ala Gly Thr
1010 1015 1020

Val Thr Val Asn Gly Thr Ala Asn Val Leu Gly Lys Glu Ile Ala
1025 1030 1035

Val Thr Ala Ser Val Arg Val Gln Glu Glu Thr Ile Thr Ile Gly
1040 1045 1050

Asp Ser Val Ser Ala Asp Ala Leu Asn Leu Thr Gln Ser Val Pro
1055 1060 1065

Ala Asp Lys Gln Ser Asp Thr Leu Asn Ala Ile Lys Asp Gly Ser
1070 1075 1080

Thr Thr TIle Ser Ser Asn Thr Ser Gly Gly Ala Asn Pro Thr Val
1085 1090 1095

Trp Ser Asn Tyr Asp Tyr Ser Gln Asp Gly Asn Thr Thr Ala Asp
1100 1105 1110

Ile Ile Phe Glu Tyr Ala Thr Glu Gln Arg Leu Gly GIln Ile Val
1115 1120 1125

Thr His Phe Ala Arg Asp Ser Trp Ser Met Arg Tyr Pro Asp Ala
1130 1135 1140

Gly Ala Thr Glu Ile Tyr Val

1145 1150

<210> 3
<211> 91

50
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15

<212> PRT
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 3

val
1

Arg

Gly

Trp

Phe

65

val

Asn

Asp

Glu

Pro

50

Pro

Asn

<210> 4
211> 71
PRT
Ruminococcus hansenii

<212>
<213>

<400> 4

Ala

Pro

Lys

Ser

His
65

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

<400>

Gly

Trp

Asn

Tyr
50

Val

5
58

Trp

Phe

Pro

35

Ser

Lys

Thr

Glu

Asn

Ser

35

Tyr

Leu

PRT
Ruminococcus hansenii

5

Gly

Val

20

Thr

Pro

Asp

Leu

Tyr

Gly

20

Tyr

Phe

Pro

Ala

Ala

Pro

Lys

Ser

His

85

Val

5

Thr

Phe

Tyr

Ala

Leu

Gly

Trp

Asn

Tyr

70

Val

Trp

Asp

Gly

Gln

Trp
70

Ala

Glu

Asn

Ser

55

Tyr

Leu

Thr

Pro

Ile

Ser

55

Asn

ES 2 681 692 T3

Ser

Tyr

Gly

40

Tyr

Phe

Pro

Gly

Gly

Ile

40

Gln

Gln

Val

25

Thr

Phe

Tyr

Ala

Phe

Ala

25

Asp

Trp

Ala

10

Trp

Asp

Gly

Gln

Trp
90

Asp

10

Lys

Thr

Asn

Trp

Thr

Pro

Ile

Ser

75

Asn

Tyr

Gly

Ala

Glu

51

Tyr

Gly

Gly

Ile

60

Gln

Ile

Thr

Gly

Glu
60

Asp

Phe

Ala

45

Asp

Trp

Gly

Trp

Phe

45

Val

Val

Asp

30

Lys

Thr

Asn

Glu

Pro

30

Pro

Asn

Ile

15

Tyr

Gly

Ala

Glu

Pro

15

Ser

Lys

Thr

Gln

Ile

Thr

Gly

Glu
80

Thr

Pro

Asp

Leu



10

Ala

Pro

Lys

Ser

Gly

Trp

Asn

Tyr
50

<210> 6
<211> 91
PRT
Ruminococcus lactaris

<212>
<213>

<400> 6

Val
1

Arg

Gly

Trp

Phe
65

Val

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

<400>

Gly

Asp

Glu

Pro

50

Ala

Thr

7
71

Glu

Asn

Ser

35

Tyr

Tyr

Gly

20

Tyr

Phe

Val

Thr

Phe

Tyr

Trp

Asp

Gly

Gln

Trp Gly Ala Thr

Phe

Pro

35

Ser

Lys

Thr

PRT
Ruminococcus lactaris

7

Ala

20

Thr

Pro

Asp

Leu

5

Ala

Pro

Lys

Ser

His
85

Gly

Trp

Asn

Tyr

70

Val

Thr

Pro

Ile

Ser
55

Ala

Glu

Asn

Ser

55

Tyr

Leu

ES 2 681 692 T3

Gly

Gly

Ile

40

Gln

Ser

Tyr

Gly

40

Tyr

Phe

Pro

Phe

Ala

25

Asp

Trp

Asn

Val

25

Thr

Phe

Tyr

Ala

Ala Gly Glu Tyr Val Trp Thr Gly Phe

Asp

10

Lys

Thr

Asn

Ala
10

Trp

Gly

Gln

Trp
90

Tyr Ile

Gly Thr

Ala Gly

Trp

Thr

Ser

Ile

Ser

75

Asn

Tyr

Gly

Gly

Ile

60

Gln

Gly Glu Pro Thr

15

Trp Pro Ser Pro

30

Phe Pro Lys Asp

45

Thr Val Leu
15

Phe Asp Tyr
30

Ala Val Gly
45

Asp Thr Ala

Trp Asn Asp

Thr

Leu

Ser

Gly

Asp
80

Asp Tyr Leu Gly Glu Pro Thr

52
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15

Pro Trp Asn

Lys Asn Ser

35

Ser Tyr Tyr

50

His Val Leu

65

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

<400>

8
58
PRT

Gly Thr

20

Tyr Phe

Phe Tyr

Pro Ala

Gly

Gly

Gln

Trp
70

Ruminococcus lactaris

8

Ala Gly Glu

1

Pro Trp Asn

Lys Asn Ser

35

Ser Tyr Tyr

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

<400>

50

9
30
PRT

Tyr Val

Gly Thr

20

Tyr Phe

Phe Tyr

Bacillus subtilis

9

Trp

Gly

Gly

Gln

Val Arg Ser Lys Lys Leu

1

5

Ile Phe Thr Met Ala Phe

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

<400>

10
3477
ADN

20

Ruminococcus hansenii

10

ES 2 681 692 T3

10

Ser Gly Ala Val Gly Ser Trp Pro

25

Ile Ile Asp Thr Ala Gly Phe Ala

40

Ser Gln Trp Asn Asp Asp Val Thr

55

Asn

Thr Gly Phe Asp Tyr Leu Gly Glu

10

60

45

30

15

Ser Pro

Lys Asp

Thr Leu

Pro Thr
15

Ser Gly Ala Val Gly Ser Trp Pro Ser Pro

25

30

Ile Ile Asp Thr Ala Gly Phe Ala Lys Asp

40

Ser Gln Trp Asn
55

45

Trp Ile Ser Leu Leu Phe Ala Leu Ala Leu

10

Gly Ser Thr Ser Ser Ala Gln Ala

25

53

30

15



gtgagaagca

gcgttecggea

atgtcatcag

cagaattttg

acatttgatg

gaatattcac

cgcaaaaatt

ggcgtctata

ggctatacac

attgcggtca

tatagatcag

gtcgaaagca

acagttgtga

aaaggcgaaa

gcaggcaaaa

gttgaaaatc

gatagctatg

cagctgaatg

cttggcgcag

ggctgcaata

aacgaaaaag

ggcaacagca

ctgggaaaag

gatcaaaatg

ggcggatcag

gcaacaaaaa

agcatcggcg

gcatcatatg

gcatcatcag

aaaaattgtg

gcacatccag

aaccggaaca

atagcgattg

attcaaaatg

aatcactgga

ttacactggg

tgaatgcaac

cgtttagett

aagtcgatca

tcaacctgac

acaacctgga

acggctcaaa

aaccggataa

aaacagaaat

cggcactgta

atacagaata

gcaaaaacgt

ttgcaaatag

gcattagagt

gcattctggt

acgattatag

aagcggatat

caccgagcat

gctatgcaga

cactgacaat

ataaacttac

ataaaattca

ttaatagccg
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gatcagtttg

cgcgcaggcg

agttgcggtt

gaaatttaac

gcgcacactg

agcagaatca

cgaagaagcg

agtctatgtg

tgatatcaca

tcaaacaccg

aacaacaaat

aaaagaagca

agaagcgaaa

agcgatcggce

cagcgcaaca

tacaattcgc

tggctttcat

taaactgaaa

aagagcaatt

cacacataat

cattgaagaa

cgtctggttt

gacttgggca

tattgaatgg

aagagcggat

tggcagcaat

aaaagcaggc

taaagaacat

tggcatttat

ctgtttgcett

gcagggaaaa

aaagattatg

ctgggagatg

tcactgccgce

ggctatcttce

aaaggcaaac

aatggcaaag

gattatatca

tcatcaagat

gatgtccatg

ggcaaaacag

aacatcacaa

acatttacaa

gtccecggtta

acagaagtta

tatctgaact

ggcgtttgca

gaacgccaag

ccggcaagcea

gtttttgacg

gaaaaagcga

gaatatgatc

tcactgggca

aaactgatca

gcagttaaaa

ggaacatcag

ccggattgga

tcagttacag

54

tagcgttaat

aagcagatag

gctcaaatag

ttagcaatgc

atgattatag

cgggaggcgt

gcattcgcat

aagttggcac

gctatgataa

ggtattcagg

tcgatctgaa

tcaacacaga

ttacacatac

cagaagcgca

aaaatccgga

aagcaggcga

ttgatacaga

tgcatcatga

tcgaaattct

aagatctgat

gctggcatag

tcgaagaaga

tgaaagcgat

atgaaattca

aatgggcgaa

gaggcgattg

gcacaaatta

aactgtatgg

gcaatcaaga

ctttacgatg

ccaaacacaa

cgcacgcaca

acagacaccg

catcgaacag

tggctggtat

tgattttgat

acatccgtat

agaaaacaca

cagcggcatt

tggcattaaa

tgtgaaaaca

agtctttaaa

agaaattggc

actgtggtca

taaactgctg

aacaggcttt

tcaaggcgca

gcaagaaatg

tgaagtctgce

agcaaaaaat

taacgcgatt

tatgaaacgc

agaaggcgca

agaagcagac

ggaacaagtt

ttcagatggc

ctcagaaaca

agcaacaagc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1440

1500

1560

1620

1680

1740



gatcaacaac

gcatggtatg

gattatatcg

ccgtcaccga

tattattttt

tggaatgaag

gatgcgaaag

ggaaaaaaaa

aacggcaaaa

acacttgaag

agcgtcgtta

attcaagcag

aatattgttc

gttggcgttg

gcattttcag

gttacagcaa

aaagaagaac

aaaacaggca

aaagaggatg

agctttacag

gatgatgttg

cttccggatg

gttcagtggg

aacggcagcg

aaagaagata

caaggcagcg

gatggcggac

gaagccgaac

tttgcgaaag

<210> 11
<211> 3534

tgacagcgta

atgttatcca

gcgaaccgac

aaaacagcta

atcagagcca

atgtcgtcaa

aagtcgaact

catttaaaac

daaaacataa

cagttgcgaa

aaacaacagg

atggcaaaga

cggatgcagc

ataatggctc

gcaaagttct

aagcagatgg

cgagcgaaag

caaaaccgca

ttgcggtcaa

ttgaaggcac

cagcactgcect

ttagaccggce

atgaaaaaga

cagatatctt

tcaaaattgg

atacactgga

cgaatgaatc

tgacatttac

ataacaactc
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tgataatagc

gagagatttt

accgtggaat

ctttggcatt

gtggaatgaa

aaaaaactca

gttttttaca

agaaacaaca

agatctgtat

agatgcaaaa

cgaagaagca

tctgtcatat

aaatagagtc

atcaccggat

ggcaattgtt

cctggaatca

atatgtcgaa

actgccgaaa

atgggatgaa

agttggcaaa

gaattattca

agttctgcecct

tgcggataca

tggcaaaaca

cagcagcgtt

agcaatcaaa

agcatggtca

atttgataca

aatcagattt

agagttaatt

gtcgcaggceg

ggcacagatc

atcgatacag

gaagtcaata

gatggcacag

ccggcaaatg

aaagctggcet

atggaatggc

ggcaacgtca

aaactgtcag

attacagtcg

acatttgatg

catgatagct

cagtcaacag

agcacagtca

agctataaat

aaaattgaag

atctcagatg

agagatatca

ggcgcaacac

gatggcacag

tttcagaaac

attccggtta

acaaatgttg

gatggcaaaa

aattgggatg

cagcaacgca

ccggatgetg

55

ggggagcact

aatatgtttg

cgggagcaaa

caggctttcc

cactgcacgt

ttcecggttgt

gcggagaaaa

atagctatca

aagttccgta

ttaaagatac

caaaaacgga

atgtcacaga

tccaaggcgce

ataaagcgga

aaaaagcagqg

aaatcacaac

acagcaaaag

cgcagtatag

aacaaattag

cagtcaacat

aaaaaggcgt

tcctggecage

cggatgaaat

cagcaagcat

caaaactgag

cagaaatgag

catcacagaa

ttggcgaaat

gcacaacaga

ggcatcacaa

gacaggcttt

aggcacatgg

gaaagattca

tcttccggea

tgtttattca

aaaaagcctg

agttctggaa

tgaagcaggc

agaaggcaga

tcgcaatage

taaagatggc

aggaaaactg

taaccgcaaa

cgaaattaca

aacaccggtt

ctattatgtg

cgatcgcaca

caaaacaggc

taacatgatc

taaaccgcaa

atcatttccg

tgttacagtt

tagagtgcag

ccaaaatatt

cctgaataat

aggcacaaaa

tgtcattcat

aatctaa

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

3477



<212> ADN

<213> Ruminococcus lactaris

<400> 11

gtggatcagt

cagcgcgcag

agaacagaaa

agcagcacag

gcgggaaatg

catgattatt

ggcggaggca

agagtccgceca

gaagttggca

aaatatgatg

tggtattcag

gttgatctga

gtcaatacag

gttcgccata

acaaatgcac

tcaaatcctg

ctggtcgacg

tttgatagca

atgcatcatg

gtcaaaatcc

caagatctga

acttggacaa

gttgcgagceg

ctggaaagca

aatgaagtta

aaactgatta

aaactgaaag

ggaacagtgg

ttgctgtttg

gcggcaggga

gccaaacaca

cacaaagaag

cacaaggcgc

caatcagcca

caggctggta

ttgattttga

cacatccgta

gcgaaaacac

gctcaggcat

acggcacaaa

atgttacagc

cagtttttcc

aatcaattgc

aactgtggtc

gccaagtcac

acacaggctt

atcaaggctc

tgaaagaaat

ttgatgcgtyg

gaccgaaaaa

ataatgaaat

tgatctcacg

tggaaggcat

actgggcgta

cgaactggca

gctttaatta
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ctttagcgtt

agcaggcgtt

aatgtcatca

ccagaacttt

aacatttgat

agaatatagc

tcgcaaaaat

tggcgtctat

tggctataca

aattgcagtc

ttatagagat

agttacaaca

aacagttgcg

gaaagatggc

agcaggcgca

agttgaaaat

agatacatat

ttcactgaat

acttggcgca

gggctgcaat

caatgaacaa

tggcaacagc

tctgggageg

cgattataat

tagcggagge

tgatgcggat

gatctcaaaa

tgcagatggc

aatctttacg

tcagttccgg

gatccggaac

aacagcaact

gatagcaaat

aaatcaatgg

tttacactga

atgaatgcaa

agctttagcet

aaagtcgtca

gtcgatctga

ccgaacctgg

aatgattcag

agcgcagatc

acagcagaaa

ccgtcactgt

gatacagaat

ggcgaaaata

gcagcatacg

agcattagag

ggcattctgg

aacgattata

acaaatggcg

gcaccgtcag

acagatgcag

aatacacgtc

acatttgcga

agagttctgg

56

atggcgttcg

cactggcaca

tggtctatgt

ggaaattcta

gggaacaagt

aagcagaatc

gcagcgatac

cagtttgggt

ttgatatcac

ataatacacc

caatcacaga

aaacagaaaa

atgcagcaaa

aatcaattgg

ttcaagcaac

atacagtcag

atggctttcg

tgaaactgaa

actcagcaat

tcacacataa

ttgttgaaga

gcgtctggtt

aaacatgggc

tcattatgtg

aatatgaagc

cgatgacaat

gactgctgac

attcatatca

gcagcacatc
acaagcagtt
gaataactat
cttcggagat
ttcactgccg
aggctatctt
acaaggcaaa
taatggccat
agattatgtg
gtcaagcaga
tgatgttcat
aggcagcaca
atcagttgca
cacagtcaca
ggttccggtt
aacagaagtt
ctattttaac
aggcgtctge
tgatcgccag
tccggcagceca
agcgtttgat
taatcagaca
acaatttgat
gtcactgggc
gacagcgacg
tggcgataac
agaaaaaggc

tagcagcaat

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



agcaattggc

tatagaacaa

aatgttggct

gcggcaggceg

ggcacaggct

atcgatacag

gatgttacaa

tcaggcaatg

gcaaaaggca

gacgcaggct

aacctgtatc

aatagcaacg

aaagcgtcaa

ctgtcatata

aatcgcgtca

tcaccggatc

gcaattgtga

ctggattcag

caaatcgata

ctgccggaaa

tgggatgcaa

gtcaaaggcg

ctgaattatt

gcagttctge

gcagcaagcg

ggcaaagaaa

gattcagttt

gatacactga

gcaaatccga

atcatttttg
gatagctggt

tgctgtatgg

caggceggagg

ggggagcadac

aatatgtttg

caggcgcagt

caggcttege

cactgcatgt

ttceggttgt

gcgatacaaa

atacatatca

tgacatggaa

gccagaaaat

aactgaaagc

tcacagtcga

aatttacagt

atgattcata

aaagcacaaa

catcagtcaa

gctttaaaat

aaattgtcac

ttacagaaga

gatattcagt

caacaaatac

aagatggcac

catatgataa

ttgcagttac

cagcggatge

acgcaattaa

cagtttggag

aatatgcgac

caatgagata
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ctcagaaaca

ccaaacatca

agcatcaaat

gacaggcttt

tggctcatgg

aaaagatagc

tcttecggea

tgtttattca

aacaagcectg

gatctatgaa

tgttccgtat

tacagataca

atcagcggat

tgtcacagat

tgaaggcgat

tcaagcggat

agaagctggc

aatcacaaca

gagccgeaca

acgctataca

tcaaattgca

tgcagtcaac

agcagttggc

agttatggat

agcaggcaca

agcgagegtt

actgaatctg

agatggctca

caactatgac

agaacaaaga

tcctgatgceca

gcatcagcga

gataaacagc

gcatggtata

gattatctygg

ccgtcaccga

tattattttt

tggaataata

gatgcggcat

ggcaaaaaaa

ggctcagata

gcagatggaa

gttggccagt

cataaaaaaa

gcgaatggea

ggcgaactgg

aaccgcaaag

acaattacag

acagcagtecg

tattatgtta

gatggcacat

gcagcaggct

gtcaacatga

gttgcaccgg

gttacatttc

gtgacagtca

agagttcagg

acacaaagcg

acaacaatta

tatagccagg

ctgggccaaa

ggcgctacag
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ttaatagccg

tgacaagcta

cagttctgac

gcgaaccgac

aaaattctta

atcagagcca

atgtcgtcag

cagtcgaact

catttacaca

aaaacagcac

cagtttcagc

cctcagttac

ttgcagcgga

atattgttec

ttggcgttga

cattttcagg

ttacagcatc

ataatggcag

aagttggcag

cagaagaact

catttcaagt

ttgatgaagt

ttctgccgac

cggtcacatg

atggcacagc

aagaaacaat

ttcecggecaga

gctcaaatac

atggcaatac

tcgttacaca
aaatttatgt

tggcatctat

tgataattca

aagagatttt

accgtggaat

ttttggcatt

gtggaatgat

caaagattca

gttttttcaa

gaaaacaaca

aacagacaaa

agttgcgtat

aacaacaggc

tggcgaatca

ggatgcagaa

taatggctca

caaagttctg

agcagatggc

cacagaaaaa

cacaccggaa

gcctgttact

taaaggcaca

tggcggactg

atcaagaccg

ggaagataaa

aaatgttctg

cacaattgga

taaacaaagc

aagcggaggce

gacagcggat

ttttgcgaga

ctaa

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

3480
3534



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

<400>

Met

1

Arg

Ala

Thr

Thr

65

Ser

Leu

Trp

Ser

Trp

145

Ile

Asn

Phe

12

1807
PRT
Ruminococcus hansenii

12

Tyr

Lys

Thr

Val

50

Gln

Asn

Gly

Arg

Gln

130

Tyr

Arg

Gly

Asp

Phe

Glu

Leu

35

Tyr

Met

Ser

Asp

Thr

115

Ser

Arg

Ile

Lys

Ile

Phe

Ile

20

Ala

Ala

Ser

Ala

vVal

100

Leu

Leu

Lys

Asp

Glu

180

Thr

Gly

5

Phe

Ala

Lys

Ser

Arg

85

Ser

Ser

Glu

Asn

Phe

165

Val

Asp

Arg

Met

val

Glu

Glu

70

Thr

Asn

Leu

Ala

Phe

150

Asp

Gly

Tyr

Ser

Arg

Leu

Glu

55

Pro

Gln

Ala

Pro

Glu

135

Thr

Gly

Thr

Ile
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Ala

Lys

Thr

40

Pro

Glu

Asn

Gln

His

120

Ser

Leu

Val

His

Ser

Ile

Gln

25

Val

Val

Gln

Phe

Thr

105

Asp

Gly

Gly

Tyr

Pro

185

Tyr

Met Met
10

Arg Leu

Gln Gly

Arg Val

Val Ala

75

AsSp Ser
90

Pro Thr

Tyr Ser

Tyr Leu

Glu Glu

155

Met Asn

170

Tyr Gly

Asp Lys

58

Leu

Ala

Met

Lys

60

Val

Asp

Phe

Ile

Pro

140

Ala

Ala

Tyr

Glu

Thr

Arg

Gly

45

Ala

Lys

Trp

Asp

Glu

125

Gly

Lys

Thr

Thr

Asn

Val

Ile

30

Phe

Asp

Asp

Lys

Asp

110

Gln

Gly

Gly

Val

Pro

190

Thr

Lys

15

Gly

Ser

Ser

Tyr

Phe

95

Ser

Glu

Val

Lys

Tyr

175

Phe

Ile

Thr

Ala

Ser

Gln

Gly

80

Asn

Lys

Tyr

Gly

Arg

160

Val

Ser

Ala
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195 200 205

Val Lys Val Asp His Gln Thr Pro Ser Ser Arg Trp Tyr Ser Gly Ser
210 215 220

Gly Ile Tyr Arg Ser Val Asn Leu Thr Thr Thr Asn Asp Val His Val
225 230 235 240

Asp Leu Asn Gly Ile Lys Val Glu Ser Asn Asn Leu Glu Lys Glu Ala
245 250 255

Gly Lys Thr Val Asn Thr Asp Val Lys Thr Thr Val Val Asn Gly Ser
260 265 270

Lys Glu Ala Lys Asn Ile Thr Ile Thr His Thr Val Phe Lys Lys Gly
275 280 285

Glu Lys Pro Asp Lys Ala Ile Gly Thr Phe Thr Thr Glu Ala Gln Glu
290 295 300

Ile Gly Ala Gly Lys Lys Thr Glu Ile Ser Ala Thr Val Pro Val Lys
305 310 315 320

Asn Pro Glu Leu Trp Ser Val Glu Asn Pro Ala Leu Tyr Thr Ile Arg
325 330 335

Thr Glu Val Lys Ala Gly Asp Lys Leu Leu Asp Ser Tyr Asp Thr Glu
340 345 350

Tyr Gly Phe His Tyr Leu Asn Phe Asp Thr Glu Thr Gly Phe Gln Leu
355 360 365

Asn Gly Lys Asn Val Lys Leu Lys Gly Val Cys Met His His Asp Gln
370 375 380

Gly Ala Leu Gly Ala Val Ala Asn Arg Arg Ala Ile Glu Arg Gln Val
385 390 395 400

Glu Ile Leu Gln Glu Met Gly Cys Asn Ser Ile Arg Val Thr His Asn
405 410 415

Pro Ala Ser Lys Asp Leu Ile Glu Val Cys Asn Glu Lys Gly Ile Leu
420 425 430

Val Ile Glu Glu Val Phe Asp Gly Trp His Arg Ala Lys Asn Gly Asn
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Ser

Ala
465

Glu

Lys

Thr

Pro

Arg

Gln

ser

625

Iyr

Gly

Iyr

Asn

450

Ile

Ala

Leu

Arg

Thr

530

vVal

Asn

Asp

Gly

Leu

610

Gln

vVal

Thr

Phe

435

Asp

Leu

Ile

Gly

Ala

515

Leu

Ser

Trp

Tle

595

Thr

Ala

Trp

Asp

Gly

Tyr

Met

Asn

500

Asp

Thr

Ile

Ser

Lys

580

Iyr

Ala

Trp

Thr

Pro

560

Ile

Ser

Lys

485

Glu

Lys

Tle

Gly

Asp

565

Leu

Ser

Tyr

Tyr

Gly

645

Gly

Ile

val

Glu

470

Arg

Ile

Leu

Gly

Asp

550

Gly

Tyr

Val

Agp

Asp

630

Phe

Ala

Asp

Irp
455

Ala

Gln

Ile

Ser

535

Ala

Gly

Thr

Asn

615

Val

Asp

Thr
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440

Phe

Gln

Glu

Lys

520

Asn

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

Ile

Tyr

Gly

Ala

Glu

Met

Gly

505

Trp

Ala

Thr

Tyr

Glu

585

Asn

Arg

Gln

Ile

Thr

665

Gly

Thr

Ala

490

Ala

Ala

Val

Asp

570

Thr

Gln

Val

Arg

Gly

650

Trp

Phe

Ala

Irp

475

Pro

Lys

Lys

Ala

Glu

Asn

Asp

635

Glu

Pro

Pro

60

Ile

460

Ala

sSer

Gly

Glu

Arg

540

Gly

Ile

Ser

Ala

Trp

620

Phe

Pro

Lys

445

Glu

Glu

Ile

Ala

525

Gly

Gly

His

Ser

Thr

605

Gly

Val

Thr

Pro

Asp

Glu

Tyr

Ile

Gly

510

Asp

Asp

Thr

Lys

val

590

Ser

Ala

Ala

Pro

Lys
670

Asp

Glu

495

Tyr

Ala

Trp

Ser

Glu

575

Asn

ASp

Leu

Gly

Trp

655

Asn

Tyr

Asn

Leu

480

Trp

Ala

Thr

Glu

Gly

560

His

Ser

Gln

Ala

Glu

640

Asn

Tyr



Phe

Pro

705

Pro

Pro

Thr

Lys

Lys

Lys

Asp

Val

Lys

865

Lys

Gln

Gly

675

Tyr Gln
690

Ala Trp

Val val

Ala Asn

Glu Thr

755

Lys Lys

770

Gly Thr

Asp Thr

Leu Ser

Leu Ser

835

Pro Asp

850

Leu Vval

Ala Asp

Ser Thr

Leu Glu

Ser

val

Gly

740

Thr

His

Leu

Glu

Ala

820

Iyr

Ala

Asn

Glu
900

Gln

Glu

Tyr

725

Gly

Lys

Lys

Glu

Gly

805

Lys

Ile

Ala

val

Arg

885

Lys

Trp

Asp

710

Ser

Glu

Ala

Asp

Ala

790

Arg

Thr

Thr

Asn

Asp

870

Lys

Ala

Thr

Asn
695

Val

Gly

Leu

775

Val

Ser

Asp

vVal

Arg

855

Ala

Gly

Val
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680

Glu

vVal

Ala

Lys

Tyr

760

Tyr

Ala

Val

Arg

Asp

8§40

val

Gly

Phe

Glu

Lys

Glu

Lys

Lys

Ser

745

Met

Lys

Val

Asn

825

Val

Thr

Ser

Ile
905

Ile

Val

Glu
730

Leu

Glu

Asp

Lys

810

Ser

Thr

Phe

Ser

Gly

890

Thr

Thr

Asn

val

Gln

Trp

Ala

795

Thr

Tle

Bsp

Bsp

Pro

875

Lys

Val

Thr

61

Thr

700

Ser

Glu

Lys

Val

Gln

780

Lys

Thr

Gln

Lys

val

860

Val

Thr

Thr

685

Leu

Leu

Lys

Leu

765

Val

Gly

Gly

Ala

Asp

845

Gln

His

Leu

Ala

Pro

His

Gly

Phe

Thr

750

Glu

Pro

Asn

Glu

ASpP

830

Gly

Gly

Ala

Lys
910

Val

Val

Thr

Phe

735

Phe

Asn

Tyr

Val

Glu

815

Gly

Asn

Ala

Ser

Ile

895

Ala

Lys

Leu

Val

720

Thr

Lys

Gly

Glu

Ile

800

Ala

Lys

Ile

Gly

Tyr

880

Val

ASD

Glu
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915 920 925

Glu Pro Ser Glu Arg Tyr Val Glu Ser Tyr Lys Tyr Ser Lys Ser Tyr
930 935 940

Tyr Val Lys Thr Gly Thr Lys Pro Gln Leu Pro Lys Lys Ile Glu Ala
945 950 955 960

Gln Tyr Ser Asp Arg Thr Lys Glu Asp Val Ala Val Lys Trp Asp Glu
965 970 975

Ile Ser Asp Glu Gln Ile Ser Lys Thr Gly Ser Phe Thr Val Glu Gly
980 985 990

Thr Val Gly Lys Arg Asp Ile Thr Val Asn Ile Asn Met TIle Asp Asp
995 1000 1005

Val Ala Ala Leu Leu Asn Tyr Ser Gly Ala Thr Gln Lys Gly Val
1010 1015 1020

Lys Pro Gln Leu Pro Asp Val Arg Pro Ala Val Leu Pro Asp Gly
1025 1030 1035

Thr Val Leu Ala Ala Ser Phe Pro Val Gln Trp Asp Glu Lys Asp
1040 1045 1050

Ala Asp Thr Phe Gln Lys Pro Asp Glu Ile Val Thr Val Asn Gly
10355 1060 1065

Ser Ala Asp Ile Phe Gly Lys Thr Ile Pro Val Thr Ala Ser Ile
1070 1075 1080

Arg Val Gln Lys Glu Asp Ile Lys Ile Gly Ser Ser Val Thr Asn
1085 1090 1095

Val Ala Lys Leu Ser Gln Asn Ile Gln Gly Ser Asp Thr Leu Glu
1100 1105 1110

Ala Ile Lys Asp Gly Lys Thr Glu Met Ser Leu Asn Asn Asp Gly
1115 1120 1125

Gly Pro Asn Glu Ser Ala Trp Ser Asn Trp Asp Ala Ser Gln Lys
1130 1135 1140

Gly Thr Lys Glu Ala Glu Leu Thr Phe Thr Phe Asp Thr Gln Gln
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Arg

Ile

Thr

Ile

Ala

ASn

Glu

Thr

Asn

Ala

Leu

Glu

Lys

Asn

1145

Ile
1160

Arg
1175

Gly
1190

Gly
1205

Pro
1220

Ala
1235

VvVal
1250

Ala
1265

Ala
1280

Ala
1295

Pro
1310

His
1325

Thr
1340

Ile
1355

Glu

Gly Glu

Phe Pro

Lys Asp

Glu Glu

Val Thr

Thr Asp

Glu Leu

Glu Leu

Ala Tyr

Vval Thr

Lys His

Lys Ala

Val Leu

Thr Ala

Gly Pro

Ile

Gly

Lys

Ala

Thr

Lys

Glu

Ala

Ala

Glu

Thr

Pro

Thr

Val

val

Ala

Thr

Asp

Thr

Gly

Lys

Glu

Lys

Asn

Lys

Asp

Ala

Lys

1150

Ile
1165

Gly
1180

Trp
1195

Arg
1210

Tyr
1225

Asn
1240

Ala
1255

Val
1270

Asp
1285

Thr
1300

vVal
1315

Asn
1330

Asp
1345

Gly
1360

Tyr
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His

Thr

Glu

Val

Val

Arg

Glu

Ser

val

Phe

Asp

Val

Phe

Thr

Lys

Lys

Lys

Lys

3 Val

Tyr

Asp

Arg

Ala

Glu

Leu

Ala

Glu

val

Ala

Val

Pro

Ser

Gly

Ser

Asn

Met

val

Arg

Tyr

Asp

63

Lys

Glu

Tyr

Lys

Cys

Glu

vVal

Ala

Ile

Arg

Asp

Lys

Gly

1155

Asp
1170

Phe
1185

Val
1200

Arg
1215

Val
1230

Thr
1245

Lys
1260

Arg
1275

Pro
1290

Ser
1305

Leu
1320

Met
1335

Tyr
1350

Pro
1365

Asn

Val

Lys

Tyr

Val

Ala

Val

Val

Glu

Leu

Glu

Gly

Pro

Gly

Ala

Asn

Ser

Glu

Glu

Asn

Tle

Asn

Leu

Thr

Thr

Ser

Glu

val

Thr

Glu

Ser

Glu

His

Ile

Ala

Thr

Glu

Pro

AsSp

Ile

Glu

Glu

Glu

Ala

Thr



His

Glu

Ala

Ala

Gly

Gln

Lys

Asn

Thr

val

Gly

Val

Thr

Trp

1370

Trp
1385

His
1400

Pro
1415

Asn
1430

ASp
1445

Thr
1460

Tyr
1475

Asp
1430

Glu
1505

Asn
1520

Glu
1535

Glu
1550

Ser
1565

Ile
1580

vVal

His

Arg

Met

Gly

Lys

Gly

Val

Lys

Ala

Asp

Tyr

Gly

Lys

Thr

Gln

Thr

Thr

Ile

Arg

Trp

Trp

Arg

His

Pro

Lys

Glu

Phe

Glu

Ala

Thr

Asn

Val

Val

Gln

Met

Phe

Met

Ala

Thr

Lys

Ala

Asn

Asn

Glu

Trp

Thr

Ala

Thr

Thr

Ile

Ile

Ala

Pro

Gly

Phe

Pro

Phe

Asn

1375

Ser
1390

Leu
1405

Leu
1420

Glu
1435

Ala
1450

Leu
1465

Gly
1480

Val
1495

Ser
1510

Gly
1525

Thr
1540

Val
1555

Tyr
1570

Glu
1585

Gly
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vVal

Gln

Arg

Ala

Gly

Thr

Ser

Glu

Ala

Ile

Arg

Trp

Ser

Leu

Tyr

Glu

Thr

Phe

His

Glu

Lys

val

Ala

Irp

His

Ile

Glu

Gly

Gly

Met

Ile

Gly

Glu

Thr

Leu

Tyr

Thr

Thr

Thr

Thr

Glu

Tyr

64

Glu

Pro

Gln

Glu

Glu

Thr

Arg

Thr

Leu

Leu

Ile

Val

Val

Tyr

1380

Gly
1395

Asp
1410

Arg
1425

Tyr
1440

Ile
1455

Pro
1470

Ser
1485

Ala
1500

Tle
1515

Asp
1530

Thr
1545

Asp
1560

Glu
1575

Glu
1590

Glu

Ser

Glu

sSer

Asp

Val

Asp

Arg

Thr

Ser

Ala

Gly

Thr

Asn

Asn

Lys

Glu

Leu

Lys

Gln

Gln

Val

Ala

Glu

Val

Gln

Asp

Glu

Gly

Pro

Glu

Gly

Asp

Lys

Ala

Gly

Ala

Asn

Thr

Pro

Glu

Ala

Gly

Gln
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1595 1600 1605

Lys Val Val Gly Trp Lys Glu Val Ser Gly Lys Trp Tyr Tyr Phe
1610 1615 1620

Glu Glu Asn Gly Leu Met Gln Thr Gly Trp Val Phe Val Asn Asn
1625 1630 1635

His Trp Iyr Tyr Met Asp Gln Trp Gly Ala Met Cys Ile Gly Trp
1640 ledb 1650

Val Ala Val Asp Gly His Trp Tyr Tyr Met Asp Gln Trp Gly Ala
1655 1660 1665

Met Cys Thr Gly Trp Val Ser Val Asn Gly His Trp Tyr His Met
1670 1675 1680

Asp Gln Trp Gly Ala Met Gln Thr Gly Trp Ala Leu Val Asp Ser
1685 1690 1695

Asn Trp Tyr Tyr Leu Asn Thr Asp Gly Ser Met Ala Ile Gly Trp
1700 1705 1710

Val Ala Val Asn Gly His Trp Tyr Tyr Met Asp Gln Trp Gly Ala
1715 1720 1725

Met Gln Thr Gly Trp Ala Leu Val Asp Ser Asn Trp Tyr Tyr Leu
1730 1735 1740

Asn Thr Asp Gly Ser Met Ala Ile Gly Trp Val Ala Val Asn Gly
1745 1750 1755

His Trp TIyr Tyr Met Asp Gln Trp Gly Ala Met Gln Thr Gly Trp
1760 1765 1770

Val Leu Val Gly Ser Asp Trp Tyr Tyr Leu Asn Thr Asp Gly Ser
1775 1780 1785

Met Ala Ser Ser Gln Trp Ile Asp Gly Tyr Tyr Val Asp Ala Ser
1790 1795 1800

Gly Lys Met Lys
1805
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<210> 13

<211> 1768

<212> PRT

<213> Ruminococcus lactaris

<400> 13

Met Lys Lys Lys Lys Arg Cys Thr Arg Val Gly Ala Gly Ala Leu Ala
1 5 10 15

Ala Val Leu Ala Val Thr Ala Ala Gly Val Ser Val Pro Ala Leu Ala
20 25 30

Gln Gln Ala Val Arg Thr Glu Ser Gln Thr Gln Met Ser Ser Asp Pro
35 40 45

Glu Leu Val Tyr Val Asn Asn Tyr Ser Ser Thr Ala Gln Arg Ser Gln
50 55 60

Asn Phe Asn Ser Asn Trp Lys Phe Tyr Phe Gly Asp Ala Gly Asn Ala
65 70 75 80

Gln Gly Ala Thr Phe Asp Asp Ser Lys Trp Glu Gln Val Ser Leu Pro
85 90 95

His Asp Tyr Ser Ile Ser Gln Glu Tyr Ser Lys Ser Met Glu Ala Glu
100 105 110

Ser Gly Tyr Leu Gly Gly Gly Thr Gly Trp Tyr Arg Lys Asn Phe Thr
115 120 125

Leu Ser Ser Asp Thr Gln Gly Lys Arg Val Arg Ile Asp Phe Asp Gly
130 135 140

Val Tyr Met Asn Ala Thr Val Trp Val Asn Gly His Glu Val Gly Thr
145 150 155 160

His Pro Tyr Gly Tyr Thr Ser Phe Ser Phe Asp Ile Thr Asp Tyr Val
165 170 175

Lys Tyr Asp Gly Glu Asn Thr Ile Ala Val Lys Val Val Asn Asn Thr
180 185 190

Pro Ser Ser Arg Trp Tyr Ser Gly Ser Gly Ile Tyr Arg Asp Val Asp
195 200 205

Leu Thr Ile Thr Asp Asp Val His Val Asp Leu Asn Gly Thr Lys Val
210 215 220
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Thr

225

Val

Val

Glu

Glu

305

Gln

Phe

Cys

385

Asp

Thr

Phe

Thr

Thr

Arg

Thr

Ile

290

Asn

Val

Asp

Gly

Asp

370

Asn

Ala

Trp

Asn

Glu
450

Pro

Ala

His

val

275

Gln

Pro

Thr

Ser

vVal

355

Ser

Cys

Thr

Gln

435

Thr

Asn

Thr

Thr

260

Thr

Ala

Ser

Asp

Asn

340

Cys

Ala

Ile

Asn

Arg

420

Thr

Trp

Leu

Val

245

Val

Thr

Thr

Leu

Thr

325

Thr

Met

Ile

Arg

Glu

405

Pro

Val

Ala

Glu

230

Ala

Phe

Asn

Val

Tyr

310

Tyr

Gly

His

Asp

Val

390

Gln

Ala

Gln

Thr

Asn

Pro

Ala

Pro

295

Thr

Asp

Phe

His

Arg

375

Thr

Gly

Ser

Phe
455
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Glu

Asp

Lys

Gln

280

Val

Val

Thr

Ser

Asp

360

Gln

His

Ile

Gly

Asp

440

Asp

Ser

Asp

265

Ser

Ser

Arg

Glu

Leu

345

Gln

Val

Asn

Leu

Asn

425

Asn

Leu

Gly

Asp

250

Gly

Ile

Asn

Thr

Tyr

330

Asn

Gly

Lys

Pro

val

410

Ser

Glu

Glu

Ser

235

Ala

Ser

Ala

Pro

Glu

315

Gly

Gly

Ser

Ile

Ala

395

vVal

Ile

67

Thr

Ala

Ala

Ala

Glu

300

Val

Phe

Glu

Leu

Leu

380

Ala

Glu

Leu

Met
460

Val

Lys

Asp

Gly

285

Leu

Leu

Arg

Asn

Gly

365

Lys

Gln

Glu

Tyr

Gly

445

Ile

Ser

Gln

270

Ala

Trp

Val

Tyr

Met

350

Ala

Glu

Asp

Ala

Ser

430

Ala

Thr

Val

255

Ser

Thr

Ser

Asp

Phe

335

Lys

Ala

Met

Leu

Phe

415

Val

Thr

Arg

Asp

240

Ala

Ile

Ala

Val

Gly

320

Asn

Leu

Ala

Gly

Ile

400

Asp

Trp

Asn

Asp



Tyr
465

Glu

Ile

Ala

Asp

545

Leu

Gly

625

Gly

Tle

Gln

Asn

Gly

Leu

Gly

Arg

530

Gly

Tyr

Arg

Asp

Thr

610

Phe

Ala

Asp

Trp

Asn
690

Ala

Ile

Ile

Asp

515

Leu

Arg

Gly

Thr

Asn

595

Val

Asp

val

Thr

Asn

675

Val

Pro

Ser

Asn

500

Asn

Leu

Val

Ser

Thr

580

Ser

Leu

Tyr

Gly

Ala

660

Asp

Val

Ser

Gly

485

Trp

Lys

Thr

Leu

Glu

565

Gly

Asn

Thr

Leu

Ser

645

Gly

Asp

VvVal
470

Gly

Ala

Glu

Asp

550

Thr

Gly

Val

Arg

Gly

630

Trp

Phe

Val

Lys

Ile

Thr

Tyr

Lys

Lys

535

Ala

Gly

Gly

Asp

615

Glu

Pro

Ala

Thr

Asp
695
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Met

Asp

Asp

Ala

520

Gly

Tyr

Ser

Gln

Trp

600

Phe

Pro

Ser

Lys

Thr

680

Ser

Trp

Ala

Ala

505

ASn

Gly

His

Ala

Thr

585

Gly

Ala

Thr

Pro

Asp

665

Leu

Ser

Ser

Glu

490

Asp

Trp

Thr

Ile

570

Ser

Ala

Ala

Pro

Lys

650

Ser

His

Gly

Leu

475

Tyr

Asn

Gln

Val

Ser

555

Asn

Asp

Thr

Gly

Trp

635

Asn

Tyr

VvVal

Asn

68

Glu

Thr

Ile

Gly

540

Asn

Ser

Ala
Glu
620

Asn

Ser

Leu

Val
700

Ala

Arg

Ser

525

Phe

Arg

Gln

Ser

605

Tyr

Gly

Tyr

Phe

Pro

685

Pro

Glu

Thr

Pro

510

Lys

Asn

Asn

Gly

Leu

590

Asn

Val

Thr

Phe

Tyr

670

Ala

Val

Val

Ala

495

Met

Thr

Tyr

Trp

Ile

575

Thr

Ala

Trp

Gly

Gly

655

Gln

Trp

Val

Met

480

Thr

Thr

Phe

Ala

Leu

560

Ser

Trp

Thr

Ser

640

Ile

Ser

Asn

Val



Tyr
705
Asp

AsSp

Thr

Asp

785

Leu

Leu

Pro

Leu

Ala

865

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ala

Thr

Thr

770

Thr

Lys

Ser

Asp

Val

850

Asp

Thr

Asp

Thr

Lys
930

Lys

Gly

Asp

755

val

val

Ala

Tyr

Ala

835

Gly

Asn

Lys

Ser

Glu

915

val

Ala

Thr

Tyr

740

Lys

Ser

Gly

Ser

Ile

820

Glu

Val

Arg

Glu

Ala

900

Lys

Gly

Ala

Ser

725

Thr

Asn

Ala

Gln

Ala

805

Thr

Asn

Asp

Lys

Ala

885

Ser

Gln

Ser
710

Tyr

Val

Asp

val

Arg

Asn

Ala

870

Gly

val

Ile

Thr

Val

Gly

Gln

Tyr

Ala

775

His

Asp

Val

Gly

855

Phe

Thr

Lys

Asp

Pro
935
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Glu

Lys

Ile

Leu

760

Tyr

Val

Lys

Val

Lys

840

Ser

Ile

Ile

Ser

920

Glu

Leu

Lys

Tyr

745

Thr

Asn

Thr

Lys

Thr

825

Phe

Ser

Gly

Thr

Thr

905

Phe

Leu

Phe

Thr

730

Glu

Trp

Ser

Thr

Ile

810

AsSp

Thr

Pro

Lys

val

890

Thr

Lys

Pro

Phe

715

Phe

Gly

Asn

Asn

Thr

7595

Ala

Ala

val

Asp

vVal

875

Thr

Thr

Met

Glu

69

Gln

Thr

Ser

Val

Gly

780

Ala

Asn

Glu

His

860

Leu

Ala

Ala

Ser

Lys
940

Ala

Gln

Asp

Pro

765

Gln

Lys

Asp

Gly

Gly

845

Asp

Ala

Ser

Val

Arg

925

Ile

Lys

Lys

750

Tyr

Lys

Ala

Gly

Asn

830

Asp

Ser

Ile

Ala

Asp

910

Thr

val

Gly

Thr

735

Asn

Ala

Ile

Glu

815

Ile

Gly

Tyr

Val

Asp

895

Asn

Tyr

Thr

Ser

720

Thr

Ser

Asp

Thr

Lys

800

Ser

Val

Glu

Gln

Lys

880

Gly

Gly

Arg
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Tyr Thr Asp Gly Thr Ser Glu Glu Leu Pro Val Thr Trp Asp Ala Ile

945 950 955 960

Thr Glu Asp Gln Ile Ala Ala Ala Gly Ser Phe Gln Val Lys Gly Thr
965 970 975

Val Lys Gly Gly Tyr Ser Val Ala Val Asn Val Asn Met Ile Asp Glu
980 985 990

Val Gly Gly Leu Leu Asn Tyr Ser Thr Asn Thr Ala Val Gly Val Ala
995 1000 1005

Pro Val Leu Pro Thr Ser Arg Pro Ala Val Leu Gln Asp Gly Thr
1010 1015 1020

Val Met Asp Val Thr Phe Pro Val Thr Trp Glu Asp Lys Ala Ala
1025 1030 1035

Ser Ala Tyr Asp Lys Ala Gly Thr Val Thr Val Asn Gly Thr Ala
1040 1045 1050

Asn Val Leu Gly Lys Glu Ile Ala Val Thr Ala Ser Val Arg Val
1055 1060 1065

Gln Glu Glu Thr Ile Thr Ile Gly Asp Ser Val Ser Ala Asp Ala
1070 1075 1080

Leu Asn Leu Thr Gln Ser Val Pro Ala Asp Lys Gln Ser Asp Thr
1085 1080 1095

Leu Asn Ala Ile Lys Asp Gly Ser Thr Thr Ile Ser Ser Asn Thr
1100 1105 1110

Ser Gly Gly Ala Asn Pro Thr Val Trp Ser Asn Tyr Asp Tyr Ser
1115 1120 1125

Gln Asp Gly Asn Thr Thr Ala Asp Ile Ile Phe Glu Tyr Ala Thr
1130 1135 1140

Glu Gln Arg Leu Gly Gln Ile Val Thr His Phe Ala Arg Asp Ser
1145 1150 1155

Trp Ser Met Arg Tyr Pro Asp Ala Gly Ala Thr Glu Ile Tyr Val
1160 1165 1170

70



Ser

Ile

Ala

Thr

Glu

Thr

Gln

Ala

Leu

Asp

Glu

Glu

Trp

Trp

Pro
1175

Gly
1190

Pro
1205

Gln
1220

Ile
1235

Ala
1250

Thr
1265

Glu
1280

Pro
1295

His
1310

Gln
1325

Leu
1340

Gly
1355

His
1370

Phe
1385

Thr

val

Ala

Glu

Glu

Ala

Ile

Ala

Gln

Thr

Thr

Pro

Thr

Thr

Gly

Glu

Gly

Thr

Leu

Leu

Leu

Glu

Tyr

Thr

Thr

Ala

Ala

Arg

Tyr

Thr

Ser

Ala

Gly

Lys

Gln

Asp

Ala

Asn

Arg

Pro

Ser

Ser

Trp

Glu

Gly

Thr

Thr

Val

Thr

Ser

Thr

Asp

Asn

Asp

Ala

ASn

Ser

Leu

Trp
1180

Asn
1195

Thr
1225

Ala
1240

Leu
1255

Lys
1270

Ala
1285

Val
1300

Thr
1315

Ser

1330

Gly
1345

Ala
1360

Ala
1375

Glu
1390
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Ala

Val

Val

Ala

Thr

Thr

Val

Lys

Ile

Tyr

Asp

Ser

Lys

Prc

Glu

Lys

Lys

Lys

Lys

Gly

Val

Tyr

Asp

Arg

Glu

Glu

Asp

Ala

Glu

Leu

Pro

Phe

Ala

Ser

Asn

Thr

Asn

Ile

Val

Arg

Gln

Ala

Thr

71

Tyr

His

Cys

Arg

Gly

Thr

Ala

Ile

Arg

Asp

Ser

Asp

Thr

Val

Thr
1185

Thr
1200

Leu
1215

Thr
1230

Thr
1245

Lys
1260

Pro
1275

sSer
1290

Val
1305

Leu
1320

Tyr
1335

Thr
1350

Glu
1365

Ser
1380

Leu
1395

Thr

Tyr

Thr

Gly

Thr

Glu

Ala

Val

Glu

Asn

Pro

Thr

Ser

Asp

Asp

Glu

Asp

Asn

Tle

Asn

Val

Ile

Thr

Ser

Glu

Val

Gly

Thr

Gln

Ala

Thr

Phe

Ser

Thr

Thr

Pro

Leu

val

Glu

Ala

vVal

Leu

Leu

Leu
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Arg Tyr Leu Pro Arg Gln Gly Thr Ala Asp Gly Gln Asn Asn Gly
1400 1405 1410

Arg Val Asn Glu Tyr Arg Val Glu Val Ser Thr Asp Gly Ser Thr
1415 1420 1425

Trp Thr Thr Val Ser Thr Gly Asn Trp Glu Asp Ser Gln Asp Trp
1430 1435 1440

Lyvs Leu Ala Glu Phe Thr Glu Pro Val Ala Ala Lys Tyr Val Arg
1445 1450 1455

Leu Thr Gly Val His Thr Tyr Gly Ser Ser Ala Ala Asn Val Asp
1460 1465 1470

Lys Tyr Met Ser Ala Ala Glu Ile Arg Leu Arg Met Ala Glu Ser
1475 1480 1485

Lys Thr Asp Ile Ala Asp Ala Ala Asn Gly Val Thr Val Thr Ala
1490 1495 1500

Pro Asp ©Ser Ile Glu Val Ala Lys Ala Asp Ala Glu Asn Pro Val
1505 1510 1515

Met Phe Asp Leu Ser Asp Ile Val Val Lys Ala Gly Asp Thr Thr
1520 1525 1530

Leu Arg Tyr Gly Val Asp Tyr Val Ile Ser Tyr Glu Asn Asn Thr
1535 1540 1545

Asp Phe Gly Thr Ala Lys Leu Val Ile Lys Gly Ile Asp Gly Tyr
1550 1555 1560

Thr Gly Thr Leu Glu His Glu Phe Thr Ile Thr Gln Lys Ala Lys
1565 1570 1575

Val Met Thr Gly Ile Thr Trp Asn Thr Lys Pro Glu Lys Val Ile
1580 1585 1590

Tyr Thr Glu Gly Glu Thr Leu Asp Val Thr Gly Leu Val Ile Asn
1595 1600 1605

Val Val Tyr Asp Asp Asp Ser Thr Glu Ala Val Ala Tyr Ser Glu
15610 1615 1620
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Ala Asn

1625

Ala
1640

Leu

Leu
1655

Ser

Thr Asp

1670

Asn Asp

1685

Thr Asp

1700

Asn Lys

1715

Asn Lys

1730

Leu
1745

Leu

Thr
1760

<210> 14

<211> 5244
<212> ADN
<213>

Gly

<400> 14

aaagcagata

ggctcaaata

gttagcaatg

catgattata

ccgggaggcg

cgcattcgca

gaagttggca

Ala

Ala

Ile

Pro

Asn

Asp

Asn

Ala

Pro

Ile

Asp Glu

Thr Asp

Tyr Asp

Asp Gln

Gly Asn

Gly Lys

Gln Gly

Asn Ala

Met Ile

Ser Ile

gccaaacaca
gcgcacgcac
cacagacacc
gcatcgaaca
ttggctggta
ttgattttga

cacatccgta
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Ruminococcus hansenii

Phe Thr Phe Ser Pro Ala Leu Asp Thr Lys
1630 1635

Lys Thr Val Thr Val Thr Tyr Lys Gly Ala
1645 1650

Ile Thr Val Asn Pro Lys Lys Val Asp Pro
1660 1665

Pro Asp Lys Pro Asp Thr Pro Asp Asn Gly
1675 1680

Asp Asn Asn Gly Asn Gly Asn Asn Asn Gly
1690 1695

Lys Asp Pro Gly Gln Ser Gly Val Thr Asp
1705 1710

Asn Asn Ser Asn Asn Gly Thr Ala Ala Gly
1720 1725

Ala Ala Lys Thr Gly Asp Thr Ala Asn Met
1735 1740

Ala Ala Met Leu Ala Gly Thr Ala Val Val
1750 1755

Arg Arg Arg Arg Arg
1765

aatgtcatca gaaccggaac aagttgcggt taaagattat

acagaatttt gatagcgatt ggaaatttaa cctgggagat

gacatttgat gattcaaaat ggcgcacact gtcactgccg

ggaatattca caatcactgg aagcagaatc aggctatctt

tcgcaaaaat tttacactgg gcgaagaagc gaaaggcaaa

tggcgtctat atgaatgcaa cagtctatgt gaatggcaaa

tggctataca ccgtttagct ttgatatcac agattatatc
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60

120

180

240

300

360

420



agctatgata

tggtattcag

gtcgatctga

gtcaacacag

attacacata

acagaagcgce

aaaaatccgg

aaagcaggcg

tttgatacag

atgcatcatg

gtcgaaattc

aaagatctga

ggctggcata

atcgaagaag

ctgaaagcga

aatgaaattc

aaatgggcga

agaggcgatt

ggcacaaatt

aaactgtatg

ggcaatcaag

tggggagcac

gaatatgttt

ccgggagcaa

gcaggctttc

acactgcacg

gttccggttg

ggcggagaaa

tatagctatc

caagttccgagt

aagaaaacdac

gcagcggcat

atggcattaa

atgtgaaaac

cagtctttaa

aagaaattgg

aactgtggtc

ataaactgct

aaacaggctt

atcaaggcgce

tgcaagaaat

ttgaagtctg

gagcaaaaaa

ataacgcgat

ttatgaaacg

aagaaggcgce

aagaagcaga

gggaacaagt

attcagatgg

gctcagaaac

aagcaacaag

tggcatcaca

ggacaggctt

aaggcacatg

cgaaagattc

ttcttcegge

ttgtttattc

aaaaaagcct

aagttctgga

atgaagcagg

ES 2 681 692 T3

aattgcggtc

ttatagatca

agtcgaaagc

aacagttgtg

aaaaggcgaa

cgcaggcaaa

agttgaaaat

ggatagctat

tcagctgaat

acttggcgea

gggctgcaat

caacgaaaaa

tggcaacagc

tctgggaaaa

cgatcaaaat

aggcggatca

cgcaacaaaa

tagcatcggce

cgcatcatat

agcatcatca

cgatcaacaa

agcatggtat

tgattatatc

gccgtcaccg

atattatttt

atggaatgaa

agatgcgaaa

gggaaaaaaa

aaacggcaaa

cacacttgaa

aaagtcgatc

gtcaacctga

aacaacctgg

aacggctcaa

aaaccggata

aaaacagaaa

ccggcactgt

gatacagaat

ggcaaaaacyg

gttgcaaata

agcattagag

ggcattctgg

aacgattata

gaagcggata

gcaccgagca

ggctatgcag

acactgacaa

gataaactta

gataaaattc

gttaatagcc

ctgacagcgt

gatgttatcc

ggcgaaccga

aaaaacagct

tatcagagcc

gatgtcgtca

gaagtcgaac

acatttaaaa

aaaaaacata

gcagttgcga
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atcaaacacc

caacaacaaa

aaaaagaagc

aagaagcgaa

aagcgatcgg

tcagcgcaac

atacaattcg

atggctttca

ttaaactgaa

gaagagcaat

tcacacataa

tcattgaaga

gcgtectggtt

tgacttgggce

ttattgaatg

aaagagcgga

ttggcagcaa

caaaagcagg

ataaagaaca

gtggcattta

atgataatag

agagagattt

caccgtggaa

actttggeat

agtggaatga

aaaaaaactc

tgttttttac

cagaaacaac

aagatctgta

aagatgcaaa

gtcatcaaga

tgatgtccat

aggcaaaaca

aaacatcaca

cacatttaca

agtccecggtt

cacagaagtt

ttatctgaac

aggcgtttgc

tgaacgccaa

tccggcaagce

agtttttgac

tgaaaaagcg

agaatatgat

gtcactgggc

taaactgatc

tgcagttaaa

cggaacatca

tccggattgg

ttcagttaca

cagagttaat

tgtcgcagge

tggcacagat

tatcgataca

agaagtcaat

agatggcaca

accggcaaat

aaaagctggc

tatggaatgg

aggcaacgtc

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



attaaagata

gcaaaaacgg

gatgtcacag

gtccaaggcg

tataaagcgg

gaaaaagcag

aaaatcacaa

tacagcaaaa

gcgcagtata

gaacaaatta

acagtcaaca

caaaaaggcg

gtcctggecag

ccggatgaaa

acagcaagca

gcaaaactga

acagaaatga

gcatcacaga

attggcgaaa

ggcacaacag

gtcaaagagc

ccggttacag

aatagaaaac

aaagtcaacg

gcagcatatg

acaaaagata

ctggaaagcyg

acagttctgce

ggctcagaat

aaagcagaaa

cagaaggcag

atcgcaatag

ataaagatgg

caggaaaact

ataaccgcaa

gcgaaattac

caacaccggt

gctattatgt

gcgatcgcac

gcaaaacagg

ttaacatgat

ttaaaccgca

catcatttcc

ttgttacagt

ttagagtgca

gccaaaatat

gcctgaataa

aaggcacaaa

ttgtcattca

aaatctttgt

atattggcga

cgacatatgt

cgtgcacagc

aaacagcaga

cactggattc

atgcgagect

aagaccataa

cggatgatga

ataaaccggg

cacattggca
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aagcgtcgtt

cattcaagca

caatattgtt

ggttggcgtt

agcattttca

agttacagca

taaagaagaa

gaaaacaggc

aaaagaggat

cagctttaca

cgatgatgtt

acttccggat

ggttcagtyg

taacggcagce

gaaagaagat

tcaaggcagce

tgatggcgga

agaagccgaa

ttttgcgaaa

ttcagaaaca

agaaaaagat

taaagttaaa

aattacagaa

actggaagaa

atattcagtt

gacaatcctg

agcgacgaaa

ttcaagagat

aacagcaaat

tacaaattgg

daaacaacag

gatggcaaag

ccggatgcecag

gataatggcet

ggcaaagttc

aaagcagatg

ccgagcgaaa

acaaaaccgc

gttgcggtca

gttgaaggca

gcagcactgc

gttagaccgg

gatgaaaaag

gcagatatct

atcaaaattg

gatacactgg

ccgaatgaat

ctgacattta

gataacaact

ggcaaagatg

cgcgtcaaag

gtcgtcaatg

gtcgaactga

gttaaagttg

ccggaaacgg

ccgaaacatg

aactttgcag

tatccggtcg

gaaggaccgg

tcagtttcag

75

gcgaagaagc

atctgtcata

caaatagagt

catcaccgga

tggcaattgt

gcctggaatc

gatatgtcga

aactgccgaa

aatgggatga

cagttggcaa

tgaattattc

cagttctgec

atgcggatac

ttggcaaaac

gcagcagcgt

aagcaatcaa

cagcatggtc

catttgatac

caatcagatt

gcacatggga

catatcgcta

cgaacgcgac

aaaaagcaga

gcgaacgtgt

atgcagcagt

aaaatgtcgt

ttagaatggg

aaaaaatcac

ttaaatatgt

gcgaaggctce

aaaactgtca

tattacagtc

cacatttgat

tcatgatagce

tcagtcaaca

aagcacagtc

aagctataaa

aaaaattgaa

aatctcagat

aagagatatc

aggcgcaaca

tgatggcaca

atttcagaaa

aattccggtt

tacaaatgtt

agatggcaaa

aaattgggat

acagcaacgc

tccggatgcet

aaaagttgaa

tgaaattgca

agatacaggc

aggcagcttt

tctgccgaat

tacagcaaaa

cagaatgatt

cgaagaagaa

agcaacagca

tctggatgge

aaaaccggaa

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020



catagaacag

ctgagatata

tatagcctgg

acaggctgga

ggcacacata

gcaagagttg

aacgataaaa

acgaaagcaa

gatggccaag

atcacagcga

ggctgggaat

tggtactact

tggtattata

tggtactaca

tggtatcata

tggtattacc

tggtattaca

tggtattatc

tggtactata

tggtactatt

gttgatgcaa

<210> 15

<211> 5235
<212> ADN
<213>

<400> 15

gcaggcgttt

atgtcatcag

cagaacttta

acatttgatg

gaatatagca

cgcaaaaatt

ttacactgca

tgccgagatc

atggcgataa

tgatcctggg

caacatcaga

caacagaagc

caatgggagc

cactgacagc

aagtctcaaa

attttgaacg

attatgagaa

ttgaagaaaa

tggatcagtg

tggaccaatg

tggaccaatg

tgaatacgga

tggatcaatg

ttaacacaga

tggatcaatg

taaacacgga

gcggcaagat

Ruminococcus lactaris

cagttccggce

atccggaact

acagcaactg

atagcaaatg

aatcaatgga

ttacactgag

ES 2 681 692 T3

actgggcaat

aaatggcgca

atggcaaaca

ctttgaagaa

tcagggcaat

accggcaccg

agttacactt

agttccgaaa

agaaaacccg

cattgaagtc

tggccaaaaa

tggcctgatg

gggggcaatg

gggtgctatg

gggagccatg

tggctcaatg

gggagctatg

tggcagcatg

gggtgcaatg

tggatctatg

gaag

actggcacaa

ggtctatgtg

gaaattctac

ggaacaagtt

agcagaatca

cagcgataca

gatgaagaag

aatggcagag

gcagcaacag

ccggttcaag

gataaacata

tcagagaagt

gatagcgaaa

gaaggctttg

tatatccata

gaaaatgaag

gttgtcgget

caaacaggat

tgcattggct

tgtacaggct

caaacaggct

gcaattggat

cagacgggat

gcaatcggct

cagacaggct

gcatcaagcc

caagcagtta

aataactata

ttcggagatg

tcactgcecge

ggctatcttg

caaggcaaaa

76

aagcaccgat

ttacggaata

gcgaaatcga

caaaatatgt

tggcagtttc

atacaattac

caggcgaata

catttgtcaa

cagttgaaac

gctgggttca

ggaaagaagt

gggtctttgt

gggttgcagt

gggttagegt

gggcactggt

gggtcgcagt

gggctcttgt

gggtggcagt

gggttctggt

aatggattga

gaacagaaag

gcagcacagc

cgggaaatgc

atgattattc

gcggaggcac

gagtccgcat

gattgacgca

tgaaattcag

taaaaaacaa

ccgctttatt

agaactgaga

agcgaacgtc

tgaaaaaggc

ctggacaatt

ggatgcgaca

aacagaaaat

ttcaggcaaa

taacaaccat

tgatggccat

caatggacat

tgattcaaat

gaacggccac

tgatagcaac

taatggacac

cggcagcgat

tggctattat

CCaaacacaa

acaaagaagc

acaaggcgca

aatcagccaa

aggctggtat

tgattttgat

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5244

60

120

240

300

360



ggcgtctata

ggctatacaa

attgcagtca

tatagagatg

gttacaacac

acagttgcga

aaagatggca

gcaggcgcaa

gttgaaaatc

gatacatatg

tcactgaatyg

cttggcegeag

ggctgcaata

aatgaacaag

ggcaacagca

ctgggagcga

gattataatg

agcggaggca

gatgcggata

atctcaaaaa

gcagatggca

tcagaaacag

caaacatcag

gcatcaaatg

acaggctttg

ggctcatgge

aaagatagct

cttcecggeat

gtttattcag

acaagcctgg

tgaatgcaac

gctttagett

aagtcgtcaa

tcgatctgac

cgaacctgga

atgattcaga

gcgcagatca

cagcagaaat

cgtcactgta

atacagaata

gcgaaaatat

cagcatacga

gcattagagt

gcattctggt

acgattatag

caaatggcga

caccgtcagt

cagatgcaga

atacacgtcc

catttgcgag

gagttctgga

catcagcgat

ataaacagct

catggtatac

attatctggg

cgtcaccgaa

attattttta

ggaataataa

atgcggcatc

gcaaaaaaac

ES 2 681 692 T3

agtttgggtt

tgatatcaca

taatacaccg

aatcacagat

aacagaaaaa

tgcagcaaaa

atcaattggce

tcaagcaacg

tacagtcaga

tggctttege

gaaactgaaa

ctcagcaatt

cacacataat

tgttgaagaa

cgtctggttt

aacatgggca

cattatgtgg

atatgaagcg

gatgacaatt

actgctgaca

ttcatatcat

taatagccgt

gacaagctat

agttctgaca

cgaaccgaca

aaattcttat

tcagagccag

tgtcgtcage

agtcgaactg

atttacacag

aatggccatg

gattatgtga

tcaagcagat

gatgttcatg

ggcagcacag

tcagttgcag

acagtcacaa

gtteceggttt

acagaagttec

tattttaact

ggcgtctgceca

gatcgccagg

ccggcagcac

gcgtttgata

aatcagacag

caatttgatc

tcactgggca

acagcgacga

ggcgataaca

gaaaaaggcg

agcagcaata

ggcatctatt

gataattcaa

agagattttg

ccgtggaatg

tttggcatta

tggaatgatg

aaagattcat

ttttttcaag

daaacaacag
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aagttggcac

aatatgatgg

ggtattcagg

ttgatctgaa

tcaatacaga

ttcgccatac

caaatgcaca

caaatcctga

tggtcgacygg

ttgatagcaa

tgcatcatga

tcaaaatcct

aagatctgat

cttggacaag

ttgcgagcga

tggaaagcat

atgaagttat

aactgattaa

aactgaaagc

gaacagtggg

gcaattggct

atagaacaac

atgttggctg

cggcaggcga

gcacaggctc

tcgatacagc

atgttacaac

caggcaatgt

caaaaggcag

acgcaggcta

acatccgtat

Cgaaaacaca

ctcaggcatt

cggcacaaaa

tgttacagca

agtttttceg

atcaattgca

actgtggtca

ccaagtcaca

cacaggcttt

tcaaggctca

gaaagaaatg

tgatgcgtgce

accgaaaaat

taatgaaatt

gatctcacgc

ggaaggcatt

ctgggcgtat

gaactggcag

ctttaattat

gctgtatggce

aggcggagge

gggagcaaca

atatgtttgg

aggcgcagtt

aggcttcgca

actgcatgtt

tccggttgtt

cgatacaaaa

tacatatcag

420

480

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



atctatgaag

gttccgtatg

acagatacag

tcagcggatc

gtcacagatg

gaaggcgatg

caagcggata

gaagctggca

atcacaacaa

agccgcacat

cgctatacag

caaattgcag

gcagtcaacg

gcagttggcg

gttatggatg

gcaggcacag

gcgagcgtta

ctgaatctga

gatggctcaa

aactatgact

gaacaaagac

cctgatgeag

gatacaacag

gcaccggttg

acaacagcaa

cgcacaacaa

caaacagcac

acagcgaaag

attgtcgaaa

gaacaaacaa

gctcagataa

cagatggaac

ttggccagtc

ataaaaaaat

cgaatggcaa

gcgaactggt

accgcaaagc

caattacagt

cagcagtcga

attatgttaa

atggcacatc

cagcaggctc

tcaacatgat

ttgcaccggt

ttacatttcc

tgacagtcaa

gagttcagga

cacaaagcgt

caacaattag

atagccagga

tgggccaaat

gcgctacaga

aaacaattgg

gcgcaacatt

aagcatgcac

atacaacagc

tggatagcaa

ataatgcaag

gcgaagatca

caccggattc

ES 2 681 692 T3

daaacagcaca

agtttcagcea

ctcagttaca

tgcagcggat

tattgttccg

tggcgttgat

attttcaggc

tacagcatca

taatggcagc

agttggcagc

agaagaactg

atttcaagtt

tgatgaagtt

tctgecgaca

ggtcacatgg

tggcacagca

agaaacaatc

tcecggcagat

ctcaaataca

tggcaatacg

cgttacacat

aatttatgtc

cacagaaagc

tgttaaattt

aggcattaca

agaactgcaa

agtttataca

cgttacagtt

tcaaacacgc

agattcaaga

dacagacaaaa

gttgcgtata

acaacaggca

ggcgaatcac

gatgcagaaa

aatggctcat

aaagttctgg

gcagatggcc

acagaaaaac

acaccggaac

cctgttactt

aaaggcacag

ggcggactgce

tcaagaccgg

gaagataaag

aatgttctgg

acaattggag

aaacaaagcg

agcggagygcg

acagcggata

tttgcgagag

tcaccggatg

ggcaatgtta

catctgacaa

gaaattgaac

acactgacag

acaccggcaa

cttccggecat

aatacatatg

gattatccgg
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acctgtatct

atagcaacgg

aagcgtcaaa

tgtcatatat

atcgcgtcaa

caccggatca

caattgtgaa

tggattcagce

aaatcgatag

tgccggaaaa

gggatgcaat

tcaaaggcgyg

tgaattattc

cagttctgca

cagcaagcgc

gcaaagaaat

attcagtttc

atacactgaa

caaatccgac

tcatttttga

atagctggtc

gcacaaattg

aaccgtatac

acagcacaca

tgaaagttgce

ttaatggcaa

ttctggecaga

ataatgatgt

aagtcagact

ttagcaaact

gacatggaat

ccagaaaatt

actgaaagca

cacagtcgat

atttacagtt

tgattcatat

aagcacaaaa

atcagtcaaa

ctttaaaatg

aattgtcaca

tacagaagat

atattcagtt

aacaaataca

agatggcaca

atatgataaa

tgcagttaca

agcggatgca

cgcaattaaa

agtttggagc

atatgcgaca

aatgagatat

ggcaaaactg

atatgatttt

agcaacaggc

aacaggctca

agaagttccg

aattgaagca

cattcgcatt

gaatgaagcg

gacagcatca

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960



gcaggctcag

gatgaatcaa

tggtttacat

caaggcacag

acagatggca

aaactggcag

acatatggct

agaatggcag

ccggattcaa

gatattgttg

tatgaaaaca

acaggcacac

acatggaata

ggcctggtta

gcaaatgcgg

aaaacagtca

aaaaaagtcg

aatgataacg

aaagatccgg

ggaacagcag

ctgctgccga

cgcagacgca
<210> 16

<211> 3375
<212> ADN
<213>
<400> 16

aaagcagata

ggctcaaata

gttagcaatg

catgattata

ccgggaggcyg

aacaatcaac

cactgtggca

atgaactgga

cagatggcca

gcacatggac

aatttacaga

catcagcagce

aaagcaaaac

ttgaagttgc

tcaaagcagg

acacagattt

tggaacatga

caaaaccgga

ttaatgtcgt

atgaatttac

cagttacata

atccgacaga

gcaacgataa

gacaatcagg

caggcaataa

tgattgcagc

gacgc

gCccaaacaca

gcgcacgcac

cacagacacc

gcatcgaaca

ttggctggta

ES 2 681 692 T3

aacaggcgtt

tacaagatgg

agaagaaacg

aaataatggc

aacagtttca

accggttgceca

aaacgtcgat

ggatattgca

aaaagcagat

cgatacaaca

tggcacagcg

attcacaatc

aaaagtcatt

ctatgatgat

attttcaccg

taaaggcgca

tccggatcag

taatggcaac

cgttacagat

agcaaatgca

aatgctggca

Ruminococcus hansenii

aatgtcatca

acagaatttt

gacatttgat

ggaatattca

tcgcaaaaat

gaaggaccgg

tcagcaccgg

gtactggacg

agagttaatg

acaggcaatt

gcaaaatatg

aaatacatga

gatgcagcaa

gcagaaaacc

ctgagatatg

aaactggtca

acgcagaaag

tatacggaag

gatagcacag

gcactggata

agcctgattt

cctgataaac

ggcaataaca

aacaaaaatc

gcagcaaaaa

ggcacagcag

gaaccggaac

gatagcgatt

gattcaaaat

caatcactgg

tttacactgg
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catcaaatgc

cagcaacatc

cactgagata

aatatcgcgt

gggaagatag

tcagactgac

gcgcagcaga

atggcgttac

cggttatgtt

gcgttgatta

ttaaaggcat

ccaaagtcat

gtgaaacgct

aagcagttgc

caaaactggc

atgatattac

cggatacacc

acggcacaga

agggcaataa

caggcgatac

ttgttggcac

aagttgcggt

ggaaatttaa

ggcgcacact

aagcagaatc

gcgaagaagc

aaaagacggt

agatcaactg

tctgccgaga

cgaagttagce

ccaagattgg

aggcgttcat

aattagactg

agttacagca

tgatctgagc

tgtcattagce

tgatggctat

gacaggcatc

ggatgttaca

atatagcgaa

agcgacagat

agtcaacccg

ggataatggc

tgatggcaaa

cagcaataat

agcaaatatg

aatttcaatt

taaagattat

cctgggagat

gtcactgccg

aggctatctt

gaaaggcaaa

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5235

60

120

180

240

300



cgcattcgca

gaagttggca

agctatgata

tggtattcag

gtcgatctga

gtcaacacag

attacacata

acagaagcgc

aaaaatccgg

aaagcaggcg

tttgatacag

atgcatcatg

gtcgaaattc

aaagatctga

ggctggcata

atcgaagaag

ctgaaagcga

aatgaaattc

aaatgggcga

agaggcgatt

ggcacaaatt

aaactgtatg

ggcaatcaag

tggggagcac

gaatatgttt

ccgggageaa

gcaggcttte

acactgcacg

gttccggttg

ggcggagaaa

ttgattttga

cacatccgta

dagadaacac

gcagcggcat

atggcattaa

atgtgaaaac

cagtctttaa

aagaaattgg

aactgtggtc

ataaactgct

aaacaggctt

atcaaggcgce

tgcaagaaat

ttgaagtctyg

gagcaaaaaa

ataacgcgat

ttatgaaacg

aagaaggcgce

aagaagcaga

gggaacaagt

attcagatgg

gctcagaaac

aagcaacaag

tggcatcaca

ggacaggcett

aaggcacatg

cgaaagattc

ttcttecgge

ttgtttattc

aaaaaagcct

ES 2 681 692 T3

tggcgtctat

tggctataca

aattgcggtc

ttatagatca

agtcgaaagc

aacagttgtg

aaaaggcgaa

cgcaggcaaa

agttgaaaat

ggatagctat

tcagctgaat

acttggcgca

gggctgcaat

caacgaaaaa

tggcaacagc

tctgggaaaa

cgatcaaaat

aggcggatca

Ccgcaacaaaa

tagcatcggce

cgcatcatat

agcatcatca

cgatcaacaa

agcatggtat

tgattatatc

gccgtcaceqg

atattatttt

atggaatgaa

agatgcgaaa

gggaaaaaaa

atgaatgcaa

ccgtttaget

aaagtcgatc

gtcaacctga

aacaacctgg

aacggctcaa

aaaccggata

daaacagaaa

ccggcactgt

gatacagaat

ggcaaaaacg

gttgcaaata

agcattagag

ggcattctgg

aacgattata

gaagcggata

gcaccgagca

ggctatgcag

acactgacaa

gataaactta

gataaaattc

gttaatagcc

ctgacagcgt

gatgttatcc

ggcgaaccga

aaaaacagcet

tatcagagcecc

gatgtcgtca

gaagtcgaac

acatttaaaa
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cagtctatgt

ttgatatcac

atcaaacacc

caacaacaaa

aaaaagaagc

aagaagcgaa

aagcgatcgg

tcagcgcaac

atacaattcg

atggctttca

ttaaactgaa

gaagagcaat

tcacacataa

tcattgaaga

gcgtcectggtt

tgacttgggce

ttattgaatg

aaagagcgga

ttggcagcaa

caaaagcagqg

ataaagaaca

gtggcattta

atgataatag

agagagattt

caccgtggaa

actttggcat

agtggaatga

aaaaaaactc

tgttttttac

cagaaacaac

gaatggcaaa

agattatatc

gtcatcaaga

tgatgtccat

aggcaaaaca

aaacatcaca

cacatttaca

agtcccggtt

cacagaagtt

ttatctgaac

aggcgtttgce

tgaacgccaa

tccggcaage

agtttttgac

tgaaaaagcg

agaatatgat

gtcactgggc

taaactgatc

tgcagttaaa

cggaacatca

tccggattgg

ttcagttaca

cagagttaat

tgtcgcaggc

tggcacagat

tatcgataca

agaagtcaat

agatggcaca

accggcaaat

aaaagctggc

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

1980

2040

2100



tatagctatc

caagttccgt

attaaagata

gcaaaaacgg

gatgtcacag

gtccaaggceg

tataaagcgg

gaaaaagcag

aaaatcacaa

tacagcaaaa

gcgcagtata

gaacaaatta

acagtcaaca

caaaaaggcg

gtcctggcag

ccggatgaaa

acagcaagca

gcaaaactga

acagaaatga

gcatcacaga

attggcgaaa

ggcacaacag
<210> 17

<211> 3450
<212> ADN
<213>
<400> 17

gcaggcgttt
atgtcatcag
cagaacttta

acatttgatg

gaatatagca

aagttctgga

atgaagcagg

cagaaggcag

atcgcaatag

ataaagatgg

caggaaaact

ataaccgcaa

gcgaaattac

caacaccggt

gctattatgt

gcgatcgcac

gcaaaacagg

ttaacatgat

ttaaaccgca

catcatttcc

ttgttacagt

ttagagtgca

gccaaaatat

gcctgaataa

aaggcacaaa

ttgtcattca

aaatc

Ruminococcus lactaris

cagttccggce

atccggaact

acagcaactg

atagcaaatg

aatcaatgga

ES 2 681 692 T3

aaacggcaaa

cacacttgaa

aagcgtcgtt

cattcaagca

caatattgtt

ggttggecgtt

agcattttca

agttacagca

taaagaagaa

gaaaacaggc

aaaagaggat

cagctttaca

cgatgatgtt

acttccggat

ggttcagtgg

taacggcagc

gaaagaagat

tcaaggcagc

tgatggcgga

agaagccgaa

ttttgcgaaa

actggcacaa

ggtctatgtg

gaaattctac

ggaacaagtt

agcagaatca

aaaaaacata

gcagttgcga

aaaacaacag

gatggcaaag

ccggatgcag

gataatggct

ggcaaagttc

aaagcagatg

ccgagcgaaa

acaaaaccgce

gttgcggtca

gttgaaggca

gcagcactgc

gttagaccgg

gatgaaaaag

gcagatatct

atcaaaattg

gatacactgg

ccgaatgaat

ctgacattta

gataacaact

caagcagtta

aataactata

ttcggagatg

tcactgccge

ggctatcttg
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aagatctgta

aagatgcaaa

gcgaagaagc

atctgtcata

caaatagagt

catcaccgga

tggcaattgt

gcctggaatc

gatatgtcga

aactgccgaa

aatgggatga

cagttggcaa

tgaattattc

cagttctgece

atgcggatac

ttggcaaaac

gcagcagcgt

aagcaatcaa

cagcatggtc

catttgatac

caatcagatt

gaacagaaag

gcagcacagc

cgggaaatgc

atgattattc

gcggaggcac

tatggaatgg

aggcaacgtc

aaaactgtca

tattacagtc

cacatttgat

tcatgatagc

tcagtcaaca

aagcacagtc

aagctataaa

aaaaattgaa

aatctcagat

aagagatatc

aggcgcaaca

tgatggcaca

atttcagaaa

aattccggtt

tacaaatgtt

agatggcaaa

aaattgggat

acagcaacgc

tccggatgcet

CcCCaaacacaa

acaaagaagc

acaaggcgca

aatcagccaa

aggctggtat

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3375

60

120

240

300



cgcaaaaatt

ggcgtctata

ggctatacaa

attgcagtca

tatagagatg

gttacaacac

acagttgcga

aaagatggca

gcaggcgcaa

gttgaaaatc

gatacatatg

tcactgaatg

cttggcgecag

ggctgcaata

aatgaacaag

ggcaacagca

ctgggagcga

gattataatg

agcggaggcea

gatgcggata

atctcaaaaa

gcagatggca

tcagaaacag

caaacatcag

gcatcaaatg

acaggctttyg

ggctcatggce

aaagatagct

cttcecggeat

gtttattcag

ttacactgag

tgaatgcaac

gctttagcett

aagtcgtcaa

tcgatctgac

cgaacctgga

atgattcaga

gcgcagatca

cagcagaaat

cgtcactgta

atacagaata

gcgaaaatat

cagcatacga

gcattagagt

gcattctggt

acgattatag

caaatggcga

caccgtcagt

cagatgcaga

atacacgtcc

catttgcgag

gagttctgga

catcagcgat

ataaacagct

catggtatac

attatctggg

cgtcaccgaa

attattttta

gogaataataa

atgcggcatc
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cagcgataca

agtttgggtt

tgatatcaca

taatacaccg

aatcacagat

aacagaaaaa

tgcagcaaaa

atcaattggc

tcaagcaacg

tacagtcaga

tggctttcge

gaaactgaaa

ctcagcaatt

cacacataat

tgttgaagaa

cgtetggttt

aacatgggca

cattatgtgg

atatgaagceg

gatgacaatt

actgctgaca

ttcatatcat

taatagccgt

gacaagctat

agttctgaca

cgaaccgaca

aaattcttat

tcagagccag

tgtcgtcage

agtcgaactg

caaggcaaaa

aatggccatg

gattatgtga

tcaagcagat

gatgttcatg

ggcagcacag

tcagttgcag

acagtcacaa

gttccggttt

acagaagttc

tattttaact

ggcgtctgea

gatcgccagg

ccggcagcac

gcgtttgata

aatcagacag

caatttgatc

tcactgggca

acagcgacga

ggcgataaca

gaaaaaggcg

agcagcaata

ggcatctatt

gataattcaa

agagattttg

ccgtggaatg

tttggcatta

tggaatgatg

aaagattcat

ttttttecaag
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gagtccgcat

aagttggcac

aatatgatgg

ggtattcagg

ttgatctgaa

tcaatacaga

ttcgccatac

caaatgcaca

caaatcctga

tggtcgacgg

ttgatagcaa

tgcatcatga

tcaaaatcct

aagatctgat

cttggacaag

ttgcgagega

tggaaagcat

atgaagttat

aactgattaa

aactgaaagc

gaacagtggg

gcaattggct

atagaacaac

atgttggcetg

cggcaggcga

gcacaggctc

tcgatacagce

atgttacaac

caggcaatgt

caaaaggcag

tgattttgat

acatccgtat

cgaaaacaca

ctcaggcatt

cggcacaaaa

tgttacagca

agtttttccg

atcaattgca

actgtggtca

ccaagtcaca

cacaggcttt

tcaaggctca

gaaagaaatg

tgatgcgtge

accgaaaaat

taatgaaatt

gatctcacgc

ggaaggcatt

ctgggcecgtat

gaactggcag

ctttaattat

gctgtatgge

aggcggagge

gggagcaaca

atatgtttgg

aggcgcagtt

aggcttcgceca

actgcatgtt

tccggttgtt

cgatacaaaa

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

1980

2040

2100



acaagcctgg

atctatgaag

gttcecgtatg

acagatacag

tcagcggatc

gtcacagatg

gaaggcgatg

caagcggata

gaagctggca

atcacaacaa

agccgcacat

cgctatacag

caaattgcag

gcagtcaacg

gcagttggcg

gttatggatg

gcaggcacag

gcgagcgtta

ctgaatctga

gatggctcaa

aactatgact

gaacaaagac

cctgatgcag

gCaaaaaaac

gctcagataa

cagatggaac

ttggccagtce

ataaaaaaat

cgaatggcaa

gcgaactggt

accgcaaagc

caattacagt

cagcagtcga

attatgttaa

atggcacatc

cagcaggctc

tcaacatgat

ttgcaccggt

ttacatttcc

tgacagtcaa

gagttcagga

cacaaagcgt

caacaattag

atagccagga

tgggccaaat

gcgctacaga
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atttacacag

aaacagcaca

agtttcagca

ctcagttaca

tgcagcggat

tattgttccg

tggcgttgat

attttcaggc

tacagcatca

taatggcagc

agttggcagc

agaagaactg

atttcaagtt

tgatgaagtt

tctgccgaca

ggtcacatgg

tggcacagca

agaaacaatc

tccggcagat

ctcaaataca

tggcaatacg

cgttacacat

aatttatgtc

aaaacaacag

acagacaaaa

gttgcgtata

acaacaggca

ggcgaatcac

gatgcagaaa

aatggctcat

aaagttctgg

gcagatggcc

acagaaaaac

acaccggaac

cctgttactt

aaaggcacag

ggcggactgc

tcaagaccgg

gaagataaag

aatgttctgg

acaattggag

aaacaaagcg

agcggaggcyg

acagcggata

tttgcgagag
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acgcaggcta

acctgtatct

atagcaacgg

aagcgtcaaa

tgtcatatat

atcgcgtcaa

caccggatca

caattgtgaa

tggattcagc

aaatcgatag

tgccggaaaa

gggatgcaat

tcaaaggcgg

tgaattattc

cagttctgca

cagcaagcgce

gcaaagaaat

attcagtttc

atacactgaa

caaatccgac

tcatttttga

atagctggtc

tacatatcag

gacatggaat

ccagaaaatt

actgaaagca

cacagtcgat

atttacagtt

tgattcatat

aagcacaaaa

atcagtcaaa

ctttaaaatg

aattgtcaca

tacagaagat

atattcagtt

aacaaataca

agatggcaca

atatgataaa

tgcagttaca

agcggatgca

cgcaattaaa

agtttggagce

atatgcgaca

aatgagatat

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3450
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante y que comprende una secuencia de aminoacidos
que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos del polipéptido maduro de SEQ
ID NO: 1, cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoacidos.

2. El polipéptido segun la reivindicacion 1 que tiene una relaciéon entre actividad transgalactosilante y actividad -
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.

3.  El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la secuencia de aminoacidos tiene al
menos 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o0 99%, de identidad de secuencia con la secuencia
de aminoéacidos madura de SEQ ID NO: 1.

4. El polipéptido segun las reivindicaciones 1-3 que contiene el dominio catalitico de glicosil hidrolasa clase 2
(GH2), que preferiblemente contiene uno o mas dominios Pfam seleccionados de: Glyco_hydro2N (PF02837),
Glyco_hydro (PF00703), Glyco_hydro 2C (PF02836) y dominio similar a Ig bacteriana (grupo 4) (PF07532).

5.  El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 1.

6. El polipéptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 que es un fragmento del polipéptido maduro de
SEQ ID NO: 12.

7. El polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que se obtiene a partir de Ruminococcus
hansenii o Ruminococcus lactaris.

8.  Un acido nucleico que codifica un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

9. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico segun la reivindicacion 8 y que expresa un
polipéptido seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

10. Una célula que expresa un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

11.  Un método para expresar un polipéptido, comprendiendo el método utilizar una célula segun la reivindicacion
10 y expresar el polipéptido en la célula, y opcionalmente purificar el polipéptido.

12. Una composicion que comprende un polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7,
preferiblemente una composicién alimentaria, mas preferiblemente un producto lacteo.

13.  Un método para producir un producto alimentario tratando un sustrato tal como un sustrato a base de leche que
comprende lactosa con un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, y
opcionalmente tratando ademas el sustrato con una beta-galactosidasa hidrolizante.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Figura 3
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Figura 4
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