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DESCRIPCIÓN

Polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante

Campo de la invención

La presente invención se refiere a polipéptidos, específicamente polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante5
y a los ácidos nucleicos que los codifican, y sus usos en, p. ej. productos lácteos.

Antecedentes de la invención

Los galactooligosacáridos (GOS) son hidratos de carbono que no son digeribles en seres humanos y animales que 
comprenden dos o más moléculas de galactosa, típicamente hasta nueve, unidas mediante enlaces glucosídicos. 
Los GOS también pueden incluir una o más moléculas de glucosa. Uno de los efectos beneficiosos de GOS es su 10
capacidad de actuar como compuestos prebióticos estimulando selectivamente la proliferación de microorganismos 
colónicos beneficiosos, tales como bacterias, para proporcionar beneficios fisiológicos 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 β-galactosidasa (EC 3.2.1.23) generalmente hidroliza la lactosa a los monosacáridos D-glucosa y D-15
galactosa. En la reacción enzimática normal de las β-galactosidasas, la enzima hidroliza lactosa y une 
transitoriamente el monosacárido galactosa en un complejo galactosa-enzima que transfiere galactosa al grupo 
hidroxilo del agua, que da como resultado la liberación de D-galactosa y D-glucosa. Sin embargo, a altas 
concentraciones de lactosa, algunas β-galactosidasas son capaces de transferir galactosa a los grupos hidroxilo de 
D-galactosa o D-glucosa en un proceso llamado transgalactosilación mediante el cual se producen 20
galactooligosacáridos.

El género Bifidobacterium es uno de los tipos de cultivos de bacterias más comúnmente utilizados en la industria 
láctea para la fermentación de una variedad de productos lácteos. La ingestión de productos que contienen 
Bifidobacterium tiene además 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 25
individuos a los que se les ha alterado la flora intestinal por ejemplo por la ingesta de antibióticos. Además, 
Bifidobacterium tiene el potencial de desplazar los microorganismos intestinales potencialmente nocivos.

Los galactooligosacáridos son conocidos por potenciar el crecimiento de Bifidobacterium. Este efecto probablemente 
se logra a través de la capacidad única de Bifidobacterium para aprovechar los galactooligosacáridos como fuente 
de carbono. También se cree que el suplemento dietético de galactooligosacáridos tiene una serie de efectos de 30
protección de enfermedades a largo plazo. Por ejemplo, la ingesta de galactooligosacáridos ha demostrado ser 
altamente protectora contra el desarrollo de cáncer colorrectal en ratas. Por lo tanto, existe un gran interés en 
desarrollar métodos económicos y eficientes para producir galactooligosacáridos para uso en la industria para 
mejorar los suplementos dietéticos y los productos lácteos.

Se conoce un polipéptido beta-galactosidasa de Ruminococcus/Blautia hansenii que tiene 1807 aminoácidos (con35
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: C9LAL1.

Se conoce una glicosidasa que tiene 1768 aminoácidos (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: B5CQV4.40

Se ha descrito una lactasa extracelular de Bifidobacterium bifidum DSM20215 truncada con aproximadamente 580 
aminoácidos (BIF3) como una enzima transgalactosilante en una solución que contiene lactosa solubilizada en agua 
(Jørgensen 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 hidrólisis eficiente y una 
producción muy baja de GOS cuando se ensaya en leche.45

El documento WO 01/90317 describe un polipéptido que tiene actividad transgalactosilante de Bifidobacterium 
bifidum (OLGA5) y su uso para producir productos lácteos.

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).50

Todavía existe la necesidad de desarrollar enzimas que sean eficientes en la producción de GOS y que, además, 
puedan funcionar a bajos niveles de sustrato lactosa, tal como en leche.
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Objeto de la invención

Es un objeto de las realizaciones de la invención proporcionar polipéptidos que tengan actividad transgalactosilante. 
Polipéptidos que tienen una relación útil de actividad de transgalactosilación a hidrólisis y, por lo tanto, son 
productores eficientes de GOS cuando se incuban con lactosa incluso a bajos niveles de lactosa tal como en un 5
producto a base de leche. Describimos un método para la producción de galactooligosacáridos (GOS) in situ en 
productos lácteos. También describimos un método para desarrollar un método más barato y más eficiente para la 
producción de galactooligosacáridos (GOS) para uso en la industria.

Compendio de la invención

La presente invención describe un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante que comprende una 10
secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del 
polipéptido maduro de SEQ ID NO 1, cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoácidos. Los 
polipéptidos descritos en la presente memoria son sorprendentemente capaces de producir galactooligosacáridos 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 15
apropiadas, se producen galactooligosacáridos con una alta eficiencia y, por lo tanto, se reduce la lactosa. La 
presencia de galactooligosacáridos en productos lácteos 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 20
consiste en:

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

b. un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 66% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 2,25

c. un polipéptido codificado por un polinucleótido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad 
con i) la secuencia de ácido 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);

d. un polipéptido codificado por un polinucleótido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad 
con i) la secuencia de ácido nucleico comprendida en la SEQ ID NO: 11 que codifica el polipéptido maduro de SEQ30
ID NO: 2; ii) la secuencia de ADNc de i) o iii) la cadena complementaria de i) o ii);

e. un polipéptido que comprende una sustitución conservadora, deleción y/o inserción de uno o más aminoácidos 
de SEQ ID NO: 1, y

f. un polipéptido que comprende una sustitución conservadora, deleción y/o inserción de uno o más aminoácidos 
de SEQ ID NO: 2,35

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

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, y40
opcionalmente purificar el polipéptido. En un aspecto adicional, se describe en la presente memoria una composición 
que comprende un polipéptido como se describe en la presente memoria, preferiblemente una composición 
alimentaria, más preferiblemente un producto lácteo. 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 lácteo tratando un sustrato a base de leche45
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 lácteo, 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 más preferiblemente un polipéptido como se define adicionalmente en 50
la presente memoria. En un aspecto adicional, se describe en la presente memoria un galactooligosacárido o 
composición 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 aminoácidos que tiene55
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a. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y/o

b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2.

En otro aspecto, se proporciona un polipéptido que tiene una relación entre actividad transgalactosilante y actividad 
β-galactosidasa de al menos 1 medida a una concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37ºC y 5% 5
p/p de lactosa después de 30 minutos de reacción que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene

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

b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO:2.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional, 10
se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad 
de secuencia con la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene al 
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5 para producir 
galactooligosacáridos. En un aspecto adicional, se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad 15
transgalactosilante que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad de 
secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8 para producir galactooligosacáridos.

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

a. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3,20

b. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4,

c. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o

d. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 7,

para producir galactooligosacáridos.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que tiene una relación entre actividad transgalactosilante y 25
actividad β-galactosidasa de al menos 1 medida a una concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 
37ºC y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reacción. En un aspecto adicional, se proporciona un ácido 
nucleico capaz de codificar un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, se 
proporciona un plásmido que comprende un ácido nucleico como se describe en la presente memoria. En un 
aspecto adicional, se proporciona un vector de expresión que comprende un ácido nucleico como se describe en la 30
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, y preferiblemente transformada con, un plásmido 
como se describe en la presente memoria, o un vector de expresión 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 35
método obtener una célula anfitriona o una célula como se describe en la presente memoria y la expresión del 
polipéptido a partir de la célula o célula anfitriona, y opcionalmente la purificación del polipéptido. En un aspecto 
adicional, se proporciona una composición que comprende un polipéptido como se describe en la presente memoria 
y un estabilizador. En un aspecto adicional, se proporciona una composición 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 40
método para producir un producto lácteo mediante tratamiento de un sustrato a base de leche que comprende 
lactosa con un polipéptido que tiene una relación entre actividad transgalactosilante y actividad β-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 concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 
37ºC y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reacción. En un aspecto adicional, se proporciona un método 45
para producir un producto lácteo 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 probiótico. En un aspecto 
adicional, se proporciona un producto lácteo que comprende una célula como se describe en la presente memoria. 50
En un aspecto adicional, se proporciona un producto lácteo que comprende un polipéptido como se describe en la 
presente memoria. En un aspecto adicional, se proporciona un producto lácteo que comprende un polipéptido como 
se describe en la presente memoria en una concentración de 0,01-1000 ppm. En un aspecto adicional, se 
proporciona un producto lácteo que comprende un polipéptido inactivado como se describe en la presente memoria. 
En un aspecto adicional, se proporciona un producto lácteo que comprende GOS formado in situ mediante un 55
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 galactooligosacáridos. 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 galactooligosacáridos para ser parte de un producto seleccionado del grupo que consiste en 
yogur, queso, productos lácteos fermentados, suplementos dietéticos y productos comestibles probióticos. En un 5
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 galactooligosacáridos 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 galactooligosacáridos para potenciar el crecimiento de Bifidobacterium en una fermentación 10
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 expresión de dicho 
polipéptido, y recuperar el polipéptido resultante del cultivo. En un aspecto adicional, un método para producir 
galactooligosacáridos, que comprende el contacto de un polipéptido como se describe en la presente memoria o una 15
célula como se describe en la presente memoria con una solución a base de leche que comprende lactosa.

Lista de secuencias

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

La SEQ ID NO: 2 es un fragmento truncado de 1150 aminoácidos de la SEQ ID NO: 13.

La SEQ ID NO: 3 es los restos de aminoácidos 559-649 de la SEQ ID NO: 1.20

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

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

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

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

La SEQ ID NO: 8 es los restos de aminoácidos 594-652 de la SEQ ID NO: 2.25

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

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

La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 2 que incluye la secuencia que 
codifica el péptido señal.30

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 nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 12 sin la secuencia señal.

SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 13 sin la secuencia señal.

La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 1.35

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

Leyendas de las figuras

La Fig. 1 muestra un mapa de plásmido de la construcción de expresión de Ruminococcus hansenii. La secuencia 
codificante de rhBIF3d3 se fusionó en fase con la secuencia señal aprE utilizando BssHII y PacI como sitios de 
restricción.40

La Fig. 2 muestra la acumulación de galactosa y glucosa durante el tratamiento enzimático de una solución de 
lactosa al 5% p/p en tampón 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 Jørgensen et al. (2001), 
Appl. Microbiol. Biotechnol., 57: 647 - 652 y patente EP 1.283.876).

La Fig. 3 muestra el resultado de la cromatografía en capa fina de los polipéptidos en 9% p/p de leche reconstituida 45
que proporciona una concentración 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 concentración final de 6 LAU/ml.
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La Fig. 4 muestra los resultados de la cromatografía de intercambio aniónico de variantes de la Ruminococcus 
hansenii (SEQ ID NO: 1). El gel es un Nu-PAGE 4 - gel de acrilamida al 12% teñido con tinción azul brillante de 
coomassie.

Descripción detallada de la invención5

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

En la presente memoria se describe un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante seleccionada del 
grupo que consiste en:10

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

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

c. un polipéptido codificado por un polinucleótido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad 15
con i) la secuencia de ácido 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);

d. un polipéptido codificado por un polinucleótido que se hibrida bajo al menos condiciones de baja rigurosidad 
con i) la secuencia de ácido 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) o ii);20

e. un polipéptido que comprende una sustitución conservadora, deleción y/o inserción de uno o más aminoácidos 
de SEQ ID NO: 1, y

f. un polipéptido que comprende una sustitución conservadora, deleción y/o inserción de uno o más aminoácidos 
de SEQ ID NO: 2,

siempre que el polipéptido de los puntos anteriores a, c, y e tenga como máximo una longitud de 1806 aminoácidos 25
y siempre que el polipéptido de los puntos b, d, y f anteriores tenga como máximo una longitud de 1767 
aminoácidos.

De acuerdo con esta descripción 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" 30
incluye una pluralidad de tales polipéptidos, y la referencia a "la formulación" incluye la referencia a una o más 
formulaciones y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la técnica, y así sucesivamente.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en la presente memoria tienen 
el mismo significado como se entiende comúnmente por un experto en la técnica. Los siguientes términos se 
proporcionan a continuación.35

"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 galactooligosacáridos. En un aspecto, se identifica una 
transgalactosilasa mediante reacción 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 40
a una molécula distinta de agua y se mide como [glucosa] - [galactosa] generada en cualquier momento dado 
durante la reacción.

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

En el presente contexto, el término "actividad de transgalactosilación relativa" significa ([glucosa] -45
[galactosa]*100)/[glucosa]) medida en un punto de tiempo después de 15 minutos de tiempo de reacción.

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

En el presente contexto, el término [galactosa] significa la concentración de galactosa en % en peso medida 
mediante HPLC.50
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En el presente contexto, el término "después de 15 min de reacción" significa la cantidad de tiempo que debe pasar 
antes de la medición de la actividad después de la incubación con el polipéptido descrito en la presente memoria en 
un ensayo.

En un aspecto, la actividad se mide después de 15 min de reacción, 30 min de reacción, 60 min de reacción, 90 min 5
de reacción, 120 min de reacción o 180 min de reacción. Por lo tanto, en un aspecto, como ejemplo la actividad 
transgalactosilante relativa es medida 15 minutos después de la adición de la enzima, tal como 30 minutos después 
de la adición de la enzima, tal como 60 minutos después de la adición de la enzima, tal como 90 minutos después de 
la adición de la enzima, tal como 120 minutos después de la adición de la enzima o 180 minutos después de la 
adición de la enzima.10

En el presente contexto, el término "relación de actividad transgalactosilante:actividad β-galactosidasa" significa 
([glucosa]-[galactosa]/[galactosa]).

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 transgalatosilación interna por ejemplo formando 15
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 concentración final de lactosa de 20
5% p/p. Las enzimas se dosifican basándose en la actividad de LAU determinada como se describe a continuación, 
dando la concentración final deseada en LAU/ml.

Se toma una muestra antes de la adición 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 μl sobre placas de gel de sílice 60 HPTLC activadas (161ºC durante 10 min) (Merck Cat # 25
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 (161ºC 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 161ºC durante 3 min.

En un aspecto, tal ensayo es como se describe en el ejemplo 3.30

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 tampón M a pH 6,5 y 37ºC con una concentración de lactosa de 4,75% p/v. El tampón M 
se prepara disolviendo 3,98 g de C6H5Na3O7-5 2H2O, 8,31 g de ácido cítrico, 0,9 g de K2SO4, 2,6 g de K2HPO4, 7,35 
g de KH2PO4, 5,45 g de KOH, 4,15 g, MgCl2 6H2O, 3,75 g de CaCl2 2H2O y 1,4 g de NaHCO3 en 4 litros de agua, 
añadiendo 12,5 ml de NaOH 4N, ajustando a pH 6,5 utilizando HCl, y agregando agua hasta un volumen total de 5 35
litros.

La actividad en LAU de una lactasa específica se puede determinar mediante medición directa de la glucosa liberada 
a partir de lactosa bajo las condiciones descritas anteriormente. El experto sabrá cómo 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. Aquí, la actividad se obtiene comparando con una curva estándar con una lactasa 40
de actividad conocida, y la actividad de la muestra desconocida se calcula a partir de esto. La lactasa de actividad 
conocida puede, p. ej., ser Lactozym obtenida de Novozymes A/S, Dinamarca.

En el presente contexto, el término "cuyo polipéptido está liofilizado" significa que el polipéptido se ha obtenido 
liofilizando un líquido del polipéptido a una presión apropiada y durante un período apropiado retirando el agua.

En el presente contexto, el término "cuyo polipéptido está en solución" se refiere a un polipéptido que es soluble en 45
un disolvente sin precipitación de la solución. Un disolvente para este fin incluye cualquier medio en el que pueda 
aparecer el polipéptido, tal como un tampón acuoso o una solución salina, un caldo de fermentación o el citoplasma 
de un anfitrión de expresión.

En el presente contexto, el término "estabilizador" significa cualquier estabilizador para estabilizar el polipéptido, p. 
ej., un poliol tal como, p. ej., glicerol o propilenglicol, un azúcar o un alcohol de azúcar, ácido láctico, ácido bórico o 50
un derivado de ácido bórico (p. ej., un éster de borato aromático). En un aspecto, el estabilizador es glicerol.

En el presente contexto, el término "sustrato de hidrato de carbono" significa un compuesto orgánico con la fórmula 
general Cm(H2O)n, es decir, que consiste únicamente en carbono, hidrógeno y oxígeno, los dos últimos en la 
proporción de átomos 2:1, tal como un disacárido.

En el presente contexto, el término "disacárido" es dos unidades monosacáridas unidas por un enlace covalente 55
conocido como un enlace glucosídico formado mediante una reacción de deshidratación, que da como resultado la 
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pérdida de un átomo de hidrógeno de un monosacárido y un grupo hidroxilo del otro. La fórmula de disacáridos no 
modificados es C12H22O11. En un aspecto, el disacárido es lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa, sacarosa, lactosa 
o celobiosa. En un aspecto adicional, el disacárido es lactosa.

El término "aislado" significa que la secuencia está al menos sustancialmente libre de al menos otro componente con 5
el que la secuencia está 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, 
según se determinó mediante SDS-PAGE.

El término "polipéptido sustancialmente puro" significa en la presente memoria una preparación de polipéptido que 10
contiene como máximo 10%, preferiblemente como máximo 8%, más preferiblemente como máximo 6%, más 
preferiblemente como máximo 5%, más preferiblemente como máximo 4%, como máximo 3% , incluso más 
preferiblemente como máximo 2%, más preferiblemente como máximo 1%, e incluso más preferiblemente como 
máximo 0,5% en peso de otro material polipeptídico con el que está asociado de forma natural. Por lo tanto, se 
prefiere que el polipéptido sustancialmente puro sea al menos 92% puro, preferiblemente al menos 94% puro, más 15
preferiblemente al menos 95% puro, más preferiblemente al menos 96% puro, más preferiblemente al menos 96% 
puro, más preferiblemente al menos 97% puro, más preferiblemente al menos 98% puro, incluso más 
preferiblemente al menos 99%, lo más preferiblemente al menos 99,5% puro, e incluso lo más preferiblemente 100% 
puro en peso del material polipeptídico total presente en la preparación. Los polipéptidos descritos en la presente 
memoria están preferiblemente en una forma sustancialmente pura. En particular, se prefiere que los polipéptidos 20
estén en "forma esencialmente pura", es decir, que la preparación del polipéptido esté esencialmente libre de otro 
material polipeptídico 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 purificación clásicos. En la 
presente memoria, el término "polipéptido sustancialmente puro" es sinónimo de los términos "polipéptido aislado" y 
"polipéptido en forma aislada".25

El término "purificado" o "puro" significa que un componente dado está presente en un estado de alto nivel p. ej. 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. El componente es deseablemente el componente activo predominante presente en una composición.

El término "microorganismo" en el presente contexto incluye cualquier microorganismo que podría comprender una 30
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas 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 35
nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente 
memoria o un vector de expresión como se describió anteriormente y que se utiliza en la producción de un 
polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente memoria. En un aspecto, la 
producción es producción recombinante.

El término "leche", en el contexto de la presente invención, se debe entender como la secreción láctea obtenida a 40
partir de cualquier mamífero, tal como vacas, ovejas, cabras, búfalos 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 útiles a base de leche incluyen pero no 
se limitan a soluciones/suspensiones de cualquier leche o productos lácteos que contengan lactosa, tal como leche 
entera o baja en grasa, leche desnatada, suero de leche, leche en polvo reconstituida, leche condensada, soluciones 45
de leche en polvo, leche UHT, suero, filtrado de suero, suero ácido o nata. Preferiblemente, el sustrato a base de 
leche es leche o una solución acuosa de leche desnatada en polvo. El sustrato a base de leche puede estar más 
concentrado que la leche cruda. El sustrato a base de leche puede tener una proporción de proteína 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 más preferiblemente, al 
menos 0,7. El sustrato a base de leche se puede homogeneizar y/o pasteurizar según métodos conocidos en la 50
técnica.

"Homogenizar" como se utiliza en la presente memoria significa un mezclado intensivo para obtener una suspensión 
o emulsión soluble. Se puede realizar para dividir la grasa de la leche en tamaños más pequeños para que ya no se 
separe de la leche. Esto se puede lograr forzando la leche a alta presión a través de pequeños orificios.

"Pasteurizar" como se utiliza en la presente memoria significa reducir o eliminar la presencia de organismos vivos, 55
tales como microorganismos, en el sustrato a base de leche. Preferiblemente, la pasteurización se logra 
manteniendo una temperatura especificada durante un período de tiempo específico. La temperatura especificada 
generalmente se alcanza calentando. La temperatura y duración se pueden seleccionar para matar o inactivar 
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ciertas bacterias, tales como bacterias dañinas, y/o para inactivar enzimas en la leche. Una etapa de enfriamiento 
rápido puede seguir.

Un "producto alimentario" o "composición alimentaria" en el presente contexto puede ser cualquier alimento 
comestible o producto alimentario adecuado para el consumo por un animal o ser humano.5

Un "producto lácteo" 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. Más 
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 10
que constituye más del 20%, preferiblemente más del 30% o más del 40% de la materia seca total del producto 
lácteo, mientras que "el principal constituyente" significa un constituyente que tiene una materia seca que constituye 
más del 50%, preferiblemente más del 60% o más del 70% de la materia seca total del producto lácteo.

Un "producto lácteo fermentado" en el presente contexto se debe entender como cualquier producto lácteo en donde 
cualquier tipo de fermentación forma parte del proceso de producción. Ejemplos de productos lácteos fermentados 15
son productos como yogur, suero de leche, nata fresca, requesón y queso fresco. Un producto lácteo fermentado se 
puede producir mediante cualquier método conocido en la técnica.

El término "fermentación" significa la conversión de hidratos de carbono en alcoholes o ácidos a través de la acción 
de un microorganismo tal como un cultivo iniciador. En un aspecto, la fermentación comprende la conversión de 
lactosa en ácido láctico.20

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 múltiples 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 25
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 posición que corresponde a la posición" significa que se realiza un
alineamiento como se describe en la presente memoria entre un polipéptido pregunta particular y el polipéptido de 
referencia. La posición que corresponde a una posición específica en el polipéptido de referencia se identifica luego30
como el aminoácido correspondiente en el alineamiento con la identidad de secuencia más alta.

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

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

b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácido de SEQ ID NO: 2.35

En un aspecto, se proporciona un polipéptido, en donde la secuencia de aminoácido comprende al menos uno o 
más restos de aminoácidos seleccionados de los siguientes grupos:

a. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posición que corresponde a la 
posición 576 en la SEQ ID NO: 1,

b. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posición que corresponde a la 40
posición 588 en la SEQ ID NO: 1,

c. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en E/D/Q/N en una posición que corresponde a la 
posición 592 en la SEQ ID NO: 1 y/o

d. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D/E/Q/N en una posición que corresponde a la 
posición 625 en la SEQ ID NO: 1.45

En un aspecto, se proporciona un polipéptido, en donde la secuencia de aminoácido comprende al menos uno o 
más restos de aminoácidos seleccionados de los siguientes grupos:

a. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posición que corresponde a la 
posición 592 en la SEQ ID NO: 2,

b. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D/E/N/Q en una posición que corresponde a la 50
posición 604 en la SEQ ID NO: 2,
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c. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en E/D/Q/N en una posición que corresponde a la 
posición 608 en la SEQ ID NO: 2 y/o

d. un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D/E/Q/N en una posición que corresponde a la 
posición 641 en la SEQ ID NO: 2.5

Se ha encontrado que el aminoácido en una posición que corresponde a la posición 576, 588, 592 y 625 en la SEQ 
ID NO: 1 y los respectivos aminoácidos en una posición que corresponde a la posición 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 aminoácidos 
comprende al menos uno o más restos de aminoácidos ácidos tales como D o E, en una posición que corresponde a 10
la posición 576, 588, 592 y 625 en la SEQ ID NO: 1 o en una posición que corresponde a la posición 592, 604, 608 y 
641 en la SEQ ID NO: 2.

En otro aspecto, describimos un polipéptido que tiene una relación entre actividad transgalactosilante y actividad β-
galactosidasa de al menos 1 medida a una concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37°C y 5% 
p/p de lactosa después de 30 minutos de reacción que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene15

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

b. al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 2.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional, 
se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad 20
de secuencia con la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene al 
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5 para producir 
galactooligosacáridos. En un aspecto adicional, se proporciona el uso de un polipéptido que tiene actividad 
transgalactosilante que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad de 25
secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8 para producir galactooligosacáridos.

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

a. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3,

b. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 4,30

c. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 6, o

d. al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 7,

para producir galactoligosacáridos.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, y al menos 60% de 35
identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5.

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

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que contiene uno o más dominios Pfam seleccionados de: 40
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 45
dominio catalítico del polipéptido.

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos y que tiene 
una relación entre actividad transgalactosilante y actividad β-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 concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37ºC y 5% p/p de lactosa después de 50
15 o 30 minutos de reacción. En un aspecto adicional, el polipéptido se obtiene a partir de Ruminococcus hansenii o 
Ruminococcus lactaris.

E11713215
26-07-2018ES 2 681 692 T3

 



11

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una actividad transgalactosilante tal que 
más del 20%, más del 30%, más del 40%, hasta el 50% de la lactosa inicial está transgalactosilada como se mide a 
una concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37ºC y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos 
de reacción.5

En un aspecto adicional, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen una actividad β-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 concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en 
leche a 37ºC y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reacción.

En un aspecto, la actividad β-galactosidasa y/o la actividad transgalactosilante se miden a una concentración de 6 10
LAU/ml, 3 LAU/ml o 1 LAU/ml.

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

a) una relación entre actividad transgalactosilante y actividad β-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 15
menos 12 como se mide a una concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en leche a 37ºC y 5% p/p de 
lactosa después de 30 minutos de reacción, y/o

b) tiene una actividad transgalactosilante tal que más del 20%, más del 30%, más del 40% y hasta el 50% de la 
lactosa inicial se ha transgalactosilado como se mide a una concentración de 6 LAU/ml en un ensayo basado en 
leche en 37ºC y 5% p/p de lactosa después de 30 minutos de reacción.20

En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5. En un aspecto adicional, 
se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad 
de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 8. En un aspecto adicional, se proporciona un 
polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 60% de identidad de secuencia con la 25
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3. En otro aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que 
comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 60% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 4. En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 6. En un aspecto adicional, se proporciona un polipéptido que comprende una secuencia de 30
aminoácidos que tiene al menos 94% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 7.

Las proteínas generalmente están compuestas por una o más regiones funcionales, comúnmente denominadas 
dominios. La presencia de diferentes dominios en diversas combinaciones en diferentes proteínas da lugar al 
repertorio diverso de proteínas 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 colección de familias de dominios de proteínas como se describe 35
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 está representada por alineamientos de secuencias múltiples 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 más de los dominios Pfam Glyco_hydro2N 40
(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 aminoácidos 45
que tienen un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posición que 
corresponde a la posición 576 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente 
memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que 
consiste en D, E y N en una posición que corresponde a la posición 576 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los 
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de 50
aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posición que corresponde a la posición 576 en la 
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de 
aminoácidos cuyo resto de aminoácido D en una posición corresponde a la posición 576 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos 
que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posición que 55
corresponde a la posición 588 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente 
memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que 
consiste en D, E y N en una posición que corresponde a la posición 588 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los 
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de 
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aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posición que corresponde a la posición 588 en la 
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de 
aminoácidos cuyo resto de aminoácido D en una posición corresponde a la posición 588 en la SEQ ID NO: 1. 

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos 5
que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posición que 
corresponde a la posición 592 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente 
memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que 
consiste en D, E y Q en una posición que corresponde a la posición 592 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los 
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de 10
aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posición que corresponde a la posición 592 en la 
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de 
aminoácidos cuyo resto de aminoácido E en una posición corresponde a la posición 592 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos 
que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D, E, N y Q en una posición que 15
corresponde a la posición 625 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente 
memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de aminoácido seleccionado del grupo que 
consiste en D, E y N en una posición que corresponde a la posición 625 en la SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los 
polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene un resto de 
aminoácido seleccionado del grupo que consiste en D y E en una posición que  corresponde a la posición 625 en la 20
SEQ ID NO: 1. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de 
aminoácidos cuyo resto de aminoácido D en una posición corresponde a la posición 625 en la SEQ ID NO: 1.

En un aspecto, los polipéptidos tienen actividad transgalactosilante útil 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 homología de secuencia con la o 25
las secuencias de aminoácidos definidas en la presente memoria o con un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas definidas en la presente memoria. La presente invención abarca, péptidos que tienen un grado de 
identidad de secuencia de al menos 80% con la secuencia de aminoácidos del polipéptido maduro de SEQ ID NO: 1, 
cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoácidos.

En un aspecto, la secuencia de aminoácidos y/o la secuencia de nucleótidos homóloga debería proporcionar y/o 30
codificar un polipéptido que retiene la actividad transgalactosilante funcional y/o potencia la actividad 
transgalactosilante en comparación con un polipéptido de SEQ ID NO: 1 o 2.

En el presente contexto, se toma una secuencia homóloga para incluir una secuencia de aminoácidos 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. Típicamente, los homólogos 35
comprenderán los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de aminoácidos encontrada. Aunque la homología 
también se puede considerar en términos de similitud (es decir, restos de aminoácidos que tienen 
propiedades/funciones químicas similares), en el presente contexto se prefiere expresar la homología en términos de 
identidad de secuencia.

Las comparaciones de identidad de secuencia se pueden realizar a simple vista, o más habitualmente, con la ayuda 40
de programas de comparación de secuencias fácilmente disponibles. Estos programas informáticos disponibles en el 
mercado utilizan algoritmos de comparación complejos para alinear dos o más secuencias que reflejan mejor los 
eventos evolutivos que podrían haber conducido a la o las diferencias entre las dos o más secuencias. Por lo tanto, 
estos algoritmos operan con un sistema de puntuación que recompensa el alineamiento de aminoácidos idénticos o 
similares y penaliza la inserción de huecos, extensiones de huecos y el alineamiento de aminoácidos no similares. El 45
sistema de puntuación de los algoritmos de comparación incluye:

i) asignación de una puntuación de penalización cada vez que se inserta un hueco (puntuación de penalización 
por huecos),

ii) asignación de una puntuación de penalización cada vez que se extiende un hueco existente con una posición 
adicional (puntuación de penalización por extensión),50

iii) asignación de puntuaciones altas al alineamiento de aminoácidos idénticos, y

iv) asignación de puntuaciones variables al alineamiento de aminoácidos no idénticos.

La mayoría 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 aminoácidos no idénticos se asignan según una matriz de puntuación 55
también llamada matriz de sustitución. Las puntuaciones proporcionadas en tales matrices de sustitución están 
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reflejando el hecho de que la probabilidad de que un aminoácido se sustituya por otro durante la evolución varía y 
depende de la naturaleza física o química del aminoácido que se va a sustituir. Por ejemplo, la probabilidad de que 
un aminoácido polar se sustituya por otro aminoácido polar es mayor en comparación con que se sustituya por un 
aminoácido hidrófobo. Por lo tanto, la matriz de puntuación asignará la puntuación más alta para aminoácidos 5
idénticos, una puntuación más baja para aminoácidos no idénticos pero similares e incluso una puntuación más baja 
para aminoácidos no idénticos no similares. Las matrices de puntuación utilizadas más 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 informáticos adecuados para llevar a cabo dicho alineamiento incluyen, pero no se limitan a, Vector 10
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 selección 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 básica de búsqueda de alineamiento local, por 
sus siglas en inglés), que está disponible en la página web del National Center for Biotechnology Information que se15
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 comparación de secuencias y genera un resultado 
numérico.20

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

Matriz de sustitución Gonnet 250

Penalización por abrir hueco 20

Penalización por extender 
hueco

0,2

Penalización por terminar
hueco

Ninguna

Por ejemplo, ClustaIW2 está disponible en Internet por el European Bioinformatics Institute en la página web EMBL-
EBI www.ebi.ac.uk under tools - sequence analysis - ClustalW2. Actualmente, la dirección exacta de la herramienta 
ClustaIW2 es www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2. 25

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

Penalización por abrir hueco: 10

Penalización por extender de hueco: 0,05

Intervalo de penalización por separación de huecos: 830

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

Configuración K-tupla 1

Número de mejores diagonales 5

Tamaño de ventana 5

Penalización de hueco 3

Penalización por abrir hueco 10

Penalización por extender hueco 0,1

Por lo tanto, describimos variantes, homólogos y derivados de cualquier secuencia de aminoácidos de una proteína 
o polipéptido como se define en la presente memoria, particularmente las de SEQ ID NO: 1 o aquellas de SEQ ID 35
NO: 2, 3, 4, 5, 6, 7 o 8 definidas a continuación.
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Las secuencias, particularmente las de variantes, homólogos y derivados de SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 
definidas a continuación, también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de restos de aminoácidos 
que producen restos de aminoácidos que producen un cambio silencioso y dan como resultado una sustancia 
funcionalmente equivalente. Las sustituciones de aminoácidos deliberadas se pueden realizar sobre la base de la 5
similitud en polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o la naturaleza anfipática de los restos,
siempre que se retenga la actividad de unión secundaria de la sustancia. Por ejemplo, los aminoácidos cargados 
negativamente incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; los aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina y 
arginina; y los aminoácidos 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.10

La sustitución conservadora (tanto sustitución como reemplazo se utilizan en la presente memoria para referirse al
intercambio de un resto de aminoácido existente, con un resto alternativo) que se puede producir, es decir, 
sustitución homogénea tal como básico por básico, ácido por ácido, polar por polar, etc. La sustitución no 
conservadora también se puede producir, es decir, de una clase de resto a otra o alternativamente implica la 
inclusión de aminoácidos no naturales tales como ornitina (en lo sucesivo denominada Z), ácido diaminobutírico 15
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 aminoácidos 
básicos (arginina, lisina e histidina), aminoácidos ácidos (ácido glutámico y ácido aspártico), aminoácidos alifáticos 
(alanina, valina, leucina, isoleucina), aminoácidos polares (glutamina, asparagina, serina, treonina), aminoácidos 20
aromáticos (fenilalanina, triptófano y tirosina), hidroxilaminoácidos (serina, treonina), aminoácidos grandes 
(fenilalanina y triptófano) y aminoácidos pequeños (glicina, alanina).

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 1 o una variante
polipeptídica 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 25
identidad de secuencia de aminoácidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia 
mostrada en la SEQ ID NO: 1 o una variante polipeptídica que tiene al menos al menos 70% de identidad de 
secuencia de aminoácidos 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 polipeptídica que tiene al menos al menos 75% de identidad de 
secuencia de aminoácidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en 30
la SEQ ID NO: 1 o una variante polipeptídica que tiene al menos al menos 80% de identidad de secuencia de 
aminoácidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 3 o una variante 
polipeptídica 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 35
identidad de secuencia de aminoácidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 4 o una variante 
polipeptídica 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 aminoácidos con la misma.40

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 5 o una variante 
polipeptídica 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 aminoácidos con la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 2 o una variante 45
polipeptídica 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 aminoácidos 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 polipeptídica que tiene al menos al menos 70% de identidad de 
secuencia de aminoácidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en 50
la SEQ ID NO: 2 o una variante polipeptídica que tiene al menos al menos un 75% de identidad de secuencia de 
aminoácidos con la misma. El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID 
NO: 2 o una variante polipeptídica que tiene al menos al menos 80% de identidad de secuencia de aminoácidos con 
la misma.

El polipéptido puede ser un polipéptido que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 6 o una variante 55
polipeptídica 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 aminoácidos con la misma.
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El polipéptido puede ser una variante polipeptídica que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 7 o una 
variante polipeptídica 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 aminoácidos con la misma.5

El polipéptido puede ser una variante polipeptídica que tiene la secuencia mostrada en la SEQ ID NO: 8 o una 
variante polipeptídica 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 aminoácidos con la misma.

En un aspecto, la secuencia polipeptídica descrita en la presente memoria puede estar en una forma purificada.10

En un aspecto, el polipéptido descrito o proteína descrita en la presente memoria puede estar en una forma aislada.

Una "variante" o una "variantes" se refiere a polipéptidos o ácidos nucleicos. El término "variante" se puede utilizar 
indistintamente con el término "mutante". Las variantes incluyen inserciones, sustituciones, transversiones, 
truncamientos y/o inversiones en una o más ubicaciones en la secuencia de aminoácidos o nucleótidos, 
respectivamente. Las frases "polipéptido variante", "variante polipeptídica", "polipéptido", "variante" y "enzima 15
variante" significan un polipéptido/proteína que tiene o comprende la secuencia de aminoácidos de, o está 
modificada comparada con la secuencia de aminoácidos 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% o 99% de identidad de secuencia con las 
SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ó 8. Como se utiliza en la presente memoria, "enzimas parentales", "secuencia 20
parental", "polipéptido parental" significan enzimas y polipéptidos a partir de los cuales se basan cualquiera de los 
polipéptidos variantes, p. ej., SEQ ID NO: 1 o 2. Un "ácido nucleico parental" significa una secuencia de ácido 
nucleico que codifica el polipéptido parental. La secuencia señal de una "variante" puede ser la misma o puede 
diferir de la secuencia señal del Ruminococcus lactaris de tipo salvaje o Blautia/Ruminococcus hansenii o un péptido 
señal de Bacillus o cualquier secuencia señal que secretará el polipéptido. Una variante se puede expresar como 25
una proteína de fusión que contiene un polipéptido heterólogo. Por ejemplo, la variante puede comprender un 
péptido señal de otra proteína o una secuencia diseñada para ayudar a la identificación o purificación de la proteína 
de fusión expresada, tal como una secuencia His-Tag.

Para describir las diversas variantes que se contemplan para abarcar la presente descripción, se adoptará la 
siguiente nomenclatura para facilitar la referencia. Donde la sustitución incluye un número y una letra, p. ej., 592P, 30
entonces esto se refiere a {posición según el sistema de numeración/aminoácido sustituido}. Por consiguiente, por 
ejemplo, la sustitución de un aminoácido por prolina en la posición 592 se designa como 592P. Cuando la sustitución 
incluye una letra, un número y una letra, p. ej., D592P, esto se refiere a {aminoácido original/posición según el 
sistema de numeración/aminoácido sustituido}. Por consiguiente, por ejemplo, la sustitución de alanina con prolina 
en la posición 592 se designa como A592P.35

Cuando dos o más sustituciones son posibles en una posición particular, esto se designará con letras contiguas, que 
pueden estar separadas opcionalmente por barras "/", p. ej., 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 aminoácido se alinea 40
para corresponderse con un aminoácido de una posición específica de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2. Tal 
alineamiento y uso de una secuencia como primera referencia es simplemente una cuestión de rutina para un 
experto en la técnica.

Los "ácidos nucleicos variantes" pueden incluir secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces 
de hibridarse con las secuencias de nucleótidos presentadas en la presente memoria, en particular con SEQ ID NO: 45
10-11. Por ejemplo, una secuencia variante es complementaria de secuencias capaces de hibridarse bajo
condiciones rigurosas, p. ej., 50ºC y 0,2X SSC (1X SSC = 0,15 M NaCl, 0,015 M citrato de sodio, pH 7,0), con las 
secuencias de nucleótidos presentadas en la presente memoria, en particular con SEQ ID NO: 10-11. Más 
particularmente, el término variante abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces de 
hibridarse bajo condiciones altamente restrictivas, p. ej., 65ºC y 0,1X SSC, con las secuencias de nucleótidos 50
presentadas en la presente memoria, en particular con SEQ ID NO: 10-11. El punto de fusión (Tf) de un ácido 
nucleico variante puede ser aproximadamente 1, 2 o 3ºC menor que el Tf del ácido nucleico de tipo salvaje.

En un aspecto, describimos polipéptidos aislados que tienen actividad transgalactosilante como se indicó 
anteriormente que están codificados por polinucleótidos que se hibridan bajo condiciones de rigurosidad muy baja, 
preferiblemente condiciones de rigurosidad baja, más preferiblemente condiciones de rigurosidad media, más 55
preferiblemente condiciones de rigurosidad media-alta, incluso más preferiblemente condiciones de rigurosidad alta, 
y lo más preferiblemente condiciones de rigurosidad muy alta con i) la secuencia de ácido 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 ácido 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 nucleótidos contiguos o 
preferiblemente al menos 200 nucleótidos contiguos. Además, la subsecuencia puede codificar un fragmento 5
polipeptídico que tiene actividad lactasa.

La secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 10 u 11 o una subsecuencia de la misma, así como la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o 2 o un fragmento de la misma, se puede utilizar para diseñar una sonda de ácido 
nucleico para identificar y clonar ADN que codifica polipéptidos que tienen actividad transgalactosilasa a partir de 
cepas de diferentes géneros o especies según métodos bien conocidos en la técnica. En particular, tales sondas se 10
pueden utilizar para la hibridación con el ADN genómico 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 más cortas que la secuencia completa, pero deberían ser al menos 14, 
preferiblemente al menos 25, más preferiblemente al menos 35, y más preferiblemente al menos 70 nucleótidos de 
longitud. Sin embargo, se prefiere que la sonda de ácido nucleico tenga al menos 100 nucleótidos de longitud. Por 15
ejemplo, la sonda de ácido nucleico puede tener al menos 200 nucleótidos, preferiblemente al menos 300 
nucleótidos, más preferiblemente al menos 400 nucleótidos, o más preferiblemente al menos 500 nucleótidos de 
longitud. Se pueden utilizar sondas incluso más largas, p. ej., sondas de ácido nucleico que son al menos 600 
nucleótidos, al menos preferiblemente al menos 700 nucleótidos, más preferiblemente al menos 800 nucleótidos, o 
más preferiblemente al menos 900 nucleótidos de longitud. Se pueden utilizar sondas de ADN y ARN. Las sondas 20
están típicamente marcadas para detectar el gen correspondiente (por ejemplo, con 32P, 3H, 35S, biotina o avidina).

Una biblioteca de ADN genómico 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 genómico u otro a partir de cualquier otro organismo se puede separar mediante electroforesis en gel de 
agarosa o poliacrilamida u otras técnicas de separación. El ADN de las bibliotecas o el ADN separado se puede 25
transferir e inmovilizar sobre nitrocelulosa u otro material de soporte adecuado. Con el fin de identificar un clon o 
ADN que sea homólogo 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 hibridación indica que la secuencia de nucleótidos se hibrida con una sonda de ácido nucleico marcada que 
corresponde con la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID NO: 10 u 11, su cadena complementaria, o una 30
subsecuencia de la misma, bajo condiciones de rigurosidad muy baja a muy alta. Las moléculas a las que la sonda 
de ácido nucleico se hibrida bajo estas condiciones se pueden detectar utilizando una película de rayos X.

En un aspecto preferido, la sonda de ácido nucleico es los nucleótidos 175 a 2011 o los nucleótidos 198 a 2040 de la 
SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11 respectivamente. En otro aspecto preferido, la sonda de ácido nucleico es una 
secuencia de polinucleótidos que codifica el polipéptido de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, o una subsecuencia de la 35
misma. En otro aspecto preferido, la sonda de ácido nucleico es la SEQ ID NO: 10 o SEQ ID NO: 11. En otro 
aspecto preferido, la sonda de ácido nucleico es la región que codifica el polipéptido maduro de SEQ ID NO: 10 o 
SEQ ID NO: 11.

Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos de longitud, las condiciones de rigurosidad muy baja a muy alta se 
definen como prehibridación e hibridación a 42ºC en 5X SSPE, SDS al 0,3%, 200 g/ml de ADN de esperma de 40
salmón 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 estándar de transferencia Southern durante 12 a 24 horas de manera óptima.

Para sondas largas de al menos 100 nucleótidos 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 45ºC 45
(rigurosidad muy baja), más preferiblemente al menos a 50ºC (rigurosidad baja), más preferiblemente al menos a 
55ºC (rigurosidad media), más preferiblemente al menos a 60ºC (rigurosidad media-alta), incluso más 
preferiblemente al menos a 65ºC (rigurosidad alta), y lo más preferiblemente al menos a 70ºC (rigurosidad muy alta).

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

incluso más preferiblemente al menos a 65ºC (rigurosidad alta), y lo más preferiblemente al menos a 70ºC 
(rigurosidad muy alta).

Para sondas cortas que tienen aproximadamente 15 nucleótidos a aproximadamente 70 nucleótidos de longitud, las 
condiciones de rigurosidad se definen como prehibridación, hibridación y lavado posterior a la hibridación a una 
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temperatura de aproximadamente 5ºC a aproximadamente 10ºC por debajo del Tf calculado utilizando el cálculo 
según Bolton y McCarthy (1962, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 48:1390) en NaCl 0,9 M, 
Tris-HCl 0,09 M, pH 7,6, EDTA 6 mM, NP-40 al 0,5%, 1X solución de Denhardt, pirofosfato de sodio 1 mM, fosfato 
monobásico de sodio 1 mM, ATP 0,1 mM y 0,2 mg de ARN de levadura por ml siguiendo métodos de transferencia 5
Southern estándar.

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

En condiciones de hibridación que contienen sal, el Tf efectivo es lo que controla el grado de identidad requerido 10
entre la sonda y el ADN unido al filtro para una hibridación exitosa. El Tf efectivo se puede determinar utilizando la 
fórmula siguiente para determinar el grado de identidad requerido para que dos ADN se hibriden en diversas 
condiciones de rigurosidad. 

Tf 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 15
42% y el contenido de G+C de SEQ ID NO: 11 es 44%. Para rigurosidad media, la formamida es 35% y la 
concentración de Na+ para 5X SSPE es 0,75 M.

Otra relación relevante es que un desajuste del 1% de dos ADN reduce el Tf en 1,4ºC. Para determinar el grado de 
identidad requerido para que dos ADN se hibriden bajo condiciones de rigurosidad media a una temperatura de
42ºC, se utiliza la siguiente fórmula:20

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

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

Los ácidos nucleicos variantes incluyen un polinucleótido que tiene un cierto porcentaje, p. ej., 60%, 65%, 70%, 
75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de identidad de secuencia con la codificación de ácido nucleico SEQ ID NO: 1 o 
2. En un aspecto, se proporciona un ácido nucleico capaz de codificar un polipéptido como se describe en la 25
presente memoria. En un aspecto adicional, el ácido nucleico descrito en la presente memoria tiene una secuencia 
de ácido 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 aminoácidos que 30
tiene al menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del polipéptido maduro codificado 
por la secuencia de nucleótidos que codifica la transgalatosilasa contenida en el nº de acceso DSM: 20583. En un 
aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria comprenden una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos 66% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del polipéptido maduro codificado por la 
secuencia de nucleótidos que codifica la transgalatosilasa contenida en el nº de acceso ATCC: 29176. Todas las 35
consideraciones y limitaciones relacionadas con las identidades de secuencia y funcionalidad discutidas en términos 
de la SEQ ID NO: 1 o 2 se aplican según corresponda a las identidades de secuencia y a la funcionalidad de estos 
polipéptidos y nucleótidos.

Como se utiliza en la presente memoria, el término "expresión" se refiere al método mediante el cual se produce un 
polipéptido en base a la secuencia de ácido nucleico de un gen. El método incluye transcripción y traducción.40

Como se utiliza en la presente memoria, "polipéptido" se utiliza de forma intercambiable con los términos "secuencia 
de aminoácidos", "enzima", "péptido" y/o "proteína". Como se utiliza en la presente memoria, "secuencia de 
nucleótidos" o "secuencia de ácidos nucleicos" se refiere a una secuencia de oligonucleótidos o secuencia de 
polinucleótidos y variantes, homólogos, fragmentos y derivados de los mismos. La secuencia de nucleótidos puede 
ser de naturaleza genómica, sintética o recombinante y puede ser de doble cadena o monocatenaria, ya sea 45
representando la cadena sentido o antisentido. Como se utiliza en la presente memoria, el término "secuencia de 
nucleótidos" incluye ADN genómico, ADNc, ADN sintético y ARN.

"Homólogo" significa una entidad que tiene un cierto grado de identidad u "homología" con las secuencias de 
aminoácidos y las secuencias de nucleótidos encontradas. En un aspecto, la secuencia de aminoácidos encontrada 
es SEQ ID NO: 1-8, y la secuencia de aminoácidos encontrada es preferiblemente SEQ ID NO: 10-11.50

Una "secuencia homóloga" incluye un polinucleótido 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 aminoácidos es el mismo cuando se comparan las dos 
secuencias. Las secuencias de aminoácidos son no idénticas, donde un aminoácido está sustituido, eliminado o 
añadido en comparación con la secuencia en cuestión. El porcentaje de identidad de secuencia típicamente se mide 55
con respecto a la secuencia madura de la proteína encontrada, es decir, después de la eliminación de una 
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secuencia señal, por ejemplo. Típicamente, los homólogos comprenderán los mismos restos del sitio activo que la 
secuencia de aminoácidos encontrada. Los homólogos también retienen actividad enzimática, aunque el homólogo 
puede tener diferentes propiedades enzimáticas que el tipo salvaje.

Como se utiliza en la presente memoria, "hibridación" incluye el proceso mediante el cual una cadena de ácido 5
nucleico se une con una cadena complementaria a través del emparejamiento de bases, así como el proceso de 
amplificación como se lleva a cabo en tecnologías de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). El ácido nucleico 
variante puede existir como ADN o ARN monocatenario o bicatenario, un ARN/ADN heterodúplex o un ARN/ADN
copolímero. Como se utiliza en la presente memoria, "copolímero" se refiere a una única cadena de ácido nucleico 
que comprende tanto ribonucleótidos como desoxirribonucleótidos. El ácido nucleico variante puede estar 10
optimizado con codones para aumentar adicionalmente la expresión.

Como se utiliza en la presente memoria, un compuesto "sintético" se produce mediante síntesis química o 
enzimática in vitro. Incluye, pero no se limita a, ácidos nucleicos variantes preparados con el uso óptimo de codones 
para organismos anfitriones, tales como una célula anfitriona de levadura u otros anfitriones de expresión de 
elección.15

Como se utiliza en la presente memoria, "célula transformada" incluye células, que incluyen tanto células bacterianas 
como fúngicas, que se han transformado mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. La transformación 
típicamente se produce mediante la inserción de una o más secuencias de nucleótidos en una célula. La secuencia 
de nucleótidos insertada puede ser una secuencia de nucleótidos heteróloga, es decir, es una secuencia que no es 
natural para la célula que se va a transformar, tal como una proteína de fusión.20

Como se utiliza en la presente memoria, "unidos operablemente" significa que los componentes descritos están en 
una relación que les permite funcionar de la manera prevista. Por ejemplo, una secuencia reguladora unida 
operablemente a una secuencia codificante está ligada de tal forma que la expresión 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 más 25
(varios) aminoácidos eliminados del extremo amino y/o carboxilo, por ejemplo, del polipéptido de SEQ ID NO: 12 ó 
13; en donde el fragmento tiene actividad transgalactosilante.

En un aspecto, el término "fragmento polipeptídico" se define en la presente memoria como un polipéptido que tiene 
uno o más (varios) aminoácidos eliminados del extremo amino y/o carboxilo del polipéptido de SEQ ID NO: 1 ó 2; en 
donde el fragmento tiene actividad transgalactosilante.30

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

En un aspecto adicional, la longitud del polipéptido descrito en la presente memoria es de 500 a 1250 aminoácidos. 
En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 500 a 1200 aminoácidos. En un aspecto 
adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 700 a 1170 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud 35
de la variante polipeptídica es de 900 a 1180 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante 
polipeptídica es de 900 a 1150 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 
1000 a 1125 aminoácidos.

En un aspecto, se proporciona un plásmido que comprende un ácido nucleico como se describe en la presente 
memoria.40

En un aspecto, se proporciona un vector de expresión que comprende un ácido 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 
plásmido como se describe en la presente memoria o un vector de expresión como se describe en la presente 
memoria.45

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, fúngica o de levadura.

En un aspecto adicional, la célula anfitriona se selecciona del grupo que consiste en Ruminococcus, Bifidobacterium, 50
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.55
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En un aspecto adicional, un método de expresión 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 polipeptídicas de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 25

En un aspecto, se proporciona una variante de SEQ ID NO: 1 ó 2 que tiene una sustitución en una o más posiciones 
que afecta a una propiedad alterada tal como transgalactosilación mejorada, con respecto a SEQ ID NO: 1 ó 2.
Dichos polipéptidos variantes también se mencionan en este documento por conveniencia como "polipéptido 
variante", "variante polipeptídica" o "variante". En un aspecto, los polipéptidos como se definen en la presente 
memoria tienen una actividad transgalactosilante mejorada en comparación con el polipéptido de SEQ ID NO: 1 ó 2. 10
En otro aspecto, los polipéptidos como se definen en la presente memoria tienen una velocidad de reacción 
mejorada en comparación con el polipéptido de SEQ ID NO: 1 ó 2.

En un aspecto, los polipéptidos y variantes como se definen en la presente memoria exhiben actividad enzimática. 
En un aspecto, los polipéptidos y los polipéptidos variantes descritos en la presente memoria comprenden actividad 
transgalactosilante.15

En un aspecto, la relación de actividad transgalactosilante:actividad de β-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 
reacción.

En un aspecto, los polipéptidos y las variantes como se definen en la presente memoria se pueden obtener a partir20
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. ej. 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. ej. R. arrhizus, R. japonicus, R. stolonifer; 25
Sclerotinia, p. ej. 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. Iongum, B. bifidum, B. animalis; Chryseobacterium; Citrobacter, p. ej. C. 
freundii; Clostridium, p. ej. C. perfringens; Diplodia, p. ej. D. gossypina; Enterobacter, p. ej. E. aerogenes, E. cloacae 
Edwardsiella, E. tarda; Erwinia, p. ej. E. herbicola; Escherichia, p. ej. E. coli; Klebsiella, p. ej. K. pneumoniae; 30
Miriococcum; Mirotesio; Mucor; Neurospora, p. ej. N. crassa; Proteus, p. ej. P. vulgaris; Providencia, p. ej. P. stuartii; 
Pycnoporus, p. ej. Pycnoporus cinnabarinus, Pycnoporus sanguineus; Ruminococcus, p. ej. R. torques; Salmonella, 
p. ej. S. typhimurium; Serratia, p. ej. S. liquefasciens, S. marcescens; Shigella, p. ej. S. flexneri; Streptomyces, p. ej.
S. antibioticus, S. castaneoglobisporus, S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, p. ej. T. reesei, T. viride; Yersinia, 
p. ej. Y. enterocolitica.35

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 ó 
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 
añadido o eliminado entre uno y aproximadamente 25 restos de aminoácidos con respecto a la SEQ ID NO: 1 o la 40
SEQ ID NO: 2. En un aspecto, la variante tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en 
donde se ha sustituido cualquier número entre uno y aproximadamente 25 aminoácidos. En un aspecto adicional, la 
variante tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en donde se ha sustituido cualquier 
número entre tres y doce aminoácidos. En un aspecto adicional, la variante tiene la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, en donde se ha sustituido cualquier número entre cinco y nueve aminoácidos.45

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

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

En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria tienen la secuencia de SEQ ID NO: 1 ó 2, en 
donde el aminoácido 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 50
como 1 en el extremo N-terminal se sustituye y/o se elimina.

En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 500 a 1250 aminoácidos. En un aspecto 
adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 500 a 1200 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud 
de la variante polipeptídica es de 700 a 1170 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante 
polipeptídica es de 900 a 1180 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 55
900 a 1150 aminoácidos. En un aspecto adicional, la longitud de la variante polipeptídica es de 1000 a 1125 
aminoácidos.
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Caracterización de polipéptidos

Las enzimas y variantes enzimáticas de las mismas se pueden caracterizar por su ácido nucleico y secuencias 
polipeptídicas primarias, por modelado estructural tridimensional y/o por su actividad específica. Las características 
adicionales de los polipéptidos o variantes polipeptídicas como se define en la presente memoria incluyen 5
estabilidad, rango de pH, estabilidad a la oxidación y termoestabilidad, por ejemplo. Los niveles de expresión y la 
actividad de la enzima se pueden evaluar utilizando ensayos estándar conocidos por los expertos en la técnica. En 
otro aspecto, las variantes demuestran características de rendimiento mejoradas con respecto al polipéptido con 
SEQ ID NO: 1 ó 2, tales como estabilidad mejorada a altas temperaturas, p. ej., 65-85ºC.

Una característica de expresión significa un nivel alterado de expresión de la variante, cuando la variante se produce 10
en una célula anfitriona particular. La expresión generalmente se refiere a la cantidad de variante activa que es 
recuperable a partir de un caldo de fermentación utilizando técnicas estándar conocidas en esta técnica durante un 
período de tiempo dado. La expresión también se puede relacionar con la cantidad o relación de variante producida 
dentro de la célula anfitriona o secretada por la célula anfitriona. La expresión también se puede relacionar con la 
velocidad de traducción del ARNm que codifica el polipéptido variante.15

Se proporciona un ácido nucleico complementario a un ácido nucleico que codifica cualquiera de las variantes 
polipeptídicas expuestas como se define en la presente memoria. Adicionalmente, se proporciona un ácido 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 óptimos para la expresión en organismos anfitriones, tales como levadura.20

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

La variante polipeptídica como se define en la presente memoria se puede purificar después de la expresión. Los 25
métodos de modificación genética y producción recombinante de variantes polipeptídicas se describen, por ejemplo, 
en las Patentes de EE.UU. núms. de publicación 7.371.552, 7.166.453; 6.890.572; y 6.667.065; y los Núms. 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 enseñanzas relevantes de estas 
descripciones, que incluyen secuencias polinucleotídicas que codifican polipéptidos, cebadores, vectores, métodos 30
de selección, células anfitrionas, purificación y reconstitución de variantes polipeptídicas expresadas, y 
caracterización de variantes polipeptídicas como se define en la presente memoria, que incluyen tampones útiles, 
intervalos de pH, concentraciones de Ca2+, concentraciones de sustrato y concentraciones de enzimas para ensayos
enzimáticos.

Las células anfitrionas adecuadas incluyen una bacteria Gram positiva seleccionada del grupo que consiste en 35
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 proteína 
expresada se modifica por ingeniería genética para que comprenda una secuencia señal de B. subtilis, como se 40
expone con más detalle a continuación. En un aspecto, la célula anfitriona expresa el polinucleótido como se 
establece en las reivindicaciones.

Una célula anfitriona se puede modificar genéticamente para expresar una variante polipeptídica como se define en 
la presente memoria con una secuencia de aminoácidos 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 45
polipéptido de SEQ ID NO: 1 ó 2. El polinucleótido que codifica una variante polipeptídica como se define en la 
presente memoria puede tener una secuencia de ácido nucleico que codifica la proteína de SEQ ID NO: 1 o una 
secuencia de ácido 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 ácido nucleico que codifica la proteína 
de SEQ ID NO: 1 ó 2. La secuencia de ácido nucleico puede tener al menos aproximadamente 60%, 66%, 68%, 50
70%, 72%, 74%, 78%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o 99% de identidad de secuencia con el ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 10-11.

Vectores

En un aspecto, un vector puede comprender un polinucleótido. En un aspecto, una célula bacteriana comprende el 
vector. Una construcción de ADN puede comprender un ácido nucleico que codifica una variante que se transfiere a 55
una célula hospedadora en un vector de expresión 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 fúngica 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 expresión y/o 
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integración 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, 5
pDONR™221, pENTR™, pGEM®3Z y pGEM®4Z. Ejemplos de uso en células bacterianas incluyen pBR322 y 
pUC19, que permiten la replicación en E. coli, y pE194, por ejemplo, que permite la replicación en Bacillus.

Un ácido nucleico que codifica una variante se puede unir operablemente a un promotor adecuado, que permite la 
transcripción en la célula anfitriona. El promotor se puede obtener a partir de genes que codifican proteínas 
homólogas o heterólogas a la célula anfitriona. Los ejemplos no limitantes adecuados de promotores incluyen 10
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 anfitrión, el promotor es un promotor nativo de P. saccharophila. Un "promotor 
inducible" es un promotor que está activo bajo regulación ambiental o de desarrollo. El promotor puede ser uno que 
sea heterólogo para la célula anfitriona.

La secuencia codificante puede estar unida operablemente a una secuencia de ADN que codifica una secuencia 15
señal. Un péptido señal representativo es la SEQ ID NO: 9 que es la secuencia señal nativa del precursor de aprE 
de Bacillus subtilis. El ADN que codifica la secuencia señal se puede reemplazar con una secuencia de nucleótidos 
que codifica una secuencia señal de otros precursores de Bacillus subtilis extracelulares. El polinucleótido que 
codifica la secuencia señal puede estar inmediatamente secuencia arriba y dentro del marco del polinucleótido que 
codifica el polipéptido. La secuencia señal se puede seleccionar de la misma especie que la célula anfitriona.20

Una secuencia señal y una secuencia promotora que comprende una construcción de ADN o vector para ser 
introducida en una célula anfitriona fúngica se pueden obtener a partir de la misma fuente. El vector de expresión 
también puede incluir una secuencia de terminación. La secuencia de terminación y la secuencia promotora se 
pueden obtener a partir de la misma fuente. La secuencia de terminación puede ser homóloga a la célula anfitriona.

Un vector de expresión puede incluir un marcador seleccionable. Los ejemplos de marcadores seleccionables 25
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 nitrógeno. 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).30

Un vector de expresión adecuado que comprende una construcción de ADN con un polinucleótido que codifica una 
variante puede ser cualquier vector que sea capaz de replicarse de forma autónoma en un organismo hospedador 
dado o integrarse en el ADN del hospedador. El vector de expresión puede ser un plásmido. Se contemplan dos 
tipos de vectores de expresión para obtener la expresión de genes. El primer vector de expresión comprende 
secuencias de ADN en las que el promotor, la región codificante y el terminador se originan todos a partir del gen 35
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 y 
traduccionales. El segundo tipo de vector de expresión está preensamblado y contiene las secuencias requeridas 
para la transcripción de alto nivel y un marcador seleccionable. La región codificante de un gen o parte del mismo se 
puede insertar en este vector de expresión de uso general, de manera que está bajo el control transcripcional de las 40
secuencias promotora y terminadora de la construcción de expresión. Los genes o parte de los mismos se pueden 
insertar secuencia abajo del promotor cbh1 fuerte.

Transformación, expresión y cultivo de células anfitrionas

La introducción de una construcción o vector de ADN en una célula anfitriona incluye técnicas tales como 
transformación; electroporación; microinyección nuclear; transducción; transfección, p. ej., mediada por lipofección y 45
mediada por DEAE-Dextrina; incubación ADN precipitado con fosfato cálcico; bombardeo a alta velocidad con 
microproyectiles recubiertos de ADN; y fusión de protoplastos. Las técnicas de transformación generales son 
conocidas en la técnica. Véase, p. ej., Ausubel et al. (1987), supra, chapter 9; Sambrook et al. (2001), supra; y 
Campbell et al., Curr. Gineta. 16: 53-56 (1989). La expresión de proteínas heterólogas en Trichoderma se describe, 
por ejemplo, en la Patente de EE.UU. Nº de publicación 6.022.725; Patente de EE.UU. Nº de publicación 6.268.328; 50
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 ácido nucleico que codifica una variante se integra de forma estable en un cromosoma de la célula anfitriona. Los 
transformantes se purifican a continuación mediante técnicas conocidas.

En un ejemplo no limitante, los transformantes estables que incluyen un marcador amdS se distinguen de los 55
transformantes inestables por su velocidad de crecimiento más rápida y la formación de colonias circulares con un 
contorno liso, en lugar de irregular sobre un medio de cultivo sólido que contiene acetamida. Además, en algunos 
casos se lleva a cabo una prueba adicional de estabilidad cultivando los transformantes sobre medio sólido 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.

Identificación de actividad

Para evaluar la expresión de una variante en una célula anfitriona, los ensayos pueden medir la proteína expresada, 5
el ARNm correspondiente o la actividad β-galactosidasa. Por ejemplo, los ensayos adecuados incluyen transferencia 
Northern y Southern, RT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa) e hibridación in situ, 
utilizando una sonda de hibridación 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 determinación de glucosa en mezclas de reacción tales como las descritas en los 10
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. ej., 
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 15
utilizando técnicas empleadas rutinariamente por los expertos en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no se 
limitan a, cromatografía de afinidad, métodos cromatográficos de intercambio iónico, que incluyen intercambio de 
iones de alta resolución, cromatografía de interacción hidrofóbica, división en dos fases, precipitación con etanol, 
HPLC de fase inversa, cromatografía sobre sílice o sobre resina de intercambio catiónico, tal como DEAE, 
cromatoenfoque, SDS-PAGE, precipitación con sulfato de amonio y filtración en gel utilizando Sephadex G-75, por 20
ejemplo. Dependiendo del uso pretendido, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria se pueden, por 
ejemplo, liofilizar o preparar en una solución. En un aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria
están en forma liofilizada. En otro aspecto, el o los polipéptidos descritos en la presente memoria están en solución.

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

Las composiciones polipeptídicas se pueden preparar de acuerdo con métodos conocidos en la técnica y pueden 25
estar en forma de una composición líquida o seca. Por ejemplo, la composición polipeptídica puede estar en forma 
de un granulado o de un microgranulado. El polipéptido que se incluirá en la composición se puede estabilizar de 
acuerdo con métodos conocidos en la técnica.

La preparación enzimática, tal como en forma de un ingrediente alimentario puede estar en forma de una solución o 
como un sólido dependiendo del uso y/o el modo de aplicación y/o el modo de administración. La forma sólida puede 30
ser como un polvo enzimático desecado o como una enzima granulada.

Los ejemplos de formulaciones enzimáticas secas incluyen productos secados por atomización, productos de 
granulación por mezclador, productos estratificados tales como gránulos de lecho fluido, gránulos extruidos o 
peletizados, productos prensados o productos liofilizados.

La preparación enzimática, tal como en forma de un ingrediente alimentario puede estar en forma de una solución o 35
como un sólido dependiendo del uso y/o el modo de aplicación y o el modo de administración. La forma sólida puede 
ser como un polvo enzimático desecado o como una enzima granulada.

En un aspecto, describimos una preparación de complejo enzimático que comprende un complejo enzimático, 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.40

En un aspecto adicional, la preparación comprende un estabilizador. En un aspecto, el estabilizador se selecciona 
del grupo que consiste en sales inorgánicas, polioles, azúcares y combinaciones de los mismos. En un aspecto, el 
estabilizador es una sal inorgánica tal como cloruro de potasio. En otro aspecto, el poliol es glicerol, propilenglicol o 
sorbitol. En otro aspecto más, el azúcar es un hidrato de carbono de molécula pequeña, en particular cualquiera de 
los hidratos de carbono de sabor dulce, tales como glucosa, galactosa, fructosa y sacarosa.45

Y en un aspecto adicional, la preparación 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. ej. una lactasa 
inmovilizada u otro galactooligosacárido productor de enzimas. La enzima se puede inmovilizar sobre cualquier 50
soporte orgánico o inorgánico. Los soportes inorgánicos ilustrativos incluyen alúmina, celita, Dowex-1-cloruro, perlas 
de vidrio y gel de sílice. Los soportes orgánicos ilustrativos incluyen DEAE-celulosa, hidrogeles de alginato o perlas 
de alginato o equivalentes. En varios aspectos, la inmovilización de la lactasa se puede optimizar mediante 
adsorción física sobre el soporte inorgánico. Las enzimas se pueden inmovilizar en diferentes medios, incluyendo 
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agua, tampón Tris-HCl y solución tamponada con fosfato. La enzima se puede inmovilizar con cualquier tipo de 
sustrato, p. ej. 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 lácteo tratando un sustrato a base de leche que 5
comprende lactosa con un polipéptido como se describe en la presente memoria. En un aspecto adicional, se 
proporciona un método para producir un producto lácteo 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 reacción. En un aspecto, la actividad 
transgalactosilante relativa está por encima de 3 después de 30 min de reacción. En un aspecto adicional, la 10
actividad transgalactosilante relativa está por encima de 6 después de 30 min de reacción. Y en otro aspecto, la 
actividad transgalactosilante relativa está por encima de 12 después de 30 min de reacción. 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 óptima para la actividad de la enzima. En un aspecto adicional, el polipéptido se añade al 
sustrato a base de leche a una concentración de 0,01-1000 ppm. Y en un aspecto adicional, el polipéptido se añade 15
al sustrato a base de leche a una concentración de 0,1-100 ppm. En un aspecto adicional, el polipéptido se añade al 
sustrato a base de leche a una concentración de 1-10 ppm. En un aspecto, se proporciona un método que 
comprende además fermentar un sustrato tal como un producto lácteo con un microorganismo. En un aspecto 
adicional, el producto lácteo 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 añaden al sustrato a 20
base de leche esencialmente al mismo tiempo.

En un aspecto, se proporciona una composición preferiblemente una composición alimentaria, más preferiblemente 
un producto lácteo que comprende una célula o un polipéptido como se describe en la presente memoria.

En un aspecto, se proporciona un producto lácteo 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 añade en una 25
concentración de 0,01-1000 ppm. En un aspecto, se proporciona un producto lácteo que comprende un polipéptido 
inactivado como se define en la presente memoria. En un aspecto, se proporciona un producto lácteo que 
comprende un polipéptido inactivado como se define en la presente memoria en una concentración de 0,01-1000 
ppm. En un aspecto, se proporciona un producto lácteo que comprende GOS formado in situ por un polipéptido 
como se define en la presente memoria. En un aspecto, se proporciona un producto lácteo que comprende una 30
célula como se define en la presente memoria.

Un producto lácteo como se describe en la presente memoria puede ser, p. ej., leche desnatada, leche baja en 
grasa, leche entera, nata, leche UHT, leche que tiene una vida útil prolongada, un producto lácteo 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 láctea con sabor. Un producto lácteo se puede 35
fabricar mediante cualquier método conocido en la técnica.

Un producto lácteo puede comprender adicionalmente componentes no lácteos, p. ej. componentes vegetales tales 
como, p. ej., aceite vegetal, proteína vegetal y/o hidratos de carbono vegetales. Los productos lácteos también 
pueden comprender otros aditivos tales como, p. ej., enzimas, aromatizantes, cultivos microbianos tales como 
cultivos probióticos, sales, edulcorantes, azúcares, ácidos, frutas, zumos de frutas o cualquier otro componente 40
conocido en la técnica como componente de, o aditivo a, un producto lácteo.

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

Uno o más 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. ej.45
al menos 80%, preferiblemente al menos 90%, del producto lácteo.

El producto lácteo puede ser un producto lácteo que no se enriquece mediante la adición de galactooligosacáridos 
preproducidos.

El sustrato a base de leche tratado con polipéptido puede no secarse antes de utilizarse como un ingrediente en el 
producto lácteo.50

El producto lácteo 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 otros productos lácteos 
fermentados. El helado se puede fabricar mediante cualquier método conocido en la técnica.

El producto lácteo puede ser leche o leche condensada.

El producto lácteo puede ser leche UHT. La leche UHT en el presente contexto es leche que ha sido sometida a un 55
proceso de esterilización que está 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. ej., tratamiento térmico durante 30 
segundos a 130ºC, o tratamiento térmico durante un segundo a 145ºC.

El producto lácteo puede ser leche ESL. La leche ESL en el presente contexto es leche que tiene una vida útil 
prolongada debido a la microfiltración y/o tratamiento térmico y que se puede mantener fresca durante al menos 15 5
días, preferiblemente durante al menos 20 días, en el estante de la tienda a 2-5ºC.

El producto lácteo puede ser un producto lácteo fermentado, p. ej., yogur.

Los microorganismos utilizados para la mayoría de los productos lácteos fermentados se seleccionan del grupo de 
bacterias generalmente denominadas bacterias ácido lácticas. Como se utiliza en la presente memoria, el término 
"bacteria ácido láctica" designa una bacteria gram-positiva, microaerófila o anaeróbica, que fermenta azúcares con la 10
producción de ácidos que incluye ácido láctico como ácido producido predominantemente, ácido acético y ácido 
propiónico. Las bacterias de ácido láctico más útiles 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 ácido láctico que pertenecen al grupo de bacterias anaerobias, bifidobacterias, es decir, 15
Bifidobacterium spp., que se utilizan frecuentemente como cultivos alimenticios solos o en combinación con 
bacterias ácido lácticas, se incluyen generalmente en el grupo de bacterias de ácido lácticas.

Las bacterias ácido lácticas normalmente se suministran a la industria láctea como cultivos congelados o liofilizados 
para la propagación de iniciador a granel o los llamados cultivos "Direct Vat Set" (DVS), destinados a la inoculación 
directa en un recipiente de fermentación o cuba para la producción de un producto lácteo fermentado. Tales cultivos 20
se conocen en general como "cultivos iniciadores" o "iniciadores".

Las cepas de cultivo iniciador comúnmente utilizadas de bacterias ácido lácticas generalmente se dividen en 
organismos mesófilos que tienen temperaturas de crecimiento óptimas a aproximadamente 30ºC y organismos 
termófilos que tienen temperaturas de crecimiento óptimas en el intervalo de aproximadamente 40 a 
aproximadamente 45ºC. Los organismos típicos que pertenecen al grupo mesófilo incluyen Lactococcus lactis, 25
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 ácido lácticas 
termófilas incluyen como ejemplos Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Lactobacillus delbrueckii 
subsp. lactis, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus acidophilus.30

También las bacterias anaeróbicas que pertenecen al género Bifidobacterium que incluyen Bifidobacterium bifidum, 
Bifidobacterium animalis y Bifidobacterium longum se utilizan comúnmente como cultivos lácteos iniciadores y 
generalmente se incluyen en el grupo de bacterias ácido lácticas. Además, las especies de Propionibacteria se 
utilizan como cultivos iniciadores lácteos, en particular en la fabricación de queso. Además, los organismos que 
pertenecen al género Brevibacterium se utilizan comúnmente como cultivos iniciadores alimentarios.35

Otro grupo de cultivos microbianos iniciadores son cultivos fúngicos, que incluyen cultivos de levadura y cultivos de 
hongos filamentosos, que se utilizan particularmente en la fabricación 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 fermentación del sustrato a base de leche puede ser Lactobacillus casei o una 40
mezcla de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus.

Los métodos de fermentación son bien conocidos y la persona experta en la técnica sabrá cómo seleccionar 
condiciones del método adecuadas, tales como temperatura, oxígeno, cantidad y características de microorganismo 
o microorganismos, aditivos tales como p. ej. hidratos de carbono, aromas, minerales, enzimas y tiempo de proceso.
Obviamente, las condiciones de fermentación se seleccionan para apoyar el logro deseado.45

Como resultado de la fermentación, se reducirá el pH del sustrato a base de leche. El pH de un producto lácteo 
fermentado puede estar, p. ej., 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 más de los tipos de células 
mencionados anteriormente para producir oligosacáridos. Los oligosacáridos comprenden, pero no se limitan a 
fructooligosacáridos, galactooligosacáridos, isomaltooligosacáridos, maltooligosacáridos, lactosacarosa y 50
xilooligosacáridos.

Los oligosacáridos se pueden producir incubando la célula que expresa el polipéptido en un medio que comprende 
un sustrato de disacárido tal como, por ejemplo, lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa, sacarosa, lactosa o 
celobiosa. La incubación se lleva a cabo en condiciones en las que se producen oligosacáridos. Las células pueden 
ser parte de un producto seleccionado del grupo que consiste en yogur, queso, productos lácteos fermentados, 55
suplementos dietéticos y productos comestibles probióticos. Alternativamente, los oligosacáridos se pueden 
recuperar y posteriormente añadirse al producto de interés antes o después de su preparación.
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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 probiótico.

En un aspecto, los polipéptidos descritos en la presente memoria se pueden utilizar para preparar productos de5
queso y en métodos para preparar los productos de queso. Los productos de queso pueden, p. ej. ser seleccionados 
del grupo que consiste en queso crema, requesón y queso procesado. Añadiendo polipéptidos, los quesos pueden 
contener niveles significativamente aumentados de galactooligosacáridos 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 más preferiblemente al menos 10
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 porción, una cantidad que puede ser tolerada por la mayoría 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 calórico reducido, excelentes 15
propiedades organolépticas, textura y sabor mejorados. Además, los polipéptidos descritos en la presente memoria 
pueden reducir el índice glucémico de los productos de queso porque los GOS se absorben más lentamente que la 
lactosa o sus productos de hidrólisis. Finalmente, los polipéptidos pueden reducir el coste de producción 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 20
permitiendo un contenido de humedad incrementado sin sinéresis.

En un aspecto adicional, se proporciona una composición 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 disacárido. En un aspecto adicional, el disacárido es, por ejemplo, lactulosa, trehalosa, ramnosa, maltosa, 
sacarosa, lactosa o celobiosa. En otro aspecto más, el sustrato de hidrato de carbono es lactosa. La composición se 25
prepara de forma tal que se producen oligosacáridos. El polipéptido como se describe en la presente memoria puede 
ser parte de un producto seleccionado del grupo que consiste en yogur, queso, productos lácteos fermentados, 
suplementos dietéticos y productos comestibles probióticos. En un aspecto, se proporciona una composición que 
comprende un polipéptido como se describe en la presente memoria y un estabilizante. Ejemplos de estabilizantes 
son, p. ej., un poliol tal como, p. ej., glicerol o propilenglicol, un azúcar o un alcohol de azúcar, ácido láctico, ácido 30
bórico o un derivado de ácido bórico (p. ej., un éster de borato aromático).

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 galactooligosacáridos. 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 galactooligosacáridos para ser parte de un producto seleccionado 35
del grupo que consiste en yogur, queso, productos lácteos fermentados, suplementos dietéticos y productos 
comestibles probióticos. En un aspecto, el producto es yogur, queso o productos lácteos 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 galactooligosacáridos para potenciar el crecimiento 
de Bifidobacterium. En un aspecto, se proporciona el uso de un polipéptido transgalactosilante como se describe en 40
la presente memoria o una célula como se describe en la presente memoria, para producir galactooligosacáridos 
para potenciar el crecimiento de Bifidobacterium en una fermentación 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 expresión de dicho polipéptido y recuperar el polipéptido 45
resultante del cultivo. Se proporciona un método para producir galactooligosacáridos, 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 solución a base de leche que comprende lactosa.

La adición de oligosacáridos puede potenciar el crecimiento de Bifidobacterium solo o de Bifidobacterium en un 
cultivo mixto.50

El tratamiento de productos lácteos con enzimas que convierten la lactosa en monosacáridos o GOS tiene varias 
ventajas. En primer lugar, los productos pueden ser consumidos por personas con intolerancia a la lactosa que, de lo 
contrario, presentarían síntomas como la flatulencia y la diarrea. En segundo lugar, los productos lácteos tratados 
con lactasa tendrán un dulzor más alto que los productos no tratados similares debido al mayor dulzor percibido de 
la glucosa y la galactosa en comparación con la lactosa. Este efecto es particularmente interesante para 55
aplicaciones tales como yogur y helado, donde se desea un alto dulzor del producto final y esto permite una 
reducción neta de hidratos de carbono en el producto consumido. En tercer lugar, en la producción de helados se 
observa a menudo un fenómeno denominado arenosidad, donde las moléculas de lactosa cristalizan debido a la 
baja solubilidad relativa de la lactosa. Cuando la lactosa se convierte en monosacáridos o GOS, la sensación en la 
boca del helado mejora mucho con respecto a los productos no tratados. La presencia de una sensación arenosa 60
debido a la cristalización 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 enzimático 
fueron dulzor aumentado.

En un aspecto, el o los polipéptidos transgalactosilantes como se describe en la presente memoria se pueden utilizar 
junto con otras enzimas tales como proteasas tales como quimosina o renina, lipasas tales como fosfolipasas, 5
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 útil 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 
glucósido hidrolasa que tiene la capacidad de hidrolizar el disacárido lactosa en galactosa y en monómeros de 10
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 otras subclases, tales como, p. ej., EC 3.2.1.23, también pueden ser lactasas en 
el presente contexto. Una lactasa en el presente contexto puede tener otras actividades además de la actividad 
hidrolítica de la lactosa, tal como, por ejemplo, una actividad transgalactosilante. En el presente contexto, la 
actividad hidrolítica de lactosa de la lactasa se puede denominar como su actividad lactasa o su actividad beta-15
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. 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; Klu- veromyces, p. ej. K. fragilis, K. lactis; Mucor, 20
p. ej. M. javanicus, M. mucedo, M. subtilissimus; Neurospora, p. ej. N. crassa; Rhizomucor, p. ej. R. pusillus; 
Rhizopus, p. ej. R. arrhizus, R, japonicus, R. stolonifer; Sclerotinia, p. ej. 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. ej. C. freundii; Clostridium, p. ej. C. perfringens; 25
Diplodia, p. ej. D. gossypina; Enterobacter, p. ej. E. aerogenes, E. cloacae Edwardsiella, E. tarda; Erwinia, p. ej. E. 
herbicola; Escherichia, p. ej. E. coli; Klebsiella, p. ej. K. pneumoniae; Miriococcum; Myrothesium; Mucor; Neurospora, 
p. ej. N. crassa; Proteus, p. ej. P. vulgaris; Providencia, p. ej. P. stuartii; Pycnoporus, p. ej. Pycnoporus cinnabarinus, 
Pycnoporus sanguineus; Ruminococcus, p. ej. R. torques; Salmonella, p. ej. S. typhimurium; Serratia, p. ej. S. 
liquefasciens, S. marcescens; Shigella, p. ej. S. flexneri; Streptomyces, p. ej. S. antibioticus, S. castaneoglobisporus, 30
S. violeceoruber; Trametes; Trichoderma, p. ej. T. reesei, T. viride; Yersinia, p. ej. 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 
común de lactasas fúngicas, mientras que B. coagulans y B circulans son fuentes bien conocidas de lactasas 
bacterianas. Varias preparaciones de lactasa comerciales derivadas de estos organismos están disponibles tales 35
como Lactozym.RTM. (disponible de Novozymes, Dinamarca), HA-Lactase (disponible de Chr. Hansen, Dinamarca) 
y Maxilact.RTM. (disponible de DSM, Países Bajos), todos a partir de K. lactis. Todas estas lactasas se denominan 
lactasas neutras que tienen un pH óptimo entre pH 6 y pH 8. Cuando tales lactasas se utilizan en la producción de, 
p. ej., yogur bajo en lactosa, el tratamiento enzimático se tendrá que hacer en un paso separado antes de la 
fermentación o se deben utilizar dosificaciones enzimáticas altas, porque su actividad disminuye a medida que 40
disminuye el pH durante la fermentación. Además, estas lactasas no son adecuadas para la hidrólisis de lactosa en 
leche realizada a alta temperatura, lo que en algunos casos sería beneficioso para mantener el recuento microbiano 
bajo y garantizar así una buena calidad de la leche.

La enzima puede ser una lactasa de una bacteria, p. ej. de la familia Bifidobacteriaceae, tal como del género 
Bifidobacterium tal como la lactasa descrita en el documento WO 2009/071539.45

Ejemplo 1

Producción de polipéptidos

Se adquirió un gen sintético de Ruminococcus hansenii con codones optimizados para la expresión en Bacillus 
subtilus de GeneART (Regensburg, Alemania). El gen sintético se clonó en el vector de expresión pBN Bacillus 
subtilus (figura 1) y se transformó en la cepa BG6006 de Bacillus subtilus. Los transformantes se volvieron a 50
sembrar dos veces en placas LB que contenían 10 mg/ml de neomicina como selección.

Se preparó un precultivo en medio LB que contenía 10 mg/ml de neomicina y se cultivó durante 7 horas a 37ºC y a 
180 rpm de agitación. Se utilizaron 500 ml de este precultivo para inocular 50 ml de medio modificado de Grant que 
contenía 10 mg/ml de neomicina al que se dejó crecer durante 48 horas a 33ºC y a 180 rpm de agitación.

Los cultivos se recogieron por centrifugación a 10.000 x g y se filtraron en condiciones estériles. Los caldos de 55
fermentación se concentraron por arriba utilizando Sartorius Vivaspin20 MWCO 10,000 Dalton (Código de producto 
VS2002) a 4000 rpm en una centrífuga de mesa. El concentrado se estabilizó con un 20% p/p de glicerol.

El medio modificado de Grant se prepararó según las siguientes instrucciones:
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PARTE I (Autoclave)

Soytone 10g

Llevar a 500 ml por litro

PARTE II

K2NPO4 1M 3 ml

Glucosa 75 g

Urea 3,6 g

10X MOPS de Grant 100 ml

Llevar a 400 ml por litro

La PARTE I (2% p/p de Soytone) se preparó, y se trató en un autoclave durante 20-25 minutos. La PARTE II se 
preparó, y se mezcló con la PARTE 1 y el pH se ajustó a pH a 7,3 con HCl/NaOH.

El volumen se llevó a volumen completo y se esterilizó a través de un filtro de PES de 0,22 μm.

El tampón 10X MOPS se preparó según las siguientes instrucciones:5

83,72 g Ticina

7,17 g Gránulos de KOH

12 g NaCl

29,22 g K2SO4 0,276M

10 ml MgCl2 0,528M

10 ml Micronutrientes de Grant 100X

Llevar a 100 ml.

Los Micronutrientes 100X se preparan según las siguientes instrucciones:

Citrato de sodio.2H2O 1,47 g

CaCl2. 2H2O 1,47 g

FeSO4.7H2O 0,4 g

MnSO4.H2O 0,1 g

ZnSO4.H2O 0,1 g

CuCl2.2H2O 0,05 g

CoCl2.6H2O 0,1 g

Na2MoO4.2H2O 0,1 g

El volumen se alcanzó con agua milliQ.

La esterilización se realizó a través de un filtro de PES de 0,2 μm.

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

El almacenamiento fue a 4ºC.10

Determinación de la actividad de hidrólisis de las preparaciones enzimáticas

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

Composición de tampón 1 x ONPG:

50 mM Na-Citrato

100 mM NAPO4

2 mM CaCl2

1 mM MgCl2

20 mM ONPG

Las series de dilución de las enzimas anteriores y Lactozym® (de Novozymes) como control estándar se realizaron 5
en placas de microtitulación de 96 pocillos. Se transfirieron 75 ml de las diluciones a una nueva placa de 
microtitulación y se mezclaron con 75 ml de tampón 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 
cámara se equilibró a 37ºC y se realizaron grabaciones cada 15 segundos durante 10 minutos en total. Se midió la 
generación de ONP y se determinó la Vmax de la reacción. El Vmax para cada preparación enzimática se comparó 10
con concentraciones conocidas de (3000 LAU/ml) Lactozym® y la actividad en LAU/ml se calculó a partir del 
estándar Lactozym® (véase la Tabla 1 a continuación).

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

Definición de unidad de enzima productora de GOS15

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 
tampón T a 37ºC.

Ecuación 1:

Actividad	relativa	transgalactosilante	=20

El tampón T se preparó de la siguiente manera:

50 mM No-citrato

100 mM Na – PO4

2 mM CaCl2

1 mM MgCl2

5 p/p % Lactosa

pH 6,0

Medición de galactosa y glucosa por cromatografía 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 módulo de cromatografía DC ICS-3000 y una bomba de gradiente DP (Dionex 
Corp, Sunnyvale, California, EE.UU.).25
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La galactosa y la glucosa se separaron utilizando una columna CarboPac PA1 de 4 mm con una columna de 
protección CarboPac PA1 de 4 mm (Dionex Corp, Sunnyvale, California, EE.UU.). El flujo fue de 1 ml/min. El 
gradiente se realizó según la tabla 2, y la cuantificación se realizó con el uso de estándares externos.

Tabla 2: Programa de gradiente (p/p %) utilizado para el análisis de monosacáridos en muestras5

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 preparó NaOH 150 mM (eluyente) desgasificando 2 l de 
agua Milli Q durante 10 minutos y añadiendo 16 ml de NaOH al 50% p/p y desgasificando durante otros 5 minutos.

Cálculo de la actividad transgalactosilante

La actividad relativa transgalactosilante se calculó según la ecuación 1 y las concentraciones de glucosa y galactosa 
se midieron mediante HPLC.10

Tabla 3: Concentración de Galactosa en %:

Tiempo/min 0 15 30 60 120 180

Lactozym® 0 1,5 1,9 2,1 2,3 2,1

Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncado) 0 0,5 1 1 1 0,9

Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1) 0 0,1 0,1 0,2 0,2 0,2

Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2) 0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3

Tabla 4: Concentración de Glucosa en %:

Tiempo/min 0 15 30 60 120 180

Lactozym® 0 1,9 2,3 2,3 2,4 2,2

Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncado) 0 1,5 1,8 1,8 1,6 1,8

Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO:1) 0 0,7 1,3 1,2 1,3 1,3

Ruminococcus lactaris (SEQ ID NO:2) 0 0,4 0,5 0,8 0,7 0,8

Tabla 5: Relación de actividad transgalactosilante:Actividad β-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 4,17 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 acumulación 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 relación con la enzima de Bifidobacterium, bifidum5
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 más eficiente que 
Lactozym® y la enzima de Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncada).

Ejemplo 3

Ensayo en leche10

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 concentración final de lactosa de 5% p/p. Las enzimas se dosificaron en base a la 
actividad de LAU determinada como se describió anteriormente a una concentración final de 6 LAU/ml. Se tomó una 
muestra antes de la adición de la enzima y se tomaron muestras adicionales en puntos de tiempo indicados y las 
enzimas se inactivaron inmediatamente incubando a 95ºC durante 10 minutos. Las muestras se diluyeron 1:10 y se 15
aplicaron 2 ml sobre placas de gel de sílice 60 HPTLC activadas (161ºC 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 
(161ºC 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 161ºC durante 3 min.20

Tabla 7: Composición de estándares:

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 número de muestra en la fig. 3 es como se muestra en la tabla a continuación:

Número de muestra:

1 Std A 8 Lactozym® 120 min 15 B.bifidum 180 min 22 R. lactaris 0 min

2 Std B 9 Lactozym® 180 min 16 R. hansenii 0 min 23 R. lactaris 15 min

3 Std C 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. hansenii 120 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 composición de azúcar de la leche en diversos puntos de tiempo durante la incubación. 
Mientras que Lactozym® genera cantidades aproximadamente iguales de glucosa y galactosa, las enzimas de 25
Bifidobacterium, bifidum BIF3d3 (truncadas), Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1) y Ruminococcus lactaris (SEQ 
ID NO: 2) generan todas más glucosa que galactosa. Estos resultados son indicativos de que todas estas enzimas 
son capaces de realizar transgalactosilación en leche reconstituida con una concentración de lactosa inicial de 5% 
p/p.
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Ejemplo 4

Actividad de mutantes de núcleo catalítico de Ruminococcus hansenii

Purificación de la enzima a partir de muestras crudas

Se obtuvieron muestras de enzimas crudas como se describe en el ejemplo 1.5

Método de purificación

Cromatografía de intercambio iónico, Q HiTrap HP FF 5 ml

La columna se preparó como se describe por el fabricante y se equilibró en tampón Tris/HCl 20 mM, pH 8,0 (tampón 
A).

La muestra (5 ml) se desaló en Tampón A y se aplicó a la columna a un caudal de 4 ml/min. La columna se lavó con 10
tampón A y las proteínas unidas se eluyeron con un gradiente lineal de NaCl 0-0,6 M en tampón A. Durante todo el 
recorrido se recogieron fracciones de 4 ml.

Ensayo de actividad

Se mezclaron 90 ml de tampón de reacción 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 42ºC en un15
equipo PCR Eppendorf Mastercycler Gradient. La reacción se detuvo transfiriendo la mezcla a una placa Costar 
9017 de 96 pocillos que contenía 120 ml de Na-carbonato 10% (solución de parada). Las reacciones se midieron a 
420 nm en un lector de placas Spectra Max 190 de Molecular Devices.

Tabla 8:

Proteína, μg/ml Diluída 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 5,5X 0,335 5 100

Las concentraciones de proteína se ajustaron a la de la muestra D588N diluyendo con tampón Na-P 50 mM (pH 7,0) 20
y se midió la actividad como se describe anteriormente.

La Tabla 8 muestra la concentración de proteína en las fracciones indicadas, el factor de dilución para alcanzar la 
concentración de D588N, la medición de OD420, el tiempo de reacción 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 cromatografía de intercambio aniónico de las variantes anteriores de 25
Ruminococcus hansenii (SEQ ID NO: 1). El gel es un gel de acrilamida Nu-PAGE 4-12% teñido con tinción azul 
brillante coomassie.

Calle Muestra

1 E592Q cruda

2 Frac. 13 eluida

3 Frac. 14 eluida

4 D625N cruda

5 Frac. 14 eluida

6 Frac. 15 eluida

7 D588N cruda

8 Frac.14 eluida

9 Frac.17 eluida
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Calle Muestra

13 D576N cruda

14 Frac. 17 eluida

15 Frac. 18 eluida

16 WT cruda

17 Frac. 17 eluida

18 Frac. 18 eluida

Lista de secuencias

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

La SEQ ID NO: 2 es un fragmento truncado de 1150 aminoácidos de la SEQ ID NO: 13.5

La SEQ ID NO: 3 es los restos de aminoácidos 559-649 de la SEQ ID NO: 1.
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La SEQ ID NO: 4 es los restos de aminoácidos 579-649 de la SEQ ID NO: 1.

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

AGEYVWTGFD YIGEPTPWNG TDPGAKGTWP SPKNSYFGII DTAGFPKDSY YFYQSQWN 585

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

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

La SEQ ID NO: 8 es los restos de aminoácidos 594-652 de la SEQ ID NO: 2.10

AGEYVWTGFD YLGEPTPWNG TGSGAVGSWP SPKNSYFGII DTAGFAKDSY YFYQSQWN 58

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

VRSKKLWISLLFALALIFTMAFGSTSSAQA

La SEQ ID NO: 10 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 1 que incluye la secuencia que 
codifica el péptido señal.15
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La SEQ ID NO: 11 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 2 que incluye la secuencia que 
codifica el péptido señal.

5
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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 29176.5
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SEQ ID NO: 14 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 12 sin la secuencia señal.
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SEQ ID NO: 15 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 13 sin la secuencia señal.
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La SEQ ID NO: 16 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 1.
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La SEQ ID NO: 17 es la secuencia de nucleótidos que codifica la SEQ ID NO: 2.

5

Listado de secuencias

<110> Danisco A/S

<120> Polipéptidos que tienen actividad transgalactosilante
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<130> 18028PCT00

<160> 17

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 15
<211> 1125
<212> PRT
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 1

10
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<210> 2
<211> 1150
<212> PRT5
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 2
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<210> 3
<211> 91
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<212> PRT
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 3

5

<210> 4
<211> 71
<212> PRT
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 410

<210> 5
<211> 58
<212> PRT
<213> Ruminococcus hansenii15

<400> 5
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<210> 6
<211> 91
<212> PRT5
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 6

<210> 7
<211> 7110
<212> PRT
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 7
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<210> 8
<211> 58
<212> PRT5
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 8

<210> 9
<211> 3010
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 9

<210> 1015
<211> 3477
<212> ADN
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 10
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<210> 11
<211> 3534

E11713215
26-07-2018ES 2 681 692 T3

 



56

<212> ADN
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 11

5
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<210> 12
<211> 1807
<212> PRT
<213> Ruminococcus hansenii5

<400> 12
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<210> 13
<211> 1768
<212> PRT
<213> Ruminococcus lactaris5

<400> 13
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<210> 14
<211> 5244
<212> ADN5
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 14
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<210> 15
<211> 5235
<212> ADN5
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 15
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<210> 16
<211> 3375
<212> ADN5
<213> Ruminococcus hansenii

<400> 16
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<210> 17
<211> 3450
<212> ADN5
<213> Ruminococcus lactaris

<400> 17
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que tiene actividad transgalactosilante y que comprende una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos del polipéptido maduro de SEQ
ID NO: 1, cuyo polipéptido tiene una longitud entre 900 y 1180 aminoácidos.5

2. El polipéptido según la reivindicación 1 que tiene una relación entre actividad transgalactosilante y actividad β-
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 según una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la secuencia de aminoácidos tiene al 
menos 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, o 99%, de identidad de secuencia con la secuencia 10
de aminoácidos madura de SEQ ID NO: 1.

4. El polipéptido según las reivindicaciones 1-3 que contiene el dominio catalítico de glicosil hidrolasa clase 2 
(GH2), que preferiblemente contiene uno o más 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 según una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que comprende o consiste en la secuencia de 15
aminoácidos de SEQ ID NO: 1.

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

7. El polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que se obtiene a partir de Ruminococcus 
hansenii o Ruminococcus lactaris.20

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

9. Un vector de expresión que comprende un ácido nucleico según la reivindicación 8 y que expresa un 
polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7.

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

11. Un método para expresar un polipéptido, comprendiendo el método utilizar una célula según la reivindicación 25
10 y expresar el polipéptido en la célula, y opcionalmente purificar el polipéptido.

12. Una composición que comprende un polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, 
preferiblemente una composición alimentaria, más preferiblemente un producto lácteo.

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 30
opcionalmente tratando además el sustrato con una beta-galactosidasa hidrolizante.
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