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(57) Resumo: GALACTOSIDASE COM ATIVIDADE ALFA-
GALACTOSILTRANSFERASE. A presente invengédo refere-se a R-
galactosidase com atividade trans-galactosilagao isolada de
Bifidobacterium bifidum. A R-galactosidase é capaz de converter
lactose numa mistura de oligossacarideos que séao ligados na posi¢ao
B, e produzem, inesperadamente o dissacarideo a-ligado,
galactobiose. A mistura pode ser incorporada em numerosos produtos
alimentares ou alimentos para animais com a finalidade de melhorar a
saude intestinal promovendo o crescimento de bifidobactérias no
intestino, e reprimindo o crescimento da microflora patogénica.
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"GALACTOSIDASE COM ATIVIDADE ALFA-GALACTOSILTRANSFERASE"

PRODUTO E PROCESSO

A presente invengdo refere-se a uma pB-galactosidade com atividade trans-
galactosilagao capaz de converter lactose numa mistura de oligossacarideos os quais sdo
ligados em B e produzem, inesperadamente o dissacarideo a-ligado a1-6 galactobiose. Em
particular, ela refere-se a uma B-galactosidase isolada de uma cepa recentemente desco-
berta de Bifidobacterium bifidum. |

A invengao refere-se, particularmente, a seqiiéncias de Dna codificando a enzima
B-galactosidade isolada na enzima codificada por uma seqliéncia de DNA e a uma célula

hospedeira compreendendo a seqiiéncia de DNA ou um vetor recombinante incorporando a

sequéncia de DNA. A invengdo também se refere ao uso da enzima codificada por uma se-

qiéncia de DNA, ou da célula hospedeira contendo uma seqiiéncia de DNA ou um vetor
recombinante para produzir oligossacarideos.

Bifidobactérias colonizam naturalmente o trato intestinal inferior, um meio que é fra-
co em mono- e dissacarideos visto esses agucares serem referencialmente consumidos
pelo hospedeiro e micrébios presentes no trato intestinal superior. De modo a sobreviver no
trato intestinal inferior, as bifidobactérias produzem varias espécies de exo- e endoglicosida-
des na superficie ligada e/ou formas extracelulares, pelas quais elas pode utilizar diversos
carboidratos.

Além da atividade hidrolase, algumas enzimas das bifidobactérias demonstram ati-
vidade transferase. Esta atividade de transglicosilagdo das glicosidases é extensivamente
usada para a sintese enzimatica de varios oligossacarideos, que provaram agirvcomo fato-
res promotores de crescimento das bifidobactérias.

Sabe-se que, membros das bifidobactérias produzem enzimas B-galactosidases,
que estdo envolvidas no metabolismo bacteriano da lactose. M@ller, P.L et al., em Appl &
Environ Microbial, 2001) 62, (5), 2276-2283, descreve o isolamento e caracterizagédo de trés

genes B-galactosidase de uma cepa de Bifidobacterium bifidum. Eles descobriram, que to-
das as trés p-galactosidases eram capazes de catalisar a formagdo de galacto-
oligossacarideos B-ligados por trans-galactosilagao.

Dumortier et al, em Carbohydrate Research 201, (1990), 115-123 descreveu a for-

macao de oligossacarideos beta-ligados por uma reagdo de trans-galactosilagdo durante a

hidrélise da lactose com Bifidobacterium bifidum, DSM 20456. Sua analise da estrutura da
mistura de oligossacarideos produzida demonstrou que, as ligagdes eram ligagoes B-(1->3),
B-(1->6) e B(1->4)-D-galactosil. Dumortier sugeriu que, os compostos produzidos por Bifido-
bacterium bifidum estavam envolvidos na aderéncia das bactérias no intestino grosso.

Uma cepa de Bifidobacterium bifidum foi encontrada que é capaz de produzir uma

atividade enzimatica galactosidase que converte a lactose numa mistura nova de galacto-
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oligossacarideos que, contém inesperadamente até 35% dos dissacarideos incluindo gala-
biose (Gal (o 1-6), Gal. Este dissacarideo é conhecido (ver Paton, J C e Paton, AW (1998)
Clin Microbiol, Revs. 11 450-479; Carlsson, K A (1989), Ann. Reviews Biochem, 58, 309-

350) por ser um antiadesivo capaz de prevenir a aderéncia de toxinas por exemplo, toxina

Shiga e patégenos tais como E. coli a parede do intestino.

Esta cepa de B Bifidum foi depositada sob nimero de' acesso NCIMB 41171 no Na-
tional Collection of Industrial & Marine Bactéria, Aberdeen UK em 31 de margo de 2003. esta
ainda descrita na Patente Britanica n” 2 412 380.

Foi agora descoberto que, esta cepa de B bifidum produz varias B-galactosidases,
uma das quais, apresentou inesperadamente atividade a-galactosiltransferase. Esta enzima
produz uma série de diferentes oligossacarideos que séo B-ligados, porém ela produz tam-
bém o dissacarideo a-ligado, galabiose.

- De acordo com a invengéo € proporcionada uma sequéncia de DNA que codifica
uma proteina com uma sequéncia de aminoacido conforme se vé na SEQ ID NO: 2 ou hibri-
diza sob condigdes rigorosas a-sequéncia do DNA que codifica esta proteina. A seqiiéncia
de DNA ¢ dada em SEQ ID NO: 1 ou pode compreender um fragmento ou degenerativos
desta.

A frase "degenerativo" significa uma sequéncia de DNA que é pelo menos 50%
homéloga a SEQ ID NO: 1, preferivelmente de 50 a 98% de homologia, mais preferivelmen-
te de 75 a 95% de homologia.

Essa sequéncia de DNA pode compreender substituigdes, adigdes ou delegdes de
nucleotideo que resultam em menos que 60%, preferivelmente menos que 45%, mais prefe-

rivelmente menos que 25% de alteragdo na seqiiéncia de aminoacido mostrada na SEQ ID

-NO: 2. substituicdes de nucleotideo podem resultar em substituicbes de aminoacido conser-

vadoras.

De acordo com um segundo aspecto da invengao, é proporcionada uma enzima
codificada por uma sequéncia de DNA conforme acima. Uma tal enzima pode compreender
a seqiéncia de aminoacido dada em SEQ ID NO: 2 ou um seu fragmento.

Dé acordo com um terceiro aspecto da invengao, € proporcionado um vetor recom-
binante preferivelmente um vetor de expressdo, compreendendo uma seqiiéncia de DNA
conforme supra. Um tal vetor pode ser incorporado numa célula hospedeira tal como célula
bacteriana, de levedura ou de fungo. Alternativamente, a seqliéncia de DnA pode ser incor-
porada numa célula hospedeira como essa. Uma célula hospedeira adequada pode ser se-
lecionada de Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Bacillus, por exemplo, Bacillus
subtilus ou Bacillus circulans, Escherichia e Aspergillus, por exemplo, Aspergillus niger.

Usando lactose como um substrato, a enzima codificada por uma seqiiéncia de

DNA como indicado acima produz uma mistura de dissacarideos composto Gal(B1-3) Glc,
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Gal (B1-3), Gal, Gal (B1-6) Gal, e Gal(a1-6)Gal. Também esta presente na mistura de oli-
gossacarideos, os trissacarideos Gal(31-6) Gal (f1-4 Glc, Gal(1-3) Gal(1-4) Glc, tetrassa-
carideo Gal (B 1-6)Gal (B 1-4) Glc e pentassacarideo Gal (f1-6) Gal(p1-6) Gal(31-6) Gal(p1-
4) Gle.

A enzima ou a célula hospedeira conforme descrito supra pode ser empregada para
produzir uma mistura de dissacarideos, incluindo Gal (o 1-6 Gal (galabiose) que pode fazer
parte de um produto para melhorar a saude do intestino. Um tal produto pode ser seleciona-
do do grupo consistindo de produtos do leite, (por exemplo, leite em natura, leite em pé tal
como leite em po integral, leite em p6 desnatado, leite em p6 acrescido de gordura, soro em
po, leite para criangas, férmula infantil, sorvete, iogurte, queijo, laticinios fermentados), bebi-
das tais como suco de fruta, alimentos infantis, cereais, pao, biscoitos, confeitos, bolos, su-
plementos alimentares, suplementos dietéticos, produtos comestiveis simbibnticos, produtos
comestiveis prebidticos,. alimentos de animais, ragéo para aves ou de fato, qualquer outro
alimento ou bebida.

Alternativamente, o oligossacarideo assim produzido pode ser usado para prepara-
¢éo de um medicamento por exemplo, na forma de comprimido ou capsula, para prevengao
da aderéncia de patdgenos ou toxinas produzidos por patégenos a parede do intestino. O
medicamento pode ser administrado a um paciente, por exemplo, seguinte a um curso de
tratamento com antibibtico, o qual freqliientemente, altera ou até mesmo destréi a flora intes-
tinal saudavel normal.

De acordo com um aspecto adicional da invengdo, € proporcionado um processo
para produzir uma enzima conforme acima, compreendendo a cultura de uma célula hospe-
deira conforme indicado acima num meio de cultura adequado sob condigbes que permite a
expressdo da enzima e recuperar a enzima resultante da cultura.

A invengéo também se dirige a um processo para produzir uma mistura de oligos-
sacarideos, incluindo o dissacarideo Gal (o 1-6) — Gal (galabiose), compreendendo o conta-
to da enzima conforme acima ou uma célula hospedeira conforme acima com um material
contendo lactose sob condigdes que levem a formagdo da mistura de oligossacarideos.

Material adequado contendo lactose pode ser selecionado de lactose comercial-
mente disponivel, leite integral, leite semi-desnatado, leite desnatado, leite acrescido de
gordura e soro, permeado de soro, Tais produtos de leite podem ser obtidos de vacas, bufa-
los, ovelhas ou cabras. Leite acrescido de gordura é tido como um leite integral, que foi des-
natado para remover a gordura do leite, que é a seguir substituida por adigdo de gordura ou
6leo vegetal.

Descricdo Sucinta dos Desenhos

A Figura 1 mostra a sequiéncia de nucleotideo (SEQ ID NO: 1) de B-galactosidase

de Bifidobacterium bifidum da invengao, e



10

15

20

25

30

35

A figura 2 mostra a seqiiéncia de aminoacido (SEQ ID NO: 2) correspondente a se-
quéncia de nucleotideo da Figura 1.

A Figura 3 é um grafico mostrando o decurso de tempo da reagado durante a sintese
de galacto-oligossacarideo com B-galactosidase e 40% (peso/peso) de lactose em tampéo
de fosfato a 0,1M a pH 6,0, como substrato, e

A Figura 4 mostra uma cromatografia de troca de anion de alto desempenho da
mistura de galacto-oligossacarideo sintetizada pela B-galactosidase de B. bifidum NCIMB
41171 usando 40% (p/p)de lactose em tampéo de fosfato 0,1M a pH 6,0, como substrato.
(Glc = glicose, Gal = galactose, Lac = lactose, a(1,6) galactobiose, DP = grau de polimeriza-
¢ao). '

DNA gendmico foi isolado da cepa Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) usando
o método de Lawson et al., (1989) Ferns Microbiol Letter, 65 (1-2), 41-45. O DNA foi digerido

com enzimas e fragmentos de restrigdo com um tamanho maximo de 15 kbp foram ligados

com vetor pSP72 que tinha sido digerido com a mesma enzima de restrigdo. células de E.
coli foram transfomadas com um vetor contendo insergdes consistindo de DNA cromosso-
mal digerido Pstl, Eco RI, Bam Him Kpnl, Smal ou Hindlll de B. bifidum. Os clones com ati-
vidade B-galactosidase foram selecionados de placas de agar-agar Luria Bertani contendo
para-nitrofenil, X-B-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolin-B-D-galactosideo) e isopropil-3-D-
tiogalactosideo (IPTG). As misturas de ligagdo com DnA cromossomal Bam HI deram ori-
gem a sete clones B-galactosidase positivos, um dos quais € identificado como pB1.

O sequenciamento de DNA do fragmento de DNA inserido B1 foi realizado usando
o método de terminagdo de cadeia didedxi de Sanger (Russel P., 2002 iGenetics, Pearson
Education, Inc, San Francisco, 187-189) usando o kit de seqlienciamento BigDye Terminator
ciclo V.3.0 (Applied Biosystems, USA). A seqliéncia de DNA de B1 € mostrada na Figura 1
(SEQ ID NO: 1).

O quadro de leitura aberto (ORF) foi localizado usando o descobridor ORF de NCBI
(National Center of Biotechnology Information). A seqiiéncia de nucleotideo da Figura 1 foi
traduzida em todas os seis possiveis quadros de leitura € um quadro de leitura aberto de
1052 aminoacidos codificando uma B-galactosidase putativa foi identificado. A tradugao esta
mostrada na Figura 2 (SEQ ID NO: 2).

A presente invengao sera ainda descrita a guisa de referéncia aos seguintes exem-
plos:

EXEMPLO 1

Materiais e Métodos

Todas as preparagbes de reagentes quimicos e meio usados por todo este teste fo-
ram obtidos de Sigma (Dorset, UK) Invitrogen (Paisley, UK), Oxoid (Basingstoke, UK), Qia-
gen (West Sussex, UK) e Promega (Southampton UK).
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Cepas Bacterianas

A cepa Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) foi mantida em pérolas criogénicas
em tubos de Microbank a -70°C. Para experimentos posteriores, a cépa foi ressuscitada em
agar Wilkinson Chalgren (WC) (Oxoid, UK) e meio TPY (meio de extrato de levedura tripti-
case fitona) sendo cultivadas anaerobicamente CO, e N, (composi¢do 80% e 20% respecti-
vamente.) a 37°C por 48 horas. A morfologia da col6nia e a auséncia de contaminagao fo-
ram testados por manchamento gram-

Cepas de E. coli

A cepa DH5a de Escherichia coli usada neste teste foi incubada de modo normal,
sob condigdes aerdbicas a 37°C em agar-agar Luria Bertani (B) ou caldo (Sambrook J e
Russel W. D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Labora-
tory Press, New York) e quando necessario, foi suplementado com antibioticos (100 pg/mL
de ampicilina e/ou 15 ng/mi de cloranfenicol) e 40 uL de X-B-Gal a 2%, 7 pl de IPTG (isopro-
pil-B-D-tiogalactosideo) IPTG que foi aplicado na superficie de uma placa de agar de 90 mm
pré-fabricada.

A cepa DH5a de E. coli (Invitrogen, Paisley, UK) (genétipo: F ¢80/acZA(lacHYA-
argF)U169 recA1 extremidade A1 hsdR17(rk, mk)phoA supE44 thi-1gyrA96rel/A11) é uma
cepa positiva de a-galactosidase que foi usada em experimentos de expressdo e para ou-
tras manipulagdes genéticas.

Extracdo de DNA Gendmico de Bifidobacterium bifidum

DNA gendmico foi isolado da cepa Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) usando
o seguinte método em que foi preparado DNA cromossomal de pelota de célula coletada de
100 mL de caldo WC anaerébico. As células foram ressuspensas em 10 mL de tampao TES
(10 mM de Tris-HCI, 10 mM EDTA, 10 mM de NaCl, pH8) sendo tratadas com 200 pl de mis-
tura lisozima/mutanolisina (4:1, lisozima 10 mg/mL mutanolisina 1 mg/mL) durante 30 minu-
tos a 37°C. As células foram entéo tratadas com 200 pl de proteinase K (2 20 mg/mL) e 200
uL de RNase (ambas 10 mg/mL ) misturadas e incubadas por uma hora a 65°C. Finalmente
as células foram tratadas com 2 mL de SDS a 10% e incubadas por 15 minutos a 65°C. 12
mL de fenol/bloroférmio foi adicionado, repetindo-se a extrag&o até que a fase aquosa pu-
desse ser facilmente separada da interfase. O DNA genémico foi precipitado com isopropa-
nol e ressuspenso em 10 mM de Tris-HCl — 1mM de EDTA (pH8). O DNA gendmico foi en-
tao digerido com enzimas de restrigdo, ligado ao pSP72 digerido com as mesmas enzihas e
tratado com fosfatase alcalina. A digestdo de DNA gendémico de B. bifidum foi realizada u-
sando EcoRI, Pstl, BamHI, Smal e Kpnl. Misturas da ligagéo foram usadas para transforma-
¢ao de clones positivos de E. coli DH5a e clones positivos de B-galactosidase foram identifi-

cados como coldnias azuis em placas contendo X-Gal.

Preparacdo de DNA Vetor



10

15

20

25

30

35

O vetor usado para a clonagem e expressao por todo este teste foi o pSP72 (Pro-
mega, Reino Unido) (Krieg, P.A. e Melton, D.A. (1987). In vitro RNA synthesis with SP6
RNA polymerase. Methods in Enzymology. 155: 397-415).

Este vetor foi escolhido devido a falta de atividade complementar do a-fragmento
de B-galactosidade que n&o € codificado em pSP72. Este vetor ndo porta o segmento curto
de DNA de E. coli contendo a sequéncia reguladora e a informagéo de codificagdo para os
primeiros 146 aminoacidos de B-galactosidase, que, em combinagdo com cepas de E. co-
lilou seja, DH5a) que expressam a parte carbdxi-terminal desta (3-galactosidase é conferida
uma B-galactosidase ativa (complementagéo a.).

O vetor foi digerido com as seguintes enzimas de restricdo: Pstl, BamHI, Hindlll,
Smal, Kpnl e EcoRI de acordo com as instrugdes do fabricante usando um excesso de dez
vezes da enzima sobre o DNA (unidades de enzima: pgr DNA igual a dez unidades da en-
zima por um pgr do DNA de plasmideo ou dez unidades de enzima por 0,5 pmol do DnA de
plasmideo). Apés inativagdo da enzima por calor (20 minutos a 65°C) os padroes de restri-
¢ao foram analisados por analise de eletroforese de gel horizontal. A presenga de um Unico
fragmento no gel indicou a digestao completa do vetor € a Unica digestdo de restricdo dele.

A digestao suficiente do vetor foi testada ainda, por transformagio de moléculas
nao ligadas para células DH5a de E. coli competente. O nimero de colénias formadas em
placas agar-agar LB suplementado com ampicilina (100 pg/ml) era um indicador das molé-
culas néo digeridas e da referéncia esperada durante experimentos subseqientes.

Os vetores foram ainda desfosforilados com fosfatase alcalina intestinal de bezerro
(CIAP (Promega, Southamptons, UK) de acordo com as instrugdes do fabricante. A eficién-
cia do tratamento foi testada por auto-ligagdo (com DNA ligase de Bacteriéfago T4 de acor-
do com as instrugdes do fabricante) seguinte a transformagédo em células DH5a. O nimero
de colénias formadas mostrou o nimero de moléculas recirculadas (vetor ndo clonado) e
uma subtragdo dos acima com as colbnias formadas sem tratamento do vetor com CIAP
mostrou o numero de vetores ndo-desfosforilados.

Construcao de Biblioteca de DNA Gendmico

DNA gendmico foi parcialmente digerido com seis enzimas de restricdo que reco-
nhecem, freqliientemente a ocorréncia de seqiéncias hexanucleotideo dentro de DNA pro-
cariotico. EcoRI, BamHI, Pstl, Kpnl, Smal e Hindlll sdo endonucleases de restrigéo tipo Il
que reconhecem, especificamente, as sequéncias 5'G/AATTC'3, 5'G/GATCC'3,
5'CTGCA/G'3, 5'GGTAC/C3', 5'CCC/GGG3' e 5'A/AGCTT3', respectivamente, e fazem rup-
turas de dupla fita dentro dessas seqiéncias gerando projegoes 5' de quatro nucleotideos,
AATT, GATC, AGCT para EcoRI, BamH| e Hind llI, respectivamente, e proje¢cdes 3' ACGT,

GTAC para Pstl e Kpnl, respectivamente e extremidades obtusas para Smal.
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Todas essas enzimas eram ativas e capazes de clivar DNA apenas na presenga de
ions magnésio divalentes. Esses ions eram o unico co-fator necessario.'

Digestdo de Restricio de DNA

Todas as digestées de restricdo das amostras de DNA gendmico foram incubadas
por 2 horas a 37°C e, finalmente inativadas pelo calor a 65°C por 20 minutos. As reagdes
foram entdo resfriada sa temperatura ambiente e a quantidade apropriada de tampédo de
carregamento foi adicionado, seguido por misturagdo suave com um tubo capilar de vidro
vedado. As solugdes entdo foram introduzidas aos pogos de um gel de agarose a 0,8% (su-
primento de energia 4-5 volts/cm durante 14-16 horas) e o tamanho do DNA digerido foi es-
timado com aquele dos padrdes de DNA de 1 kbp (Promega, Reino Unido) (Sambrook J.
Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2002)).

Purificacdo dos fragmentos gerados ap6s digestdo de restricdo

A purificagdo do fragmento das misturas de reagao e dos geles de agarose foi feita
mediante uso do kit de extragéo de gel QIAEX da Qiagen (West Sussex, UK). Os protocolos
estdo descritos com detalhes no manual do fabricante.

Ligacdo do DNA e Transformacido

Ap6s purificacdo dos fragmentos de DNA com o kit de extragdo de gel Qiaex, eles
foram ligados com vetor pSP72 tratado com CIAP. Para a ligagdo, quantidades apropriadas

de DNA foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 0,5 mL estéreis como mostrado

na Tabela 1.
Tubo DNA
A Vetor (15 fmoles [ ~ 29,7 ng))
B Vetor (15 fmoles ~29,7 ng DNA) mais
~ inserto (estranho 15 fmoles ~69,3 ng)
C controle pUC (0.056 fmoles [~100 pg])

A relagdo molar do vetor do DNA de plasmideo para inserir fragmento de DNA deve

ser ~":'na reagdo de ligagdo. A concentragcdo do DNA final deve ser ~10 ng/pl.

Tabela 1°: Misturas de ligagdo. O Tubo A mostra o nimero de Dna de vetor auto-
ligado, que deve ser subtraido do numero total de transformantes apés transformagdo. O
Tubo B mostra a ligagdo do vetor com os fragmentos de DNA e o tubo C mostra o controle
na ordem que a eficiéncia de transformagéo deve ser calculada.

Antes de cada ligagao os fragmentos de DnA foram aquecidos a 45°C por 5 minutos
para liquefazer e qualquer terminal coeso que recozeu durante a preparagao do fragmento.
Uma relagdo molar do DNA vetor:inserto de 1:1 foi escolhida para todas as reagdes de liga-
¢éo e o conjunto de reagao foi feito de acordo com as instrugdes da Promega.

Aos tubos A e B 1,0 uL de tampéo de ligagdo 10X e 0,5 unidades Weiss de ligase
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DNA T4 (Promega, UK) foram adicionados e o volume de ligagéo foi ajustado para 10 ulL
com agua grau de biologia molecular. Aos tubos C 1,0 ul de tampéo de ligagao 10X foram
adicionados e o volume de ligagao foi ajustado em 10 u com agua grau de biologia molecu-
lar.

Fragmentos de DnA foram adicionados aos tubos juntamente com a agua e a se-
guir aquecidos a 45°C por 5 minutos para fundir qualquer terminal coeso que tivesse recozi-
do durante a preparagdo. O DNA foi resfriado para 0°C antes do restante dos reagentes de
ligagéo serem adicionados e as misturas de reagéo foram incubadas durante a noite a 16°C
(Sambrook e Russell, 2001).

Ap6s precipitagdo do etanol e purificagdo dos fragmentos ligados (de modo a remo-
ver a mistura de ligagdo que ocasiona redugao da eficiéncia de transformacgao) as transfor-
magoes foram realizada de acordo com as instrugdes de Hanahan. ~50 ng do DNA ligado
em solugao 5 pl foi adicionado para 100 pl de células DH5a de E. coli competente. Apds
tratamento térmico e expressao do gene resistente para ampicilina, as células foram espa-
Ihadas sobre a superficie das placas LB contendo ampicilina (100 pugr/mL), X-a-Gal (40 ul de
2% X-B-Gal) e IPTG (7ul de 20% IPTG).

7 Mediu-se o numero de transformantes de cad reagdo de ligagdo O numero de
transformantes normalmente obtidos do tubo C foi de 2 x 10° — 1 x 10° cfu/ug enquanto o
tubo A foi 500-6009 cfu/ug. O nimero de transformantes no tubo A era uma indicagdo do
tratamento eficiente do DNA vetor. O nimero de transformantes no tubo B estava numa fai-
xa de 2-4 x 10* cfu/pg.

Numero de Trasnformantes

AS misturas de ligagdo com DNA cromossomal Pstl deu origem a clones positivos
para B-galactosidase de ~2500 transformantes selecionados enquanto com BamHI deu ori-
gem a 7 clones positivos (~1500 scr. transformantes ), EcoRI deu origem a 3 clones positi-
vos (~1300 scr. transformantes), Kpnl deu origem a 7 clones positivos (~2000 scr. transfor-
mantes), Smal deu origem a 3 clones positivos (~1600 scr transformantes) e Hindlll deu
origema 2 clohes positivos (~1200 scr transformantes).

Digestao Positiva do Clone

De modo a identificar os diferentes genes B-galactosidase, os plasmideos isolados
dos clones positivos foram digeridos de acordo com a seguinte tabela.

N.T. : copiar a formula da pagina 11, onde:

Digestion = digestao

Samples = amostras

Enzymes = enzimas

A primeiras letra (p) indica plasmideo e o gene de inserto, enquanto a segunda letra

(P,B,E,S,K) indica a enzima de restricao que foi usada para isolamento do respectivo clone
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do DNA gendmico.

A anaélise por eletroforese de gel dos fragmentos gerados apés digestdo demons-
trou que os plasmideos pB1, pP1, pP2 e pPO11 tem cada um, um inserto, que codifica uma
diferente B-galactosidase. Os clones contendo pB1 foram usados para analise futura.

Sequenciamento do DNA

O sequienciamento do DNA foi realizado com o método de terminagé@o de cadeia di-
dedxi de Sanger mediante emprego do kit de seqlienciamento de ciclo BigDye Terminator
v.3.0 (Applied Biosytems, (USA) e analisado com o ABI Prism, 3100, um sistema de analise
de DNA com base na fluorescéncia, que incorpora eletroforese capilar.

As extremidades 5'e 3' dos fragmentos de DNA inserido foram seqiienciadas com
iniciadores especificos para vetor. Os insertos foram ainda seqiienciados mediante uso de
Genome Priming System (GPS-1) (New England Biolabs, UK), GPS-1 é um sistema in vitro
com base no Transposon TN7 que utiliza TnsABC Transposase para inserir o Transposon
aleatoriamente ao DNA alvo. A relagdo de massa doador: DNA alvo de 1:4 foi usada de a-
cordo com as instrugdes do fabricante. O numero de plasmideos isolados para seqlencia-
mento apds inser¢do do Transiniciador ao plasmideo alvo foi 25. Este nimero foi calculado
de acordo com as instrugdes do fabricante e presume-se uma profundidade de 5 vezes de
cobertura.

Para a inserg¢édo do plasmideo pB1 de um transposon-inserto de = 1699 pares de
base (bp) na posi¢do a jusante 973 pares de base do sitio de clonagem multiplo do vetor
usado, eliminou completamente atividade B-galactosideo indicando que o cédon inicial esta-
va posicionado entre o MCS ( sitio de clonagem mudltipla) do vetor e o sitio do transposon,
enquanto a insergdo do inserto na posi¢ao a jusante 841 pares de base do MCS levou a
formagao de uma B-galactosidade ativa indicando que o cédon inicial existe entre 841 pares
de base e 973 pares de base a jusante do MCS. A atividade enzimatica foi eliminada com-
pletamente com a inser¢do do inserto na posi¢gdo 3565 pares de base a jusante do MCS
indicando que o cédon de interrupgao fica a jusante desta posigdo. Além disso, as insergoes
nas posi¢goes 1239 pb, 1549 pb, 1683 pb, 1832 pb, 2108 pb, 2189 pb, 2270 pb, 2340 pb,
2414 pb, 2574 pb, 2648 pb, 2734 pb, 2807 pb e 3410 pb eliminam completamente a ativida-
de enzimatica.

A mistura da reagdo de sequenciamento continha aproximadamente 400-600ng de
DNA de plasmideo, 3.2 pmol doa solugéo dd iniciador e 4 ul da solugdo BygDye Terminator.

Identificacdo do Quadro de Leitura Aberto

O quadro de leitura aberto (ORF) de B1 foi localizada mediante uso do descobridor
ORF de NCBI. O cédigo genético bacteriano foi usado e o comprimento do quadro foi de-
terminado em 100 pb. A seqléncia de nucleotideo foi traduzida em todas os seis possiveis

quadros e um quadro de leitura aberto de 1052 aminoacidos codificando uma B-
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galactosidase putativa foi identificado (A tradugao é mostrada na Figura 2).

Exemplo 2

Sintese com a enzima clonada B-galactosidase isolada de Bifidobacterium bifidum
NCIMB 4117 em hospedeiro E. coli( cepa DH5a)

A sintese descrita a seguir, a menos que de outro modo indicado, foi realizada com
as células hospedeiras DHb5a de E. coli totais apds tratamento da biomassa de E. coli (cole-
tada por centrifugacdo a 10.000 g) com tolueno a uma concentragéo de 2000 ppm de modo
a aumentar a permeabilidade celular e também a tornar as células inviaveis por destruicdo
de suas membranas citoplasmaticas. A biomassa de E-coli foi preparada conforme descrito
no Exemplo 1, sob "cepas de E. coli".

Sintese com a enzima clonada

A sintese com B-glactosidase foi realizada a uma concentragdo do substrato de
40% (p/p) de concentragao inicial de lactose. A solugdo de sintese foi preparada em tamp&o
de fosfato a 0,1 M a pH 6,8 (ou tampéao de citrato a 0,1M pH 6,2 ou tampao de fosfato de
potassio pH 6,8)). A sintese foi realizada a 40°C em banho de agua com agitagdo a 150 rpm.
O pH étimo para a enzima especifica foi escolhido com base nas medigdes da atividade (u-
sando o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo como substrato) de uma preparagdo enzimatica
especifica a valores variados de pH. _

Para a sintese galacto-oligossacarideo, 5 mL de uma suspenséo de célula DH5a de
E. coli (com uma atividade de 2,2 U/mL) foi centrifugado a (10.000 g) para coleta da biomas-
sa sendo descartado o sobrenadante. Esta biomassa foi ressuspensa com 10 g de solugdo
de substrato (p/p) a 40% de modo a realizar a sintese.

As concentragoes dos diferentes agucares presentes na mistura durante a sintese
sdo mostrada na Figura 3. A cromatografia de troca de anion com alto desempenho acopla-
da com cromatogramas de detecgao por amperimetria pulsada (HPAEC-PAD) de misturas
de galacto-oligossacarideos sintetizada pela -galactosidase clonada de B. bifidum (NCIMB
41171 sao mostrada s na figura 4. As concentragdes de agucar na mistura galacto-
oligossacarideos no ponto de tempo 6timo da sintese sdo dadas na Tabela 1.

Tabela 1

Composigao de carboidrato da sintese galacto-oligossacarideo a 405 (p/p) da con-
centragdo inicial de lactose no ponto de tempo onde se observou a concentragao maxima de

oligossacarideo.

Sintese inicial | GOSDP>3 | GOS DP =| Lac Glc Gal
do substrato 2

% (p/p) Concentragdo (% de agucares totais

40 ‘ 20,45 2764 12,73 25,90 13,28

Lac: Lactose, Glc: glicose, Gal: galactose, DP: grau de polimerizagéo
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'atgccccagt
acgaacagga
accatgatca
ccccageggg
gcgatgcgga
ttgtccacgt
ttgtagaacg
cgcgtggget
tggtggcctc
gcgtgagtat
caacgttctg
ttgaatctta
aaagaatttg
cgaggttccc
catgaacaca
gacgacggca
cgatcatgcg
ccttgacggce

gacgagcgac

cgacgattcg
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gcgeggtgta
aggagatgtc
ccatgaacac
gcaggatgcc
tgttcgtgtt
tgaccaccac
cgatgaacag
cggcctggec
gcggecttec
cttgcgacct
agaactttct
caaccggcac
agaaatccac
cgcaatcaag
tcaétgcggc
accgacgatc
tggctegeeg
tgctggtctc
gaatggcggg
gggccggact
tcgttcteac

cgtgctgecge
gcgcagcgag
gccggtgttc
aggcacgatg
gtccacgagg
gagtccggtg
cgcggtggtc
caggttaccg
ggtcgtttcc
gtaaagaatc
tgaaaaagta
tccgtgtagga
gtattctgca
taacaatatt
ggcaacgacg
agcggaagaa
acccgcgegt
gctccccagt
tccgegtega
ggatcagcga
gcgtgcagat

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

gccctcgeat

cggaggagat
cgagcaggat
ggccgaacag
actgccacgg
gcgggtcgag
tgaggcgttt
tgaagaacgt
cgatcttctg
tggtggatcc
aaccgctccg
ccgegtgtcg
ttgaagcctg
cttgtgccgce
gtacaaggaa
cgatgcgaaa
atcgtctccc
caccggctcg
agcacgaatc
acgggccgtt
ctgttcgecg
ctggagactg

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260



cggggctgct
cgaaggcccc
cggatggcga
gcgcggecac
ccttcacgec
cggtcgtctg
tgcacggcct
tccatgccga
tgatcgacgg
ccatcgtctg
atgacgcggce
tcgacgcgga
ccatcgagga
gccacgagtt
- tccgetteat
cgcgectggta
agacccatgg
acgacgaggc
gcaaccatcc
tcaaggccat
gtgtcaactg
agccggecga
cgttcgtcag
tcatcgacct
aggggctcgt
gcgaccgtcc
ccagccccaa
ggcacggcgt
ccgcacggcet
ccgcaggaga
cgcgcgaagt
ccggctacga
ccgagaccag

gcatccgeeg

tgcccecgceag
ggccatccce
agtcgcccag
agccatctac
cagcgagttc
ctacgagtat
gttccgctcc
cgccgactgg
tgccgegaac
gcacaccgcec
gccatggagce
cggcaaggtc
cggcatcctc
cgactgccgg
gaagcgccac
cgagctgtgc
cagctggaac
ctggctgggc
cagcgtgcetc
gagcgcgceac
gaaccatgcc
gatccaagac
ctgtgagtac
cgaacggtac
ccagcgtctg
aaccgactac
ggcgcaggag
gaccatcgag
cctcgaagac
tacccaacac
cacctacgag
gctcgegttc
ccatgacgac

cgacgacgag

tacgtgaacg
gagcatggcc
gccgtgegeg
gtgtggctca
gacgtgacgg
tcgagcgcega
gtcgaactca
gatctcgcca
gccgegacgg
acgaaagcgg
gccgaacgcec
ctggagaccg
aagctcaacg
cgcggecggg
aacatcaacg
gacgaatacg
agccccggceg
gcgtgcatcg
gtctggtcgce
gcgcaccgge
tacgacggga
tggctcgaac
atgcatgcca
gagcgctact
cccgacggga
gaattcgtgg
gtcaagcagc
aaccgcaacc
gggcatgaga
catgacatcg
gtcgatctcc
ggccaactca
gacggccgeg
gaaattctcc

tgcagtaccc

atgtggcggt

‘aagggcgecc

acggctcgtt
acgcgatcaa
gctggttgga
acgcgaggec
catcaagggg
tcgacttcge
acggaacgct
ccgacctgta
ctcgcactcg
gcaagcgect
ccatcaccga
cggtgcgeac
gcatctacct
acatccccgt
accggctgga
tgggcaacga
ttgatccggg
tcagcgactt
acggcgacga
tgggcaactc
ccggegggtt
gcgaacgcect
gcaacggcat
tgtattcgec
tgttcgccgg
tctggcatge
ccttcccgga
tgctcgecga
ccggcacgcet
caactcgcac

tgtcacgcac

atgggacgga
ctaccggege
ggtgacgctt
cgttggctac
ggtggacggc
ggatcaggac
cgccgeccac
ttcgctcteg
actgtgggac
gcacgccgag
cgagctatcc
catcggcttc
cgtgttccgt
agaggacatg
ctcgcactat
gatcgacgag
gggaacctcc
cagcatgatc
atcctacgcg
tcgtcecgtce
cgaaagccgt
acggggcgag
gtgcggcggt
catctgggat
cagcgtcggc
cgtgttcgec
ggtcaagctc
caccgacggc
cgactaccgt
catcgacgcg
agccaccgcé
caaccccgaa
gctcagccga

tcagggaggc

catgaggacc
gagttcgacg
accttccagg
gccgaggact
aacgtgctgg
ttctggcgtc
atcgccgacc
ctggatgtgc
aagaacggca
gccgagatcg
gtcaccctge
cggcatgtgg
ggcgtcaacc
ctgtgggaca
ccgaaccagt
accaatctgé
gtccceggtyg
ctgcgcgacc
ggcgaagtcc
cactacgaag
atgtacgcca
gcgagcaagc
ctgagcgagt
tacatcgacc
ggagaatggg
gaccgcacgc
gccccegacy
tacgtgttcg
ttcgacgtgg
gacggggata
tgggcgecegg
caggacatca
tggaacgccg
atcgtctcct

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
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2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
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2760
2820
2880
2940
3000
3060
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3180
3240
3300



ggaagcgcga
tgaccgacaa
gccgatacgc
aataccagta
actccgatat
gtctgccegce
acggecccgyg
gggacgccac
acgaggacgt
aacgcggcga
ccgcgegeceg
cccagatggg
tgcccgeegg
gcggcggeat
cgggcgetgce
tccacggceac
gcaacatccg
tcgaaggccc
acccgatgcc
gcaagctcag
cgtctggtgc
cgececgtctc
ggtcgtcagc
ggagaacgcc
cgtgtaccgg
cacgcgcagt
caaaccatcg
atagccgttc
cagatgcgcgd
gcccatgatg
cgcgtccaag
cggcgecgga
gtccgetteg

ttccgtcaac

cgaccgggaa
cgatcgcggt
catcgtaacc
cgaacttgcc
gcgtatgcaa
gttcggtatc
ccccgaggag
cgcgaaggcg
ccgetggetc
ccgtcacttc
ccacgaggac
cgtcggtgga
caggccgctc
gcaccaccat
ggccgeggac
cacccgecag
caccgtgcgce
gttcctcgec
cgaactcatg
gtgcatccgce
gcecggecgec
gagacgacgt
aggatgtoac
atgcgggcca
gcgatcgact
gcgttcaacg
.ggcatgctgc
tccacggtga
gcccactgac
ctgcccacgc
gcgtccagcea
ttcgtgtcga
ggaaacaccg

tcgtgtatgg

atggtcatcc
aaccattccg
gaaacgaaaa
gatccgaacd
ctgaccgtcg
gaatgggagc
acctaccgcg
agcatggcgc
gaagccaccg
acggccagec
ctgcccaaac
gacgactcct
accctcgacg
gcecgeegecg
ggcaccggceg
gtcctctege
gagaagatgg
ctcaagtgca
gaccgcatgce
cagatcacca
aggtggagta
cttacgcctg
gacgcacccg
actccctttg
ggttgttcac
cctgcaacgc
cggcctcacg
acgtgccgga
ggaacgacag
cgccgagaaa
tcgtctgega
tgcacacgcc
tggctcccac

acaacgtgag

gtcgccccga
gtttcgaccg
tccatgaaag
acacgcccgt
aataccccgg
tgcccggega
accgtaagca
cgtatctcat
acatccaagg
tgctgcectg
cgcgccacaa
ggggagcccc
tgaacctcga
gccecgecta
aggaggcgtt
tcatcaccaa
caacccgcecce
agggcgcgea
tcgacgcctc
tctcgacccc
aactccttcc
aggaacgaag
ccgcetcatge
atcgatcgca
actcaccacg
ccccaccgcea
atggtcagcc
cgaatacacc
ctcgcgaatg
cgcgatatga
cagatcggga
atgcgggagce
ggtgatgaac
ctggtccaat

actcgtcacg
tgccgcatgg
cgatgacggt
gtccgtcact
gaacgccact
atacgatcgt
gggcggcaag
ggtgcaggaa
ccacggattg
gaacacctac
ctacctgcgc
cgtccacacg
actcatctga
cgacgcggcg
cgagcgcgcec
cccgatggac
cgacatcctc
cgattcgaac
gggcgecgac
accgactgga
agcaaaatcg
cttgcgcgceg
ttcaacccat
tacgaactca
gccaactcgt
agcacgtcgg
accaactgct
aatccgtccg
‘tcctcgggat
ctgcggcccg
cacacggagf
accatatgca
ccatcaaact

tccaacgact

ttccgeccat
ttcgcggecg
ctcgtagcgg
taccatgtca
gacatggcca
ctgcgctact
ctcggecatct
accggcagcce
cgcgtcaccc
acgatcgadg
ctgctcgegg
gcctaccagce
ccggcaacgg

atcgaggcca

ggccacgcgg .

gtgatctgcec
ggctgccacc
tgcctcaaad
ctcgcecgeceg
ccgcccaaca
acgccggtgc
gcaccagttc
cgatcagggt
gcggeggega
cgggaacctc
cggccacgat
ccgcgagacg
tttccaatcc
agtcatgcat
ccgcgatcat
cgaacaggcg
gggctcgeag
ccgttgcgeg

ccgcacgcetce

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



cgcaagaacc
cgcatccaac
gcgcaacaca
tgacaccgtg
atcctccecg
agcggcattg
aggggcaatg
cttatagcgt
gactcaaatg
gatgaggtga
gtgacaggaa
tcgcaatgca
gttgagccgce
ttagcagacc
ctccgataag
ggctaagatc
tttcaacccc
cgaaaagctg
ttaactcatg
cctttaacat
taacgatagg
tgattcttcg
aaacaatgat
gttccatagt
taccggagtc
cctgagtaaa
tcatggcggt
ttcttettgt
tcgacgaagg
aatgaaatca
tctcgtatga
cgcacétcgc

ttctgcaccg

<210> 2

ttccgcagat
accgcgatcg
cgccgacgeg
ctctgcgaca
caaactttag
gcggegtgga
catagggggg
gtcaggtaaa
gccatgatgc
tgcagatccc
atcatctatc
ggactcgcct
acgattatgc
atcggctagg
ttccatattt
agctcggttt
agcatgattt
gttgtgcagc
tgacgcatcg
gaggttgtat
ttgectttec
ttgtgtccta
gggggctatg
tagcgttaaa
aggaggaatg
agatttattt
caccactccg

agaccactga

atattcaggc.

gtgattccga
gcgtgatcat
gcctcaatca

cgaaccgtga

cggcgaagta
cgggacggaa
tctcctectt
ccecggeecg
taaagggttt
agtttaccca
tggcgggcat
agaattatga
atagcgacaa
acatgcgtat
ctcgtatcgg
tcgtattgec
tgaatggcat
atatatgcat
tcctgaagaa
aattgctgaa
gaagccaaag
ggaatctcca
gcgataaatt
gcggatgcaa
aatccagecgt
gtggcgataa
cttaccgcca
gcatccttac
gcttgcgaat
acggtcactg
gtaagcatga
aacggtaaac
tttttcatga
ttttcgtgcg
cctgccaaat
gcgtcctcaa

t

cgcgtecctge
cacgttgcga
gatggagaac
tccegegact
tactacagca
tgactggtag
gtgcagcaac
ttctcaatcc
tctctegeac
ttatcctatt
aaagatccat
tgtcgttgge
tcgtaataag
tctccagatt
cattgcgaat
ctttcgacaa
ccttttcgac
atgcggccga
ccttttcecy
tagtgtacgc
cggacgcgat
tccaagttat
atatcagatc
cggagtcata
tcaaactatg
tttccagttg
agaacacgat
gcagtttcgg
tatgcgatat
aatcgcatag
ctcacgatat

tacggcaagt

aattccteccce
taccccatct
gacgggtcgt
tccttgageg
taacccggga
actgcacatg.
attcccgtca
accttccggce
tatggataaa
atcctccect
gccggtattg
taagtttatc
gtttgcaatc
ggtatgtact
gatctcagct
ttcgagcaga
gaaaggtctg
agtggccgca
actgattgcg
ctcgtegttt
aatctgagag
tcctécagat
ccgggatttt
cccggcagaa
ttgttcatcg
ccggttcacg
gacgatcgtg
atggctggaa
ccttgteccgg
attgtggtct
agacattccg

tctegtttcc

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

caaactttag

5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7281
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REIVINDICACOES:
1. Seqiiéncia de DNA, CARACTERIZADA por:
a) codificar uma proteina com uma seqiiéncia de aminoacido como dado na SEQ ID
NO: 2, ou

b) hibridizar sob condigbes de hibridizagdo rigorosas para a seqiiéncia de a), ou

c) ser uma degeneragao da sequliéncia de a) ou b).

2. Sequéncia de DNA, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pela
seqléncia ser dada na SEQ ID NO: 1 ou um fragmento desta.

3. Seqiéncia de DNA de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pela referida seqiiéncia compreender substituicdes de nucleotideo, adi-
goes ou delegdes que resultam em menos que 60%, preferivelmente menos que 45%, males
preferivelmente menos que 25% de alteragdo na seqiiéncia de aminoacido de acordo com
SEQ ID NO: 2 ou um fragmento desta.

4. Seqiiéncia de DNA, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pela referida seqliéncia compreender substituicoes de nucleotideo que
resultam em substituicbes de aminoacido conservadoras.

5. Enzima, CARACTERIZADA por ser codificada por uma sequéncia de DNA de
acordo com quaisquer reivindicagdes 1 a 4.

6. Enzima, CARACTERIZADA por compreender uma seqiéncia de aminoacido de
acordo com a SEQ ID NO: 2 ou um fragmento desta.

7. B-galactosidase, CARACTERIZADA por ter a seqiiéncia de acordo com a SEQ
ID NO: 2.

8. Vetor recombinante, CARACTERIZADO por compreender uma seqliéncia de
DNA de acordo com quaisquer reivindicagoes 1 a 4. |

9. Vetor, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO por tal vetor ser um
vetor de expressao. |

10. Célula hospedeira, CARACTERIZADA por compreender uma seqiiéncia de
DNA de acordo com quaisquer reivindicagdes 1 a 4.

11. Célula hospedeira, CARACTERIZADA por compreender o vetor de acordo com
a reivindicagdo 8 ou reivindicagao 9.

12. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagdo 10 ou reivindicagdo 11,
CARACTERIZADA pela referida célula ser uma célula bacteriana, uma célula de levedura
ou uma célula de fungo.

13. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagao 12, CARACTERIZADA. pela
referida célula ser selecionada do grupo consistindo de Bifidobacterium, Lactococcus, Lac-
tobacillus, Escherichia, Bacillus e Aspergillus.

14. Célula hospedeira, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADA pela
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célula ser selecionada do grupo consistindo de Bifidobacterium bifidum, Bacillus subtilis,
Bacillus circulans e Aspergillus niger.

15. Uso de uma enzima, de acordo com quaisquer reivindicagées 5-7 ou uma célula
de acordo com quaisquer reivindicagdes 10 a 14, CARACTERIZADO por ser para produgao
de uma mistura de oligossacarideos.

16. Uso, de acordo com a reivindicagdo 15, CARACTERIZADO pela mistura com-
preender dissacarideos Gal (B 1-3), Glc, Gal(p 1-3), Gal, Gal (B 1-6) Gal e Gal (o 1-6) Gal.

17. Uso de acordo com a reivindicagdo 15 ou reivindicagdo 16, CARACTERIZADO
pela mistura compreender trissacarideos Gal (B 1-6), Gal (B 1-4), Glc, Gal (B 1-3) Gal (B 1-4)
Gle, tetrassacarideo Gal (§ 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, e pentassacarideo GaII(B 1-6)
Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-4) Gic.

18. Uso de uma enzima, de acordo com quaisquer reivindicagées 5 a 7, ou uma cé-
lula, de acordo com quaisquer reivindicagdes 10 a 14, CARACTERIZADO para produgéo de
uma mistura de oligossacarideos fazendo parte de um produto selecionado do grupo consis-
tindo de produtos de laticinios como leite, leite em po, leites infantis, formula para bebés,
sorvete, iogurte, queijo, produtos de leite fermentados, bebidas como suco de fruta, alimen-
tos infantis, cereais, pao, biscoitos, doces, bolos suplementos alimentares, suplementos die-
téticos, produtos comestiveis probidticos, produtos comestiveis prebiéticos, alimentos para
animais, alimentos para aves e medicamentos.

19. Uso, de acordo com a reivindicagéo 18, CARACTERIZADO pela mistura com-
preender dissacarideos Gal (p 1-3) Glc, Gal (B 1-3), Gal, Gal (B-1-6) gal e Gal (o 1-6), Gal,
trissacarideos Gal (B 1-6), Gal (B 1-4), Glc, Gal (B 1-3) Gal (B 1-4) Glc, tetrassacarideo Gal
(B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (p 1-4) Glc, e pentassacarideo Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal
(B 1-4) Glc.

20. Uso de uma célula hospedeira, de acordo com quaisquer reivindicagées 10 a
14, CARACTERIZADO para produgéo de um produto selecionado do grupo consistindo de
laticinios, tais como leite, leite em pd, leites infantis, formula para bebés, sorvete, iogurte,
queijo, produtos de leite fermentados, bebidas como suco de fruta, alimentos infantis, cere-
ais, pao, biscoitos, doces, bolos suplementos alimentares, suplementos dietéticos, produtos
comestiveis probiéticos, produtos comestiveis prebidticos, alimentos para animais, alimentos
para aves e medicamentos.

21. Processo para produgdo de uma enzima, de acordo com quaisquer reivindica-
¢des 5 a 7 CARACTERIZADO por compreender a cultura de uma célula hospedeira de a-
cordo com quaisquer reivindicagdes 10 a 14 num meio de cultura adequado sob condigdes
que permitam a expressdo dessa enzima e recuperar a enzima resultante da cultura.

22. Processo para produgdo de uma mistura de oligossacarideos compreendendo
dissacarideos Gal (B 1-3) Glc, Gal (B 1-3), Gal, Gal (B-1-6) Gal e Gal (a 1-6), Gal, trissacari-



deos Gal (B 1-6), Gal (B 1-4), Glc, Gal (B 1-3) Gal (B 1-4) Glc, tetrassacarideo Gal (B 1-6) Gal
(B 1-6) Gal (B 1-4) Glc, e pentassacarideo Gal (p 1-6) Gal (B 1-6) Gal (B 1-6) Gal (p 1-4) Glc,
CARACTERIZADO por compreender o contato de uma enzima de acordo com quaisquer

reivindicagdes 5-7 ou de uma célula hospedeira de acordo com quaisquer reivindicagdes 10
a 14 com um material contendo lactose.



Figural

1 ggatceggtg aacgegecga gegeggtgta cgtgetgege tegtgegagt cggaggagat
61 cgcggggatc atgecceagt aggagatgte gcgeagegag tagatcacgt cgageaggat
121 gaacacgatg acgaacagga ccatgaacac geeggtgttc acatccacga ggecgaacag
181 gecggtgaac accatgatca gcaggatgee aggeacgatg ccgecaatga actgecacgg
241 geggaacegg ccccageggg tgttegtgtt gtecacgagg ttgcegagea gegggtegag
301 aaagatctcc gegatgegga tgaccaccac gagtecggtg atcaccgega tgaggegttt
361 ggeaagcegte ttgtccacgt cgatgaacag cgoggtggte acgaacgtga tgaagaacgt
421 getcattgtg ttgtagaacg cggectggec caggttaceg aatgegtatg cgatcttetg
481 acccgtgttc cgegtgggct geggecttee ggtegtitee gtgtgttgtg tggtggatee
541 getcatggtg tggtggeete cttgegacct gtaaagaate cgtgegegtg aacegetceg
601 atcccgeaaa gegtgagtat agaactttct tgaaaaagta gaaaactata ccgegtgteg
661 caaatcatge caacgttctg caaccggeac tecgtgtgga tgagtaaggt ttgaageetg
721 cttgatgtgce ttgaatctta agaaatccac gtattctgea tgttgeagge cttgtgecge
781 gaaatgctgg aaagaatttg cgcaatcaag taacaatatt tatccttgtt gtacaaggaa
841 cccgattcaa cgaggttcee tcactgegge ggeaacgacg cgacgeaate cgatgegaaa
901 gcgaggacat catgaacaca accgacgatc ageggaagaa cggegateeg atcgtctece
961 cgtccatacc gacgacggea tggetcgeeg accegegegt gtacgeggtt caceggeteg

1021 acgcccatte cgatcatgeg tgetggtete geteeccagt cgacggegag agcacgaatc
1081 tcaggcagag cettgacgge gaatggeggg tecgegtega gacggegeeg acgggeegtt
1141 tccccgatgg gacgagegac gggeeggact ggatcagega cgtgtegeet ctgticgeeg
1201 cgeecggatt cgacgattcg tegttctcac gegtgeaggt gecetegeat ctggagactg
1261 cggggctget tgececgeag tacgtgaacg tgeagtacee atgggacgga catgaggace
1321 cgaaggeece ggecatecee gageatggec atgtggeggt ctaccggege gagttegacg
1381 cggatggega agtegeccag geegtgegeg aagggegeee ggtgacgett accttecagg
1441 gegeggecac agecatctac gtgtggetea acggetegtt cgttggetac geecgaggact
1501 ccttcacgee cagegagttc gacgtgacgg acgegatcaa ggtggacgge aacgtgetgg
1561 cggtcgtetg ctacgagtat tcgagegega getggttgga ggatcaggac ttetggegtc
1621 tgecacggect gttecgetee gtegaactca acgegaggee cgeegeecac ategecgace
1681 tccatgecga cgecgactgg gatctegeca catcaagggg ttegoteteg ctggatgtge
1741 tgatcgacgg tgecgegaac gecgegacgg tegacttege actgtgggac aagaacggca
1801 ccatcgtctg geacaccgee acgaaagegg acggaacget geacgecgag geegagateg
1861 atgacgcgge gecatggage geegaacgec cegacctgta cgagetatee gtcaceetge
1921 tegacgegga cggeaaggte ctggagaceg ctegeacteg catcggetic cggeatgtgg
1981 ccatcgagga cggceatccte aagetcaacg geaagegect cgtgttecegt ggegteaace
2041 gccacgagtt cgactgeegg cgeggeeggg ccatcacega agaggacatg ctgtgggaca
2101 tecgcttcat gaagegeeac aacatcaacg cggtgegeac ctegeactat cegaaccagt
2161 cgegcetggta cgagetgtge gacgaatacg geatctacct gatcgacgag accaatetgg
2221 agacccatgg cagetggaac agecceggeg acatcecegt gggaacctee gteceeggtg
2281 acgacgaggc ctggctggge gegtgeateg accggetgga cageatgate ctgcgcgacc
2341 geaaccatcc cagegtgete gtetggtege tgggeaacga atcctacgeg ggegaagtec
2401 tcaaggecat gagegegeac gegeaccgge ttgatceggg tegtecegte cactacgaag
2461 gtgtcaactg gaaccatgec tacgacggga tcagegactt cgaaagecgt atgtacgeca
2521 agecggecga gatccaagac tggetcgaac acggegacga acggggegag gegageaage
2581 cgttegtcag ctgtgagtac atgecatgeea tgggeaacte gtgeggeggt ctgagegagt



Figura 1 (continuagiio)
2641 tcatcgacct cgaacggtac gagegetact ceggegggtt catctgggat tacatcgacc
2701 aggggctegt ccagegtetg cecgacggga gegaacgect cagcgtegge ggagaatggg
2761 gegaccegtee aaccgactac gaattegtgg geaacggeat cgtgttegee gaccgeacge
2821 ccagecccaa ggegeaggag gicaageage tgtattegee ggteaagete geeccegacg
2881 ggeacggegt gaccatcgag aaccgeaacc tgttcgecgg caccgacgge tacgtgttcg
2941 ccgeacggcet cctcgaagac gggeatgaga totggeatge cgactaccgt ttcgacgtgg
3001 ccgeaggaga tacccaacac catgacateg cettccegga catcgacgeg gacggggata
3061 cgcgegaagt cacctacgag gtegatctee tgetegeega agecacegea tgggegecgg
3121 ccggetacga getegegtte ggecaactea ceggeacget caaccccgaa caggacatca
3181 ccgagaccag ccatgacgac gacggeegeg caactegeac getcagecga tggaacgeeg
3241 geatcegeeg cgacgacgag gaaattetee tgtcacgeac teagggagge atcgtetect
3301 ggaagegega cgacegggaa atggteatee gtegeccega actegtcacg ttecgeccat
3361 tgaccgacaa cgatcgeggt aaccatteeg gtttegaceg tgecgeatgg ttegeggeeg
3421 gecgatacgc catcgtaacce gaaacgaaaa tccatgaaag cgatgacggt ctegtagegg
3481 aataccagta cgaacttgee gatccgaace acacgeeegt gicegteact taccatgtca
3541 actccgatat gegtatgeaa ctgaccgteg aataccecgg gaacgecact gacatggeea
3601 gtetgeecge gticggtate gaatgggage tgeceggega atacgategt ctgegetact
3661 acggeccegg ceccgaggag acctaccgeg accgtaagea gggeggeaag cteggeatet
3721 gggacgecac cgegaaggeg ageatggege cgtateteat ggtgeaggaa accggeagee
3781 acgaggacgt ccgetggete gaagecaceg acatccaagg ccacggattg cgegtecacee
3841 aacgcggega cogteactte acggecagee tgetgeectg gaacacctac acgatcgagg
3901 ccgegegeeg ccacgaggac ctgeccaaac cgegecacaa ctacetgege ctgetegegg
3961 cccagatggg cgteggtgga gacgactcct ggggageece cgtecacacg gectaccage
4021 tgecegeegg caggecgete acectegacg tgaacctega actcatetga ceggeaacgg
4081 geggeggeat geaccaccat geegeegecg gececgeeta cgacgeggeg atcgaggeca
4141 cgggcegetge ggeegeggac ggeaceggeg aggaggegtt cgagegegee ggeeacgegg
4201 tccacggeac caccecgecag gtectetege teatcaccaa cecgatggac gtgatctgee
4261 geaacatceg caccgtgege gagaagatgg caacccgecc cgacatecte ggetgecace
4321 tcgaaggcecc gttcctegee ctcaagtgea agggegegcea cgattegaac tgectcaaag
4381 acccgatgec cgaactcatg gaccgeatge tcgacgecte gggegecgac ctegeegeeg
4441 gecaagctecgg gtgcatcege cagatcacea tetcgaccee accgactgga cegeccaaca
4501 cgtetggtge geeggeegee aggtggagta aactccttee ageaaaatcg acgeeggtge
4561 cgeceegtete gagacgacgt cttacgectg aggaacgaag ctigegegeg geaccagtte
4621 ggtcgtcage aggatgtgac gacgeacceg cegeteatge ttcaacccat cgatcagggt
4681 ggagaacgcc atgegggceca actecctttg atcgatcgea tacgaactca geggeggega
4741 cgtgtaccgg gegategact ggtigticac actcaccacg gecaactegt cgggaaccte
4801 cacgcgceagt gegttcaacg cetgeaacge ccccacegea ageacgtegg cggecacgat
4861 caaaccatcg ggeatgetge cggecteacg atggteagee accaactget ccgegagacg
4921 atagccgttc tccacggtga acgtgeegga cgaatacacce aatccgteeg tttccaatce
4981 cagatgcgeg geceactgac ggaacgacag ctegegaatg tectegggat agtcatgeat
5041 geccatgatg ctgeccacge cgecgagaaa cgegatatga ctgeggeceg cogegateat
5101 cgegtecaag gegtecagea tegtetgega cagateggga cacacggagt cgaacaggeg
5161 cggegecgga ttegtgtcga tgeacacgee atgegggage accatatgea gggetegeag
5221 gtecgetteg ggaaacaccg tggeteccac ggtgatgaac ceatcaaact cegttgegeg
5281 ttccgtcaac tegtgtatgg acaacgtgag ctggtecaat tecaacgact cegeacgetce
5341 cgcaagaacc ttccgcagat cggegaagta cgegtectge aattectece cggacggagg
5401 cgcatccaac accgegatcg cgggacggaa cacgttgega taccecatet cetcgeacac



Figura 1 (continuag¢io)

5461 gegeaacaca cgeegacgeg tetectectt gatggagaac gacgggtegt tcaacaageg
5521 tgacaccgtg ctetgegaca ceceggeecg teccegegact tecttgageg tggecatgac
5581 atccteeceg caaactttag taaagggttt tactacagea taacceggga aggcggggtt
5641 agcggcattg geggegtgga agtttaccea tgactggtag actgcacatg tcccggceaat
5701 aggggeaatg catagggggg tggegggeat gtgeageaac attcccgtea ccttacgatt
5761 cttatagegt gtcaggtaaa agaattatga ttctcaatee accttecgge cgegectgea
5821 gactcaaatg gecatgatge atagegacaa tetctegeac tatggataaa cccaatcegt
5881 gatgaggtga tgcagatcee acatgegtat ttatectatt atcctecect ctgttaaaag
5941 gtgacaggaa atcatctatc ctcgtatcgg aaagatccat geeggtattg gatatgtcta
6001 tcgcaatgea ggactegect tegtattgee tgtegttgge taagtttate catacatgtg
6061 gttgageege acgattatge tgaatggeat tcgtaataag gtttgcaatc atctgtctaa
6121 ttagcagacc atcggetagg atatatgeat tetccagatt ggtatgtact tgaactctat
6181 ctcegataag ttccatatit tcctgaagaa cattgcgaat gatctcaget acattaacte
6241 ggctaagatc ageteggttt aattgetgaa ctticgacaa ttcgagcaga tgattgacga
6301 tttcaaccee ageatgattt gaagecaaag cettttcgac gaaaggtetg caacgctcat
6361 cgaaaagetg gtigtgcage ggaateteea atgeggecga agtggecgea agtggatitt
6421 ttaactcatg tgacgcatcg gegataaatt cettttcceg actgattgeg ctgttgagat
6481 cctttaacat gaggttgtat geggatgceaa tagtgtacge ctegtegtit tcatatggaa
6541 taacgatagg ttgcctttce aatccagegt cggacgegat aatctgagag gecacactat
6601 tgattcttcg ttgtgtecta gtggegataa tecaagttat tectecagat aatatgecga
6661 aaacaatgat gggggctatg citaccgeca atatcagate ccgggatitt atgtetectt
6721 gitccatagt tagegttaaa geatccttac cggagteata ceccggeagaa acgtaateot
6781 taccggagtc aggaggaatg gettgegaat tcaaactatg ttgttcatcg geatettetg
6841 cctgagtaaa agatttatit acggtcactg titccagttg ceggttcacg acataatatg :
6901 tcatggeggt caccactceg gtaageatga agaacacgat gacgatcgtg gtgaccaate
6961 ttcttettgt agaccactga aacggtaaac geagtttegg atggetggaa tggeteccat
7021 tcgacgaagg atattcagge tttttcatga tatgcgatat cettgtcegg gaacggtitc
7081 aatgaaatca gtgattccga ttttcgtgeg aatcgeatag attgtggtct tgacgattee
7141 tetegtatga gegtgateat cetgecaaat ctcacgatat agacattceg cactaatcac
7201 cgeacctege geetcaatea gegtectcaa tacggeaagt tetegtttce caaactttag
7261 ttctgeaccg cgaaccgtga t
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RESUMO

"GALACTOSIDASE COM ATIVIDADE ALFA-GALACTOSILTRANSFERASE"

A presente invengao refere-se a B-galactosidase com atividade trans-galactosilagao
isolada de Bifidobacterium bifidum. A B-galactosidase é capaz de converter lactose numa
mistura de oligossacarideos que s&@o ligados na posigéo B, e produzem, inesperadamente o
dissacarideo a-ligado, galactobiose. A mistura pode ser incorporada em NUMErosos produ-

tos alimentares ou alimentos para animais com a finalidade de melhorar a saude intestinal

promovendo o crescimento de bifidobactérias no intestino, e reprimindo o crescimento da

microflora patogénica.



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS
	ABSTRACT

