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DESCRIPCIÓN

β-galactosidasa con actividad de transgalactosilación.

La presente invención se refiere a una nueva β-galactosidasa con actividad de trans-galactosilación capaz de con-
vertir lactosa en una mezcla de galacto-oligosacáridos. En particular se refiere a una β-galactosidasa aislada a partir de
una cepa recientemente descubierta de Bifidobacterium bifidum.

La invención se refiere particularmente a secuencias de ADN que codifican la nueva enzima β-galactosidasa ais-
lada, a la enzima codificada por dicha secuencia de ADN y a la célula hospedadora que comprende la secuencia de
ADN o que contiene un vector recombinante que incorpora la secuencia de ADN. La invención se refiere también al
uso de la enzima codificada por una secuencia de ADN, o la célula hospedadora que contiene una secuencia de ADN
o el vector recombinante, para producir los galacto-oligosacáridos.

La bifidobacterias colonizan de forma natural el tracto intestinal inferior, un medio que es pobre en mono y disacá-
ridos ya que tales azucares se consumen con preferencia por los huéspedes y microbios presentes en el tracto intestinal
superior. Para sobrevivir en el tracto intestinal inferior las bifidobacterias producen varios tipos de exo y endoglico-
sidasas unidas a la superficie y/o en formas extracelulares, mediante las cuales pueden utilizar diversos hidratos de
carbono.

Además de la actividad hidrolasa, algunas enzimas de las bifidobaterias muestran actividad transferasa. Esta acti-
vidad de trans-galactosilación de las glicosidasas se usa ampliamente para la síntesis enzimática de diversos oligosa-
cáridos, que han demostrado que actúan como factores que promueven el crecimiento de las bifidobacterias.

Se sabe que algunas bifidobacterias producen enzimas β-galactosidasas que están involucradas en el metabolismo
bacteriano de la lactosa. En Møller, P. L. et al in Appl & Environ. Microbial., (2001), 62, (5), 2276-2283 se describe
el aislamiento y caracterización de tres genes de β-galactosidasa de una cepa de Bifidobacterium bifidum. Se encontró
que los tres tipos de β-galactosidasas eran capaces de catalizar la formación de beta galacto-oligosacáridos por trans-
galactosilación.

En Durmortier et al en Carbohydrate Research, 201, (1990), 115-123 se describió la formación de beta oligosa-
cáridos por una reacción de trans-galactosilación durante la hidrólisis de lactosa con Bifidobacterium bifidum DSM
20456. Su análisis de la estructura de la mezcla de los oligosacáridos producidos mostró que las uniones eran enlaces
β-(1→3), β-(1→6) y β-(1→4)-D-galactosil. Durmortier sugirió que los compuestos producidos por Bifidobacterium
bifidum están involucrados en las adherencia de la bacteria en el intestino grueso.

La patente WO01/90317 describe una nueva β-galactosidasa de Bifidobacterium bifidum, en particular una versión
truncada de la enzima que tiene una actividad de trans-galactosilación alta.

Se ha encontrado una cepa de Bifidobacterium bifidum que es capaz de producir una actividad de enzima galacto-
sidasa que convierte la lactosa en una nueva mezcla de galacto-oligosacáridos que contiene inesperadamente hasta un
35% de disacáridos que incluyen galabiosa (Gal (α 1-6)- Gal). Este disacárido es conocido (véase Paton, J C. Paton,
A W (1998), Clin. Microbiol. Revs., 11, 450-479; Carlsson, K A (1989), Ann. Reviews Biochem., 58, 309-350) por ser
un antiadhesivo capaz de evitar la adhesión de toxinas como la toxina Shiga y patógenos como E. coli, a la pared del
intestino.

La cepa de B bifidum fue depositada con el numero de acceso NCIMB 41171 en la Colección Nacional de Bacterias
Industriales y Marinas (Nacional Collection of Industrial & and Marine Bacteria), Aberdeen, Reino Unido el 31 de
Marzo de 2003. También está descrita en la patente de Reino Unido GB2412380.

Actualmente se ha encontrado que esta cepa de B bifidum produce varias β-galactosidasas, incluyendo una β-
galactosidasa nueva. Esta enzima produce una serie de oligosacáridos diferentes que tienen uniones β.

Según la invención se proporciona una secuencia de ADN que codifica una proteína con una secuencia de aminoá-
cidos según la secuencia SEQ.ID NO: 2. La secuencia de ADN viene dada por la SEQ. ID NO: 1 o puede comprender
un fragmento o degeneración de la misma.

Por “degeneración” se entiende una secuencia de ADN que presenta de 75 a 95% de homología.

Esta secuencia de ADN puede comprender substituciones, adiciones o deleciones de nucleótidos que den como
resultado un cambio en la secuencia de aminoácidos según la SEQ. ID NO: 2 inferior a un 25%. Las substituciones de
nucleótidos pueden producir como resultado sustituciones de aminoácidos conservadoras.

Según un segundo aspecto de la invención se proporciona una enzima codificada por una secuencia de ADN
definida anteriormente. Tal enzima puede comprender la secuencia de aminoácidos dada en SEQ. ID NO: 2 o un
fragmento de la misma.
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Según un tercer aspecto de la invención se proporciona un vector recombinante, preferiblemente un vector de
expresión, que comprende una secuencia de ADN definida anteriormente. Este vector se puede incorporar en una
célula hospedadora, tal como una célula bacteriana, levadura u hongo. Alternativamente, la secuencia de ADN puede
ser incorporada en dicha célula hospedadora. Se puede seleccionar una célula hospedadora adecuada del grupo que
comprende Bifidobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Bacillus por ejemplo Bacillus subtilus o Bacillus circulans,
Escherichia y Aspergillus por ejemplo Aspergillus níger.

Utilizando lactosa como substrato, la enzima codificada por la secuencia de ADN definida anteriormente produce
una mezcla de oligosacáridos, que comprende disacáridos, como Gal (β1-3) Glc, Gal (β1-3) Gal, Gal (β1-6) Gal y Gal
(α1-6) Gal, trisacáridos y tetrasacáridos como Gal (β1-6) Gal (β1-4) Glc, Gal (β1-3) Gal (β1-4) Glc y Gal (β1-6) Gal
(β1-6) Gal (β1-4) Glc.

La enzima o la célula hospedadora descrita anteriormente puede usarse para producir una mezcla de galacto-oligo-
sacáridos que puede formar parte de un producto para mejorar la salud intestinal. Dicho producto puede seleccionarse
del grupo que consiste en productos lácteos (por ejemplo leche líquida, leche en polvo seca tal como la leche entera
en polvo, leche desnatada en polvo, leche desnatada enriquecida en grasa en polvo, suero de leche en polvo, leches
infantiles, leche maternizada, helados, yogur, queso, productos de leche fermentada), bebidas tales como el zumo de
fruta, los alimentos infantiles, cereales, pan, galletas, dulces, pasteles, suplementos alimenticios, suplementos dieté-
ticos, alimentos para animales, alimentos para aves o por supuesto cualquier otro alimento o bebida. La presencia
de galacto-oligosacáridos en dichos productos tiene la ventaja de incrementar el crecimiento de las Bifidobacterium
promotoras de la salud en el producto o en la flora intestinal del consumidor después de la ingesta del producto o en
ambos.

Alternativamente, los oligosacáridos producidos así pueden utilizarse para la preparación de un medicamento, por
ejemplo en forma de comprimido o de cápsula, para evitar la adhesión de los patógenos o de las toxinas producidas
por los patógenos a la pared del intestino. El medicamento puede ser administrado al paciente, por ejemplo después
de un tratamiento con antibióticos, que a menudo altera o destruye la flora intestinal normal sana.

Según aún otro aspecto de la invención se proporciona un proceso para producir una enzima tal y como se define
anteriormente que comprende cultivar una célula hospedadora definida anteriormente en un medio de cultivo adecuado
en condiciones que permitan la expresión de la enzima y recuperar la enzima resultante o los productos enzimáticos
del cultivo.

La invención también esta dirigida a un proceso para producir la mezcla de galacto-oligosacáridos que comprende
poner en contacto la enzima definida anteriormente con un material que contenga lactosa en condiciones que conduz-
can a la formación de la mezcla de galacto-oligosacáridos.

El material adecuado que contenga lactosa puede seleccionarse entre lactosa comercial, leche entera, leche se-
midesnatada, leche desnatada, suero de leche, leche desnatada enriquecida en grasa y suero de leche filtrado. Estos
productos lácteos pueden obtenerse de vacas, búfalas, ovejas o cabras. La leche desnatada enriquecida en grasa se de-
fine como la leche entera que ha sido desnatada para eliminar la grasa de la leche, la cual se reemplaza posteriormente
añadiendo aceite o grasa vegetal.

Breve descripción de los dibujos

La Figura 1 muestra la secuencia de nucleótidos (SEQ. ID NO: 1) de β-galactosidasa de Bifidobacterium bifidum
de la invención; y

La Figura 2 muestra la secuencia de aminoácidos (SEQ. ID NO: 2) correspondiente a la secuencia de nucleótidos
de la Figura 1.

La Figura 3 es un gráfico que muestra el proceso temporal de la reacción durante la síntesis del galacto-oligosa-
cárido con β-galactosidasa y lactosa al 40% (porcentaje en peso) en tampón fosfato 0,1 M a pH 6,0 como substrato;
y

La Figura 4 muestra un cromatograma de intercambio aniónico de alto rendimiento de la mezcla de galacto-
oligosacáridos sintetizada por β-galactosidasa de B. Bifidum NCIMB 41171 utilizando lactosa al 40% (porcentaje en
peso) en tampón fosfato 0,1 M a pH 6,0 como substrato (Glc = Glucosa, Gal = Galactosa, Lac = Lactosa, α (1-6) =
galactobiosa, DP = grado de polimerización del inglés “Degree of polymerization”).

El ADN genómico fue aislado de la cepa (NCIMB 41171) de Bifidobacterium bifidum utilizando el método de
Lawson et al. (1989) Fems Microbiol Letters, 65, (1-2), 41-45. El ADN fue digerido con enzimas de restricción y
los fragmentos con un tamaño de 15 kbp máximo se unieron con el vector pSP72 que había sido digerido con las
mismas enzimas de restricción. Las células de E. coli se transformaron con un vector que contenía las inserciones
del ADN cromosómico digerido de B. bifidum PstI, EcoRI, Bam HI, KpnI, SmaI o HindIII. Se seleccionaron los
clones con actividad β-galactosidasa en placas de agar Luria Bertani que contienen p-nitrofenil, X- β-Gal (5-bromo-4-
cloro-indol-3-indolil-β-D-galactósido) e isopropil- β-D- tiogalactósido (IPTG). Las mezclas de ligación con el ADN
cromosómico Pst I dio lugar a trece clones positivos de β-galactosidasa, uno de los cuales se identificó como pP2.
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La secuenciación de ADN del fragmento de ADN insertado P2 se llevó a cabo utilizando el método de Sanger
de terminación de cadenas por dideoxinucleótidos (Russel P., 2002 iGenetics, Pearson Education, Inc. San Francisco,
187-189) utilizando el kit de secuenciación por ciclo BigDye Terminador V.3.O (Applied Biosystems EE.UU). La
secuencia de ADN de P2 se muestra en la Figura 1 (SEQ.ID NO: 1) .

El marco de lectura abierto (ORF del inglés Open Reading Frame) se localizó utilizando un buscador de ORF del
NCBI (Centro Nacional de Información Biotecnológica). La secuencia de nucleótidos de la Figura 1 se tradujo en
todos los seis posibles marcos de lectura y se identificó un marco de lectura abierto de 738 aminoácidos que codifica
una posible β-galactosidasa. La traducción se muestra en la Figura 2 (SEQ.ID NO: 2).

La presente invención se describirá con más detalle en referencia al siguiente ejemplo.

Ejemplo 1

Materiales y métodos

Todos los productos químicos y medios de preparación utilizados a lo largo de este estudio se obtuvieron de Sigma
(Dorset, Reino Unido), Invitrogen (Paisley, Reino Unido), Oxoid (Basingstoke, Reino Unido), Qiagen (West Sussex,
Reino Unido) y Promega (Southampton, Reino Unido).

Cepas bacterianas

La cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMN 41171) se mantuvo en perlas criogénicas en tubos Microbank a
-70ºC. Para experimentos posteriores, la cepa se revivió en un agar de Wilkinson Chalgren (WC) (Oxoid, Reino
Unido) y en un medio TPY (medio de extracto de levadura tripticasa phytona del inglés Trypticase Phytone Yeast) y
se cultivó anaeróbicamente (composición de CO2 y N2 al 80% y 20% respectivamente) a 37ºC durante 48 horas. La
morfología de la colonia y la ausencia de contaminación se probaron con tinción de gram.

Cepas de E. coli

La cepa de Escherichia coli DH5a utilizada en este estudio se incubó en la forma habitual en condiciones aeróbicas
a 37ºC en un agar de Luria Bertani (LB) o en un caldo (Sambrook J. And Russell W. D) (2001). Molecular cloning:
A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York) y cuando era necesario se suplementó con
antibióticos (100 µg/ml ampicilina y/o 15 µg/ml cloranfenicol) y 40 µl de X-β- Gal al 2%, 7 µl IPTG (isopropil-β- D-
tiogalctosido) al 20% que se aplicaron en la superficie de una placa de agar de 90 mm previamente preparada.

La cepa DH5a de E. coli (Invitrogen, Paisley, Reino Unido) (genotipo: F ϕ80lacZ∆M ∆(lacZYA-argF)U169 recA1
endA1 hsdR17(rk

−, mk
−) phoA supE44 thi-1 gyrA96 relA1λ) es una cepa α-galactosidasa positiva y fue utilizada en

experimentos de expresión y para otras manipulaciones genéticas.

Extracción del ADN genómico de Bifidobacterium bifidum

Se aisló el ADN genómico de la cepa (NCIMB 41171) de Bifidobacterium bifidum utilizando el siguiente método
en el que se preparó el ADN cromosómico a partir de gránulos de células recogidos de 100 ml de caldo anaeróbico
de WC. La células se volvieron a suspender en 10 ml de tampón TES (Tris-HCl 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 10
mM, pH=8) y se trataron con 200 µl de una mezcla de lisozima/mutanolisina (4:1, lisozima 10 mg/ml mutanolisina 1
mg/ml) durante 30 minutos a 37ºC. A continuación las células se trataron con 200 µl de proteinasa K (a 20 mg/ml) y
200 µl de ARNasa (ambos 10 mg/ml) y se incubaron durante una hora a 65ºC. Finalmente las células se trataron con
2 ml de SDS al 10% y se incubaron durante 15 minutos a 65ºC. Se añadieron 12 ml de fenol/cloroformo y se repitió
la extracción hasta que la fase acuosa se pudo separar fácilmente de la interfase. El ADN genómico se precipitó con
isopropanol y se volvió a suspender en Tris-HCl 10 mM- EDTA 1 mM (pH=8). El ADN genómico fue digerido con
enzimas de restricción, se unió a pSP72 digerido después con las mismas enzimas y se trató con fosfatasa alcalina. La
digestión del ADN genómico de B. Bifidum se llevó a cabo utilizando EcoRI, PstI, BamHI, SmaI y KpnI. Las mezclas
de ligación se utilizaron para transformar E. coli DH5a y se identificaron clones positivos de β-galactosidasa como
colonias azules en las placas que contenían X-Gal.

Preparación del Vector de ADN

El vector utilizado en este estudio para el clonado y la expresión fue pSP72 (Promega, Reino Unido) (Krieg, P.A.
y Melton, D.A. 1978). In vitro RNA synthesis with SP6 RNA polymerase. (Methods in Enzymology, 155: 397-415).

Se eligió este vector por la falta de actividad de complementación del fragmento α de β-galactosidasa que no esta
codificado en pSP72. Este vector no lleva el segmento corto del ADN de E. coli que contiene la secuencia reguladora
y la información codificante para los 146 aminoácidos primeros de la β-galactosidasa que en combinación con las
cepas de E. coli (por ejemplo DH5a) que expresan el extremo carboxi-terminal de esta β-galactosidasa dan una β-
galactosidasa activa (complementación α).
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El vector fue digerido con las enzimas de restricción siguientes: PstI, Bam HI, HindIII, SmaI, KpnI, y, EcoRI
según las instrucciones del fabricante utilizando diez veces mas de enzima que de ADN (unidades enzimáticas: µgr
ADN igual a diez unidades de enzima por un µgr de plásmido de ADN o diez unidades enzimáticas por 0,5 pmol de
plásmido de ADN). Después de la inactivación por calor de la enzima (20 min a 65ºC) se analizaron los patrones de
restricción por análisis de electroforesis en gel horizontal. La presencia de un solo fragmento en el gel indicaba la
digestión completa del vector y únicamente la digestión de restricción del mismo.

Se comprobó también la digestión suficiente del vector mediante la transformación de moléculas no ligadas a
células E. coli DH5a competentes. El número de colonias formadas en las placas de agar LB suplementadas con
ampicilina (100 µg/ml) fue un indicador de las moléculas no digeridas y del fondo esperado durante los experimentos
siguientes.

A continuación los vectores se defosforilaron con fosfatasa alcalina de intestino de ternera CIAP (Promega, Sout-
hampton, Reino Unido) siguiendo las instrucciones del fabricante. La eficacia del tratamiento se comprobó por ligación
(con ligasa de ADN del Bacteriófago T4 siguiendo las instrucciones del fabricante) después de la transformación en
las células DH5a. El número de colonias formado representaba el número de moléculas recircularizadas (vectores no
clonados) y al restar de las mismas las colonias formadas sin tratamiento con el vector CIAP se obtuvo el número de
vectores no defosforilados.

Construcción de la Biblioteca de ADN Genómico

El ADN genómico se digirió parcialmente con seis enzimas de restricción que reconocen las secuencias de he-
xanucleotidos frecuentes en los ADN procariotas. EcoRI, BamHI , PstI, KpnI, SmaI y HindIII son endonucleasas de
restricción de tipo II que reconocen específicamente las secuencias 5’G/AATTC’3, 5’G/GATCC’3, 5’CTGCA/G’3,
5’GGTAC/C3’, 5’CCC/GGG3’ y 5’A/AGCTT3’ respectivamente, y realizan rupturas en la doble hebra dentro de es-
tas secuencias generando protuberancias 5’ de cuatro nucleótidos, AATT, GATC, AGCT en el caso de EcoRI, BamHI
y Hind III respectivamente, y protuberancias 3’, ACGT, GTAC en el caso de PstI y KpnI respectivamente y extremos
romos en el caso de SmaI.

Todas estas enzimas eran activas y capaces de escindir ADN solamente en presencia de iones de magnesio diva-
lentes. Estos iones fueron el único cofactor requerido.

Digestión de restricción del ADN

Todas las digestiones de restricción de las muestras de ADN genómico se incubaron durante 2 horas a 37ºC y
finalmente se inactivaron por calor a 65ºC durante 20 minutos. Después las reacciones se enfriaron a temperatura
ambiente y se añadió la cantidad adecuada de tampón de carga, seguido de mezclado suave en un capilar de vidrio
sellado. A continuación se cargaron las disoluciones en pocillos de un gel de agarosa al 0,8% (fuente de alimentación
4-5 volts/cm durante 14-16 horas) y el tamaño del ADN digerido se estimó con el de estándares de ADN de 1kb
(Promega, Reino Unido) (Sambrook J, Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2002)).

Purificación de los fragmentos generados después de la digestión de restricción

La purificación de los fragmentos de las mezclas de reacción y de los geles de agarosa se realizó utilizando el kit
de extracción en gel QIAEX de Qiagen (West Sussex, Reino Unido). Los protocolos están descritos detalladamente
en el manual del fabricante.

Transformación y ligación del ADN

Después de la purificación de los fragmentos de ADN con el kit de extracción en gel QIAEX, se ligaron con
el vector pSP72 tratado con CIAP. Para la ligación, se transfectaron las cantidades adecuadas de ADN a tubos de
microfuga estériles de 0,5 ml como se muestra en la Tabla 1.
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TABLA 1

Mezclas de ligación

El tubo A muestra el número de vectores de ADN auto-ligados que deben ser sustraídos del número total de
transformantes después de la transformación. El tubo B muestra la ligación del vector con los fragmentos de ADN y
el tubo C muestra el control para poder calcular la eficacia de la transformación.

Antes de cada ligación los fragmentos de ADN se calentaron a 45ºC durante 5 minutos para fundir cualquier
extremo cohesivo que anillarse durante la preparación de los fragmentos. Se eligió una proporción molar vector: inserto
de ADN de 1:1 para todas las reacciones de ligación y la reacción de ensamblado se realizó según las instrucciones de
Promega.

Se añadió a los tubos A y B 1,0 µl de tampón de ligación x 10 y 0,5 unidades Weiss de ligasa de ADN T4 (Pormega,
Reino Unido) y el volumen de ligación se ajustó a 10 µl con agua grado para biología molecular. Se añadió a los tubos
C 1,0 µl de tampón de ligación x 10 y el volumen de ligación se ajustó a 10 µl con agua grado para biología molecular.

Se añadieron los fragmentos de ADN a los tubos junto con el agua y después se calentaron a 45ºC durante 5
minutos para fundir cualquier extremo cohesivo que anillase durante la preparación. El ADN se enfrió a 0ºC antes de
añadir el resto de los reactivos de ligación y las mezclas de reacción se incubaron durante la noche a 16ºC (Sambrook
and Russell, 2001).

Después de la precipitación con etanol y la purificación de los fragmentos ligados (para eliminar la mezcla de
ligación que causa una reducción de la eficacia de la transformación) se llevaron a cabo las transformaciones según
las instrucciones de Hanahan. Se añadieron ∼50 ng de ADN ligado en 5 µl de disolución a 100 µl de células DH5a
competentes. Después del tratamiento de calentamiento y de la expresión del gen de resistencia a la ampicilina las
células se extendieron sobre la superficie de las placas LB que contenían ampicilina (100 µg/ml), X-β-Gal (40 µl de
X-β-Gal al 2%) y IPTG (7 µl de IPTG al 20%).

Se midió el número de transformantes de cada reacción de ligación. El número de transformantes obtenido nor-
malmente en el tubo C fue de 2x105 - 1x106 cfu/µg mientras que en el tubo A fue de 500-600 cfu/µg. El número
de transformantes del tubo A era una indicación de la eficacia del tratamiento del vector de ADN. El número de
transformantes del tubo B estaba en un intervalo a partir de 2-4x104 cfu/µg.

Número de transformantes

Las mezclas de ligación con ADN cromosómico de PstI dieron lugar a 13 clones positivos de β-galactosidasa
de entre los ∼2500 transformantes analizados mientras que con BamHI dieron lugar a 3 clones positivos (∼1300
transformantes analizados), con KpnI dieron lugar a 7 clones positivos (∼2000 transformantes analizados), con SmaI
dieron lugar a 3 clones positivos (∼1600 transformantes analizados) y con HinIII dieron lugar a 2 clones positivos
(∼1200 transformantes analizados).

Digestión de clones positivos

Para identificar los genes de las diferentes β-galactosidasas, los plásmidos aislados de los clones positivos fueron
digeridos según la siguiente tabla.
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Los análisis de la electroforesis en gel de los fragmentos generados después de la digestión mostraron que cada
uno de los plásmidos pB1, pP1, pP2 y Pp11 tiene un inserto que codifica una β-galactosidasa diferente. Los clones que
contienen P2 se utilizaron para análisis posteriores.

Secuenciación de ADN

La secuenciación del ADN se efectúo con el método de Sanger de terminación de cadenas por dideoxinucleótidos
utilizando el kit de secuenciación por ciclo BigDye Terminador v.3.0 (Applied Biosystems EE.UU) y se analizó con
el ABI Prism 3100, un sistema de análisis de ADN basado en la fluorescencia que incorpora electrofóresis capilar.

Los extremos 5’ y 3’ de los fragmentos de insertos de ADN se secuenciaron con cebadores específicos de los vecto-
res. A continuación los insertos se secuenciaron utilizando el Sistema de Cebadores Genómico (GPS-1) (New England
Biolabs, Reino Unido). GPS-1 es un sistema in vitro basado en el transposón TN7 que utiliza la Transposasa TnsABC
para insertar el Transposón aleatoriamente en el ADN diana. Se utilizó una proporción de masa donante: ADN diana
de 1:4 siguiendo las instrucciones del fabricante. El número de plásmidos aislados para la secuenciación después de
la inserción del Transcebador en el plásmido diana fue de 25. Este número se calculó siguiendo las instrucciones del
fabricante y supone una profundidad de cobertura de cinco veces.

Debido a la larga secuencia de nucleótidos del plásmido pP2 que codifica la proteína P2, se seleccionó para ser se-
cuenciada únicamente la parte que contiene el gen de la β-galactosidasa. La enzima inactivada después de la inserción
del inserto de transposasa en una posición aproximada de 172 pb del fragmento secuenciado indicaba que el codón
de iniciación se encontraba aguas arriba de esta posición. De manera similar, la inserción del inserto en la posición
2882bp eliminó completamente la actividad de la enzima indicando que el codón de finalización se encontraba aguas
abajo de esta posición. Además la actividad de la enzima se eliminó completamente con la inserción de los insertos
en las posiciones 262pb, 331pb, 375pb, 621pb, 866pb,1348pb, 1358pb, 1394pb, 1513pb, 1704pb, 2128pb, 2519pb en
relación con el primer nucleótido que había sido secuenciado.

El análisis del dominio N-terminal con el software SignaIIP y PSORT. No mostró la señal de ningún péptido,
indicando que P2 no se secretaba extracelularmente.
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La mezcla de reacción de secuenciación contenía aproximadamente 400-600 ng de plásmido de ADN, 3,2 pmol de
disolución de cebador y 4 µl de disolución Terminator BigDye.

Identificación del marco de lectura abierto

El marco de lectura abierto (ORF) de P2 se localizó utilizando el buscador ORF de NCBI en la dirección web
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf.html). Se utilizó el código genético de la bacteria y se determino que la longitud del
marco era de 100bp. La secuencia del nucleótido se tradujo en todos los seis posibles marcos de lectura y se identificó
un marco de lectura abierto de 738 aminoácidos que codifica una posible β-galactosidasa (la traducción se muestra en
la figura 2).

Ejemplo 2

Síntesis con la enzima β-galactosidasa clonada aislada de Bifidobacterium bifidum NCIMB 41171 en el hospedador
E. coli (cepa DH5a)

La síntesis descrita a continuación, a no ser que indique lo contrario, se efectúo con la totalidad de las células
hospedadores de E. coli DH5a después del tratamiento de la biomasa de E. coli (recogida por centrifugación a 10.000
g) con tolueno a una concentración de 2000 ppm para incrementar la permeabilidad celular y también para hacer las
células no viables destruyendo la membrana citoplásmica. La biomasa de E. coli se preparo como se ha descrito en
ejemplo 1 bajo la denominación de “Cepas de E. coli”.

Síntesis con la enzima clonada

La síntesis con la β-galactosidasa se efectúo con una concentración de substrato del 40% (proporción en peso) de
concentración inicial de lactosa. La disolución de síntesis se preparo con un tampón fosfato 0,1 M a pH = 6,0 que
contiene 1 g/l de Tween 80 (monooleato de polioxietileno (20) sorbitán) adicional. La síntesis se efectúo a 40ºC en
un baño de agua con agitación a 150 rpm. El pH óptimo para la enzima específica se eligió en base a las medidas de
actividad (utilizando como substrato O-nitrofenil-β-D-galactopiranosido) de una preparación enzimática específica a
varios valores de pH.

Para la síntesis de galacto-oligosacáridos se utilizaron 2 ml del sobrenadante del lisado celular (después de la
ruptura de las células de E. coli con una Prensa Francesa) con 8 g de lactosa al 50% (porcentaje en peso) para obtener
una concentración de substrato final del 40% (porcentaje en peso). Esta preparación enzimática tenia una actividad de
735 U/ml.

Las concentraciones de los distintos azucares presentes en la mezcla durante la síntesis se muestran en la Figura
3. En la Figura 4 se muestra la cromatografía de intercambio aniónico de alto rendimiento acoplada a un cromato-
gramas de detección amperométrica pulsada (HPAEC-PAD) de las mezclas de galacto-oligosacaridos sintetizados por
la β-galactosidasa clonada de B. Bifidum NCIMB 41171. Las concentraciones de azúcar de la mezcla de galacto-
oligosacáridos en el momento óptimo de síntesis se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1

Composición de hidratos de carbono de la síntesis de galacto-oligosacáridos a una concentración de lactosa inicial
del 40% (proporción en peso) en el momento en el que se observó la concentración máxima de oligosacáridos

Lac: Lactosa, Glc: Glucosa, Gal: galactosa, DP: grado de polimerización
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REIVINDICACIONES

1. Una secuencia de ADN que codifica una β-galactosidasa, donde la secuencia se selecciona entre la secuencia da-
da en SEQ. ID NO: 1 o de un fragmento o una degeneración de la misma, teniendo dicha degeneración una homología
de 75% a 95%.

2. La secuencia de ADN según la reivindicación 1, donde dicha secuencia comprende sustituciones, adiciones o
deleciones de nucleótidos que tienen como resultado un cambio en la secuencia de aminoácidos según la SEQ. ID NO:
2 inferior al 25%.

3. Una secuencia de ADN según la reivindicación 1 o reivindicación 2, donde dicha secuencia comprende sustitu-
ciones de nucleótidos que tienen como resultado substituciones de aminoácidos conservadoras.

4. Una enzima β-galactosidasa codificada por una secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
3.

5. Una enzima β-galactosidasa que comprende una secuencia de aminoácidos según SEQ. ID NO:2.

6. Un vector recombinante que comprende una secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

7. El vector según la reivindicación 6, donde dicho vector es un vector de expresión.

8. Una célula hospedadora que es una célula de levadura, una célula de hongo o una célula bacteriana seleccio-
nada del grupo que consiste en Lactococcus, Lactobacillus, Escherichia, Bacillus y Aspergillus que comprende una
secuencia de ADN de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

9. Una célula hospedadora que comprende el vector de la reivindicación 6 o de la reivindicación 7.

10. La célula hospedadora según la reivindicación 8 o reivindicación 9, donde la célula se selecciona del grupo que
consiste en Bacillus subtilis, Bacillus circulans y Aspergillus Níger.

11. Uso de una enzima de la reivindicación 4 o reivindicación 5, o de una célula de una cualquiera de las reivindi-
caciones 8 a 10, para producir una mezcla de oligosacáridos.

12. Uso de una enzima de la reivindicación 4 o reivindicación 5, o una célula de una cualquiera de las reivindi-
caciones 8 a 10, para producir una mezcla de oligosacáridos que sea parte de un producto seleccionado del grupo
que consiste en productos lácteos, tales como leche líquida, leche en polvo seca, leches infantiles, leche maternizada,
helado, yogur, queso, productos de leche fermentada, bebidas tales como zumo de fruta, alimentos infantiles, cereales,
pan, galletas, dulces, pasteles, suplementos alimenticios, suplementos dietéticos, productos comestibles probióticos,
productos comestibles prebióticos, alimentos para animales, alimentos para aves y medicamentos.

13. Uso de una célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, para producir un producto
seleccionado del grupo que consiste en productos lácteos, tales como leche líquida, leche en polvo seca, leches in-
fantiles, leche maternizada, helado, yogur, queso, productos de leche fermentada, bebidas tales como zumos de fruta,
alimentos infantiles, cereales, pan, galletas, dulces, pasteles, suplementos alimenticios, suplementos dietéticos, pro-
ductos comestibles probióticos, productos comestibles prebióticos, alimentos para animales, alimentos para aves y
medicamentos.

14. Un proceso para producir una enzima de la reivindicación 4 o reivindicación 5, que comprende cultivar una
célula hospedadora de una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10 en un medio de cultivo adecuado en condiciones
que permita la expresión de dicha enzima y recuperar la enzima resultante del cultivo.

9



ES 2 342 125 T3

10



ES 2 342 125 T3

11



ES 2 342 125 T3

12



ES 2 342 125 T3

13



ES 2 342 125 T3

14



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 342 125 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110>MCDONALD, Sarah C

<120> Producto y proceso

<130> 14011:KG

<150> GB 0606112.1
<151> 2006-03-28

<160> 2

<170> PatentIn version 3.4

<210> 1
<211> 4395
<212> ADN
<213> Bifidobacterium bifidum

<220>
<221> Beta-galactosidasa
<222> (1)..(4395)

<400> 1
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<210> 2
<211> 738
<212> PRT
<213> Bifidobacterium bifidum

<220>
<221> Beta-galactosidasa
<222> (1)..(738)

<400> 2
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