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Resumo: BETA-GALACTOSIDASE COM ATIVIDADE
TRANSGALACTOSILANTE A presente invengéo esta relacionada com
um nova [(-galactosidase com atividade transgalactosilante, isolada do
microorganismo Bifidobacterium bifidum. Ap-galactosidase é capaz de
converter a lactose em uma mistura de galactooligossacarideos que
sé@o Pligados e indesejavelmente produz a dissacarideo galactobiose
a-ligada. A mistura pode ser incorporada em numerosos produtos
alimenticios e ragdes animais para a melhora da saude intestinal,
promovendo o crescimento de bifidobactéria no intestino, e reprimindo
o crescimento da microflora patogénica.
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“‘BETA-GALACTOSIDASE COM ATIVIDADE TRANSGALACTOSILANTE”

A presente invengéo esta relacionada com um nova B-galactosidase com atividade
transgalactosilante, capaz de converter a lactose em uma mistura de galactooligossacari-
deos. Em particualar, esta relacionada com uma B-galactosidase isolada de uma cepa de

5  Bifidobacterium bifidum recentemente descoberta.

A invengdo esta relacionada particularmente com seqiiéncias de DNA que codifi-
cam a nova enzima isolada g-galactosidase, para a enzima codificada por uma tal seqiiéncia
de DNA e para uma célula de hospedeiro, compreendendo a seqiiéncia de DNA ou conten-
do um vetor recombinante incorporando a seqiiéncia de DNA. A invengdo também esta rela-

10 cionada com o uso da enzima codificada por uma seqiiéncia de DNA, ou da célula do hos-
pedeiro contendo uma seqiiéncia de DNA ou vetor recombinante, para produzir galactooli-
gossacarideos.

As bifidobactérias colonizam naturalmente o baixo trato intestinal, um meio ambien-
te que € pobre em mono e dissacarideos, ja que tais agUcares sdo preferivelmente consu-

15 midos pelos hospedeiros e microorganismos presentes no alto trato intestinal. A fim de so-
breviver no baixo trato intestinal, as bifidobactérias produzem varios tipos de exo- e endogli-
cosidases ligadas a superficie e/ou nas formas extracelulares, através das quais elas podem
utilizar diversos carboidratos.

Além da atividade de hidrolase, algumas enzimas produzidas pelas bifidobactérias

20  mostram atividade de transferase. Essa atividade de transglicosilagdo de glicosidases é ex-
tensivamente utilizada para a sintese enzimatica de varios oligossacarideos, para os quais
ja foi provado que atuam como fatores de promogao de crescimento das bifidobactérias.

E de conhecimento que os membros das bifidobactérias produzem enzimas g-
galactosidase, que estdo envolvidas no metabolismo bacteriano da lactose. Mgaller, P.L. et al

25 em Appl & Environ. Microbial., (2001), 62, (5), 2276-2283 descrevem o isolamento e a carac-
terizagéo dos genes dessas trés B-galactosidases de uma cepa da bactéria Bifidobacterium
bifidum. Eles consideraram que todas essas trés B-galactosidases foram capazes também
de catalisar a formagéo de galactooligossacarideos beta-ligados através de transgalactosila-
géo.

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

macgao de oligossacarideos através de uma reagdo de transgalactosilagdo durante a hidréli-

se da lactose com o microorganismo Bifidobacterium bifidum DSM 20456. A sua andlise da
estrutura da mistura de oligossacarideos produzida mostrou que as unides foram unides 8-
(1 — 3), B-(1 — 6) e B-(1 — 4)-D-galactosil. Dumortier sugeriu que os compostos produzidos

35 pelos microorganismos Bifidobacterium bifidum estdo envolvidos na aderéncia da bactéria
no intestino grosso.

WO 01/90317 descreve uma nova pB-galactosidase do microorganismo g-
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galactosidase, em particular uma versdo truncada da enzima que possui uma alta atividade
transgalactosilante.

Foi considerado que uma cepa do microorganismo Bifidobacterium bifidum é capaz
de produzir uma atividade da enzima galactosidase que converte a Iactoée em uma nova
mistura de galactooligossacarideos que contém indesejavelmente até 35% de dissacari-
deos, incluindo galabiose (Gal (a 1-6) — Gal). Esse dissacarideo é conhecido (consultar Pa-
ton, J C e Paton, AW (1998), Clin. Microbiol. Revs., 11, 450-479; Carlsson, K A (1989), Ann.

Reviews Bichem., 58, 309-350) por ser um anti-adesivo capaz de prevenir a adesao de toxi-

nas, por exemplo, toxina de Shiga e patégenos, tais como E. coli, para a parede do intestino.

Essa cepa do microorganismo Bifidobacterium bifidum foi depositada sob o numero
de acesso NCIMB 41171 na Colegdo Nacional de Bactérias Industriais e Marinhas, Aberde-
en, UK em 31 de margo de 2003. Ela esta descrita também na Patente UK N° 2 412 380.

Agora foi descoberto que essa cepa do microorganismo Bifidobacterium bifidum
produz varias f-galactosidases, incluindo a nova B-galactosidase. Essa enzima produz um
nuamero de oligossacarideos diferentes que sao S-ligados.

De acordo com essa invengéo, € fornecida uma seqiiéncia de DNA que codifica
uma proteina com uma seqiiéncia de aminoacidos conforme fornecido na SEQ. ID NO: 2 ou
hibridiza sob rigorosas condigées para a seqiéncia de DNA que codifica essa proteina. A
sequiéncia de proteina é fornecida na SEQ. ID NO: 1 ou pode compreender um fragmento
ou seu degenerativo.

A frase “degenerativo” é construida para significar uma seqiiéncia de DNA que € no
minimo 50% homologa para SEQ. ID NO: 1, preferivelmente 50 até 98% homdloga, mais
preferivelmente de 75 até 95% homéloga.

Tal seqtiéncia de DNA pode compreender substituicoes, adigdes ou delegdes de
nucleotideo, que resultam em menos do que 60%, preferivelmente menos do que 45%, mais
preferivelmente menos do que 25% de mudanga na seqiiéncia de aminoacidos mostrada na
SEQ. ID NO: 2. As substituicdes de nucleotideo podem resultar em substituigbes conserva-
doras de aminoacidos.

De acordo com um segundo aspecto da invengéo, é fornecido uma enzima codifi-
cada por uma sequéncia de DNA conforme definido acima. Tal enzima pode compreender a
seqliéncia de aminoacidos fornecida em SEQ. ID NO: 2 ou um seu fragmento.

De acordo com um terceiro aspecto da invengédo, é fornecido um vetor recombinan-
te, preferivelmente um vetor de expressdo, compreendendo uma seqiiéncia de DNA con-
forme definido acima. Tal vetor pode ser incorporado em uma célula de hospedeiro, tal como
uma célula bacteriana, célula de levedura ou célula de fungo. Alternativamente, a seqtiéncia
de DNA pode ser incorporada em tal célula de hospedeiro. Uma célula de hospedeiro ade-

quada pode ser selecionada do grupo que compreende Bifidobacterium, Lactococcus, Lac-
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tobacillus, Bacillus, por exemplo, Bacillus subtilus ou Bacillus circulans, Escherichia e As-
pergillus, por exemplo, Aspergillus niger.

Utilizando lactose como um substrato, a enzima codificada pela sequéncia de DNA,
conforme definido acima, produz uma mistura de oligossacarideos, compreendendo dissa-
carideos, tais como Gal (81 - 3) Glc, Gal (81 - 3) Gal, Gal (81 - 6) Gal e Gal (a1 - 6) Gal,
trissacarideos e tetrassacarideos, tais como Gal (81 - 6) Gal (81 -4) Glc, Gal (81 - 3) Gal (81
-4) Glc e Gal (B1 - 6) Gal (81 - 6) Gal (81 - 4) Glc.

A enzima ou a célula de hospedeiro, conforme descrito acima, pode ser utilizada
para produzir uma mistura de galactooligossacarideos, que podem formar parte de um pro-
duto para melhorar a saude intestinal. Tal produto pode ser selecionado do grupo que con-
siste de produtos laticinios (por exemplo, leite liquido, leite em po6, tal como leite em p6 inte-
gral, leite em p6 desnatado, leite em pé semi-desnatado, pés a base de soro, leites para
bebés, formulas para bebés, sorvetes, iogurte, queijo, produtos laticinios fermentados), be-
bidas, tais como suco de fruta, alimentos infantis, cereais, paes, biscoitos, doces, bolos, su-
plementos alimentares, produtos dietéticos, ragdo animal, ragdo para aves domésticas ou,
de fato, qualquer outro alimento ou bebida. A presenga de galactooligossacarideos em tais
produtos possui a vantagem de intensificar o crescimento da Bifidobacterium que promove a
saude, no produto ou na flora intestinal do consumidor apés a ingestdo do produto ou am-
bos.

Alternativamente, os oligossacarideos assim produzidos podem ser utilizados para
a preparagédo de um medicamento, por exemplo, na forma de comprimido ou capsula, para a
prevencdo da adesdo de patégenos ou toxinas produzidas pelos patdégenos a parede do
intestino. O medicamento pode ser administrado a um paciente, por exemplo, apés o curso
de tratamento com antibiético, que freqliientemente altera ou mesmo destréi a flora intestinal
sadia normal.

De acordo com ainda um outro aspecto da invengao, € fornecido um processo para
a producado de uma enzima conforme definido acima que compreende a cultura de uma cé-
lula de hospedeiro conforme definido acima em um meio de cultura adequado sob condigdes
que permitem a expressdo da enzima e a recuperagdo da enzima resultante ou produtos a
base de enzima da cultura.

A invengao esta direcionada também para um processo para a produgdo da mistura
de galactooligossacarideos que compreende o contato da enzima conforme definido acima
com um material contendo lactose sob condigdes que conduzem a formagdo da mistura de
galactooligossacarideo.

O material adequado contendo lactose pode ser selecionado da lactose, leite inte-
gral, leite semi-desnatado, leite desnatado, soro, leite semi-integral e soro impregnado dis-

ponivel comercialmente. Tais produtos laticinios podem ser obtidos de vacas, bufalos, ove-
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Ihas e cabras. Leite semi-integral é definido como leite integral do qual foi retirada a nata,
que é subseqiientemente substituida através da adigdo de gordura ou 6leo vegetal.

DESCRIGCAO BREVE DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra a seqiiéncia de nucleotideos (SEQ. ID NO: 1) do microorganismo
Bifidobacterium bifidum B-galactosidase da invengéo; e

A Figura 2 mostra a sequéncia de aminoacidos (SEQ. ID NO: 2) correspondendo a
sequéncia de nucleotideos da Figura 1.

A Figura 3 é um grafico que mostra a reagdo de curso do tempo durante a sintese
de galactooligossacarideo com B-galactosidase e lactose 40% (p/p) em tampao de fosfato
0.1M em pH 6.0 como substrato; e

A Figura 4 mostra um cromatograma de troca aniénica de alto desempenho da mis-
tura de galactooligossacarideo sintetizado pela S-galactosidase do microorganismo B. bifi-
dum NCIMB 41171 utilizando lactose 40% (p/p) em tamp&o de fostato 0.1M em pH 6.0 como
substrato (Glc = glicose, Gal = galactose, Lac = lactose, a (1 — 6) = galactobiose, DP = grau
de polimerizagao).

O DNA gendmico foi isolado da cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) uti-
lizando o método de Lawson et al. (1989) Fems Microbiol Letters, 65, (1-2), 41-45. O DNA

foi digerido com enzimas de restrigdo e fragmentos possuindo uma dimensao maxima de 15

kbp foram ligadas com o vetor pSP72, que foi digerido com as mesmas enzimas de restri-
¢ao. As células de E. coli foram transformadas com um vetor contendo insergdes consistindo
de Pstl, Eco RI, Bam HI, Kpnl, Smal digerido de DNA cromossomal do microorganismo B.
bifidum. Os clones com atividade B-galactosidase foram selecionados nas placas de Agar
Luria Bertani contendo p-nitrofenil, X-8-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-galactosideo) e
isopropil-B-D-tiogalactosideo (IPTG). As misturas de ligagdo com Pst | DNA cromossomal
forneceram aumento para 13 clones B-galactosidase positivos, um dos quais é identificado
como pP2.

O sequenciamento de DNA no fragmento P2 de DNA inserido foi realizado utilizan-
do o método de Sanger de terminagdo de cadeia dideoxi (Russel P., 2002 iGenetics, Pear-
son Education, Inc., San Francisco, 187-189), utilizando o kit de seqienciamento de ciclo
V.3.0 BigDye Terminator (Applied Biosystems, USA). A seqiiéncia de DNA de P2 é mostra-
da na Figura 1 (SEQ. ID NO: 1).

A estrutura de leitura aberta (ORF) foi localizada através da utilizagéo do localizador
ORF da NCBI (National Center of Biotechnology Information). A sequiéncia de nucleotideo
da Figura 1 foi traduzida em todas as seis estruturas de leitura possiveis e uma estrutura de
leitura aberta de 738 aminoacidos que codificam uma suposta B-galactosidase foi identifica-
da. A tradugdo é mostrada na Figura 2 (SEQ. ID NO: 2).

A presente invengdo sera também descrita através de forma de referéncia para o
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seguinte exemplo.

Exemplo 1

Materiais e Métodos

Todos os produtos quimicos e preparagdes de meios de cultura utilizados ao longo
desse estudo foram obtidos das empresas Sigma (Dorset, UK), Invitrogen (Paisley, UK),
Oxoid (Basingstoke, UK), Qiagen (West Sussex, UK) e Promega (Southampton, UK).

Cepas de Bactérias

A cepa Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) foi mantida em glébulos criogénicos
em tubos Microbank a temperatura de -70°C. Para experimentos posteriores, a cepa foi revi-
vificada em meio Agar Wilkinson Chalgren (WC) (Oxoid, UK) e meio TPY (meio de extrato
de levedura tripticase fitona) e cresceu anerobicamente (composicao de CO, e N,, 80% e
20%, respectivamente) a temperatura de 37°C durante 48 horas. A morfologia da colnia e a
auséncia de contaminagao foram testadas através de coloragéo de gram.

Cepas de E. coli

A cepa de Escherichia coli DH5a utilizada nesse estudo foi comumente incubada
sob condigdes aerébicas a temperatura de 37°C em meio agar ou caldo Luria Bertani (LB)
(Sambrook J. e Russel W. D. (2001). Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring
Harbor Laboratory Press, New York) e quando necessario, foi suplementada com antibiéti-
cos (100 ug/ml de ampicilina e/ou 15 pg/ml de cloranfenicol) e 40 ul de X-B-Gal 2%, 7 ul de
IPTG (isopropil-8-D-tiogalactosideo), que foram aplicados na superficie de uma placa de
agar 90 mm semi-pronta.

A cepa de E. coli DH5a (Invitrogen, Paisley, UK) (genoétipo: F ¢80/acZAM
A(lacZYA-argF)U169 recA1 endA1 hsdR17(r’, m)phoAsupE44 thi-1 gyrA96relA1A) é uma
cepa a-galactosidase positiva e foi utilizada nos experimentos de expressado e para outras
manipulagdes genéticas.

Extracdo de DNA Gendmico do microorganismo Bifidobacterium bifidum

O DNA gendmico foi isolado da cepa de Bifidobacterium bifidum (NCIMB 41171) uti-

lizando o seguinte método no qual o DNA cromossomal foi preparado da pelota de célula

coletada de 100 ml de caldo WC anaerébio. As células foram submetidas a re-suspensao
em 10 ml de tampao TES (Tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl , pH8) e tratadas com 200 pl
de proteinase K (em 20 mg/ml) e 200 pl de RNase (ambos 10 mg/ml) e incubadas por uma
hora a temperatura de 65°C. O volume de 12 ml de fenol/cloroférmio foi adicionado e a ex-
tragdo foi repetida até que a fase aquosa pudesse ser facilmente separada da interfase. O
DNA gendmico foi precipitado com isopropanol e submetido a resuspensao em Tris-HCI 10
mM — EDTA 1 mM (pH8). O DNA gendmico foi, entdo, digerido com fosfatase alcalina. A
digestdao do DNA gendmico do microorganismo B. bifidum foi realizada utilizando EcoR,
Pstl, BamHI, Smal e Kpnl. As misturas de ligagao foram utilizadas para transformar DH5a de
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E. coli e os clones B-galactosidase positivos foram identificados como colénias azuis nas
placas contendo X-Gal.

Preparagéo do Vetor DNA

O vetor utilizado para clonagem e expressdo ao longo de todo esse estudo foi o
pSP72 (Promega, UK) (Krieg, P.A. e Melton, D. A. (1987). In vitro RNA synthesis with SP6
RNA polymerase. Methods in Enzymology. 155: 397-415).

Esse vetor foi selecionado devido a falta de atividade de complementagéo do frag-
mento a da f-galactosidase, que é codificada em pSP72. Esse vetor ndo carrega o segmen-
to curto do DNA de E. coli contendo a seqliéncia regulatéria e a informagao codificadora
para os primeiros 146 aminoacidos da B-galactosidase, que em combinagdo com as cepas
de E. coli (isto &, DH5a), que expressam a porg¢do carboxi-terminal dessa B-galactosidase,
esta fornecendo uma B-galactosidase ativa (complementacgéao a).

O vetor foi digerido com as seguintes enzimas de restrigdo: Pstl, BamHI, Hindlll,
Smal, Kpnl e EcoRI, de acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando um excesso de
10 vezes a enzima sobre o DNA (unidades de enzima: ygr de DNA equivalente as dez uni-
dades de enzima por uma ugr de DNA de plasmideo ou dez unidades de enzima por 0.5
pmol de DNA de plasmideo). Apos a inativagdo térmica da enzima (20 minutos a temperatu-
ra de 65°C), os padrbes de restricdo foram analisados através de analise de eletroforese
horizontal com gel. A presenga de um fragmento Unico no gel indica a completa digestao do
vetor e a digestdo de restrigdo do mesmo.

A digestao suficiente do vetor foi testada também através da transformagéo de mo-
léculas ndo ligadas em células de E. coli DH5a viaveis. O numero de coldnias formadas em
placas de agar LB suplementadas com ampicilina (100 pg/ml) foi um indicador das molécu-
las ndo digeridas e a base esperada durante os experimentos subseqientes.

Os vetores também foram desfosforilados com uma fosfatase alcalina de intestino
de bezerro, CIAP (Promega, Southampton, UK), de acordo com as instrugdes do fabricante.
A eficiéncia do tratamento foi testada através da ligagdo (com T4 DNA ligase de Bacteri6fa-
go, de acordo com as instrugdes do fabricante), apds transformagdo nas células DH5a. O
nimero de coldnias formadas mostrou o nimero de moléculas arredondadas (vetor nao clo-
nado) e uma subtragdo das col6nias acima das colénias formadas sem o tratamento do ve-
tor CIAP mostrou o nimero de vetores ndo desfosforilados.

Construcdo da Biblioteca de DNA Gendémico

O DNA gendmico foi parcialmente com seis enzimas de restrigdo que reconhecem
freqliientemente as seqliéncias de hexa-nucleotideos, que ocorrem dentro do DNA procarié-
tico. EcoRI, BamHI, Pstl, Kpnl, Smal e Hindlll sdo endonucleases de restrigdo tipo Il, que
reconhecem especificamente as seqiiéncias 5'G/AATTC'3, 5°G/GATCC'3, 5°CTGCA/G3,
5°GGTAC/C3’, 5"CCC/GGG3" e 5’ A/AGCTT3’ respectivamente, e fazem o duplo filamento
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se quebrar dentro dessas sequiéncias, gerando projecdes de 5 dos 4 nucleotideos, AATT,
GATC, AGCT para EcoRI, BamHI e Hindlll, respectivamente, e proje¢cdes de 3, ACGT,
GTAC para Pstl e Kpnl respectivamente e pontas obtusas para Smal.
Todas essas enzimas foram ativas e habilitadas para clivagem de DNA somente na
presenca de ions de magnésio divalente. Esses ions foram os unicos cofatores necessarios.
Digestdo de Restricdo do DNA

Todas as digestdes de restricdo das amostras de DNA gendmico foram incubadas
durante 2 horas a temperatura de 37°C e finalmente submetidas a inativagao térmica a tem-
peratura de 65°C durante 20 minutos. As reacgoes foram, entdo, resfriadas até a temperatura
ambiente e a quantidade adequada de tampao de carga foi adicionada, apés a leve mistura
com um capilar de vidro selado. As solugées, entado, foram carregadas nos pogos de uma
placa com gel de agarose 0.8% (fornecimento de energia de 4 - 5 volts/cm para 14 — 16 ho-
ras) e a dimensdo do DNA digerido foi estimado com aquela dos padroes de DNA de 1 kbp
(Promega, UK) (Sambrook J. Molecular Cloning: A Laboratory Manual (2002)).

Purificacdo dos fragmentos gerados apés a digestéo de restricdo

A purificagdo de fragmento das misturas de reagdo e os géis de agarose foi realiza-
da através do uso do kit de extragdo de gel QIAEX da empresa Qiagen (West Sussex, UK).
Os protocolos estdo descritos com detalhes no manual do fabricante.

Ligacao e Transformacdo do DNA

Apds a purificagdo dos fragmentos de DNA com o kit de extragdo de gel Qiaxex, e-
les foram ligados com o vetor pSP72 tratado com CIAP. Para a ligagdo, as quantidades a-
propriadas de DNA foram transferidas para tubos de microcentrifuga de 0.5 ml, conforme
mostrado na Tabela 1.

Tubo | DNA

A | Vetor (15 fmoles [ ~ 29.7 ng] )

B Vetor (15 fmoles ~ 29.7 ng de DNA) mais insert
(15 fmoles ~ 69.3 ng de material estranho)

C Controle pUC (0.056 fmoles [ ~ 100 pg] )

A proporgéo molar do vetor de DNA de plasmideo para inserir um fragmento de DNA
deveria ser de ~ 1:1 na reagao de ligagdo. A concentragdo de DNA final deveria ser de

~10 ng/ul.

Tabela 1: Misturas de ligagdo. O tubo A mostra os nimeros de vetor de DNA auto-
ligado, que deve ser subtraido na ordem do nimero total de trasnformantes apés a trans-
formagao. O tubo B mostra a ligagdo do vetor com os fragmentos de DNA e o tubo C mostra
o controle a fim de que a transformacgao seja eficientemente calculada.
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Antes de cada ligagédo, os fragmentos de DNA foram aquecidos a temperatura de
45°C durante 5 minutos para fundir qualquer terminal coesivo que foi submetido ao reane-
lamento durante a preparagdo do fragmento. Uma proporgdo molar do vetor: insert de DNA
de 1:1 foi selecionada para todas as reagdes de ligagdo e a montagem da reagao foi reali-
zada de acordo com as instrugées da empresa Promega.

Aos tubos A e B foram adicionados 1.0 ul de tampéo de ligagdo 10x e 0.5 unidades
Weiss de T4 DNA ligase (Promega, UK) e o volume de ligagdo foi ajustado para 10 pyl com
agua com grau biolégico molecular. Ao tubo C foi adicionado 1.0 pi de tampao de ligagao
10x e o volume de ligagdo foi ajustado para 10 pl com agua com grau biolégico molecular.

Os fragmentos dé DNA foram adicionados aos tubos junto com agua e, entao, a-
quecidos até a temperatura de 45°C durante 5 minutos para fundir qualquer terminal coesivo
que tenha sido submetido ao reanelamento durante a preparagéo. A temperatura do DNA foi
resfriada até o ponto de 0°C antes que o restante dos reagentes de ligagao seja adicionado
e as misturas de ligagdo sejam incubadas por toda a noite a temperatura de 16°C (Sambro-
ok e Russell, 2001).

Apos a precipitagdo e purificagdo do etanol dos fragmentos ligados (a fim de remo-
ver a mistura de ligagdo que causa uma redugédo da eficiéncia de transformacgéo), as trans-
formagdes foram realizadas, de acordo com as instru¢gdes de Hanahan. Foi adicionado ~ 50
ng de DNA ligado em 5 ul de solugdo ao volume de 100 ul de células DH5a viaveis. Apés o
tratamento térmico e expressao do gene de resisténcia a ampicilina, as células foram espa-
Ilhadas sobre a superficie das placas de LB contendo ampicilina (100 ug/ml), X-B-Gal (40 ul
de X-B-Gal 2%) e IPTG (7 ul de IPTG 20%).

O numero de transformantes de cada reagdo de ligagéo foi medido. O nimero de
transformantes comumente obtido do tubo C foi de 2 x 10° — 1 x 10° cfu/ug enquanto do tubo
A foi de 500 - 600 cfu/ug. O numero de transformantes no tubo A foi uma indicagéo do tra-
tamento eficiente do DNA do vetor. O nimero de transformantes no tubo B estava em uma
faixa de 2 — 4 x 10* cfu/ug.

Numero de Transformantes

As misturas de ligagdo com DNA cromossomal Pstl forneceu aumento aos 13 clo-
nes B-galactosidase positivos fora dos ~ 2500 transformantes exibidos enquanto que com
BamH|I forneceu aumento aos 7 clones positivos (~ 1500 transformantes exibidos), EcoRI
forneceu aumento aos 3 clones positivos (~ 1300 transformantes exibidos), Kpnl forneceu
aumento aos 7 clones positivos (~ 2000 transformantes exibidos), Smal forneceu aumento
aos 3 clones positivos (~ 1600 transformantes exibidos) e Hindlll forneceu aumento aos 2
clones positivos (~ 1200 transformantes exibidos).

Digestéo Positiva de Clone

A fim de identificar os diferentes genes da p-galactosidase, os plasmideos isolados
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dos clones positivos foram digeridos de acordo com a seguinte tabela:

Amostras Enzimas

Primeira Digestdo | pB1, pB2, pB3, pB4, pBS5, pB6, pB7 | BamHI

Segunda Digestao | pP1, pP2, pP3, pP4, pP5, pP6, pP7, | Pstl
pP8, pP9, pP10, pP11

Terceira Digestdo | pP12, pP13, pP14 Pstl

Quarta Digestao pE1, pE2, pE3 EcoRl

Quinta Digestao pP1, pP12, pB1, pP2, pE1, pEZ2, | Pstl e EcoRI
pE3 ...........

Sexta Digestao pS1, pS2, pS3 Smal

Sétima Digestao pP1, pP12, pB1, pP2, pS1, pS2, | Pstl e Smal
pS3

Oitava Digestao pK1, pK2, pK3, pK4, pK5, pK6, pK7 | Kpnl

Nona Digestao pP1, pP12, pB1, pP2, pK1, pK2, | Pstl e Kpnl
pK3, pK4, pKS5, pK6, pK7

A primeira letra (p) indica plasmideo e o gene insert enquanto que a segunda letra (P,
B, E, S, K) indica a enzima de restricao que foi utilizada para o isolamento do respectivo

clone do DNA gendmico.

A analise de eletroforese com gel dos fragmentos gerados ap6s a digestdo mostrou
que os plasmideos pB1, pP1, pP2 e pP11 possuem cada um insert que codifica uma dife-
rente B-galactosidase. Os clones contendo P2 foram utilizados para mais analises.

Seqienciamento de DNA

O seqilienciamento de DNA foi realizado com o método de Sanger de terminagéo de
cadeia de dideoxi através da utilizagdo do kit de seqlienciamento de ciclo v.3.0 BigDye Ter-
minator (Applied Biosystems, USA) e analisado com o ABI Prism 3100, um sistema de anali-
se de DNA com base na fluorescéncia, incorporando eletroforese capilar.

As terminagbes 5° e 3" dos fragmentos de DNA do insert foram seqlienciados com
os iniciadores especificos do vetor. Os inserts foram também seqtlienciados através da utili-
zacdo do Genome Priming System (GPS-1) (New England Biolabs, UK). O GPS-1 é um sis-
tema “in vitro” com base no transposon TN7, que utiliza TnsABC Transposase para inserir
Transposon randomicamente no DNA alvo. O doador: a proporgdo de massa do DNA alvo
de 1:4 foi utilizada de acordo com as instrugdes do fabricante. O nimero de plasmideos alvo
foi de 25. Esse numero foi calculado de acordo com as instrugdes do fabricante e ele assu-
me 5 vezes uma profundidade de cobertura.

Devido a longa seqiiéncia de nucleotideo do plasmideo pP2 na qual a proteina P2
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foi codificada, somente a parte que continha o gene da B-galactosidase foi selecionada para
ser sequenciada. A enzima inativada apés a inser¢éo do insert da transposase em uma po-
sigdo relativa de 172bp do fragmento seqiienciado, indicou que o cédon inicial estava no
sentido contrario dessa posigdo. De forma similar, a inser¢do do insert na posi¢cao 2882bp
eliminou completamente a atividade da enzima, indicando que o cédon de interrupgéo exis-
tia a partir dessa posigao. Além disso, a atividade da enzima foi eliminada completamente
com a insergdo dos inserts nas posi¢gdes 262bp, 331bp, 375bp, 621bp, 866bp, 1348bp,
1358bp, 1394bp, 1513bp, 1704bp, 2128bp, 2519bp com relagédo ao primeiro nucleotideo que
foi seqlienciado.

A andlise do dominio N-terminal com software SignallP e PSORT ndo mostrou
qualquer sinal de peptideo, indicando que P2 néo é secretado no meio extracelular.

A mistura de reagédo de seqlienciamento continha aproximadamente 400 — 600 ng
de DNA de plasmideo, 3.2 pmol da solugao de iniciador e 4 ul da solugao BigDye Termina-

tor.

Identificagdo da Estrutura de Leitura Aberta

A estrutura de leitura aberta (ORF) do P2 foi localizada através da utilizagéo do lo-
calizador ORF da NCBI, cujo enderego na rede é

HTTP://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). O cédigo genético bacteriano foi utilizado e o

comprimento da estrutura foi determinado como sendo de 100 bp. A sequéncia de nucleoti-
deo foi traduzida em seis estruturas possiveis e uma estrutura de leitura aberta de 738 ami-
noacidos que codificam uma suposta pB-galactosidase foi identificada (a tradugéo é mostrada
na Figura 2).

Exemplo 2

Sintese com enzima clonada de B-galactosidase isolada do microorganismo Bifido-

bacterium bifidum NCIMB 41171 na célula de hospedeiro do microorganismo E.coli (cepa

DHba)

A seguinte sintese descrita, a menos que estabelecido de outra forma, foi realizada

com as células inteiras de hospedeiro DH5a de E. coli apés o tratamento da biomassa de E.

coli (coletada através de centrigufagdo a 10,000 g) com tolueno a uma concentragdo de

2000 ppm a fim de aumentar a permeabilidade celular e também fazer com que as células

nao viaveis sejam submetidas a destruicdo da sua membrana citoplasmatica. A biomassa de

E. coli foi preparada conforme descrito no Exemplo 1 sob o titulo de “Cepas de E. coli”.
Sintese com enzima clonada

A sintese com pB-galactosidase foi realizada a uma concentragdo de substrato de
40% (p/p) da concentragdo inicial de lactose. A solugdo de sintese foi preparada em tampao
fosfato 0.1 M a um pH de 6.0 contendo adicionalmente Tween 80 1 g/l (monooleato sorbitan

de polioxietileno (20). A sintese foi realizada a temperatura de 40°C em banho-maria com
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agitagcdo de 150 rpm. O pH étimo para a enzima especifica foi selecionado com base nas
medicbes de atividade (utilizando o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo como substrato) de
uma preparagao enzimatica especifica com valores variaveis de pH.

Para a sintese de galactooligossacarideo, foi utilizado o volume de 2 ml do sobre-
nadante de lisado de célula (apés a ruptura das células de E. coli através de prensa France-
sa) com 8 g de lactose 50% (p/p) a fim de fornecer uma concentragao final de substrato de
40% (p/p). Essa preparagao enzimatica possui uma atividade de 735 U/ml.

As concentragdes dos diferentes aglcares presentes na mistura durante a sintese
sao mostradas na Figura 3. Os cromatogramas da cromatografia de troca i6nica de alto de-
sempenho acoplada com detecgdo amperométrica com pulso (HPAEC-PAD) das misturas
de galactooligossacarideos sintetizados através da B-galactosidase clonada do microorga-
nismo B. bifidum NCIMB 41171 sdo mostrados na Figura 4. As concentragbes de aglicar na
mistura de galactooligossacarideos no ponto. de tempo 6timo de sintese sdo mostradas na
Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢cdo de carboidrato da sintese de galactooligossacarideo na con-
centragdo de lactose inicial de 40% (p/p) no ponto de tempo onde a concentragdo maxima

de oligossacarideo foi observada.

Sintese GOS GOS
Inicial de DP =3 DP =2 Lac Gle Gal
Substrato
% (p/p) Concentragao (% total de agucares)
40 8.82 16.25 39.40 20.76 14.85

Lac: Lactose, Glc: glicose, Gal: galactose, DP: grau de polimerizagao
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val
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605

Ser
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Leu
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590

Ala
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Ala
Asp
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Ile
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Gly Arg

Lys Ser
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Gly
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Ala
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680

Phe

Glu
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val
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Met

665

Leu

val

Ala

Asp

Pro
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Phe

Ile

Pro
730

Ala

Cys

Gly

val

Asn

Ala
715

Thr

620

Ile
Arg
Ser
Glu
Arg
700

Ala

Gly

val

Leu

Met

Arg

Thr

Ser

val

Ala

Gly

His

Leu

val

Asn

Arg

Leu

Asp

Glu

Ala

val

735

Gly

Gln

Ser

Ala

Pro

His

720

Leu
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REIVINDICACOES
1. Seqiiéncia de DNA, CARACTERIZADA pelo fato de

a) codificar uma proteina com uma sequéncia de aminoacidos conforme fornecido
na SEQ. ID. NO: 2, ou

b) hibridizar sob condigdes rigorosas de hibridizagéo para a seqiiéncia de a), ou

¢) é um degenerativo da seqléncia de a) ou b).

2. Sequéncia de DNA, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADA pelo
fato da sequiéncia ser fornecida na SEQ. ID. NO: 1 ou um seu fragmento.

3. Seqiiéncia de DNA, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pelo fato da citada sequéncia compreender substituicbes, adigdbes ou
delegdes de nucleotideo que resultam em menos do que 60% de mudancga, preferivelmente
menos do que 45% de mudanga, mais preferivelmente menos do que 25% de mudanga na
seqliéncia de aminoacidos, de acordo com a SEQ. ID NO: 2 ou um seu fragmento.

4. Sequiiéncia de DNA, de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagdo 2,
CARACTERIZADA pelo fato da citada seqliéncia compreender substituicbes de nucleoti-
deo, que resultam nas substituigbes conservadoras de aminoacido.

5. Uma enzima, CARACTERIZADA pelo fato de ser codificada por uma seqiiéncia
de DNA, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 4.

6. Uma enzima, CARACTERIZADA pelo fato de compreender uma seqiéncia de
aminoacidos, de acordo com a SEQ. ID NO: 2 ou um seu fragmento.

7. Uma B-galactosidase, CARACTERIZADA pelo fato de possuir uma seqliéncia
conforme definido na SEQ. ID NO: 2.

8. Um vetor recombinante, CARACTERIZADO pelo fato de compreender uma se-
quéncia de DNA, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 1 a 4.

9. O vetor, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato do citado
vetor ser um vetor de expressao.

10. Uma célula de hospedeiro, CARACTERIZADA pelo fato de compreender uma
sequéncia de DNA, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1 a 4.

11. Uma célula de hospedeiro, CARACTERIZADA pelo fato de compreender o ve-
tor, de acordo com qualquer a reivindicagao 8 ou reivindicagdo 9.

12. Uma célula de hospedeiro, de acordo com a reivindicagdo 10 ou reivindicagéo
11, CARACTERIZADA pelo fato da citada célula ser uma célula bacteriana, uma célula de
levedura ou uma célula de fungo.

13. Uma célula de hospedeiro, de acordo com a reivindicagdo 12,
CARACTERIZADA pelo fato da citada célula ser selecionada do grupo que consiste de Bifi-
dobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Escherichia, Bacillus e Aspergillus.

14. Uma célula de hospedeiro, de acordo com a reivindicagdo 13,
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CARACTERIZADA pelo fato da célula ser selecionada do grupo que consiste de Bifidobac-
terium bifidum, Bacillus subtilus, Bacillus circulans e Aspergillus niger.

15. Uso de uma enzima, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 5 a 7,
ou uma célula de qualquer uma das reivindicagoes de 10 a 14, CARACTERIZADA pelo fato
de produzir uma mistura de oligossacarideos.

16. Uso de uma enzima, de acordo com qualquer uma das reivindicagbes de 5 a 7,
ou uma célula de qualquer uma das reivindicagdes de 10 a 14, CARACTERIZADA pelo fato
de produzir uma mistura de oligossacarideos para ser parte de um produto selecionado do
grupo que consiste de produtos laticinios, tais como leite liquido, leite em po, tal como leite
em pé integral, leite em pd desnatado, leite em pd semi-desnatado, pds a base de soro, lei-
tes para bebés, formulas para bebés, sorvetes, iogurte, queijo, produtos laticinios fermenta-
dos, bebidas, tais como suco de fruta, alimentos infantis, cereais, paes, biscoitos, doces,
bolos, suplementos alimentares, produtos dietéticos, produtos comestiveis probiéticos, pro-
dutos comestiveis prebidticos, ragdo animal, ragdo para aves domésticas e medicamentos.

17. Uso de uma célula de hospedeiro, de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes de 10 a 14, CARACTERIZADA pelo fato de produzir um produto selecionado do grupo
que consiste de produtos laticinios, tais como leite liquido, leite em pé, tal como leite em pé
integral, leite em p6 desnatado, leite em pé semi-desnatado, p6s a base de soro, leites para
bebés, formulas para bebés, sorvetes, iogurte, queijo, produtos laticinios fermentados, bebi-
das, tais como suco de fruta, alimentos infantis, cereais, paes, biscoitos, doces, bolos, su-
plementos alimentares, produtos dietéticos, produtos comestiveis probidticos, produtos co-
mestiveis prebiéticos, ragdo animal, ragao para aves domésticas e medicamentos.

18. Processo para produgédo de uma enzima, de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes de 5 a 7, CARACTERIZADO pelo fato de compreender a cultura de uma célula
de hospedeiro, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 10 a 14, em um meio de
cultura adequado sob condigées que permitem a expressao da citada enzima e recuperagao

da enzima resultante da cultura.



Figura 1

1 tecittagat tggattgaaa acttectttt titatgtaaa aggatattcg gggaaattce

61 ctttitgaaa atttcatgac caaaaatcce cttaacgtga gttticgttc cactgagegt

121 cagacceegt agaaaagatc aaaggatctt cttgagatec titttttetg cgegtaatet

181 getgettgea aacaaaaaaa ccecegetac cageggtggt ttgttteccg gatcaagage
241 taccaactot ttttccgaag gtaactggot tcagcagage geagatacca aatactgitc

301 ttctagtgta gecgtagtta ggecaccact tcaagaacte tgtageaceg cetacatace

361 tcgetetget aatcctgtta ccagtggetg ctgecagtgg cgataagteg tgtettaceg

421 ggttggactc aagacgatag ttaccggata aggegeageg gtegggetga acggggggtt
481 cgtgeacaca geccagettg gagegaacga cctacaccga actgagatac ctacagegtg
541 agctatgaga aagcgecacg cticecgaag ggagaaagge ggacaggtat ccggtaageg
601 gcagggtcgg aacaggagag cgeacgaggg agettccagg gggaaacgee tggtatcetit
661 atagtcctgt cgggtttege caccictgac ttgagegteg atttttgtga tgetegtcag

721 gggggeggag cctatggaaa aacgecagea acgeggectt tttacggttc ctggectttt
781 gctggecttt tgctcacatg tictticctg cgttatcece tgattetgtg gataacegta

841 ttaccgectt tgagtgaget gatacegete gecgeageeg aacgaccgag cgeagegagt
901 cagtgagcga ggaagcggaa gagegeccaa tacgecaaace gecetcteeee gegegttgge
961 cgattcatta atgcaggtta acctggetta tcgaaattaa tacgactcac tatagggaga
1021 ccggeagatc tgatatcatc gatgaattcg ageteggtac ccggggatee tetagagteg
1081 acctgcagaa gtactggeag tocggecteg cegeeggege cgtcaaggag tgatctcgeg
1141 ggagggccag tgteccgettg cageatgegt cacgttegte tgacggtett gacigtgegec.
1201 tagcggetgg cectecetac ggaacatgta tatgatatgg agggacgete acegtgtgeg
1261 atgcgggcetg gegegatatg geaccagece geatcgeatg tcacagttga tttttegteg
1321 atgcgacggt teggecgggg cgtcagacaa tgaacaagta atggagegga atatgagtaa
1381 acgcagaaag cacagttgge cgeagecget gaagggegee gaatccegte tetggtatgg
1441 cggtgattac aatcccgace aatggeegga ggaggtetgg gacgatgata teegtetgat
1501 gaagaaggce ggegteaacc ttgtatcagt cggeatcttc tcatgggega agatcgagec
1561 ggaggaagge aagtacgatt tcgactgget ggacegtgec atcgataage tcggeaagge
1621 gggeatcget gtagaccteg coteecgecac cgeeteceeg cegatgtgge tgacceagge
1681 ccatccggag gtgetgtgga aggacgageg cggegacace gigtggecgg gtgecegtga
1741 geattggegt cegacgagee ctgtgttceg cgagtacgeg ctgaacetgt geegtegtat
1801 ggecgageac tataagggea acccatacgt ggtggectgg cacgtgagea acgaatacgg
1861 ctgccacaac cgettegact actcggacga cgecatgege gecttccaga agtggtgeaa
1921 gaagegcetac aagaccatcg acgeggtgaa cgaggectgg ggaacagcegt tetgggececa
1981 geacatgaac gatttctceg agatcatcee gectegetac atcggtgacg geaacttcat
2041 gaacccgggce aagetgeteg actacaageg gticagetce gacgegetca aggageteta
2101 catcgccgaa cgtgacgtge tggagtccat cacgeegggt ctgecgetga ccaccaattt
2161 catggtgtct gecggegget cgatgetiga ctatgacgac tggggtgegg aggtegatit
2221 cgtetccaac gaccactact tcacgeeggg cgaggaccat ttcgacgagg ttgegtacge
2281 cgegtegetg atggacggea tttcacgeaa ggaacegtgg ttccagatgg agceattecac
2341 ctecgeggtg aattggegte cgatcaacta cegtgeggag cegggetegg tegtgegega
2401 ctecctegeg caggtegeta tgggegeoga tgecatctge tatttccagt ggegacagtc
2461 caaggccgge geggagaagt ggeactectc gatggtgeeg catgegggeg aggattegea
2521 gatcttcegt gatgtgtgeg agetgggege cgatetggga cgtetgtecg acgagggtet



Figura 1 (Continuacio)

2581 gatgggcacc aagacggtca agtccaaggt cgecgtegtg ttcgactacg agteccagtg
2641 ggccaccgag tacaccgega acccgaccea geaggtegat cattggaccg ageegttgga
2701 ttggttccge gegettgeeg acaacggeat caccgeegac gtggttecegg tgeggteega
2761 ttgggattcc tacgagattg cegtgetgee gtgegtgtat ttgetgtceg aagagacgag
2821 ccgeagggtt cgggagttcg tggegaacgg cggeaagttg ttcgtgacgt actacacegg
2881 attgagcgac gagaacgacc acatetgget tggeggetac cecgggcetega ttegtgacgt
2941 cgtcggegtg cgegtegaag agttcgecce gatgggeaac gacatgeegg gegeattgga
3001 tcacctegac ctggacaatg geacggtgge geatgacttt gecgacgtga teacgtecac
3061 ggcegacacg tocacggtac tggectecta taaggeggaa cgetggaccg geatgaacga
3121 ggtgecggece ategtggeca acgggtatgg cgacgggegg accgtatatg tcggatgeeg
3181 tetgggeegt caggggettg cgaagagect geeggegatg ctgggticea tggggcetgtc
3241 ggacctcgece ggtgatggee gegtgetgeg tgtegaacge geegacgeeg cggeggegag
3301 ccgcttegag ttcgtgtica accgeaccea tgaaceggtg accgtcgacg ttgaagggga
3361 ggccategeg gettegeteg cgeatgtoga cgacgggegg gecaccateg atcegacggg
3421 tgttgtcgtg ctcaggegat aatcgtigga aacactggge tgtaaggget taggaaaggce
3481 gtatgtttge ggtgacacge gacatacgee ttatgggaaa gaaggegetg gegettaceg
3541 ggctgeggeg atgetggtea gegtegetge gtgeggeaac tcaageagea getcegetee
3601 gaagcaggaa ggegacgtca aggaaatcac cgtgtggget tggggeetac getgactcag
3661 gtggecaagg acticaaaaa aggagacegg catcaatgtc aacctggtga acaccggeca
3721 gggegacaag acctgggacg agtictatca-ggacgecaag aagattcaca cectiggega -
3781 caactactac atcacgtceg acaccggtgt cgecggette tacgactcga tgacctgget
3841 ggccagtgeg acgetgttet ccaccgaagg cgagacggte accattaace tgactggege
3901 cccgaaggte aaggeeegeg glatettcgg cgactacctt ggeaagtect acaccggeaa
3961 ccagaagcetg agegatggeg tegeegcettt gggaacagge tetgaaggac tacgegaagg
4021 atcagggcta caccgtcaag taaccttcge agtcaagceaa tetggegtgg taatgacegg
4081 aatacggtga cctteggtea tcecticete gigtgaagge cectececte aacagggagg
4141 ggccttcaca tatctgeece tgtigecaacg cgegtgtaaa cictacgatg agegaattct
4201 tccogacaca tcgageacge taaggagatg acatgacgat atcggcacgg ttgtggegge
4261 tgcacctgca tatctttgtg ttgetcaaga tetgigagat gacactggea geacgectee
4321 agcgegeege cggacacgeg caccetcate accgaatgga cgggggacca tatcatgacg
4381 actctgatcg ccaat :



Figura 2

MYMIWRDAHRVRCGLARYGTSPHRMSQLIFRRCDGSAGASDNEQVMERNMSK
RRKHSWPQPLKGAESRLWYGGDYNPDQWPEEVWDDDIRLMKKAGVNLVSV

GIFSWAKIEPEEGKYDFDWLDRAIDKLGKAGIAVDLASATASPPMWLTQAHP
EVLWKDERGDTVWPGAREHWRPTSPVFREYALNLCRRMAEHYKGNPYVVAWH
VSNEYGCHNRFDYSDDAMRAFQKWCKKRYKTIDAVNEAWGTAFWAQHMNDFS
EIIPPRYIGDGNFMNPGKLLDYKRFSSDALKELYIAERDVLESITPGLPLTT
NFMVSAGGSMLDYDDWGAEVDFVSNDHYFTPGEDHFDEVAYAASIMDGISRK
EPWFOQMEHSTSAVNWRPINYRAEPGSVVRDSLAQVAMGADAICYFQWRQSKA
GAEKWHSSMVPHAGEDSQIFRDVCELGADLGRLSDEGLMGTKTVKSKVAVVE
DYESQWATEYTANPTQQVDHWTEPLDWFRALADNGITADVVPVRSDWDSYEI
AVLPCVYLLSEETSRRVREFVANGGKLEVTYYTGLSDENDHIWLGGYPGSIR
DVVGVRVEEFAPMGNDMPGALDHLDLDNGTVAHDFADVITSTADTSTVLASY
KAERWTGMNEVPAIVANGYGDGRTVYVGCRLGRQGLAKSLPAMLGSMGLSDL
AGDGRVLRVERADAAAASRFEFVFNRTHEPVTVDVEGEAIAASLAHVDDGRA

TIDPTGVVVLRR
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RESUMO

“BETA-GALACTOSIDASE COM ATIVIDADE TRANSGALACTOSILANTE"

A presente invengao esta relacionada com um nova B-galactosidase com atividade
transgalactosilante, isolada do microorganismo Bifidobacterium bifidum. A B-galactosidase é
capaz de converter a lactose em uma mistura de galactooligossacarideos que sdo g-ligados
e indesejavelmente produz a dissacarideo galactobiose a-ligada. A mistura pode ser incor-
porada em numerosos produtos alimenticios e ragdes animais para a melhora da saude in-
testinal, promovendo o crescimento de bifidobactéria no intestino, e reprimindo o crescimen-

to da microflora patogénica.
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