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DESCRIPCION
Método de produccion de un éster de hidroxiacido.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a un método para la bioconversion de lipidos con el fin de producir un éster de
hidroxiacido mediante la utilizacién de una lipido aciltransferasa.

Asimismo, la presente invencion se refiere a la utilizacién de una lipido aciltransferasa para bioconvertir un lipido en
un éster de hidroxiacido.

Se da a conocer como referencia una lipido aciltransferasa inmovilizada.
Antecedentes de la técnica

Las lipasas han sido ampliamente utilizadas en la bioconversién de lipidos para preparar productos de alto valor, por
ejemplo ésteres de azlcar, para la utilizacion en un amplio abanico de industrias, incluyendo las industrias
alimentarias y/o de piensos, las industrias cosmética y/o de cuidado de la piel, la industria oleoquimica y la industria
farmacéutica.

En el caso de que los procedimientos de bioconversién requieran la hidrélisis de sustratos lipidicos, pueden utilizarse
enzimas lipoliticos en ambientes con alto contenido de agua. Sin embargo, en el caso de que los procedimientos de
bioconversion requieran reacciones de interesterificacion o transesterificacion, tal como la alcoholisis, la utilizacion
de lipasas en ambientes con alto contenido de agua puede resultar perjudicial debido a reacciones de hidrdlisis no
deseadas, que resultan en productos biolégicos no deseados y/o rendimientos mas bajos del producto de
bioconversion.

Tipicamente, los procedimientos de bioconversion que requieren interesterificacion y/o transesterificacion utilizan
lipasas en ambientes no acuosos tales como sistemas de aceite y/o en sistemas de solventes organicos, tales como
butanol, metanol o hexano. Estos sistemas proporcionan un ambiente en el que tanto la molécula aceptora polar
como la molécula donadora lipidica puede solubilizarse por lo menos parcialmente, y la lipasa presenta suficiente
actividad enzimatica. Aunque resulta necesaria una pequefa cantidad de agua para cualquier actividad enzimatica,
la cantidad de agua se mantiene estrictamente a nivel reducido para evitar la actividad hidrolitica del enzima.

Convencionalmente se han producido ésteres de azlcar, esteres de proteina o ésteres de hidroxiacido mediante
sintesis quimica utilizando catalizadores inorganicos. Los procedimientos convencionales de bioconversion para la
producciéon de ésteres de azlcar o ésteres de hidroxiacido utilizan lipasas en ambientes de solventes organicos o
liquidos supercriticos en los que Unicamente existe una cantidad reducida (o nula) de agua.

Lecointe et al., Biotechnology Letters Vol. 18, n® 8 (agosto):869-874, dan a conocer un estudio de varios enzimas
lipasa y su actividad en un medio acuoso sobre la produccién de éster metilico o éster butilico a partir de metanol y
butanol, respectivamente. Lecointe et al. ensefian una lipasa/aciltransferasa de Candida parapsilosis que, a medida
que se incrementaban las concentraciones de metanol o de butanol, mostraba una actividad de hidrélisis reducida y
una capacidad incrementada del enzima de producir éster metilico y éster butilico. La utilizacién de una
lipasa/aciltransferasa de C. parapsilosis en la produccion de acido hidroxamico graso se ensena en Vaysse et al., J.
of Biotechnology 53:41-46, (1997).

La patente WO 00/05396 da a conocer la utilizacién de un agente de conversién para preparar a partir de un material
alimentario un alimento que comprende por lo menos un ingrediente funcional, en el que por lo menos un ingrediente
funcional ha sido generado a partir de por lo menos un constituyente del material alimentario por parte del agente de
conversion.

Las lipasa:colesterol aciltransferasas han sido conocidas desde hace tiempo (ver, por ejemplo, Buckley,
Biochemistry 22:5490-5493, 1983). En particular, se han encontrado las glicerofosfolipido:colesterol aciltransferasas
(con frecuencia denominadas GCAT), que, al igual que las lecitina:colesterol aciltransferasas (LCAT) vegetales y/o
de mamifero, catalizan la transferencia de acidos grasos entre la fosfatidilcolina y el colesterol.

Upton y Buckley (TIBS 20:178-179, mayo de 1995) y Brumlik y Buckley (J. of Bacteriology, paginas 2060 a 2064,
abril de 1996) ensefian una lipasa/aciltransferasa de Aeromonas hydrophila que presenta la capacidad de llevar a
cabo la transferencia de acilos hasta aceptores alcohol en un medio acuoso.

Ademas, también se ha introducido la secuencia de la aciltransferasa de A. salmonicida en la base de datos EBI
UNIPROT el 1 de marzo de 2001 bajo el n® de acceso Q9F7Y6.
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Aspectos del sumario de la presente invencion

Segun un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un método para producir un éster de hidroxiacido,
comprendiendo el método la mezcla de un donador de acilos, un aceptor de acilos y agua para producir un ambiente
de alto contenido de agua, comprendiendo entre el 5% y el 98% de agua, en el que dicho donador de acilos es un
sustrato lipido seleccionado de entre uno o mas del grupo que consiste en un fosfolipido, un lisofosfolipido, un
triacilglicérido, un diglicérido, un glucolipido o un lisoglucolipido y siendo dicho aceptor de acilos un hidroxiacido, y
poner en contacto la mezcla con una lipido aciltransferasa, de manera que dicha lipido aciltransferasa cataliza una
cualquiera o las dos reacciones siguientes: alcoholisis o transesterificacion, en las que la lipido aciltransferasa se
caracteriza como un enzima que presenta actividad aciltransferasa y que comprende el motivo de secuencia de
aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos aminoacidos siguientes: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M
oS.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona la utilizacién de una lipido aciltransferasa para producir
un éster de hidroxiacido mediante catalisis de una cualquiera o las dos reacciones siguientes: alcoholisis y
transesterificacion, en una mezcla de un donador de acilos, un aceptor de acilos y agua, comprendiendo la mezcla
entre el 5% y el 98% de agua, en la que dicho donador de acilos es un sustrato lipido seleccionado de entre uno o
mas del grupo que consiste en un fosfolipido, un lisofosfolipido, un triacilglicérido, un diglicérido, un glucolipido o un
lisoglucolipido, y siendo dicho aceptor de acilos un hidroxiacido, en el que la lipido aciltransferasa se caracteriza
como un enzima que presenta actividad de aciltransferasa y que comprende el motivo de secuencia de aminoacidos
GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos aminoacidos siguientes: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T,N, Mo S.

También se dan a conocer un éster de hidroxiacido producido mediante un método segun la presente invencién, un
farmacéutico, un cosmético, un producto alimentario, un pienso, una pintura que comprende un éster de hidroxiacido
producido mediante un método segun la presente invencion, y un enzima lipido aciltransferasa inmovilizado.

Aspectos detallados de la presente invencion

La expresioén "lipido aciltransferasa" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un enzima que ademas
de presentar actividad de lipasa (generalmente clasificada como E.C.3.1.1.x de acuerdo con la Enzyme
Nomenclature Recommendations (1992) del comité de nomenclatura de la International Union of Biochemistry and
Molecular Biology) también presenta actividad de aciltransferasa (generalmente clasificada como E.C.2.3.1.x), segun
la cual el enzima es capaz de transferir un grupo acilo de un lipido a uno o mas de los sustratos aceptores
siguientes: un carbohidrato, una proteina, una subunidad de proteina o un hidroxiacido.

Preferentemente, el "aceptor de acilos" segln la presente invencién no es agua.
El enzima es capaz de transferir un grupo acilo de un sustrato lipido a un hidroxiacido.

Convenientemente, el hidroxiacido puede ser uno o mas de los acidos siguientes: acido citrico, acido tartarico, acido
lactico, acido ascérbico, acido glicélico, acido malico, acido alfa-hidroxietanoico, acido alfa-hidroxioctanoico, acido
alfa-hidroxicaprilico, acido hidroxicaprilico, acido glucoénico, acido lactobioénico o acido maltobiénico.

Convenientemente, el hidroxiacido puede ser un acido frutal, por ejemplo uno o mas de entre acido malico, acido
lactico, &cido tartérico, acido citrico o acido glicélico.

En una forma de realizacion, preferentemente el hidroxiacido es uno o mas de los acidos siguientes: acido citrico,
acido lactico, acido tartarico o acido malico.

El término "hidroxiacido" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a un acido carboxilico en el que uno o
mas atomos de hidrégeno del grupo alquilo han sido sustituidos por un grupo hidroxilo.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa puede, ademas de ser capaz de transferir un grupo acilo de un sustrato lipido
a un hidroxiacido, la lipido aciltransferasa ademas es capaz de transferir el grupo acilo de un lipido a uno o mas de
los siguientes: un esterol y/o un estanol, en particular un fitoesterol y/o un fitoestanol, un carbohidrato, una proteina o
una subunidad de proteina.

Convenientemente, en el caso de que el sustrato lipido sea un fosfolipido, puede ser una lecitina, por ejemplo
fosfatidilcolina. El término lecitina tal como se utiliza en la presente memoria comprende fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.

Convenientemente, en el caso de que el sustrato lipido sea un lisofosfolipido, puede ser una lisolecitina, por ejemplo
lisofosfatidilcolina. El término lisofosfatidilcolina tal como se utiliza en la presente memoria es sinénimo del término
lisolecitina y estos términos pueden utilizarse intercambiablemente en la presente memoria.

Convenientemente, en el caso de que el sustrato lipido sea un glucolipido, puede ser un digalactosildiglicérido
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(DGDG), por ejemplo.

El sustrato lipido puede denominarse en la presente memoria, "donador de acilos del lipido" o "donador de acilos".
Estas expresiones se utilizan intercambiablemente en la presente memoria.

Para algunos aspectos, preferentemente el sustrato lipido sobre el que actla la lipido aciltransferasa es un
fosfolipido, tal como lecitina, por ejemplo fosfatidilcolina.

Para algunos aspectos, preferentemente el sustrato lipido es un glucolipido, tal como DGDG, por ejemplo.

Para algunos aspectos, el sustrato lipido puede ser un lipido alimentario, es decir, un componente lipidico de un
producto alimentario.

Para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa seguln la presente invencién puede ser incapaz, o sustancialmente
incapaz, de actuar sobre un triglicérido y/o sobre un 1-monoglicérido y/o 2-monoglicérido.

Convenientemente, el sustrato lipido o donador de acilos de lipido puede ser uno o mas lipidos presentes en uno o
mas de los sustratos siguientes: grasas, incluyendo manteca, sebo y grasa de mantequilla; aceites, incluyendo
aceites extraidos o derivados del aceite de palma, el aceite de girasol, el aceite de soja, el aceite de azafran, el
aceite de semilla del algodén, el aceite de cacahuete, el aceite maiz, el aceite de oliva, el aceite de cacahuete, el
aceite de coco y el aceite de colza. Las lecitinas procedentes de la soja, la colza o la yema de hueso también son un
sustrato lipido adecuado. El sustrato lipido puede ser un lipido de la avena u otros materiales de tipo vegetal que
contengan galactolipidos.

Para algunos aspectos de la presente invencion, el lipido puede seleccionarse de entre lipidos que presentan una
longitud de las cadenas de acidos grasos de entre 8 y 22 carbonos.

Para algunos aspectos de la presente invencion, el lipido puede seleccionarse de entre los lipidos que presentan
una longitud de cadena de los acidos grasos de entre 16 y 22 carbonos, mas preferentemente de entre 16 y 20
carbonos.

Para algunos aspectos de la presente invencion, el lipido puede seleccionarse de entre los lipidos que presentan
una longitud de la cadena de acidos grasos no superior a 14 carbonos, convenientemente de entre los lipidos que
presentan una longitud de cadena de los acidos grasos de entre 4 y 14 carbonos, convenientemente de entre 4y 10
carbonos, convenientemente de entre 4 y 8 carbonos.

Preferentemente, el donador de acilos no es un acido graso libre.
Preferentemente, el donador de acilos no es un éster de carbohidrato (aztcar).

Convenientemente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede mostrar una o mas de las actividades
de lipasas siguientes: actividad de glucolipasa (E.C.3.1.1.26), actividad de triacilglicerol lipasa (E.C.3.1.1.3),
actividad de fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4) o actividad de fosfolipasa A1 (E.C.3.1.1.32). La expresion "actividad de
glucolipasa” tal como se utiliza en la presente memoria comprende la "actividad de galactolipasa”.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede presentar por lo menos una o0 més de
las actividades siguientes: actividad de glucolipasa (E.C.3.1.126) y/o actividad de fosfolipasa A1 (E.C.3.1.1.32) y/o
actividad de fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4).

Para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede presentar por lo menos actividad
de glucolipasa (E.C.3.1.1.26).

Convenientemente, para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede ser capaz de
transferir un grupo acilo de un glucolipido y/o de un fosfolipido a uno o mas de los sustratos aceptores siguientes: un
carbohidrato, una proteina, una subunidad de proteina y un hidroxiacido.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa segin la presente invencion es capaz de transferir
un grupo acilo de un glucolipido y/o de un fosfolipido a un carbohidrato, formando por lo menos un éster de
carbohidrato.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciliransferasa segun la presente invencion es capaz de transferir
un grupo acilo de un glucolipido y/o de un fosfolipido a una proteina o a una subunidad de proteina, formando por lo
menos un éster de proteina (0 un condensado de proteina-acido graso) o un éster de subunidad de proteina.

La expresién "éster de subunidad de proteina" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere al éster formado
a partir de cualquier subunidad de proteina, tal como un éster de dipéptido, un éster de oligopéptido, un éster de
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polipéptido o un éster de hidrolizado de proteinas, por ejemplo.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa segun la presente invencién no muestra actividad
de triacilglicerol lipasa (E.C.3.1.1.3).

Preferentemente, el enzima lipido aciltransferasa segln la presente invencién puede caracterizarse a partir de los
criterios siguientes:

(i) el enzima presenta actividad de aciltransferasa que puede definirse como actividad de transferencia de éster, en
la que la parte acilo de un enlace éster original de un donador de acilos de lipido se transfiere a un aceptor de
acilos que es un carbohidrato, una proteina, una subunidad de proteina o un hidroxiacido, formando un nuevo
éster, es decir, un éster de carbohidrato y/o un éster de proteina y/o un éster de subunidad de proteina y/o un
éster de hidroxiacido, y

(i) el enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o més de los residuos
aminoacidos siguientes: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T,N,Mo S.

Preferentemente, X del motivo GDSX es L. De esta manera, preferentemente el enzima segun la presente invencion
comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GSDL.

El motivo GDSX comprende cuatro aminoacidos conservados. Preferentemente, la serina en el motivo es una serina
catalitica del enzima lipido aciltransferasa. Convenientemente, la serina del motivo GDSX puede encontrarse en una
posicion correspondiente a Ser-16 en el enzima lipolitico de Aeromonas hydrophila que se ensefia en Brumlik y
Buckley (Journal of Bacteriology 178(7):2060-2064, abril de 1996).

Con el fin de determinar si una proteina presenta el motivo GDSX segun la presente invencién, la secuencia
preferentemente se compara con los perfiles de modelos ocultos de Markov (perfiles HMM) de la base de datos
pfam.

Pfam es una base de datos de familias de dominio de proteina. Pfam contiene alineaciones revisadas de multiples
secuencias para cada familia, asi como perfiles de modelos ocultos de Markov (perfiles HMM) para identificar dichos
dominios en secuencias nuevas. Puede encontrarse una introduccién a Pfam en Bateman A. et al., Nucleic Acids
Res. 30:276-280, 2002. Los modelos ocultos de Markov se utilizan en varias bases de datos destinadas a clasificar
proteinas, para una revisién ver Bateman A. y Haft D.H., Brief Bioinform. 3:236-245, 2002.

http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=12230032&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=11752314&dopt=Abstract

Para una explicacién detallada de los modelos ocultos de Markov y cémo se aplican en la base de datos Pfam, ver
Durbin R., Eddy S. y Krogh A., Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins and nucleic acids,
Cambridge University Press, 1998, ISBN 0-521-62041-4. El paquete informatico Hammer puede obtenerse de la
Washington University, St. Louis, USA.

Alternativamente, el motivo GDSX puede identificarse utilizando el paquete informatico Hammer; las instrucciones se
proporcionan en Durbin R., Eddy S. y Krogh A., Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins and
nucleic acids. Cambridge University Press, 1998, ISBN 0-521-62041-4 y referencias citadas en el mismo, y el perfil
HMMER2 proporcionado en la presente memoria.

Puede obtenerse acceso a la base de datos PFAM, por ejemplo, mediante varios servidores actualmente situados
en los sitios de internet siguientes:

http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml
http://pfam.wustl.edu/

http://pfam.jouy.inra.fr/

http://pfam.cgb.ki.se/

La base de datos ofrece un motor de busqueda en el que puede introducirse una secuencia de proteina. Utilizando
los parametros por defecto de la base de datos, a continuacion se analiza la secuencia de la proteina para la
presencia de dominios de Pfam. El dominio GDSX es un dominio establecido en la base de datos y de esta manera
su presencia en cualquier secuencia de busqueda sera reconocida. La base de datos devuelve la alineacién de la
secuencia de consenso Pfam00657 con la secuencia de busqueda.

Una alineacion mdltiple, incluyendo Aeromonas salmonicida o Aeromonas hydrophila, puede obtenerse mediante:

a) la obtencidon manual de una alineacion de la proteina de interés con la secuencia de consenso Pfam00657 y la
obtencién de una alineacion de P10480 con la secuencia de consenso Pfam00657 siguiendo el procedimiento
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descrito anteriormente, o
b) através de la base de datos:

tras la identificacion de la secuencia de consenso Pfam00657, la base de datos ofrece la opciéon de mostrar una
alineacion de la secuencia de busqueda con la alineacién inicial de la secuencia de consenso Pfam00657. P10480
es parte de esta alineacion inicial y se indica como GCAT_AERHY. Tanto la secuencia de busqueda como P10480
se muestran en la misma ventana.

Secuencia de referencia de Aeromonas hydrophila:

los residuos de la lipasa GDSX de Aeromonas hydrophila se numeran en el archivo de NCBI n® P10480; los numeros
en este texto se refieren a los nimeros proporcionados en dicho archivo que en la presente invencion se utilizan
para determinar residuos aminoacidos especificos que, en una forma de realizaciéon preferente, se encuentran
presentes en los enzimas lipido aciltransferasa de la invencion.

Se llevo a cabo la alineacién de Pfam (figuras 33 y 34)

Pueden reconocerse los residuos conservados siguientes y, en una forma de realizacion preferente, pueden
encontrarse presentes en los enzimas para la utilizacion en las composiciones y métodos de la invencion:

Bloque 1 - bloque GDSX

hid hid hid hid Gly Asp Ser hid
28 29 30 31 32 33 34 35

Bloque 2 - blogue GANDY

hid Gly hid Asn Asp hid
130 131 132 133 134 135

Bloque 3 - bloque HPT

His
309

en donde "hid" se refiere a un residuo hidrofébico seleccionado de entre Met, lle, Leu, Val, Ala, Gly, Cys, His, Lys,
Trp, Tyry Phe.

Preferentemente, el enzima lipido aciliransferasa para la utilizaciéon en las composiciones/métodos de la invencion
puede alinearse utilizando la secuencia de consenso Pfam00657.

Preferentemente, una correspondencia positiva con el perfil del modelo oculto de Markov (perfil HMM) de la familia
del dominio pfam00657 indica la presencia del dominio GDSL o GDSX segun la presente invencion.

Preferentemente, al encontrarse alineado con la secuencia de consenso Pfam00657, la lipido aciltransferasa para la
utilziacién en las composiciones/métodos de la invencién presenta por lo menos un, preferentemente mas de un,
preferentemente mas de dos, de los siguientes: un bloque GDSX, un bloque GANDY o un bloque HPT.
Convenientemente, la lipido aciliransferasa puede presentar un bloque GDSx y un bloque GANDY.
Alternativamente, el enzima puede presentar un bloque GDSx y un bloque HPT. Preferentemente, el enzima
comprende por lo menos un bloque GDSx.

Preferentemente, al encontrarse alineado con la secuencia de consenso Pfam00657, el enzima para la utilizacion en
las composiciones/métodos de la invencion presenta por lo menos uno, preferentemente mas de uno,
preferentemente mas de dos, preferentemente mas de tres, preferentemente mas de cuatro, preferentemente mas
de cinco, preferentemente mas de seis, preferentemente mas de siete, preferentemente mas de ocho,
preferentemente mas de nueve, preferentemente mas de diez, preferentemente mas de once, preferentemente mas
de doce, preferentemente mas de trece, preferentemente mas de catorce de los residuos aminoacidos siguientes en
comparacion con la secuencia polipeptidica de A. hydrophila de referencia, es decir, la secuencia SEC ID n® 32:
28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly, 33Asp, 34Ser, 35hid, 130hid, 131Gly, 132Hid, 133Asn, 134Asp, 135hid y 309His.

El dominio GDSX pfam00657 es un identificador Unico que distingue de otros enzimas las proteinas que presentan
dicho dominio.

La secuencia de consenso pfam00657 se presenta en la figura 1 como SEC ID n? 1. Se deriva de la identificacion de
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la familia de pfam 00657, version 6 de la base de datos, que también puede denominarse pfam00657.6 en la
presente memoria.

La secuencia de consenso puede actualizarse mediante la utilizacién de versiones adicionales de la base de datos
pfam.

Por ejemplo, las figuras 33 y 34 muestran la alineacion de pfam de la familia 00657, versién 11 de la base de datos,
que también se denomina pfam00657.11 en la presente memoria.

Se detecta la presencia de los bloques GDSx, GANDY y HPT en la familia 00657 de pfam de ambas versiones de la
base de datos. Pueden utilizarse versiones adicionales de la base de datos pfam para identificar la familia 00657 de
pfam.

Preferentemente, el enzima lipido aciltransferasa segln la presente invencién puede caracterizarse a partir de los
criterios siguientes:

(i) el enzima presenta actividad de aciltransferasa que puede definirse como actividad de transferencia de ésteres,
en la que la parte acilo de un enlace éster original de una donador de acilos de lipido se transfiere a uno o mas
aceptores de acilo que son carbohidratos, proteinas, subunidades de proteinas o hidroxiacidos, para formar un
nuevo éster, es decir, un éster de carbohidrato y/o un éster de proteina y/o un éster de subunidad de proteina y/o
un éster de hidroxiacido,

(i) el enzima comrpende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o més de los residuos
aminoacidos siguientes: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T,N,Mo S,

(iii) el enzima comprende His-309 o comprende un residuo histidina en una posicién correspondiente a His-309 en el
enzima lipolitico de Aeromonas hydrophila mostrado en la figura 2 (SEC ID n® 2 6 SEC ID n? 32).

Preferentemente, el residuo aminoacido del motivo GDSX es L.

En la secuencia SEC ID n® 2 6 SEC ID n® 32, los primeros 18 residuos aminoacidos forman una secuencia de sefial.
His-309 de la secuencia de longitud completa, es decir, la proteina que incluye la secuencia de sefal, es equivalente
a His-291 de la parte madura de la proteina, es decir la secuencia sin la secuencia de sefal.

Preferentemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién comprende la triada catalitica
siguiente: Ser-34, Asp-134 e His-309, o comprende un residuo serina, un residuo acido aspartico y un residuo
histidina, respectivamente, en las posiciones correspondientes a Ser-34, Asp-134 e His-309 en el enzima lipolitico de
Aeromonas hydrophila mostrado en la figura 2 (SEC ID n® 2) o en la figura 28 (SEC ID n® 32). Tal como se ha
indicado anteriormente, en la secuencia mostrada en SEC ID n® 2 6 en SEC ID n® 32, los primeros 18 residuos
aminoacidos forman una secuencia de sefal. Ser-34, Asp-134 e His-309 de la secuencia de longitud completa, es
decir la proteina incluyendo la secuencia de senal, son equivalentes a Ser-16, Asp-116 e His-291 de la parte madura
de la proteina, es decir, la secuencia sin la secuencia de sefal. En la secuencia de consenso pfam00657, tal como
se proporciona en la figura 1 (SEC ID n® 1), los residuos del sitio activo corresponden a Ser-7, Asp-157 e His-348.

Preferentemente, el enzima lipido aciltransferasa segln la presente invencién puede caracterizarse a partir de los
criterios siguientes:

(i) el enzima presenta actividad de aciltransferasa que puede definirse como actividad de transferencia de ésteres,
en la que la parte acilo de un enlace éster original de un primer donador de acilos de lipido se transfiere a uno o
mas aceptores de acilos que son carbohidratos, proteinas, subunidades de proteinas o hidroxiacidos, para
formar un nuevo éster, es decir, un éster de carbohidrato y/o un éster de proteina y/o un éster de subunidad de
proteina y/o un éster de hidroxiacido, y

(i) el enzima comprende por lo menos Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134 e His-309, o comprende los residuos glicina,
acido aspartico, serina, acido aspartico e histidina en las posiciones correspondientes a Gly-32, Asp-33, Ser-34,
Asp-134 e His-309, respectivamente, en el enzima lipolitico de Aeromonas hydrophila mostrado en la figura 2
(SEC ID n® 2) o en la figura 28 (SEC ID n° 32).

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invenciéon puede obtenerse, preferentemente
se obtiene, a partir de organismos de uno o mas de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces,
Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus,
Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccaromyces, Listeria, Neisseria,
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y Candida.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede obtenerse, preferentemente
se obtiene, a partir de uno o mas de los organismos siguientes: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
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Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus, Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus, Desulfitobacterium dehalogenans,
Bacillus sp., Campylobacter jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus solfataricus, Saccharomyces
cerevisiae, Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria
meningitidis, Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis y
Candida parapsilosis.

En un aspecto, preferentemente el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede obtenerse,
preferentemente se obtiene, a partir de uno o méas de entre Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segln la presente invencién comprende una o mas de las
secuencias de aminoacidos siguientes:

i) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 2 (ver la figura 2),
ii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 3 (ver la figura 3),
iiil) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 4 (ver la figura 4),
iv)  la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 5 (ver la figura 5),

v la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 6 (ver la figura 6),
vi)  la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 12 (ver la figura 14),

Py

)
vii)  la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 20 (ver la figura 16),
iii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 22 (ver la figura 18),
ix)  la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 24 (ver la figura 20),
X) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 26 (ver la figura 22),
xi)  la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 28 (ver la figura 24),
Xii la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 30 (ver la figura 26),
xiii)  la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 32 (ver la figura 28),
xiv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 34 (ver la figura 30), o

una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 75% o superior respecto a cualquiera de las
secuencias mostradas como SEC ID n22, SECID n2 3, SECID n?4, SEC ID n?5, SEC ID n26, SEC ID n? 12, SEC
ID n? 20, SEC ID n® 22, SEC ID n? 24, SEC ID n? 26, SEC ID n? 28, SEC ID n? 30, SEC ID n® 32 6 SEC ID n® 34.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién comprende la secuencia de
aminoacidos mostrada como SEC ID n® 2 6 como SEC ID n? 3 6 SEC ID n® 32 6 SEC ID n? 34, o comprende una
secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 75% o mas, preferentemente de 80% o mas,
preferentemente de 85% o mas, preferentemente de 90% o mas, preferentemente de 95% o mas, respecto a la
secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 2 ¢ la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 3
0 la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 32 6 la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID
n® 34.

Para los fines de la presente invencion, el grado de identidad se basa en el nimero de elementos de secuencia que
son iguales. El grado de identidad de acuerdo con la presente invencidén puede determinarse convenientemente por
medio de programas informaticos conocidos de la técnica, tales como GAP proporcionado en el programa
informatico GCG (Program Manual for the Wisconsin Package, version 8, agosto de 1994, Genetics Computer
Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, US53711) (Needleman y Wunsch, J. of Molecular Biology 48:443-
45, 1970) utilizando los parametros siguientes para la comparacion de secuencias polipeptidicas: penalizacion por
creacién de HUECO de 3,0 y penalizacion por extensién de HUECO de 0,1.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segin la presente invencién comprende una secuencia de
aminoacidos que presenta una identidad de secuencia de 80% o mas, preferentemente 85% o0 mas, mas
preferentemente 90% o mas, y todavia mas preferentemente 95% o mas, respecto a cualquiera de las secuencias
mostradas como SEC ID n? 2, SECIDn% 3, SECIDn%4,SECIDn?5, SECID n? 6, SEC ID n? 12, SEC ID n? 20,
SEC ID n® 22, SEC ID n® 24, SEC ID n? 26, SEC ID n° 28, SEC ID n® 30, SEC ID n® 32 6 SEC ID n® 34.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencidbn comprende una o mas de las
secuencias de aminodacidos siguientes:

(a) una secuencia de aminoacidos mostrada como residuos aminoacidos 1 a 100 de la secuencia SEC ID n® 2 &
SEC ID n? 32,

(b) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos aminoacidos 101 a 200 de la secuencia SEC ID n® 2
6 SEC ID n® 32,

(c) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos aminoacidos 201 a 300 de la secuencia SEC ID n® 2
6SECIDN®32,0
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(d) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 75% o mas, preferentemente de 85% o mas, mas
preferentemente de 90% o mas, todavia mas preferentemente de 95% o mas, respecto a cualquiera de las
secuencias de aminoacidos definidas en (a)-(c), anteriormente.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién comprende una o mas de las
secuencias de aminoacidos siguientes:

(a) una secuencia de aminoacidos mostrada como residuos aminoacidos 28 a 39 de la secuencia SEC ID n® 2 6
SEC ID n® 32,

(b) una secuencia de aminoacidos mostrada como residuos aminoacidos 77 a 88 de la secuencia SEC ID n® 2 6
SEC ID n? 32,

(c) una secuencia de aminoacidos mostrada como residuos aminoacidos 126 a 136 de la secuencia SEC ID n® 2 6
SEC ID n? 32,

(d) una secuencias de aminoacidos mostrada como residuos aminoacidos 163 a 175 de la secuencia SEC ID n® 2 ¢
SEC ID n® 32,

(e) una secuencia de aminoacidos mostrada como residuos aminodcidos 304 a 311 de la secuencia SEC ID n? 2 ¢
SEC ID n? 32,

(f) una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 75% o mas, preferentemente de 85% o mas, mas
preferentemente de 90% o0 mas, todavia mas preferentemente de 95% o0 mas, respecto a cualquiera de las
secuencias de aminoacidos definidas en (a)-(e) anteriormente.

Convenientemente, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede comprender una secuencia
de aminodcidos producida mediante la expresiéon de una o mas de las secuencias de nucledtidos siguientes:

la secuencia de nucleétido mostrada como SEC ID n® 7 (ver la figura 9),
la secuencia de nucleétido mostrada como SEC ID n® 8 (ver la figura 10),
la secuencia de nucle6tido mostrada como SEC ID n® 9 (ver la figura 11),
la secuencia de nucle6tido mostrada como SEC ID n® 10 (ver la figura 12)
la secuencia de nucledétido mostrada como SEC ID n? 11 (ver la figura 13)
la secuencia de nucleétido mostrada como SEC ID n? 13 (ver la figura 15)
la secuencia de nucle6tido mostrada como SEC ID n® 21 (ver la figura 17)
la secuencia de nucleétido mostrada como SEC ID n° 23 (ver la figura 19),
la secuencia de nucleétido mostrada como SEC ID n® 25 (ver la figura 21)
( )
( )
( )
( )

_—— =

Q20 Qo0 TW

=z

la secuencia de nucleétido mostrada como SEC ID n® 27 (ver la figura 23
la secuencia de nucleotido mostrada como SEC ID n® 29 (ver la figura 25
la secuencia de nucleotido mostrada como SEC ID n® 31 (ver la figura 27
la secuencia de nucleotido mostrada como SEC ID n® 33 (ver la figura 29
la secuencia de nucle6tido mostrada como SEC ID n® 35 (ver la figura 31), o

una secuencia de nucleotidos que presenta una identidad de 75% o superior respecto a cualquiera de las
secuencias mostradas como SEC IDn27, SECID n28, SEC IDn29, SEC ID n210, SECID n211, SEC ID n?
13, SEC ID n® 21, SEC ID n° 23, SEC ID n® 25, SEC ID n® 27, SEC ID n2 29, SEC ID n® 31, SECID n®33 ¢
SEC ID n® 35.
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Convenientemente, la secuencia de nucleétidos puede presentar una identidad de 80% o superior, preferentemente
de 85% o superior, mas preferentemente de 90% o superior, y todavia mas preferentemente de 95% o superior,
respecto a cualquiera de las secuencias mostradas como SEC ID n® 7, SEC ID n? 8, SEC ID n® 9, SEC ID n? 10,
SEC ID n® 11, SEC ID n® 13, SEC ID n® 21, SEC ID n® 23, SEC ID n® 25, SEC ID n® 27, SEC ID n® 29, SEC ID n° 31,
SEC ID n®33 6 SEC ID n? 35.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede ser una lecitina:colesterol aciltransferasa
(LCAT) o variante de la misma (por ejemplo una variante construida mediante evolucién molecular).

Son conocidas de la técnica las LCAT adecuadas y pueden obtenerse a partir de uno o mas de los organismos
siguientes, por ejemplo: mamiferos, ratas, ratones, pollos, Drosophila melanogaster, plantas, incluyendo Arabidopsis
y Oryza sativa, neméatodos, hongos y levaduras.

En una forma de realizacion, el enzima lipido aciltransferasa segun la presente invenciéon puede ser la lipido
aciltransferasa obtenible, preferentemente obtenida, a partir de las cepas E. coli TOP 10 que portan pPet12aAhydro
y pPet12aASalmo, depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhagen K, Dinamarca, bajo el
Tratado de Budapest sobre el reconocimiento internacional del depdsito de microorganismos a los fines del
procedimiento en materia de patentes en el National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria (NCIMB), 23
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St. Machar Street, Aberdeen, Escocia, GB, el 22 de diciembre de 2003, bajo los numeros de acceso NICMB 41204 y
NCIMB 41205, respectivamente.

El término "transferasa" tal como se utiliza en la presente memoria es intercambiable con la expresion "lipido
aciltransferasa”.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria cataliza una o las dos
reacciones siguientes: transesterificacion y alcoholisis.

De esta manera, de acuerdo con la presente invencion, puede conseguirse una o mas de las propiedades
ventajosas siguientes: la bioconversién de lipidos para formar uno o0 mas de entre un éster de carbohidrato, un éster
de proteina, un éster de subunidad de proteina o un éster de hidroxiacido, puede tener lugar en un ambiente de alto
contenido de agua que no comprenda ningln solvente organico o una cantidad reducida de solvente organico en
comparacién con los procedimientos convencionales de bioconversién.

El término "bioconversion” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la modificacién de un compuesto
organico para producir otro compuesto organico y/o a la sintesis de compuestos organicos a partir de otros
compuestos organicos mediante catalisis enzimatica.

El término "transesterificacion" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la transferencia catalizada
enzimaticamente de un grupo acilo de un lipido donador (diferente de un &cido graso libre) a un aceptor de acilos
(diferente de agua). Para mayor claridad, la utilizaciéon del término "transesterificacion”" tal como se utiliza en la
presente memoria incluye la transferencia de un grupo acilo de un lipido donador a un aceptor de acilos (diferente de
agua) en el que el aceptor de acilos comprende un grupo quimico adecuado, que puede ser, por ejemplo, un grupo -
OH o -SH.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "alcoholisis" se refiere al corte enzimatico de un enlace
covalente de un derivado acido mediante la reaccién con un grupo alcohol ROH, de manera que uno de los
productos se combina con el H del grupo alcohol y el otro producto se combina con el grupo OR del grupo alcohol.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "hidrélisis” se refiere a la transferencia enzimaticamente
catalizada de un grupo acilo de un lipido al grupo OH de una molécula de agua. La transferencia de acilos que
resulta de la hidrdlisis requiere la separacion de la molécula de agua.

El término "interesterificacion” se refiere a la transferencia enzimaticamente catalizada de grupos acilo entre un lipido
donador y un lipido aceptor, en el que el lipido donador no es un grupo acilo libre. En otras palabras, el término
"interesterificacién” se refiere al intercambio de un acido graso entre dos moléculas de lipido.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria cataliza la interesterificacion.

Convenientemente, el método o uso segun la presente invencién puede comprender ademas una o mas de las
etapas siguientes: disolver el aceptor de acilos en agua, anadir un lipido donador de acilos a un aceptor de acilos
disuelto para formar un sistema de dos fases o una emulsién; agitar o sonicar la mezcla de reaccion; calentar la
mezcla de reaccién, por ejemplo para desnaturalizar el enzima; separar la fase acuosa de la fase
grasa/emulsionante mediante técnicas estdndares de separacion tales como la extraccidon en solvente o la
evaporacién de agua, por ejemplo fraccionando la fase grasa mediante cromatografia de interaccion hidrofébica, la
cristalizacién o la destilacion bajo alto vacio. Convenientemente, puede llevarse a cabo una o mas etapas de entre el
calentamiento, la separacion o el fraccionamiento tras alcanzar la reaccion el equilibrio.

En una forma de realizacién, puede inmovilizarse la lipido aciliransferasa para la utilizacion en los métodos de la
presente invencion. En el caso de que el enzima se encuentre inmovilizado, la mezcla que comprende un donador
de acilos, un aceptor de acilos y agua se pasa a través de una columna, por ejemplo que comprende el enzima
inmovilizado. Mediante la inmovilizacion del enzima, resulta posible reutilizarlo facilmente.

Convenientemente, el enzima inmovilizado puede utilizarse en un reactor de flujo o en un reactor por lotes que
contenga una mezcla de reaccion que comprende un aceptor de acilos disuelto en agua y un lipido donador de
acilos en forma de un sistema de dos fases o en forma de una emulsién. La mezcla de reaccidon opcionalmente
puede agitarse o sonicarse. Tras alcanzar la reaccion el equilibrio, por ejemplo, pueden separarse la mezcla de
reaccion y el enzima inmovilizado. Convenientemente, el producto de reaccion puede fraccionarse, por ejemplo
mediante cromatografia de interaccion hidrofébica, cristalizacion o destilacion bajo alto vacio.

La lipido aciltransferasa inmovilizada puede prepararse utilizando técnicas de inmovilizacién conocidas de la técnica.
Existen numerosos métodos de preparacion de enzimas inmovilizados, que resultaran evidentes para el experto en
la materia (por ejemplo las técnicas a las que se hace referencia en la patente EP 0 746 608, o en Balcao V.M.,
Paiva A.L., Malcata F.X., Enzyme Microb. Technol. 18(6):392-416, 1 de mayo de 1996, o Retz M.T., Jaeger K.E.,
Chem. Phys. Lipids 93(1-2):3-14, junio de 1998; Bornscheuer U.T., Bessler C., Srinivas R., Krishna S.H., Trends
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Biotechnol. 20(10):433-7, octubre de 2002; Plou et al., J. Biotechnology 92:55-66, 2002; Warmuth ef al., BioForum
9:282-283, 1992; Ferrer et al., J. Chem. Technol. Biotechnol. 75:1-8, 2000, o Christensen et al., Nachwachsende
Rohstoff 10:98-105, 1998; Petersen y Christensen, Applied Biocatalysis, Harwood Academic Publishers, Amsterdam,
2000. Entre las técnicas que pueden utilizarse en la presente memoria se incluyen el acoplamiento covalente a
Eupergit C, la adsorcién sobre polipropileno y la granulacién con silice, por ejemplo.

La expresion "ambiente de alto contenido de agua” tal como se utiliza en la presente memoria preferentemente se
refiere a un ambiente que presenta un contenido bajo o nulo de solvente organico, preferentemente de contenido
bajo o nulo de un solvente organico polar. La expresién solvente organico tal como se utiliza en la presente memoria
preferentemente no comprende aceites alimentarios en el caso de que se utilicen como sustratos lipidos, y
preferentemente no comprende aceites alimentarios que presentan un contenido alto en lipidos no polares, por
ejemplo. Convenientemente, el ambiente de alto contenido de agua segun la presente invencién puede comprender
menos de 50% en volumen de solventes organicos, menos de 30% en volumen de solventes organicos, mas
preferentemente menos de 15% en volumen de solventes organicos, mas preferentemente menos de 5% en
volumen de solventes organicos, mas preferentemente menos de 1% en volumen de solventes organicos, mas
preferentemente menos de 0,5% en volumen de solventes organicos y méas preferentemente 0% en volumen de
solventes organicos.

En el caso de que se produzca un éster de carbohidrato segun la presente invencion, el éster de carbohidrato
preferentemente es un éster de oligosacarido, un éster de monosacarido o un éster de disacarido.

Convenientemente, el éster de carbohidrato producido segln la presente invenciéon puede ser uno o mas de los
siguientes: éster de glucosa, éster de fructosa, éster de anhidrofructosa, éster de maltosa, éster de lactosa, éster de
galactosa, éster de xilosa, éster de xilooligosacarido, éster de arabinosa, éster de maltooligosacarido, éster de
tagatosa, éster de sacarosa, éster de microtecina, éster de ascopirona P, éster de ascopirona T o éster de
cortalcerona.

Preferentemente, el éster de carbohidrato producido segln la presente invencién es uno o mas de los siguientes:
monoéster de carbohidrato, monoéster de azlcar, monoéster de oligosacarido, monoéster de trisacarido, monoéster
de disacarido, monoéster de monosacarido, monoéster de glucosa, monoéster de fructosa, monoéster de
anhidrofructosa, monoéster de maltosa, monoéster de lactosa, monoéster de galactosa, monoéster de xilosa,
monoéster de xilooligosacarido, monoéster de arabinosa, monoéster de maltooligosacarido, monoéster de tagatosa,
monoéster de sacarosa, éster de microtecina, éster de ascopirona P, éster de ascopirona T o éster de cortalcerona.

En una forma de realizacion, el éster de microtecina, el éster de ascopirona P, el éster de ascopirona T y/o el éster
de cortalcerona pueden funcionar como agente antimicrobiano. Alternativamente, o adicionalmente, el éster de
microtecina, el éster de ascopirona P, el éster de ascopirona T y/o el éster de cortalcerona puede funcionar como
uno o los dos de entre antioxidante y/o emulsionante.

Preferentemente, la formacion del éster de carbohidrato (en caso de encontrarse alguno) segln la presente
invencion es independiente de la UDP-glucosa.

Preferentemente, el producto alimentario segin la presente invencion no comprende UDP-glucosa, o Unicamente
comprende UDP-glucosa en cantidades insignificantes.

Se ha encontrado que las lipido aciltransferasas utilizadas en los métodos de la invencién presentan propiedades
Unicas en comparacion con los enzimas lipoliticos en el aspecto de que presentan una preferencia marcada para la
transferencia de grupos acilos de lipidos a aceptores diferentes del agua, incluso en presencia de cantidades
significativas de agua. En una comparacién con los enzimas de la técnica anterior, se encontr6 que la lipido
aciltransferasa utilizada en la invencion presentaba una actividad transferasa relativa elevada en presencia de 6% de
agua, 54% de agua, 73% de agua, 89% de agua y aproximadamente 95% de agua. Los enzimas lipoliticos
sometidos a ensayo no presentaban virtualmente actividad relativa de transferasa significativa a dichas
concentraciones de agua.

El % de actividad de transferasa (es decir, la actividad de transferasa como porcentaje de la actividad enzimatica
total) puede determinarse mediante el protocolo siguiente:

Protocolo para la determinacion del % de actividad de aciltransferasa.

Un sustrato al que se ha afadido una lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede extraerse siguiendo la
reaccion enzimatica con CHCI3:CH3sOH 2:1, y se aisla la fase organica que contiene el material lipidico y se analiza
mediante GLC y HPLC segun el procedimiento detallado posteriormente en la presente memoria. A partir de los
andlisis de GLC y HPLC, se determinan las cantidades de acidos grasos libres y de uno o mas de entre ésteres de
carbohidratos, ésteres de proteina, ésteres de subunidad de proteina y ésteres de hidroxiacido. Se analiza de la
misma manera un sustrato de control al que no se ha afadido ningln enzima segun la presente invencion.
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Calculo:

A partir de los resultados de los andlisis de GLC y HPLC, puede calcularse el incremento de acidos grasos libres y
de ésteres de carbohidratos y/o de ésteres de proteina y/o de ésteres de subunidad de proteina y/o de hidroxiacido:

A % de acidos grasos = % acidos grasos (enzima) - % acidos grasos (control; Pm acidos grasos=peso molecular
medio de los &cidos grasos;

A= A % de éster de proteina/Pm de éster de proteina (en donde A % de éster de proteina = % de éster de proteina
(enzima) - % de éster de proteina (control) y Pm de éster de proteina = peso molecular medio de los ésteres de
proteina) - aplicable en el caso de que el aceptor de acilos sea una proteina;

B = A % de éster de carbohidrato/Pm de éster de carbohidrato (en donde A % de éster de carbohidrato = % de éster
de carbohidrato (enzima) - % de éster de carbohidrato (control) y Pm de éster de carbohidrato = peso molecular
medio de los ésteres de carbohidrato) - aplicable en el caso de que el aceptor de acilos sea un carbohidrato;

C = A % de éster de subunidad de proteina/Pm de éster de subunidad de proteina (en donde A % de éster de
subunidad de proteina = % de éster de subunidad de proteina (enzima) - % de éster de de subunidad de proteina
(control) y Pm de éster de subunidad de proteina = peso molecular medio de los ésteres de subunidad de proteina) -
aplicable en el caso de que el aceptor de acilos sea un subunidad de proteina; y

D = A % de éster de hidroxiacido/Pm de éster de hidroxiacido (en donde A % de éster de hidroxiacido = % de éster
de hidroxiacido (enzima) - % de éster de hidroxiacido (control) y Pm de éster de hidroxiacido = peso molecular medio
de los ésteres de hidroxiacido) - aplicable en el caso de que el aceptor de acilos sea un hidroxiacido.

Se calculd la actividad de transferasa como porcentaje de la actividad enzimatica total:

% de actividad - A*+B*+C*+D?* x 100
de transferasa

A* + B* + C* + D*+A % écidos grasos/(Pm acidos grasos)

* eliminar seguin resulte apropiado

Las actividades de lipasa y de aciltransferasa del enzima pueden evaluarse mediante los ensayos siguientes. De
esta manera, puede obtenerse/identificarse una lipido aciltransferasa que presente las caracteristicas enzimaticas
definidas en la presente memoria.

Ensayo de transferasa en sustrato tamponado (ver el Ejemplo 6)

Los enzimas que actian como lipido aciltransferasas para la utilizacion en los métodos de la invencion pueden
identificarse rutinariamente utilizando el ensayo que se ensefia en la presente memoria en el Ejemplo 6. Este ensayo
en lo sucesivo en la presente memoria se denomina "ensayo de transferasa en sustrato tamponado”. En el Ejemplo
6, el enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida segun la presente invencion se analiz6é y se compar6
con un abanico de enzimas lipoliticos no comprendidos en la presente invencién. Tal como puede observarse, de
entre los enzimas lipoliticos, Unicamente LIPOPAN® F (Novozymes, Dinamarca) presentaba alguna actividad de
transferasa, aunque sélo un nivel muy reducido (1,3%).

Los enzimas adecuados para la utilizacién en los métodos de la invencion pueden identificarse rutinariamente
utilizando el ensayo de transferasa en sustrato tamponado. Utilizando este ensayo, en el que se utiliza un contenido
muy elevado de agua, de aproximadamente 95%, las lipido aciliransferasas segun la presente invencion son
aquéllas que presentan una actividad de aciltransferasa de por lo menos 2% (actividad relativa de transferasa),
preferentemente por lo menos 5% de actividad relativa de transferasa, preferentemente por lo menos 10% de
actividad relativa de transferasa, preferentemente por lo menos 15%, 20%, 25%, 26%, 28%, 30%, 40%, 50%, 60% 6
75% de actividad relativa de transferasa. Convenientemente, la lipido aciltransferasa seguin la presente invencién
puede presentar una actividad de aciliransferasa inferior a 28%, inferior a 30%, preferentemente inferior a 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90% 6 100%.

Ensayo de transferasa en un ambiente de bajo contenido de agua

A modo de alternativa, o adicionalmente, a la utilizaciéon del "ensayo de transferasa en sustrato tamponado", las
lipido aciltransferasas para la utilizacion segun la presente invencién pueden identificarse utilizando el "ensayo de
transferasa en un ambiente de bajo contenido de agua".

Con el fin de determinar si un enzima es una lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede llevarse a
cabo un "ensayo de transferasa en un ambiente de bajo contenido de agua”, es decir en un ambiente aceitoso con
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6% de agua segun se ensena en el Ejemplo 9. El presente ejemplo ilustra que en un ambiente aceitosa con 6% de
contenido de agua, la lipido aciltransferasa de la invencién presenta una actividad relativa de transferasa elevada, en
la que los enzimas lipoliticos de la técnica anterior presentan actividad hidrolitica.

En una forma de realizacion, la lipido aciltransferasa adecuada para la utilizacién en los métodos y/o usos segun la
presente invencion es un enzima que, al someterlo a ensayo utilizando el "ensayo de transferasa en un ambiente de
bajo contenido de agua", medido tras un periodo de tiempo seleccionado de entre 30, 20 6 120 minutos, presenta
una actividad relativa de transferasa de por lo menos 1%, preferentemente de por lo menos 2%, preferentemente de
por lo menos 5%, preferentemente de por lo menos 10%, preferentemente de por lo menos 20%, preferentemente
de por lo menos 30%, preferentemente de por lo menos 40%, preferentemente de por lo menos 50%,
preferentemente de por lo menos 60%, preferentemente de por lo menos 70% y preferentemente de por lo menos
75%. Convenientemente, la lipido aciltransferasa segin la presente invencion puede presentar una actividad de
30%, 40%, 50%, 60%, 70% 6 80% medida tras un periodo de tiempo de 10, 20, 30 6 120 minutos utilizando el
"ensayo de transferasa en un ambiente de bajo contenido de agua".

Tal como se ha indicado anteriormente, la lipasa aciltransferasa de la invencion puede identificarse utilizando el
"ensayo de transferasa en sustrato tamponado” o en el "ensayo de transferasa en un ambiente de bajo contenido de
agua" utilizando colesterol como el aceptor de acilos. Evidentemente el experto en la materia conocera con facilidad
que, con correcciones evidentes de los métodos analiticos, puede utilizarse el "ensayo de transferasa en sustrato
tamponado” o el "ensayo de transferasa en un ambiente de bajo contenido de agua" para determinar la actividad de
lipido aciltransferasa para cualquier lipido donador de acilos o cualquier combinacién de aceptor de acilos. El
experto en la materia simplemente sustituird, en caso necesario, el sustrato donador de acilos (por ejemplo un
fosfolipido) por un sustrato donador de acilos alternativo (por ejemplo un glucolipido, un triacilglicérido) y/o sustituira
el aceptor de acilos (por ejemplo colesterol) por un sustrato aceptor de acilos alternativo (por ejemplo un
carbohidrato, una proteina, una subunidad de proteina o un hidroxiacido) (por ejemplo ver los Ejemplos 10 a 13).

La expresién "ambiente de alto contenido de agua" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier
ambiente que comprende 5% a 98% de agua. Preferentemente el ambiente comprende un contenido de agua
superior a 6%, preferentemente superior a 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%.
Convenientemente, el ambiente de alto contenido de agua puede comprender 20% a 98%, convenientemente 50% a
98%, convenientemente 70% a 98%, convenientemente 75% a 98% de agua.

En una realizacion, en la mezcla, la cantidad de lipido aciltransferasa medida en comparacion con la cantidad de
agua es de por lo menos 1:700, preferentemente de 1:10.000, medida en peso.

La expresion "bajo contenido de agua” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a cualquier sustrato o
producto alimentario con un contenido de agua inferior a 5%, preferentemente inferior a 4%, 3%, 2%, 1% 6 0,5%.

Preferentemente, el método y/o uso segun la presente invencion puede llevarse a cabo a una temperatura de entre
15°C y 60°C, preferentemente a una temperatura de entre 20°C y 60°C, preferentemente de entre 20°C y 50°C,
preferentemente de entre 20°C y 45°C y preferentemente de entre 20°C y 40°C.

Convenientemente, el método o uso segun la presente invencién comprende una etapa adicional de purificacion y/o
aislamiento del producto de reaccidn, es decir, uno 0 mas de entre un éster de carbohidrato, un éster de proteina, un
éster de subunidad de proteina o un éster de hidroxiacido. De esta manera, preferentemente el producto de reaccion
se encuentra en una forma purificada y/o aislada.

El experto en la materia conoce numerosos métodos para la purificacién de ésteres. A titulo de ejemplo, Unicamente
los ésteres producidos mediante los métodos/usos ensefados en la presente memoria pueden purificarse utilizando
cromatografia, tal como mediante interacciéon hidrofébica, filtracién, centrifugacién, extraccion/destilacion o
cristalizacion en solvente. Las metodologias adecuadas se ensefian en Ulmann's Encyclopedia of Industrial
Chemistry, Wiley-VCH Verlag GmbH & Co., KgaA, 2002.

La lipido aciltransferasa de la invencién puede expresarse en cualquier huésped de expresién adecuado. Por
ejemplo, la lipido aciltransferasa de la invencién puede expresarse en Bacillus subtilis y puede purificarse mediante
ultrafiltracién y/o mediante precipitacion en etanol y/o centrifugacion, y posteriormente puede secarse mediante
pulverizacién utilizando almidén (maltodextrina) como portador para el enzima. El enzima seco mediante
pulverizacién puede estandarizarse a una actividad PLU especificada mediante la adicion de portador adicional en
forma de polvos. Las técnicas implicadas se encuentran bien establecidas y son rutinarias de la técnica.

En una forma de realizacion, el método seguin la presente invencion es un procedimiento in vitro. EI método
convenientemente puede ser un procedimiento continuo o por lotes.

El enzima segun la presente invencion puede utilizarse en combinacion con uno o més enzimas adicionales. De esta

manera, se encuentra comprendido dentro del alcance de la presente invenciéon que, ademas del enzima de la
invencion, se ponga en contacto la mezcla con por lo menos un enzima adicional. Entre dichos enzimas adicionales
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se incluyen enzimas degradantes tales como endoamilasas o exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadores,
hemicelulasas, incluyendo xilanasas, celulasas, oxidorreductasas, por ejemplo la glucosa oxidasa o una carbohidrato
oxidasa tal como una que oxide la maltosa, por ejemplo la hexosa oxidasa (HOX), lipasas, fosfolipasas y hexosa
oxidasa, y proteasas. La mezcla puede ponerse en contacto con el enzima de la invencién y por lo menos un enzima
adicional simultanea o secuencialmente.

En una forma de realizacién, por ejemplo puede utilizarse la lipido aciltransferasa en combinaciéon con una lipasa
que presente una 0 mas de las actividades de lipasa siguientes: actividad de glucolipasa (E.C.3.1.1.26, actividad de
triacilglicerol lipasa (E.C.3.1.1.3), actividad de fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4) o actividad de fosfolipasa A1
(E.C.3.1.1.32). Los enzimas lipasa adecuados son bien conocidos de la técnica y entre ellos se incluyen, a titulo de
ejemplo, las lipasas siguientes: LIPOPAN® F y/0 LECITASE® ULTRA (Novozymes A/S, Dinamarca), fosfolipasa A2
(por ejemplo la fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L, de Biocatalysts, LIPOMAX™ de Genecor), LIPOLASE®
(Novozymes A/S, Dinamarca), las lipasas que se ensefian en las patentes WO 03/97835, EP 0.977.869 6 EP
1.193.314.

Usos

De esta manera, los métodos segun la presente invencion producen uno o mas de entre un éster de carbohidrato, un
éster de proteina, un éster de subunidad de proteina y un éster de hidroxiacido. Muchos de estos ésteres son
emulsionantes Utiles. A titulo de ejemplo Unicamente, los ésteres de aminodcidos, los ésteres de péptidos, los
ésteres de proteinas, los ésteres de carbohidratos y los ésteres de hidroxiacidos (tales como ésteres del acido
tartarico), por ejemplo, son emulsionantes funcionalmente importantes. Los emulsionantes resultan Utiles en un
amplio abanico de industrias, tales como la industria alimentaria, la industria de los piensos, la industria cosmética
(por ejemplo en bases cosméticas), la industria farmacéutica (en tanto la sintesis farmacéutica como la formulacion,
por ejemplo) y en la industria de las pinturas, por ejemplo. Los emulsionantes pueden funcionar como agentes
humectantes, ingredientes alimentarios e ingredientes activos.

Ademas, los condensados de proteina-acido graso en virtud de sus excelentes propiedades fisiolégicas resultan
adecuados para la utilizacion en productos de cosmética y de higiene personal, por ejemplo. Por ejemplo, pueden
utilizarse ésteres de proteina en preparaciones para ducha y bafo, asi como en champus y cremas corporales. Los
condensados de proteina y acido grasos también pueden resultar Utiles en composiciones farmacéuticas, por
ejemplo como base.

Los condensados de proteina y acido graso son bien conocidos por su aplicacién en la industria cosmética.
Convencionalmente, estos productos se producen haciendo reaccionar hidrolizado de proteinas con cloruro de acido
graso bajo condiciones de Schotten-Baumann, utilizando agua como solvente (http://www.scf-
online.com/english/26_e/rawmaterials26_e.htm#5).

Durante el desarrollo de los condensados de proteina-acido graso resulta posible combinar las fuentes renovables
acidos grasos (procedentes de aceite vegetal) y proteinas, que pueden obtenerse tanto de residuos animales
(cuero), asi como de muchas plantas, para construir una superficie surfactante con una parte hidrofébica (el acido
raso) y una hidrofilica (la proteina). Durante este procedimiento, el cloruro de &cido graso reaccionar con el grupo
amina del aminodcido y forma el condensado de proteina-acido graso (ver la figura 49). Se obtienen productos que
presentan una excelente compatibilidad con al piel y ademas presentan un buen efecto limpiador.

El hecho de que incluso pequefias adicionales del hidrolizado de proteinas aciladas presenten un efecto sinérgica
sobre la compatibilidad con la piel de otros surfactantes resulta muy importante desde un punto de visto de
formulacion técnica. Una explicacion para este efecto protector podria encontrarse en el comportamiento anfotérico
del producto. Se produce una interaccion entre el condensado de proteina-acido graso y el colageno de la piel. Esto
conduce a la formacién de una capa protectora, que reduce el ataque excesivo del surfactante sobre las capas
superiores de la piel, su fuerte efecto desgrasante y la interaccién directa de los surfactantes anidnicos con la piel.

En la rama cosmeética, los surfactantes basados en proteinas se utilizan principalmente en productos suaves para
ducha y bafio, champus suaves, limpiadores faciales basados en surfactantes, preparaciones desrizantes y fijadores
0 preparaciones surfactantes para bebés.

Los condensados de hidrolizado de proteina-acido graso también resultan Utiles como bases para preparaciones
farmacéuticas, por ejemplo para cremas y pomadas que contienen ingredientes activos para la aplicacion tdpica en
la piel.

La presente invencién proporciona un nuevo modo para producir condensados de proteina-acido graso sin utilizar
cloruro de &cido graso. La reaccidén segun la presente invencién se ilustra en la figura 50. Esta reacciéon puede
llevarse a cabo en agua o en un sistema de tampoén a temperatura baja sin formacién de productos residuales.

La expresién "condensado de proteina-acido graso" tal como se utiliza en la presente memoria comprende la
totalidad de los siguientes ésteres de proteina, ésteres de polipéptido, ésteres de dipéptido, ésteres de oligopéptido,
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ésteres de péptido y ésteres de aminoéacido.

Tal como apreciara facilmente el experto en la materia, los ésteres de carbohidrato (particularmente los ésteres de
azUlcar) presentan una amplia aplicacién en la industria alimentaria. Entre otros campos de aplicacion se incluyen la
cosmeética, los productos para el cuidado bucal y material médico. Ademas, estos compuestos pueden utilizarse
como antibiéticos, antitumorales, fungicidas e insecticidas. La lipido aciltransferasa segun la presente invencion es
capaz de catalizar la formacion de éster de glucosa en un ambiente de alto contenido de agua (figura 51).

Los ésteres producidos segun la presente invencién encuentran aplicacién en los campos siguientes:

cosmeética: incluyendo emulsiones de aceite esencial (o/w, HLB 16-18), emulsiones de aceite de parafina, o/w, HLB
10-14; emulsiones de acido estearico; emulsiones de cera, o/w, HLB 14-16; emulsiones de lanolina, HLB 12-14;
emulsiones de silicona; pastas dentifricas, o/w; bafios de espuma, o/w, HLB 14-18; locién capilar.

Preparaciones farmacéuticas: incluyendo en emulsiones farmacolégicas; bases de pomada; compuestos para
supositorios, w/o; encapsulado; preparacién para inyeccion.

Agricultura: incluyendo en la mejora de suelos; como aditivo fertilizante; como limpiadores de uso general;
limpiadores para frutas y hortalizas; limpiadores para recipientes recolectores de leche.

Proteccién de cultivos: incluyendo en insecticidas de origen natural, hidrocarburos clorados, y 140; ésteres de acido
fosférico o/w, HLB 10-14; fungicidas, o/w; herbicidas, o/w.

Industria alimentaria: incluyendo en pan y pasteles; chocolate; prevencion de la eflorescencia de las grasas, w/o,
HLB 5-10; glaseado de azlcar, o/w, HLB 14-16; ablandadores para caramelos y goma de mascar, w/o, HLB 2-4;
prevencion de la pegajosidad, w/o, HLB 2-4; aditivos de helados, w/o, LB 4-6; humectado de leche y levadura en
polvo, w/o, HLB 9-11; crema de vainilla en polvo, w/o, HLB 2-4; en la industria de las bebidas; en frutas y hortalizas;
en saborizantes, w/o y o/w, HLB 10-12; en carne, ensalada u otras salsas aromatizantes, o/w; en pigmentos
alimentarios, w/o, HLB 2-4; o/w, HLB 8-18; en inhibidores de espumas.

El beneficio de utilizar ésteres de proteina-acido graso, ésteres de hidroxiacido y ésteres de carbohidrato producidos
segun la presente invencion, a modo de emulsionantes en aplicaciones alimentarias es que son componentes
inocuos compatibles con los alimentos que resultan mas facilmente biodegradables que otros ésteres de acidos
grasos etoxilados de tipo emulsionante utilizados convencionalmente, por ejemplo. De esta manera, estos
emulsionantes resultan de utilizacién mas ecoldgico tanto en la industria alimentaria como en la industria no
alimentaria.

En una forma de realizacion, el éster de microtecina, éster de ascopirona P, éster de ascopirona T y/o éster de
cortalcerona, pueden funcionar a modo de agente antimicrobiano. Alternativamente, o adicionalmente, el éster de
microtecina, el éster de ascopirona P, el éster de ascopirona T y/o el éster de cortalcerona, pueden funcionar como
antioxidante y/o emulsionante.

En una forma de realizacion, los métodos o usos de la presente invencién pueden aplicarse a la produccion de
emulsionante para la utilizacion en formulaciones farmacolégicas, particularmente en la produccién de formulaciones
de liberacion controlada de ingredientes activos, en las que el ingrediente activo se acila utilizando la lipido
aciltransferasa. Dichas formulaciones de liberacion lenta resultan particularmente Utiles para composiciones
farmacéuticas administradas oralmente, en las que la hidrdlisis gradual del éster en el tracto digestivo proporciona la
administracion gradual del ingrediente activo. Dichas composiciones aciladas podrian utilizarse adicionalmente para
una formulacion subcutanea o intravenosa.

En otra forma de realizacién, los métodos o usos de la presente invencion pueden aplicarse a la produccion de
catalizadores de transferencia de fases para la transferencia de sales en una solucién de solventes organicos, por
ejemplo en una reaccién organica. Por ejemplo, la transferencia de un grupo acilo a un aceptor catiénico apropiado,
tal como un hidroxiacido (&cido citrico), o alternativamente con un grupo aceptor aniénico, tal como hidroxiaminas,
puede producir catalizadores de transferencia de fases para la transferencia de sales a una solucién de solventes
organicos.

En otra forma de realizacion, pueden utilizarse los métodos de la presente invencion para producir profarmacos éster
de compuestos farmacéuticos con baja disponibilidad biolégica y/o baja solubilidad, por ejemplo agentes antiviricos
como el aciclovir y el ganciclovir. EI método podria utilizarse ademas para otros compuestos medicinales con un
grupo hidroxi libre, por ejemplo un grupo hidroxi primario, secundario o terciario.

Preferentemente, el éster producido segun la presente invencién se utiliza en una formulacion farmacéutica.

Preferentemente, el éster producido segun la presente invencién se utiliza en un producto cosmético y/o de higiene
personal.
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Preferentemente, el éster producido segun la presente invencion se utiliza en un producto alimentario y/o en un
pienso.

El método segun la presente invencion puede ser una etapa en el procedimiento de fabricacion de uno o mas de
entre un compuesto farmacéutico, un cosmético, un producto de higiene personal, un producto alimenticio o un
pienso.

Ventajas

Una ventaja del método segun la presente invencién es que resulta en la preparacion de un éster de hidroxiacido sin
necesidad de utilizar solventes organicos. De esta manera, la presente invencion permite reducir o eliminar la
utilizacién de solventes organicos. Lo anterior presenta muchas ventajas, por ejemplo en la reduccion de los costes
de produccion en la reduccion de la exposicién humana y/o ambiental a solventes organicos y en la simplificacién del
procedimiento de produccion.

En la produccion de ésteres para aplicaciones alimentarias resulta particularmente ventajoso utilizar lipidos y no
acidos grasos debido a que no resulta necesario eliminar los lipidos presentes en exceso ya que estos pueden
formar parte del item alimentario en el que se utiliza el producto de reaccién. Por otra parte, resultaria necesario
eliminar los acidos grasos libres presentes en exceso debido a que estos resultarian perjudiciales para la mayoria de
productos alimentarios.

Aislamiento

En un aspecto, preferentemente el polipéptido o proteina para la utilizacion en la presente invencién se encuentra en
una forma aislada. El término "aislado" se refiere a que la secuencia se encuentra por lo menos sustancialmente
libre de por lo menos un componente adicional con el que la secuencia se encuentra naturalmente asociado en la
Naturaleza y tal como se encuentra en la Naturaleza.

En un aspecto, preferentemente el producto de bioconversiéon segun la presente invencion, por ejemplo el éster de
carbohidrato y/o el éster de proteina y/o el éster de subunidad de proteina y/o el éster de hidroxiacido, se aisla de la
mezcla de reaccion. El término "aislado” se refiere a que el producto de bioconversidon se encuentra por lo menos
sustancialmente libre de por lo menos un componente adicional con el que el producto de bioconversion se
encuentra asociado durante la reaccion de bioconversién.

Purificacién

En un aspecto, preferentemente el polipéptido o proteina para la utilizacién en la presente invencién se encuentra en
una forma purificada. El término "purificado” se refiere a que la secuencia se encuentra en un estado relativamente
puro, por ejemplo en una pureza de por lo menos aproximadamente 51%, o de por lo menos aproximadamente 75%,
o de por lo menos aproximadamente 80%, o de por lo menos aproximadamente 90%, o de por lo menos
aproximadamente 95% o de por lo menos aproximadamente 98%.

En un aspecto, preferentemente el producto de bioconversién producido seguln la presente invencion, por ejemplo el
éster de carbohidrato y/o el éster de proteina y/o el éster de subunidad de proteina y/o el éster de hidroxiacido, se
purifica a partir de la mezcla de reaccién y por lo tanto se encuentra en una forma purificada. El término "purificado”
se refiere a que el producto de bioconversién se encuentra en un estado relativamente puro, por ejemplo con una
pureza de por lo menos aproximadamente 51%, o de por lo menos aproximadamente 75%, o de por lo menos
aproximadamente 80%, o de por lo menos aproximadamente 90%, o de por lo menos aproximadamente 95%, o de
por lo menos aproximadamente 98%.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencién también proporciona una composicién farmacéutica que comprende el producto de la
presente invencion y un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable (incluyendo combinaciones de
los mismos).

Las composiciones farmacéuticas puede estar destinadas a la utilizacion humana o animal en medicina humana o
veterinaria y tipicamente comprenden uno o mas de un diluyente, portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Los portadores o diluyentes aceptables para el uso terapéutico son bien conocidos de la técnica
farmacéutica y se describen en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co. (A.R.
Gennaro, editor, 1985). La eleccion de portador, excipiente o diluyente farmacéutico puede seleccionarse con
respecto a la via pretendida de administracién y la practica farmacéutica estdndar. Las composiciones farmacéuticas
pueden comprender a modo de portador, excipiente o diluyente, o adicionalmente a los mismos, cualquier ligante o
ligantes, lubricante o lubricantes, agente o agentes de suspension, agente o agentes de recubrimiento y agente o
agentes solubilizadores.
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Pueden proporcionarse conservantes, estabilizadores, pigmentos e incluso saborizantes en la composicion
farmacéutica. Entre los ejemplos de conservantes se incluyen benzoato sédico, acido sorbico y ésteres de acido p-
hidroxibenzoico. También pueden utilizarse antioxidantes y agentes de suspension.

Puede haber diferentes requisitos de composicién/formulacion dependiendo de los diferentes sistemas de
administracion. A titulo de ejemplo, la composicion farmacéutica de la presente invencion puede formularse para la
administracion utilizando una minibomba o mediante una via mucosa, por ejemplo en forma de pulverizacion nasal o
aerosol para inhalacién o solucién ingerible, o parenteralmente en la que la composicién se formula en una forma
inyectable para la administracion mediante, por ejemplo, una via intravenosa, intramuscular o subcutanea.
Alternativamente, la formulacién puede disefarse para la administracién por varias rutas.

En el caso de que el agente deba administrarse mucosalmente a través de la mucosa gastrointestinal, debe poder
permanecer estable durante el transito a través del tracto gastrointestinal; por ejemplo, debe ser resistente a la
degradacién proteolitica, estable a pH acido y resistente a los efectos detergentes de la bilis.

En caso apropiado, las composiciones farmacéuticas pueden administrarse mediante inhalacién, en forma de
supositorio 0 pesario, topicamente en forma de una locién, solucién, crema, pomada o polvos para uso externo,
mediante la utilizacién de un parche en la piel, oralmente en forma de tabletas que contienen excipientes tales como
almidén o lactosa, o en capsula u évulos solos o mezclados con excipientes, o en forma de elixires, soluciones o
suspensiones que contienen agentes saborizantes o colorantes, o pueden inyectarse parenteralmente, por ejemplo
intravenosa, intramuscular o subcutdneamente. Para la administracion parenteral, las composiciones pueden
utilizarse 6ptimamente en forma de una solucion acuosa estéril que puede contener otras sustancias, por ejemplo
suficientes sales o monosacaridos para que la solucién sea isotonica con la sangre. Para la administracion bucal o
sublingual, las composiciones pueden administrarse en forma de tabletas o pastillas que pueden formularse de un
modo convencional.

Clonacién de una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido segun la presente invencién

Una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la
presente memoria o un polipéptido que resulte adecuado para la modificacién puede aislarse a partir de cualquier
célula u organismo que produzca dicho polipéptido. Son bien conocidos de la técnica diversos métodos para el
aislamiento de secuencias de nucleotidos.

Por ejemplo, puede construirse una biblioteca de ADN genémico y/o ADNc utilizando ADN cromosémico o ARN
mensajero del organismo que produce el polipéptido. En el caso de que la secuencia de aminoacidos del polipéptido
sea conocida, pueden sintetizarse sondas oligonucleétidas marcadas y utilizarse para identificar los clones
codificantes de polipéptido de la biblioteca genémica preparada a partir del organismo. Alternativamente, podria
utilizarse una sonda oligonucleétida marcada que contuviese secuencias homélogas a otro gen de polipéptido
conocido, con el fin de identificar los clones codificantes de polipéptido. En este Gltimo caso, se utilizan condiciones
de hibridacién y de lavado de baja astringencia.

Alternativamente, podrian identificarse los clones codificantes de polipéptido mediante la insercién de fragmentos de
ADN gendmico en un vector de expresién, tal como un plasmido, transformando las bacterias negativas para el
enzima con la biblioteca de ADN genémico resultante, y después sembrando en placa las bacterias transformadas
sobre agar que contiene el enzima inhibido por el polipéptido, permitiendo de esta manera identificar los clones que
expresan el polipéptido.

En todavia una alternativa adicional, la secuencia de nucleétidos codificante del polipéptido puede prepararse
sintéticamente mediante método estandares establecidos, por ejemplo el método de fosforamidita descrito por
Beucage S.L. et al., Tetrahedron Letters 22:1859-1869, 1981, o el método descrito por Matthes et al., EMBO J.
3:801-805, 1984. En el método de fosforamidita, se sintetizaron oligonucleotidos, por ejemplo en un sintetizador
automatico de ADN, se purificaron, se hibridaron, se ligaron y se clonaron en vectores apropiados.

Las secuencias de nucleétidos puede ser de origen genémico y sintético mixto, de origen mixto sintético y de ADNc,
o de origen mixto gendémico y de ADNc, preparadas mediante ligaciéon de fragmentos de origen sintético, genémicos
o de ADNc (segun resulte apropiado) de acuerdo con técnicas estandares. Cada fragmento ligado corresponde a
diversas partes de la secuencia de nucleétidos completa. La secuencia de ADN también puede prepararse mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos, por ejemplo tal como se describe en la
patente US n? 4.683.202 o en Saiki R.K. et al. (Science 239:487-491, 1988).

Secuencias de nucleétidos

La presente invencion también comprende secuencias de nucleétidos codificantes de polipéptidos que presentan las
propiedades especificas definidas en la presente memoria. La expresion "secuencia de nucledtidos” tal como se
utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia oligonucle6tido o a una secuencia polinucleétida, y a una
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variante, homélogos, fragmentos y derivados de los mismos (tal como partes de los mismos). La secuencia de
nucleétido puede ser de origen genémico o sintético o recombinante, que puede ser de doble cadena o de una sola
cadena, representando la cadena de sentido o la antisentido.

La expresién "secuencia de nucleétidos" en relacion a la presente invencién incluye ADN gendémico, ADNc, ADN
sintético y ARN. Preferentemente se refiere a ADN, mas preferentemente a ADNc de la secuencia codificante.

En una forma de realizacién preferente, la secuencia de nucleétidos per se codificante de un polipéptido que
presenta las propiedades especificas definidas en la presente invencion no cubre la secuencia de nucleétidos nativa
en su ambiente natural en el estado de encontrarse unido a la secuencia o secuencias naturalmente asociadas de la
misma que también se encuentran en su ambiente natural. Para mejor referencia, los presentes inventores
denominan a esta forma de realizacién preferente, la "secuencia de nucle6tidos no nativa". A este respecto, la
expresion "secuencia de nucleétidos nativa" se refiere a una secuencia de nucleétidos completa que se encuentra en
su ambiente natural y en el estado de encontrarse operativamente ligada a un promotor completo con el que se
encuentra naturalmente asociado, encontrandose también el promotor en su ambiente nativo. De esta manera, el
polipéptido de la presente invencion puede ser expresado por una secuencia de nucleétidos en su organismo nativo
pero en el que la secuencia de nucle6tidos no se encuentra bajo el control del promotor con el que se encuentra
naturalmente asociado dentro de dicho organismo.

Preferentemente, el polipéptido no es un polipéptido nativo. A este respecto, la expresion "polipéptido nativo" se
refiere a un polipéptido completo que se encuentra en su ambiente natural y en el caso de que haya sido expresado
por su secuencia de nucleotidos nativa.

Tipicamente, la secuencia de nucleétidos codificante de polipéptidos que presentan las propiedades especificas
definidas en la presente memoria se prepara utilizando técnicas de ADN recombinante (es decir, ADN
recombinante). Sin embargo, en una forma de realizacion alternativa de la invencién, la secuencia de nucle6tidos
podria sintetizarse, en su totalidad o en parte, utilizando métodos quimicos bien conocidos de la técnica (ver
Caruthers M.H. et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 215-23, 1980, y Horn T. et al., Nucl. Acids Res. Symp. Ser. 225-
232, 1980).

Evolucién molecular

Tras aislar una secuencia de nucle6tidos codificante de enzima, o tras identificar una secuencia de nucleétidos
codificante de un enzima putativo, puede resultar deseable modificar la secuencia de nucleotidos seleccionada, por
ejemplo puede resultar deseable mutar la secuencia con el fin de preparar un enzima segun la presente invencién.

Pueden introducirse mutaciones utilizando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos contienen secuencias
de nucleétidos que flanquean los sitios de mutacién deseados.

Se da a conocer un método adecuado en Morinaga et al. (Biotechnology 2:646-649, 1984). Otro método para
introducir mutaciones en secuencias de nucleétidos codificantes de enzima se describe en Nelson y Long (Analytical
Biochemistry 180:147-151, 1989).

En lugar de la mutagénesis sitio-dirigida, tal como se ha indicado anteriormente, pueden introducirse mutaciones
aleatoriamente, por ejemplo utilizando un kit comercial tal como el kit de mutagénesis por PCR GeneMorph de
Stratagene, o el kit de mutagénesis aleatoria mediante PCR Diversify de Clontech. La patente EP 0583265 se
refiere a métodos de optimizaciéon de la mutagénesis basada en PCR, que también puede combinarse con la
utilizacién de analogos de ADN mutagénicos tales como los indicados en la patente EP 0.866.796. Las tecnologias
de PCR propenso a errores resultan adecuadas par ala produccion de variantes de lipido aciltransferasas con
caracteristicas preferentes. La patente WO 0206457 se refiere a la evolucion molecular de lipasas.

Un tercer método para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias de nucleétidos no idénticas, mediante
la utilizacién de cualquier grupo de enzimas de restriccion o un enzima tal como Dnasa |, y reensamblar las
secuencias de nucleétidos completas codificantes de proteinas funcionales. Alternativamente, puede utilizarse una o
multiples secuencias de nucleétidos no idénticas e introducir mutaciones durante el reensamblado de la secuencia
de nucledtidos completa. La reorganizacion del ADN vy las tecnologias de reorganizacion de familias resultan
adecuadas para la produccion de variantes de lipido aciltransferasas con caracteristicas preferentes. Pueden
encontrarse métodos adecuados para llevar a cabo la "reorganizacién" en las patentes EP 0752008, 1138763 y
1103606. La reorganizacién también puede combinarse con otras formas de mutagénesis de ADN, tal como se
describe en las patentes US n® 6.180.406 y WO 01/34835.

De esta manera, resulta posible producir numerosas mutaciones sitio-dirigidas o aleatorias en una secuencia de
nucleétidos, in vivo o in vitro, y posteriormente cribar para una funcionalidad mejorada del polipéptido codificado por
diversos medios. Mediante la utilizacion de métodos de recombinacién in silico y mediados externamente (ver las
patentes WO 00/58517, US n°® 6.344.328 y US n° 6.361.974), por ejemplo, puede llevarse a cabo la evolucion
molecular en la que la variante producida conserva una homologia muy baja con enzimas o proteinas conocidos.
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Este tipo de variantes obtenidas de esta manera presentan una analogia estructural significativa respecto a enzimas
transferasas conocidos, pero presentan una homologia de la secuencia de aminoacidos muy baja.

A titulo de ejemplo no limitativo, ademas, pueden recombinarse mutaciones o variantes naturales de una secuencia
polinucleétido con las mutaciones de tipo salvaje u otras o con variantes naturales, con el fin de producir nuevas
variantes. Estas nuevas variantes también pueden cribarse para una funcionalidad mejorada del polipéptido
codificado.

La aplicacion de los métodos de evolucion molar anteriormente indicados y otros similares, permite la identificacion y
seleccién de variantes de los enzimas de la presente invencién que presentan caracteristicas preferentes sin ningun
conocimiento anterior de la estructura o funcién de la proteina, y permite la produccién de mutaciones o variantes no
predecibles aunque beneficiosas. Existen numerosos ejemplos en la técnica de la aplicacion de la evolucion
molecular a la optimizacion o alteracion de la actividad enzimatica, incluyendo dichos ejemplos, aunque sin
limitacion, uno o mas de los siguientes: expresion y/o actividad optimizadas en una célula huésped o in vitro,
actividad enzimatica incrementada, especificidad de sustrato y/o de producto alteradas, estabilidad enzimatica o
estructural incrementadas o reducidas, actividad/especificidad enziméticas alteradas bajo condiciones ambientales
preferentes, por ejemplo temperatura, pH y sustrato.

Tal como resultara evidente para el experto en la materia, mediante la utilizacion de herramientas de evolucion
molecular, puede alterarse un enzima para mejorar la funcionalidad del mismo.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa utilizada en la invencion puede ser una variante, es decir, puede
contener por lo menos una sustitucién, delecién o adiciéon de aminoacido, en comparacién con un enzima parental.
Los enzimas variantes conservan una homologia de por lo menos 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 99% con el enzima parental. Entre los enzimas parentales adecuados puede
incluirse cualquier enzima con actividad de esterasa o lipasa. Preferentemente, el enzima parental se alinea con la
secuencia de consenso pfam00657.

En una forma de realizacién preferible, un enzima lipido aciltransferasa variante conserva o incorpora por lo menos
uno o mas de los residuos aminoacidos de la secuencia de consenso pfam00657 presentes en los bloques GDSx,
GANDY y HPT.

Pueden mutarse algunos enzimas, tales como lipasas con poca o ninguna actividad de lipido aciltransferasa en un
ambiente acuoso utilizando herramientas de evolucion molecular para introducir o incrementar la actividad de
transferasa, produciendo de esta manera un enzima lipido aciltransferasa con actividad de transferasa significativa
que resulte adecuado para la utilizacién en las composiciones y métodos de la presente invencion.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa para la utilizacion en la invenciéon puede ser una variante con actividad
enzimatica incrementada sobre lipidos polares, preferentemente fosfolipidos y/o glicolipidos en comparacién con el
enzima parental. Preferentemente, dichas variantes también presentan una actividad baja o nula sobre los lisolipidos
polares. La actividad incrementada sobre los lipidos polares, fosfolipidos y/o glicolipidos puede ser el resultado de la
actividad de hidrélisis y/o transferasa o de una combinacion de ambas.

Las lipido aciltransferasas variantes para la utilizacion en la invencién pueden presentar una actividad reducida
sobre los triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos, en comparacion con el enzima parental.

Convenientemente, el enzima variante puede no presentar ninguna actividad sobre los triglicéridos y/o
monoglicéridos y/o diglicéridos.

Alternativamente, el enzima variante para la utilizacién en la invenciéon puede presentar una actividad incrementada
sobre los triglicéridos y/o también puede presentar una actividad incrementada sobre uno o mas de los siguientes:
lipidos polares, fosfolipidos, lecitina, fosfatidilcolina, glucolipidos, digalactosil-monoglicérido, monogalactosil-
monoglicérido.

Se conocen variantes de las lipido aciltransferasas, y una o méas de estas variantes puede resultar adecuada en los
métodos y usos de la invencidn. Por ejemplo, se describen variantes de lipido aciltransferasas en las referencias
siguientes:

Hilton S., Buckley J.T. Studies on the reaction mechanism of a microbial lipase/acyltransferase using chemical
modification and site-directed mutagenesis. J. Biol. Chem. 266(2):997-1000, 15 de junio de 1991.

Robertson D.L., Hilton S., Wong K.R., Koepke A., Buckley J.T. Influence of active site and tyrosine modification on
the secretion and activity of the Aeromonas hydrophila lipase/acyltransferase. J. Biol. Chem. 269(3):2146-50, 21 de
enero de 1994.

Brumlik M.J., Buckley J.T. Identification of the catalytic triad of the lipase/acyliransferase from Aeromonas hydrophila.
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J. Bacteriol. 178(7):2060-4, abril de 1996.

Peelman F., Vinaimont N., Verhee A., Vanloo B., Verschelde J.L., Labeur C., Seguret-Mace S., Duverger N.,
Hutchinson G., Vandekerckhove J., Tavernier J., Rosseneu M. A proposed architecture for lecithin cholesterol acyl
transferase (LCAT): identification of the catalytic triad and molecular modeling. Protein Sci. 7(3):587-99, marzo de
1998.

Secuencias de aminoacidos

La presente invencién también comprende secuencias de aminoacidos de polipéptidos que presentan las
propiedades especificas definidas en la presente memoria.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "secuencia de aminodacidos" es sinénima del término
"polipéptido" y/o del término "proteina”. En algunos casos, la expresién "secuencia de aminoacidos" es sinénima del
término "péptido".

La secuencia de aminoacidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuado, o puede prepararse
sintéticamente o puede prepararse mediante la utilizacion de técnicas de ADN recombinante.

Convenientemente, las secuencias de aminoacidos pueden obtenerse a partir de los polipéptidos aislados que se
ensefan en la presente memoria, mediante técnicas estandares.

Un método adecuado para determinar las secuencias de aminoacidos a partir de los polipéptidos aislados es el
siguiente:

puede liofilizarse polipéptido purificado y disolverse 100 pg del material liofilizado en 50 pl de una mezcla de urea 8
M e hidrogenocarbonato amonico 0,4 M, pH 8,4. La proteina disuelta puede desnaturalizarse y reducirse durante 15
minutos a 50°C, seguido de la cobertura con nitrégeno y la adiciéon de 5 pl de ditiotreitol 45 mM. Tras enfriar hasta la
temperatura ambiente, pueden afadirse 5 ul de yodoacetamida 100 mM para derivatizar los residuos cisteina
durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad bajo nitrégeno.

Pueden anadirse 135 ul de agua y 5 pg de endoproteinasa Lys-C en 5 pul de agua a la mezcla de reaccion
anteriormente indicada y llevar a cabo la digestion a 37°C bajo nitrégeno durante 24 horas.

Los péptidos resultantes pueden separarse mediante HPLC de fase inversa en una columna VYDAC C18 (0,46x15
cm; 10 um; The Separation Group, California, USA) utilizando el solvente A: TFA al 0,1% en agua y solvente B: TFA
al 0,1% en acetonitrilo. Pueden recromatografiarse una selecciéon de los péptidos en una columna Develosil C18
utilizando el mismo sistema de solventes, previamente a la secuenciacién N-terminal. La secuenciaciéon puede
realizarse utilizando un secuenciador 476A de Applied Biosystems utilizando ciclos rapidos de pulsos liquidos
siguiendo las instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, California, USA).

Identidad de secuencias u homologia de secuencias

La presente invencion también comprende la utilizacion de secuencias que presentan un grado de identidad de
secuencia o de homologia de secuencia con una o mas secuencias de aminoacidos de un polipéptido que presenta
las propiedades especificas definidas en la presente memoria o de cualquier secuencia de nucleétidos codificante de
dicho polipéptido (en lo sucesivo en la presente memoria denominado "secuencia o secuencias homélogas"). En la
presente memoria, el término "homologo" se refiere a una entidad que presenta una determinada homologia con las
secuencias de aminodcidos de la invencion y las secuencias de nucle6tidos de la invenciéon. En la presente
memoria, el término "homologia" puede considerarse equivalente al término "identidad".

La secuencia de aminodacidos y/o secuencia de nucledtidos homéloga deberia proporcionar y/o codificar un
polipéptido que conserve la actividad funcional y/o que incremente la actividad del enzima.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homdloga incluye una secuencia de aminoacidos que
puede ser por lo menos 75%, 85% 6 90% idéntica, preferentemente por lo menos 95% 6 98% idéntica a la secuencia
de la invencion. Tipicamente, los homologos comprenden los mismos sitios activos, etc. que la secuencia de
aminoacidos de la invencion. Aunque la homologia también puede considerarse en términos de similitud (es decir,
residuos aminoacidos que presentan propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente
invencion resulta preferente expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homoéloga incluye una secuencia de nucleétidos que puede
presentar una identidad de secuencia de por o menos 75%, 85% & 90%, preferentemente de por lo menos 95% 6
98% respecto a una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido de la presente invencién (la secuencia
de la invencion). Tipicamente, los homo6logos comprenden las mismas secuencias que codifican los sitios activos,
etc. que la secuencia de la invencion. Aunque también puede considerarse la homologia en términos de similitud (es
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decir, residuos aminoacidos que presentan propiedades/funciones quimicas similares), en el contexto de la presente
invencion resulta preferente expresar la homologia en términos de identidad de secuencia.

Pueden llevarse a cabo comparaciones de homologia visualmente, o mas habitualmente, con ayuda de programas
de comparacién de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos comercialmente disponibles
pueden calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

Puede calcularse el % de homologia a lo largo de secuencias contiguas, es decir, se alinea una secuencia con la
otra secuencia y se compara directamente cada aminoacido en una secuencia con el aminoacido correspondiente
en la otra secuencia, residuo a residuo. Esto se denomina alineacién "sin huecos". Tipicamente, estas alineaciones
sin huecos se llevan a cabo Unicamente a lo largo de un nimero relativamente corto de residuos.

Aunque es un método muy simple y consistente, no considera que, por ejemplo, en un par de secuencias de otro
modo idénticas, una insercion o deleciéon provocard que los residuos aminoacidos siguientes se encuentren
desalineados, resultando potencialmente de esta manera en una gran reducciéon del % de homologia al llevar a cabo
una alineacion global. En consecuencia, la mayoria de los métodos de comparacion de secuencias estan disefiados
para producir alineaciones oOptimas que tienen en consideracién posibles inserciones y deleciones sin penalizar
indebidamente la puntuacion de homologia global. Esto se consigue mediante la insercion de "huecos" en la
alineacion de secuencias para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan "penalizaciones de hueco" a cada hueco que se produce en la
alineacion de manera que, para el mismo nimero de aminodcidos idénticos, una alineaciéon de secuencias con el
minimo de huecos, lo que refleja un grado de relaciébn mas alto entre las dos secuencias que se comparan,
alcanzara una puntuacién mas alta que una con muchos huecos. Tipicamente se utilizan "costes de hueco afin" que
imponen un coste relativamente alto a la existencia de un hueco y una penalizacion menor para cada residuo
posterior en el hueco. Este es el sistema de puntuacién de huecos utilizado mas cominmente. Evidentemente las
penalizaciones de hueco elevadas produciran alineaciones optimizadas con menos huecos. La mayoria de
programas de alineacién permiten modificarse las penalizaciones de hueco. Sin embargo, resulta preferente utilizar
los valores por defecto al utilizar dicho software de comparacion de secuencias. Por ejemplo, al utilizar el paquete
Bestfit del GCG Wisconsin, la penalizacion de hueco por defecto para las secuencias de aminoacidos es de -12 para
un hueco y de -4 para cada extension.

Por lo tanto, el calculo del % de homologia maximo requiere en primer lugar la produccién de una alineacién éptima,
teniendo en consideracion las penalizaciones de hueco. Un programa informatico adecuado para llevar a cabo dicha
alineacion es el paquete Bestfit del GCG Wisconsin (Devereux et al., Nucl. Acids Research 12:387, 1984). Entre los
ejemplos de otros programas que pueden llevar a cabo comparaciones entre secuencias se incluyen, aunque sin
limitarse a ellos, el paquete BLAST (ver Ausubel et al., Short Protocols in Molecular Biology, 4% edicion, capitulo 18,
1999), FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol. 403-410, 1990) y el grupo GENEWORKS de herramientas de
comparacién. Tanto BLAST como FASTA se encuentran disponibles para las bisquedas fuera de linea y en linea
(ver Ausubel et al., paginas 7-58 a 7-60, 1999), Sin embargo, para algunas aplicaciones, resulta preferente utilizar el
programa Bestfit del GCG. También se encuentra disponible una nueva herramienta, denominada BLAST 2
Sequences, para comparar secuencias de proteina y de nucleétidos (ver FEMS Microbiol. Lett. 174(2):247-50, 1999;
FEMS Microbiol. Lett. 177(1):187-8, 1999, y tatiana@ncbi.nlm.nih.gov).

Aunque el % final de homologia puede medirse en términos de identidad, el procedimiento de alineacion mismo
tipicamente no se basa en una comparacion de pareja de todo o nada. Por el contrario, generalmente se utiliza una
matriz de puntuaciones escaladas de similitud que asigna puntuaciones a cada comparacion de pareja basandose
en la similitud quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz utilizada cominmente es la matriz
BLOSUM62, la matriz por defecto para el conjunto BLAST de programas. Los programas del GCG Wisconsin
generalmente utilizan los valores por defecto publicos o una tabla de comparaciones de simbolos adaptada, en caso
de que se proporcione (ver el manual del usuario para més detalles). Para algunas aplicaciones, resulta preferente
utilizar los valores por defecto publicos para el paquete GCG, o en el caso de otros programas, la matriz por defecto,
tal como BLOSUMG62.

Alternativamente, pueden calcularse porcentajes de homologia utilizando la funciéon de alineaciones mdltiples en
DNASIS™ (Hitachi Software), basada en un algoritmo analogo a CLUSTAL (Higgins D.G. y Sharp P.M., Gene
73(1):237-244, 1988).

Tras producir el programa una alineacion 6ptima, resulta posible calcular el % de homologia, preferentemente el %
de identidad de secuencia. El programa tipicamente realiza lo anterior como parte de la comparacioén de secuencias
y genera un residuo numérico.

Las secuencias también pueden presentar deleciones, inserciones o sustituciones de residuos aminoacidos que
producen un cambio silencioso y resultan en una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones
deliberadas de aminoacidos pueden realizarse basadas en la similitud de la polaridad, carga, solubilidad,
hidrofobicidad, hidrofilicidad y/o naturaleza anfipatica de los residuos, con la condicién de que se conserve la
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actividad secundaria de unién de la sustancia. Por ejemplo, entre los aminoacidos con carga negativa se incluyen el
acido aspartico y el acido glutamico; entre los aminoacidos con carga positiva se incluyen lisina y arginina; y entre
los aminoacidos con grupos de cabeza polar no cargados que presentan valores de hidrofilicidad similares se
incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Pueden realizarse sustituciones conservadoras, por ejemplo segun la Tabla, posteriormente. Los aminoacidos en el
mismo bloque en la segunda columna y preferentemente en la misma linea en la tercera columna pueden sustituirse
mutuamente:

ALIFATICOS No polares GAP
ILV
Polares sin carga CSTM
NQ
Polares con carga DE

KR
AROMATICOS HFWY

La presente invencidon también comprende la sustitucion homoéloga (los términos sustitucion y reemplazamiento se
utilizan en la presente memoria para referirse al intercambio de un residuo aminoacido existente por un residuo
alternativo) que puede producirse, es decir, la sustitucién de igual por igual, tal como basico por basico, 4cido por
acido, polar por polar, etc. También puede producirse la sustitucion no homéloga, es decir, de una clase de residuo
por otra, o que alternativamente implique la inclusion de aminoacidos no naturales, tales como ornitina (en lo
sucesivo denominada Z), acido diaminobutirico ornitina (en lo sucesivo denominada B), norleucina ornitina (en lo
sucesivo denominada O), pirililalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

También pueden realizarse sustituciones por aminodcidos no naturales.

Entre las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluirse grupos espaciadores adecuados que pueden
insertarse entre dos residuos aminoacidos cualesquiera de la secuencia, incluyendo grupos alquilo tales como
grupos metilo, etilo o propilo, ademas de espaciadores de aminoacidos tales como residuos glicina o B-alanina. Una
forma adicional de variacion implica la presencia de uno o mas residuos aminoacidos en forma peptoide, que sera
bien entendida por el experto en la materia. Para evitar dudas, la expresién "la forma peptoide" se utilzia para
referirse a residuos aminoacidos variantes en los que el grupo sustituyente de carbono a se encuentra en el atomo
de nitrégeno del residuo y no en el carbono a. Son conocidos de la técnica procedimientos para preparar péptidos en
la forma peptoide, por ejemplo Simon R.J. et al., PNAS 89(20):9367-9371, 1992, y Horwell D.C., Trends Biotechnol.
13(4):132-134, 1995.

Las secuencias de nucledtidos para la utilizacion en la presente invencién o codificantes de un polipéptido que
presenta las propiedades especificas definidas en la presente memoria pueden incluir en las mismas nucleétidos
sintéticos o modificados. Son conocidas de la técnica varios tipos diferentes de modificacion de los oligonucleétidos.
Entre ellos se incluyen los esqueletos de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicién de cadenas de acridina o
polilisina en los extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los fines de la presente invencién, debe entenderse que las
secuencias de nuclettidos indicadas en la presente memoria pueden modificarse mediante cualquier método
disponible de la técnica. Dichas modificaciones pueden llevarse a cabo con el fin de incrementar la actividad in vivo
o el tiempo de vida de las secuencias de nucleétidos.

La presente invencién también comprende la utilizacién de secuencias de nucleétidos que son complementarias a
las secuencias comentadas en la presente memoria, o cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. En
el caso de que la secuencia sea complementaria a un fragmento de las mismas, la secuencia puede utilizarse a
modo de sonda para identificar secuencias codificantes similares en otros organismos, etc.

Los polinucleotidos que no son 100% homologos a las secuencias de la presente invencidn pero que se encuentran
comprendidos dentro del alcance de la misma pueden obtenerse de varias maneras. Pueden obtenerse otras
variantes de las secuencias indicadas en la presente memoria, por ejemplo mediante sondeo de bibliotecas de ADN
preparadas a partir de un abanico de individuos, por ejemplo individuos de diferentes poblaciones. Ademas, pueden
obtenerse otros homélogos viricos/bacterianos o celulares, particularmente homélogos celulares presentes en célula
de mamifero (por ejemplo células de rata, raton, bovinas y de primate), y dichos homdlogos y fragmentos de los
mismos en general son capaces de hibridarse selectivamente con las secuencias mostradas en el listado de
secuencias de la presente memoria. Dichas secuencias pueden obtenerse mediante sondeo de bibliotecas de ADNc
preparadas a partir de bibliotecas de ADN gendmico de otras especies animales, y el sondeo de dichas bibliotecas
con sondas que comprenden la totalidad o parte de cualquiera de las secuencias en los listados de secuencias
adjuntos, bajo condiciones de astringencia intermedia a alta. Resultan aplicables consideraciones similares a la
obtencion de homélogos especificos y variantes alélicas de las secuencias de polipéptido o de nucleétidos de la
invencion.
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También pueden obtenerse variantes y homologos de cepa/especie utilizando PCR degenerada, que utiliza
cebadores disefiados con diana en las secuencias dentro de las variantes y homdlogos codificantes de secuencias
conservadas de aminodcidos situadas en el interior de las secuencias de la presente invencion. Las secuencias
conservadas pueden predecirse, por ejemplo, mediante alineacién de las secuencias de aminoacidos de varias
variantes/homélogos. Pueden llevarse a cabo alineaciones de secuencias utilizando programas informaticos
conocidos de la técnica. Por ejemplo, se utiliza ampliamente el programa PileUp del GCG Wisconsin.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada contienen una o mas posiciones degeneradas y se utilizan bajo
condiciones de astringencia inferiores a las utilizadas para el clonado de secuencias con cebadores Unicos de
secuencia contra secuencias conocidas.

Alternativamente, dichos polinucleétidos pueden obtenerse mediante mutagénesis sitio-dirigida de secuencias
caracterizadas. Esto puede resultar Gtil en el caso de que resulten necesarios cambios silenciosos de la secuencia
de codones para optimizar las preferencias de codones para una célula huésped particular en la que se estan
expresando las secuencias polinucledtidas. Pueden desearse otros cambios de secuencia para introducir sitios de
reconocimiento de polipéptido de restriccion, o para alterar las propiedades o funciones de los polipéptidos
codificados por los polinucle6tidos.

Los polinucleétidos (secuencias de nucledtidos) de la invencidon pueden utilizarse para producir un cebador, por
ejemplo un cebador de PCR, un cebador para una reaccién de amplificacién alternativa, una sonda, por ejemplo
marcada con un marcaje indicador, por medios convencionales utilizando marcajes radioactivos o no radioactivos, o
los polinucledtidos pueden clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos presentaran una
longitud de por lo menos 15, preferentemente de por lo menos 20, por ejemplo por lo menos 25, 30 6 40 nucleodtidos,
y también se encuentran comprendidos por el término polinucleétidos de la invencion tal como se utiliza en la
presente memoria.

Pueden producirse polinucleétidos tales como los polinucledtidos y sondas de ADN segun la invencion
recombinantemente, sintéticamente o por cualquier medio disponible para el experto en la materia. También pueden
clonarse mediante técnicas estandares.

En general, los cebadores se producen por medios sintéticos, que implican una fabricaciéon por etapas de la
secuencia de acidos nucleicos deseada, nucleétido a nucledtido. Las técnicas para conseguir lo anterior utilizando
técnicas automaticas se encuentran facilmente disponibles en la técnica.

Generalmente se producen polinuclettidos mas largos por medios recombinantes, por ejemplo utilizando una técnica
de clonacién por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). Esta implica construir una pareja de cebadores (por
ejemplo de aproximadamente 15 a 30 nucleétidos) flanqueantes de una regién de la secuencia con diana en el lipido
la cual es la que se desea clonar, poniendo en contacto los cebadores con ARNm o ADNc obtenido a partir de una
célula animal o humana, realizando una reaccién en cadena de polimerasa bajo condiciones que produzcan la
amplificacion de la region deseada, aislando el fragmento amplificado (por ejemplo mediante purificacién de la
mezcla de reaccion en un gel de agarosa) y recuperando el ADN amplificado. Los cebadores pueden disefarse para
que contengan sitios de reconocimiento de enzima de restriccion adecuados, de manera que pueda clonarse el ADN
amplificado en un vector de clonaciéon adecuado.

Hibridacién

La presente invencién también comprende secuencias que son complementarias de las secuencias de la presente
invencién, o secuencias que son capaces de hibridarse con las secuencias de la presente invencién o con
secuencias que son complementarias de las mismas.

El término "hibridacién" tal como se utiliza en la presente memoria incluye "el procedimiento por el que una cadena
de acido nucleico se une a una cadena complementaria mediante apareamiento de bases", asi como el
procedimiento de amplificacion llevado a cabo en las tecnologias de reaccién en cadena de polimerasa (PCR).

La presente invenciéon también comprende la utilizacién de secuencias de nucleétidos que son capaces de hibridarse
con las secuencias que son complementarias a las secuencias de la invencién comentadas en la presente memoria,
o cualquier derivado o fragmento de las mismas.

La presente invencion también comprende secuencias que son complementarias de las secuencias que son
capaces de hibridarse con las secuencias de nucleétidos comentadas en la presente memoria.

Las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusion (Tm) del complejo de unién a nucleétidos, tal
como se ensefia en Berger y Kimmel (Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, vol. 152,
Academic Press, San Diego, CA, 1987), y proporcionan una "astringencia" definida, tal como se explica
posteriormente.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 654 T3

La astringencia maxima tipicamente se produce a una temperatura de aproximadamente Tm-5°C (5°C inferiores a la
Tm de la sonda); una astringencia elevada a aproximadamente 5°C a 10°C menos que la Tm; la astringencia
intermedia a aproximadamente 10°C a 20°C menos de la Tm; y una astringencia baja a aproximadamente 20°C a
25°C menso de la Tm. Tal como entendera el experto en la materia, puede utilizarse una hibridacién a astringencia
maxima para identificar o detectar secuencias de nucleétidos idénticas, mientras que puede utilizarse una
hibridacion a astringencia intermedia (o baja), para identificar secuencias polinucleétidas similares o relacionadas.

Preferentemente, la presente invencién comprende secuencias que son complementarias a secuencias que son
capaces de hibridarse bajo condiciones de elevada astringencia o bajo condiciones de astringencia intermedia a
secuencias de nucledtidos codificantes de polipéptidos que presentan las propiedades especificas definidas en la
presente memoria.

Mas preferentemente, la presente invencién comprende secuencias que son complementarias de secuencias que
son capaces de hibridarse bajo condiciones de elevada astringencia (por ejemplo 65°C y 0,1xSSC {1xSSC=NaCl
0,15 M, citrato sddico 0,015 M, pH 7,0}) a secuencias de nucleotidos codificantes de polipéptidos que presentan las
propiedades especificas definidas en la presente memoria.

La presente invencidén también se refiere a secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con las secuencias de
nucledtidos comentadas en la presente memoria (incluyendo secuencias complementarias a las comentadas en la
presente memoria).

La presente invencién también se refiere a secuencias de nucleétidos que son complementarias a secuencias que
pueden hibridarse con las secuencias de nucle6tidos comentadas en la presente memoria (incluyendo secuencias
complementarias a las comentadas en la presente memoria).

También se encuentran comprendidas dentro del alcance de la presente invencidon secuencias polinucleétidas que
son capaces de hibridarse con las secuencias de nucle6tidos comentadas en la presente memoria bajo condiciones
de astringencia intermedia a maxima.

En un aspecto preferido, la presente invencion cubre secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse con las
secuencias de nucleétidos comentadas en la presente memoria, o el complemento de las mismas, bajo condiciones
astringentes (por ejemplo 50°C y 0,2xSSC).

En un aspecto mas preferido, la presente invencion cubre secuencias de nucleétidos que pueden hibridarse a las
secuencias de nucledtidos comentadas en la presente memoria, o al complemento de las mismas, bajo condiciones
de elevada astringencia (por ejemplo 65°C y 0,1xSSC).

Expresién de polipéptidos

Puede incorporarse una secuencia de nucleétidos para la utilizacion en la presente invencién o para codificar un
polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la presente memoria, en un vector replicable
recombinante. El vector puede utilizarse para replicar y expresar la secuencia de nucleétidos, en forma de
polipéptido, en una célula huésped compatible y/o a partir de la misma. La expresion puede controlarse utilizado
secuencias de control que incluyen promotores/intensificadores y otras sefales de regulacién de la expresién.
Pueden utilizarse promotores procaridticos y promotores funcionales en células eucariéticas. Pueden utilizarse
promotores especificos de tejido o especificos de estimulos. También pueden utilizarse promotores quiméricos que
comprenden elementos de secuencia de dos 0 mas promotores diferentes de los indicados anteriormente.

El polipéptido producido por una célula recombinante huésped mediante expresion de la secuencia de nucledtidos
puede secretarse o puede contenerse intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector utilizado. Las
secuencias codificantes puede disefiarse con secuencias de sefial que dirigen la secrecion de las secuencias
codificantes de la secuencia a través de una membrana celular procariética o eucariética particular.

Vector de expresién

La expresion "vector de expresion” se refiere a un constructo capaz de la expresion in vivo o in vitro.

Preferentemente, el vector de expresion se incorpora en el genoma del organismo. El término "incorporado”
preferentemente cubre la incorporacion estable en el genoma.

La secuencia de nucleétidos de la presente invencién o codificante de un polipéptido que presenta las propiedades
especificas definidas en la presente memoria puede encontrarse presente en un vector, en el que la secuencia de
nucleétidos se encuentra operablemente ligada a secuencias reguladoras, de manera que las secuencias
reguladoras son capaces de proporcionar la expresion de la secuencia de nucleétidos por parte de un organismo
huésped adecuado, es decir, el vector es un vector de expresion.
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Los vectores de la presente invencién pueden transformarse en una célula huésped adecuado tal como se describe
posteriormente, permitiendo la expresion de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la
presente memoria.

La eleccion de vector, por ejemplo vector plasmido, césmido, virus o fago, con frecuencia depende de la célula
huésped en la que debe introducirse.

Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, tales como un gen que proporcione
resistencia a antibidticos, por ejemplo resistencia a ampicilina, canamicina, cloranfenicol o tetraciclina.
Alternativamente, la seleccion puede conseguirse mediante cotransformacion (tal como se describe en la patente
WO 91/17243).

Pueden utilizarse vectores in vitro, por ejemplo para la produccion de ARN, o utilizarse para transfectar o transformar
una célula huésped.

De esta manera, en una forma de realizacion adicional, la invencion proporciona un método de preparacién de
secuencias de nucleétidos de la presente invencion o secuencias de nucleétidos codificantes de polipéptidos que
presentan las propiedades especificas definidas en la presente memoria, mediante la introduccién de una secuencia
de nucledtidos en un vector replicable, la introduccion del vector en una célula huésped compatible y el cultivo de la
célula huésped bajo condiciones que induzcan la replicacion del vector.

El vector puede comprender ademas una secuencia de nucleétidos que permita que el vector se replique en la célula
huésped en cuestion. Son ejemplos de dichas secuencias, los origenes de replicacién de los plasmidos pUC19,
pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

Secuencias reguladoras

En algunas aplicaciones, una secuencia de nucleétidos para la utilizaciéon en la presente invencién o una secuencia
de nucledtidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la presente
memoria puede unirse operablemente a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la
secuencia de nucledtidos, tal como por parte de la célula huésped seleccionada. A titulo de ejemplo, la presente
invenicon cubre un vector que comprende la secuencia de nucleétidos de la presente invencion operablemente
ligada a dicha secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de expresion.

La expresiéon "operablemente ligado" se refiere a la yuxtaposicion en la que los componentes indicados se
encuentran en una relacion que les permite funcionar del modo pretendido. Una secuencia reguladora
"operablemente ligada" a una secuencia codificante se encuentra ligada de manera que la expresién de la secuencia
codificante se consigue bajo condiciones compatibles con las secuencias de control.

La expresién "secuencias reguladoras” incluye promotores e intensificadores, y otras sefiales de regulacion de la
expresion.

El término "promotor” se utiliza en el sentido normal de la técnica, por ejemplo un sitio de unién de ARN polimerasa.

La expresion incrementada de la secuencia de nucleétidos codificante del enzima que presenta las propiedades
especificas definidas en la presente invencién también puede conseguirse mediante la seleccién de regiones
reguladoras heterélogas, por ejemplo un promotor, un lider secretorio y regiones terminadoras.

Preferentemente, la secuencia de nucleotidos de la presente invencion puede ligarse operablemente a por lo menos
un promotor.

Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia de nucleétidos en un huésped
bacteriano, fungico o de levadura son bien conocidos de la técnica.

Constructos

El término "constructo”, que es sindnimo de términos tales como "conjugado”, "casete" e "hibrido", incluye una
secuencia de nucledtidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la
presente memoria para la utilizacion segun la presente invencién, directa o indirectamente unido a un promotor. Un
ejemplo de una unién indirecta es la provision de un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia de intrén,
tal como el intrén Sh1 o el intron ADH, en posicién intermedia entre el promotor y la secuencia de nucledtidos de la
presente invencion. Analogamente, el término "fusionado” en relacion a la presente invencién incluye la unién directa
o indirecta. En algunos casos, las expresiones no cubren la combinacién natural de secuencia de nucleétidos
codificante de la proteina habitualmente asociada al promotor del gen de tipo salvaje y en el caso de que ambos se
encuentren en su ambiente natural.
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El constructo incluso puede contener o expresar un marcador que permita la seleccién del constructo genético.

En algunas aplicaciones, preferentemente el constructo comprende por lo menos una secuencia de nucleétidos de la
presente invencién o una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades
especificas definidas en la presente memoria operablemente ligado a un promotor.

Células huésped

La expresion "célula huésped" en relacion a la presente invencién incluye cualquier célula que comprende una
secuencia de nucledtidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la
presente memoria 0 un vector de expresion indicado anteriormente y que se utiliza en la produccién recombinante
de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la presente memoria.

De esta manera, una forma de realizacién adicional de la presente invenciéon proporciona células huésped
transformadas o transfectadas con una secuencia de nucleétidos de la presente invencidén, o una secuencia de
nucleétidos que expresa un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la presente memoria.
Las células se seleccionan para que resulten compatibles con dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células
procariéticas (por ejemplo bacterianas), fungicas, de levadura o vegetales. Preferentemente, las células huésped no
son células humanas.

Son ejemplos de organismos huésped bacterianos adecuados, las bacterias Gram-negativas o Gram-positivas.

Dependiendo de la naturaleza de la secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido que presenta las
propiedades especificas definidas en la presente memoria, y/o la deseabilidad para el procesamiento adicional de la
proteina expresada, pueden resultar preferentes huéspedes eucariéticos tales como levaduras u otros hongos. En
general, resultan preferentes las células de levadura respecto a las células fungicas debido a que resultan mas
faciles de manipular. Sin embargo, algunas proteinas son pobremente secretadas de la célula de levadura, o en
algunos casos no resultan procesadas correctamente (por ejemplo la hiperglucosilacién en levaduras). En estos
casos, debe seleccionarse un organismo huésped flngico diferente.

La utilizaciéon de células huésped adecuadas, tales como células huésped de levadura, fngicas y vegetales, puede
permitir la realizacién de modificaciones post-traduccionales (por ejemplo miristoilacion, glucosilacién, truncado,
lapidacién y fosforilacién de tirosinas, serinas o treoninas) segun resulte necesario para proporcionar una actividad
biol6gica éptima a los productos de expresion recombinante de la presente invencién.

La célula huésped puede ser una cepa deficiente en proteasas o proteasa menos.

Organismo

El término "organismo" en relacién a la presente invencién incluye cualquier organismo que pueda comprender una
secuencia de nuclettidos segun la presente invencién o una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido
que presente las propiedades especificas definidas en la presente memoria y/o productos obtenidos a partir de la
misma.

Entre los organismos adecuados pueden incluirse un procariota, un hongo, una levadura o una planta.

La expresion "organismo transgénico” en relacion a la presente invencién incluye cualquier organismo que
comprende una secuencia de nucleétidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades especificas
definidas en la presente memoria y/o los productos obtenidos a partir de la misma, y/o en el que un promotor puede
permitir la expresién de la secuencia de nucle6tidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades
especificas definidas en la presente memoria dentro del organismo. Preferentemente, la secuencia de nucleétidos se
incorpora en el genoma del organismo.

La expresion "organismo transgénico" no cubre las secuencias de nucleétidos nativas codificantes en su ambiente
natural en el caso de que se encuentren bajo el control de su promotor nativo que también se encuentre en su
ambiente natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente invencién incluye un organismo que comprende una
cualquiera, o combinaciones, de una secuencia de nuclettidos codificante de un polipéptido que presenta las
propiedades especificas definidas en la presente memoria, constructos definidos en la presente memoria, vectores
definidos en la presente memoria, plasmidos definidos en la presente memoria, células definidas en la presente
memoria, o los productos de los mismos. Por ejemplo, el organismo transgénico también puede comprender una
secuencia de nucledtidos codificante de un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la
presente memoria bajo el control de un promotor heterélogo.
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Transformacioén de células/organismo huésped

Tal como se ha indicado anteriormente, el organismo huésped puede ser un organismo procariético o eucariético.
Entre los ejemplos de huéspedes procaridticos adecuados se incluyen E. coliy Bacillus subtilis.

Las ensefianzas sobre la transformacién de huéspedes procaridticas se encuentran bien documentadas en la
técnica; ver, por ejemplo, Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2° edicion, 1989, Cold Spring
Harbor Laboratory Press). En el caso de que se utilice un huésped procariético, la secuencia de nucleétidos puede
requerir su adecuada modificacion antes de la transformacion, tal como mediante la eliminacién de intrones.

En otra forma de realizacion, el organismo transgénico puede ser una levadura.

Las células fungicas filamentosas pueden transformarse utilizando diversos métodos conocidos de la técnica, tales
como un procedimiento que implica la formacién de un protoplasto y la transformacién de los protoplastos seguido
de la regeneracion de la pared celular de un modo conocido. La utilizacion de Aspergillus como microorganismo
huésped se describe en la patente EP 02380283.

Otro organismo huésped puede ser una planta. Puede encontrarse una revisiéon de las técnicas generales utilizadas
para transformar plantas en articulos por Potrykus (Annu. Rev. Plant Physiol. Mol. Biol. 42:205-225, 1991) y Christou
(Agro-Food-Industry Hi-Tech, marzo/abril de 1994, 17-27). Pueden encontrarse ensefianzas adicionales en el
documento EP-A-0 449 375.

Se presentan ensefianzas generales sobre la transformacién de hongos, levaduras y plantas en las secciones a
continuacion.

Trasformacién de hongos

Un organismo huésped puede ser un hongo, tal como un hongo filamentoso. Entre los ejemplos de dichos
huéspedes adecuados se incluyen cualquier miembro perteneciente a los géneros Thermomyces, Acremonium,
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichodermay similares.

Se proporciona una revisién de las ensefianzas sobre la transformacion de hongos filamentosos en el documento
US-A-5.741.665, que indica que las técnicas estandares para la transformacion de hongos filamentosos y el cultivo
de hongos son bien conocidos de la técnica. Puede encontrarse una revision extensiva de las técnicas aplicadas a
N. crassa en, por ejemplo, Davis y de Serres, Methods Enzymol. 17A:79-143, (1971).

Se proporcionan ensefianzas adicionales sobre la transformaciéon de hongos filamentosos en el documento US-A-
5.674.707.

En un aspecto, el organismo huésped puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger.
Un Aspergillus transgénico segln la presente invenciéon también puede prepararse siguiendo, por ejemplo, las
ensefanzas de Turner G., 1994 (Vector for genetic manipulation. En: Martinelli S.D., Kinghorn J.R. (editores),

Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology, vol. 29. Elsevier, Amsterdam, 1994, paginas 641 a 666).

Se proporciona una revision de la expresion génica en los hongos filamentosos en Punt et al., Trends Biotechnol.
20(5):200-6, mayo de 2002, 2002, y en Archer y Peberdy, Crit. Rev. Biotechnol. 17(4):273-306, 1997.

Transformacioén de levaduras

En otra forma de realizacion, el organismo transgénico puede ser una levadura.

Se proporciona una revisién de los principios de la expresién génica heteréloga en levaduras en, por ejemplo,
Methods Mol. Biol. 49:341-54, 1995, y en Curr. Opin. Biotechnol. 8(5):554-60, octubre 1997.

A este respecto, pueden utilizarse levaduras tales como la especie Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (ver
FEMS Microbiol. Rev. 24(1):45-66, 2000) a modo de vehiculo para la expresion génica heteréloga.

Se proporciona una revision de los principios de la expresién génica heteréloga en Saccharomyces cerevisiae y la
secrecion de productos génicos en E. Hinchcliffe E. Kenny ("Yeast as a vehicle for the expression of heterologous
genes", Yeasts, vol. 5, 1993, Anthony H. Rose y J. Stuart Harrison, editores, 2% edicion, Academic Press Ltd.).

Para la transformacion de levaduras, se han desarrollado varios protocolos de transformacién. Por ejemplo, puede
prepararse un Saccharomyces transgénico segun la presente invencién siguiendo las ensefianzas de Hinnen et al.
(Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75:1929, 1978); Beggs J.D. (Nature, London,
275:104, 1978; e lto H. et al. (J. Bacteriology 153:163-168, 1983).
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Puede seleccionarse un organismo huésped levadura adecuado a partir de las especies de levadura
biotecnol6gicamente relevantes, tales como, aunque sin limitacién, especies de levadura tales como Pichia sp.,
Hansenula sp. o Kluyveromyces, especies de Yarrowinia o una especie de Saccharomyces, incluyendo
Saccharomyces cerevisiae, 0 una especie perteneciente a Schizosaccaromyces, tal como, por ejemplo la especie S.
pombe.

Puede utilizarse una cepa de la especie de levadura metilotréfica Pichia pastoris a modo de organismo huésped.

En una forma de realizacion, el organismo huésped es una especie de Hansenula, tal como Hansenula polymorpha
(tal como se describe en la patente WO 01/38544).

Las células de levadura transformadas pueden seleccionarse utilizando diversos marcadores selectivos, tales como
marcadores auxotroficos, marcadores dominantes de resistencia antibiética.

Transformacioén de plantas/células vegetales

Un organismo huésped adecuado para la presente invenciéon puede ser una planta. Puede encontrarse una revisién
de las técnicas generales en articulos por Potrykus (Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 42:205-225, 1991) y
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech, marzo/abril de 1994, 17-27) o en la patente WO 01/16308. La planta
transgénica puede producir niveles incrementados de ésteres de fitoesterol y ésteres de fitoestanol, por ejemplo.

Por lo tanto, la presente invencién también se refiere a un método para la produccion de una planta transgénica con
niveles incrementados de ésteres de fitoesterol y de ésteres de fitoestanol, que comprende las etapas de
transformar una célula vegetal con una lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria (en
particular con un vector o constructo de expresién que comprende una lipido aciltransferasa tal como se define en la
presente memoria), y cultivar una planta a partir de la célula vegetal transformada.

Secrecion

Con frecuencia resulta deseable que el polipéptido sea secretado del huésped de expresion al medio de cultivo a
partir del que puede recuperarse mas facilmente el enzima. Segun la presente invencion, la secuencia lider de
secrecion puede seleccionarse segun el huésped de expresion deseado. También pueden utilizarse secuencias de
senal hibridas dentro del contexto de la presente invencion.

Son ejemplos tipicos de secuencias lider heterélogas de secrecion aquéllas originadas del gen de la
amiloglucosidasa fungica (AG) (glaA, las dos versiones, de 18 y 24 amino&cidos, por ejemplo de Aspergillus), el gen
del factor a (de levaduras, por ejemplo de Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de la a-amilasa
(Bacillus).

Deteccion

Se conocen de la técnica una diversidad de protocolos para detectar y medir la expresién de las secuencias de
aminoacidos. Entre los ejemplos se incluyen el ensayo de inmunosorciéon ligada a enzima (ELISA), el
radioinmunoensayo (RIA) y separacién celular activada por fluorescencia (FACS).

El experto en la materia conoce una amplia diversidad de marcajes y técnicas de conjugacion, y pueden utilizarse en
diversos ensayos de acidos nucleicos y de aminodcidos.

Varias compafias tales como Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI) y US Biochemical Corp.
(Cleveland, OH) suministran kits comerciales y protocolos para dichos procedimientos.

Entre las moléculas informadoras y marcajes adecuados se incluyen radionucleidos, enzimas, agentes
fluorescentes, quimioluminiscentes o cromogénicos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas
magnéticas y similares. Entre las patentes que ensefian la utilizacion de dichos marcajes se incluyen las patentes
US-A-3.817.837, US-A-3.850.752, US-A-3.939.350, US-A-3.996.345, US-A-4.277.437, US-A-4.275.149 y US-A-
4.366.241.

Ademas, pueden producirse inmunoglobulinas recombinantes tal como se muestra en la patente US-A-4.816.567.

Proteinas de fusién

Puede producirse un polipéptido que presenta las propiedades especificas definidas en la presente memoria a modo
de proteina de fusion, por ejemplo para ayudar en la extraccion y purificacion del mismo. Entre los ejemplos de
parejas de proteina de fusion se incluyen la glutation-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unién a ADN
y/o de activacion transcripcional) y la B-galactosidasa. También puede resultar conveniente incluir un sitio de corte
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proteolitico entre la pareja de proteina de fusion y la secuencia de interés de la proteina, para permitir la eliminacion
de las secuencias de la proteina de fusion. Preferentemente, la proteina de fusién no perjudica la actividad de la
secuencia proteica.

Se proporciona una revision de los sistemas de expresion de fusion génica en E. coli en Curr. Opin. Biotechnol.
6(5):501-6, 1995.

En otra forma de realizacién de la invencion, la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que presenta las
propiedades especificas definidas en la presente memoria puede ligarse a una secuencia heter6loga para codificar
una proteina de fusion. Por ejemplo, para el cribado de bibliotecas de péptidos para agentes capaces de afectar a la
actividad de la sustancia, puede resultar Util codificar una sustancia quimérica que expresa un epitopo heterélogo
que resulta reconocido por un anticuerpo disponible comercialmente.

A continuacion se describe la invencién, a titulo de ejemplo Unicamente, haciendo referencia a las figuras y Ejemplos
siguientes:

la figura 1 muestra una secuencia de consenso pfam00657 de la version 6 de la base de datos (SEC ID n® 1),

la figura 2 muestra una secuencia de aminodcidos (SEC ID n? 2) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480, Gl:121051),

la figura 3 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n® 3) obtenida del organismo Aeromonas salmonicida
(AAG098404; GI:9964017),

la figura 4 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n? 4) obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3
(2) (numero de acceso de Genbank NP_631558),

la figura 5 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n? 5) obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3
(2) (nimero de acceso de Genbank CAC42140),

la figura 6 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n® 6) obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae
(nimero de acceso de Genbank P41734),

la figura 7 muestra una alineacion de secuencias seleccionadas con la secuencia de consenso pfam00657,

la figura 8 muestra una alineaciéon de una pareja de SEC ID n® 3 y SEC ID n® 2 que muestra una identidad de
secuencia de aminoacidos de 93%. La secuencia de sefial se ha subrayado. '+' sefiala las diferencias. El motivo
GDSX que contiene el sitio activo serina 16, y los sitios activos acido aspartico 116 e histidina 291 se encuentran
destacados (ver las regiones sombreadas). Los nimeros después del aminoacido son menos la secuencia de seial,

la figura 9 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n® 7) codificante de una lipido aciltransferasa segun la
presente invencién obtenida del organismo Aeromonas hydrophila,

la figura 10 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n?® 8) codificante de una lipido aciltransferasa segun la
presente invencién obtenida del organismo Aeromonas salmonicida,

la figura 11 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n® 9) codificante de una lipido aciltransferasa segun la
presente invencién obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (numero de acceso de Genbank
NC_003888.1:8327480..8328367),

la figura 12 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n® 10) codificante de una lipido aciltransferasa segun la
presente invencién obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (numero de acceso de Genbank
AL939131.1:265480..266367),

la figura 13 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n® 11) codificante de una lipido aciliransferasa segun la
presente invencién obtenida del organismo Saccharomcyes cerevisiae (niUmero de acceso de Genbank Z75034),

la figura 14 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n® 12) obtenida del organismo Ralstonia (nUmero de
acceso de Genbank AL646052),

la figura 15 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n® 13) codificante de una lipido aciliransferasa segun la
presente invencién obtenida del organismo Ralstonia,

la figura 16 muestra la secuencia SEC ID n® 20. Scoel, cédigo de acceso de NCBI n® CAB39707.1 Gl:4539178
proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)],
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la figura 17 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n? 21 codificante de la proteina codigo de
acceso de NCBI CAB39707.1 Gl:4539178 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 18 muestra un aminoacido mostrado como SEC ID n? 22. Scoe2, proteina de cédigo de acceso de NCBI
CAC01477.1 GI:9716139, proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 19 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 23 codificante de Scoe2, proteina de
codigo de acceso de NCBI CAC01477.1 Gl:9716139, proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor
A3(2)],

la figura 20 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n? 24), Scoe3, proteina cddigo de acceso de NCBI
CAB88833.1 Gl:7635996, proteina secretada putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 21 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 25 codificante de Scoe3, proteina de
codigo de acceso de NCBI CAB88833.1 GI:7635996, proteina secretada putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 22 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n? 26), Scoe4, proteina de cédigo de acceso de NCBI
CAB89450.1 Gl:7672261, proteina secretada putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 23 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 27 codificante de Scoe4, proteina de
codigo de acceso de NCBI CAB89450.1 Gl:7672261, proteina secretada putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 24 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n? 28), Scoe5, proteina de cédigo de acceso de NCBI
CAB62724.1 G1:6562793, lipoproteina putativa [Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 25 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 29, codificante de Scoe5, proteina de
codigo de acceso de NCBI CAB62724.1 Gl:6562793, lipoproteina putativa [ Streptomyces coelicolor A3(2)],

la figura 26 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n? 30), Srim1, proteina de cédigo de acceso de NCBI
AAK84028.1 Gl:15082088, lipasa GDSL [Streptomyces rimosus],

la figura 27 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 31 codificante de Srim1, proteina de
codigo de acceso de NCBI AAK84028.1 GI:15082088, lipasa GDSL [Streptomyces rimosus],

la figura 28 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n® 32), una lipido aciltransferasa de Aeromonas
hydrophila (ATCC n2 7965),

la figura 29 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n? 33) codificante de una lipido aciltransferasa de
Aeromonas hydrophila (ATCC n® 7965),

la figura 30 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n® 34) de una lipido aciltransferasa de Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida (ATCC n° 14174),

la figura 31 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n? 35) codificante de una lipido aciltransferasa de
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (ATCC n® 14174),

la figura 32 muestra que los homdlogos de los genes de Aeromonas pueden identificarse utilizando el servicio de
herramienta de busqueda de alineacién local basica del National Center for Biotechnology Information, NIH, MD,
USA, y las bases de datos de genomas completadas. Se utilizd el motivo GDSX en la basqueda de la base de datos
y se identificaron varias secuencias/genes potencialmente codificantes de enzimas con actividad lipolitica. Se
identificaron genes de los géneros Streptomyces, Xanthomonas y Ralstonia. A titulo de ejemplo, proporcionado
posteriormente, se alined el gen de Ralstonia solanacearum con el gen de Aeromonas salmonicida (satA). La
alineacion por pares mostrd una identidad de 23%. El sitio activo serina se encuentra presente en el extremo
aminoterminal y pueden identificarse los residuos cataliticos histidina y acido aspartico.

La figura 33 muestra que la secuencia de consenso Pfam00657.11 [familia 00657, version 11 de la base de datos]
(en lo sucesivo denominada consenso de Pfam) y la alineacién de diversas secuencias con la secuencia de
consenso de Pfam. Las flechas indican los residuos del sitio activo, las cajas subrayadas indican tres de las cajas de
homologia indicadas por [Upton C. y Buckley J.T., Trends Biochem. Sci. 20:179-179, 1995]. Las letras mayUsculas
en el consenso de Pfam indican residuos conservados en muchos miembros de la familia. El simbolo - indica una
posicién en la que el modelo oculto de Markov del consenso de Pfam esperaba encontrar un residuo pero no lo
encontrd, por lo que se insertd un hueco. El simbolo indica un residuo sin un residuo correspondiente en el consenso
de Pfam. Las secuencias son las secuencias de aminoacidos listadas en las figuras 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 y 30.

La figura 34 muestra la secuencia de consenso Pfam00657.11 [familia 00657, version 11 de la base de datos] (en lo
sucesivo denominada consenso de Pfam) y la alineacion de diversas secuencias con la secuencia de consenso de
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Pfam. Las flechas indican los residuos del sitio activo, las cajas subrayadas indican tres de las cajas de homologia
indicadas por [Upton C. y Buckely, J.T., Trends Biochem. Sci. 20:179-179, 1995]. Las letras mayusculas en el
consenso de Pfam indican residuos conservados en muchos miembros de la familia. EI simbolo '-' indica una
posicion en la que el modelo oculto de Markov del consenso Pfam esperaba encontrar un residuo pero no lo
encontrd, por lo que se insertd un hueco. El simbolo indica un residuo sin un residuo correspondiente en el consenso
de Pfam. Las secuencias son las secuencias de aminoacidos listadas en las figuras 2, 16, 18, 20, 26, 28 y 30. Se
encontré que todas estas proteinas eran activas contra sustratos lipidos.

La figura 35 muestra un vector de expresion pet12-AsalGCAT=pSM que contiene el gen de lipido aciltransferasa de
Aeromonas salmonicida C-terminal etiquetado con His.

La figura 36 muestra los resultados del ensayo de extractos celulares en un kit de ensayo NEFA, que ilustra la
actividad de una lipido aciltransferasa de A. salmonicida recombinante hacia la lecitina. Los pocillos de izquierda a
derecha indican: un control positivo, un control negativo (es decir, extractos del plasmido vacio) y muestras
recogidas tras 0, 1, 2 y 3 horas de cultivo tras la induccién con IPTG,

la figura 37 muestra la optimizacion del cultivo de BL21 (DE3)pLysS que porta el vector de expresion petl12-
AsalGCAT=pSM, mostrando que el cultivo a 30°C resulta en la produccién de enzima con actividad elevada hacia la
lecitina. Se sometieron a ensayo los extractos celulares para actividad de fosfolipasa utilizando el kit de ensayo
NEFA. Los pocillos, de izquierda a derecha: control positivo, control negativo, 20°C, 30°C.

La figura 38 muestra extractos celulares crudos de BL21(DE3)pLysS que expresa la lipido aciltransferasa activa
incubada con el sustrato lecitina y la mezcla de reaccion se analizé utilizando cromatografia de capa fina, mostrando
la presencia de productos de degradacion. Carriles: 1. - sin enzima; 2. +A. sal. -10 pl, 37°C; 3. +A. sal - 20 ul, 37°C;
4. +A. sal. -10 pl, 24°C; . +A. sal. -20 pl, 24°C.

La figura 39 muestra la purificacion parcial de la aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que muestra la actividad
de fosfolipasa asociada a proteina etiquetada con His purificada. SE=extractos sonicados, His=purificado con el kit
para centrifugacion Ni-NTA de Qiagen.

La figura 40 muestra el vector de expresion pet12-A.h. Se utilizd6 GCAT=pSMa que contenia el gen de la glicerolipido
aciltransferasa (GCAT) de Aeromonas hydrophila C-terminal etiquetado con His para transformar E. coli cepa
BL21(DE3)pLysS.

La figura 41 muestra la actividad de los extractos crudos (5 y 10 pl) que contenian el enzima GCAT de Aeromonas
hydrophila recombinante, sometido a ensayo frente a lecitina utilizando el kit de &cidos grasos no esterificados
(NEFA) (Roche, Suiza), que muestra la actividad del enzima activo hacia el fosfolipido lecitina.

La figura 42 muestra la optimizacion del cultivo de BL21(DE3)pLysS que porta el vector de expresién petl12-
AsalGCAT=pSM, mostrando que el cultivo a 30°C resultaba en la produccién de enzima de alta actividad hacia la
lecitina. Se sometieron a ensayo extractos celulares para actividad de fosfolipasa utilizando el kit de ensayo NEFA.

La figura 43 muestra la purificacion parcial de las aciltransferasas de Aeromonas hydrophila 'y de A. salmonicida,
mostrando la actividad de fosfolipasa asociada a proteina etiquetada con His purificada. SE=extractos sonicados,
His=purificado con el kit para centrifugacion Ni-NTA de Qiagen).

La figura 44 muestra la expresién de los genes de Aeromonas en Bacillus subtilis 163, mostrando la produccion de
enzima secretado con actividad hacia tanto lecitina como DGDG. pUB-AH=constructo que contiene el gen de A.
hydrophila y pUB-AS, constructo con el gen de A. salmonicida. Se incubé el filtrado del cultivo con los sustratos
durante 60 minutos.

Las figuras 45 y 46 muestran graficos que ilustran los acidos grasos y éster de colesterol como funcion del tiempo.
Los graficos ilustran los resultados obtenidos para el analisis de GLC en el ensayo para la medicion de la actividad
de aciltransferasa en un producto alimentario utilizando lecitina y colesterol en tampén como sustrato.

La figura 47 muestra una secuencia de aminoacidos (SEC ID n® 36) del constructo de fusion para la mutagénesis del
gel de la lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila en el Ejemplo 17. Los aminoacidos subrayados son un
péptido de serial de xilanasa.

La figura 48 muestra una secuencia de nucleétidos (SEC ID n? 54) codificante de un enzima de Aeromonas
hydrophila que incluye un péptido de sefial de xilanasa.

La figura 49 muestra la estructura de los condensados de proteina-acido graso de aminodacidos.

La figura 50 muestra un esquema que representa la reaccion entre un acido graso de la fosfatidilcolina al transferirse
al grupo hidroxilo libre de amino&cidos que presentan un grupo hidroxilo libre disponible para la esterificacién, por
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ejemplo tirosina o serina, y la figura 51 muestra un esquema de la reaccion entre DGDG y glucosa catalizada por
una lipido aciltransferasa.

Ejemplos

Ejemplo 1: Clonacion, secuenciacion y expresion heteréloga de una transferasa de Aeromonas salmonicida
subsp. Salmonicida

Cepas utilizadas:

Se obtuvo Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida (ATCC n® 14174) de la ATCC y se cultivd durante la noche a
30°C en medio de Luria-Bertani (LB). Las células se centrifugaron y se aisl6 el ADN gendmico utilizando los
procedimientos para el aislamiento del ADN gendémico de Qiagen Ltd. Se obtuvo el conjunto de tampones de ADN
gendmico (n® de cat. 19060), la proteasa K (n° de cat. 19131) y la ARNasa A (n® de cat. 19101) de Qiagen Ltd.
(Boundary court, Gatwick Court, West Sussex, RH10 2AX).

La cepa bacteriana huésped BL21 (DE3)pLysS (Novagen) se utilizé para la producciéon de enzimas de Aeromonas
recombinante. Se utilizaron células competentes de BL21 (DE3)pLysS como huésped para la transformacién con el
vector de expresion pet12-AsalGCAT=pSM. Los transformantes que contenian el plasmido apropiado se cultivaron a
37°C en medio agar LB que contenia 100 ug de ampicilina/ml.

Construccion del vector de expresién pet12-AsalGCAT-pSM:

Para todas las amplificaciones de ADN de los genes de transferasa de Aeromonas, se utilizo ADN genémico (0,2 a
1 pl) como molde y ADN polimerasa Pfu (2,5 unidades) con 10 pl de tampén pfu 10x, 1 pl de cada cebador (50
pmoles/pl), 200 uM de dNTP en un volumen de reaccion total de 100 pl. Se llevaron a cabo reacciones de PCR en
un ciclador térmico programable utilizando las condiciones siguientes: 95°C durante 30 segundos, 30 ciclos de 95°C
durante 30 segundos, 60°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos. Se aplicé una extensioén adicional de 5
minutos a 72°C.

La amplificacion por PCR del gen de transferasa de A. salmonicida se llevd a cabo en 2 reacciones de PCR
separadas. La reaccion de PCR 1 se llevo a cabo utilizando parejas de cebadores, as1USNEW(5'AGCATATGAAAA
AATGGTTTGT TTGTTTATTG GGG 3' [SEC ID n? 36] y asls950new (5' GTG ATG GTG GGC GAG GAA CTC GTA
CTGS' [SEC ID n? 37]). Se llevé a cabo una segunda reaccion de PCR para incorporar una etiqueta C-terminal de
histidinas utilizando el producto de PCR de la primera reaccion y los cebadores as1USNEW (5'AGCATATGAAAA
AATGGTTTGT TTGTTTATTG GGG 3' [SEC ID n? 38]) y AHLS1001(5TTGGATCC GAATTCAT CAATG GTG ATG
GTG ATG GTG GGC3' [SEC ID n® 39]). El producto de PCR de la segunda reaccién se purificé y se digirié con los
enzimas de restriccion Nde1 y BamHI. También se digirieron 2 ug de vector de ADN pET12a con los enzimas de
restriccion Ndel y BamHI y se trataron con fosfatasa. Tanto peti2a como el producto de PCR de la reaccién 2
tratados con enzimas de restriccién se purificaron y se ligaron utilizando el kit de ligacién rapida (Roche, Suiza). Se
utilizo6 la mezcla de ligacion para transformar células de E. coli TOP10. Se sembraron los transformantes en una
placa con medio agar LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina.

Se utilizé el cebador de promotor de T7 (5'TAATACGACTCACTATAGS' [SEC ID n® 40]) y el cebador de terminador
de T7 (5'CTAGTTATTGCTCAGCGGS' [SEC ID n® 41]) para verificar las secuencias y la orientaciéon de los genes de
transferasa clonados en el vector pET12a. Se llevd a cabo la secuenciacion de ADN utilizando el kit de
secuenciacion en ciclos ABI Prism® BigDye™ Terminators con 500 ng de plasmido de ADN como molde y 3,2
pmoles de cebadores de promotor y terminador de T7.

El constructo mostrado en la figura 35 se utiliz6 para transformar la cepa huésped bacteriana competente
BL21(DE3)pLysS (Novagen) y se recogieron los transformantes resistentes a la ampicilina y se utilizaron para el
andlisis de la expresion.

Expresién de la lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida recombinante

La cuantificaciéon de la actividad enzimatica hacia la lecitina se determiné en extractos celulares utilizando el kit de
acidos grasos no esterificados (NEFA) (Roche, Suiza).

En la figura 36, se cultivé BL21(DE3)pLysS que portaba el vector de expresion pet12-AsalGCAT=pSM en medio LB
+ 100 pg/ml de ampicilina y se incubd bajo agitacién a 37°C hasta alcanzar una DOggo=0,6 a 1,0. A continuacion, se
indujeron los cultivos utilizando IPTG (0,4 mM) y se continué la incubacién durante las 3 horas siguientes. Se
extrajeron muestras a las 0, 1, 2 y 3 horas tras la induccién con IPTG. Se someti6é a cabo la actividad enzimatica
utilizando el kit NEFA y lecitina como sustrato.

Optimizacion del cultivo para la produccion de enzimas mas activas: se cultivd BL21(DE3)pLysS que portaba el
vector de expresion pet12-AsalGCAT=pSM en medio LB + 100 pg/ml de ampicilina y se incub6 bajo agitacién a

32



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2364 654 T3

diferentes temperaturas de cultivo (37°C, 30°C y 20°C). Las condiciones 6ptimas para la produccién de enzima lipido
aciltransferasa activo se dieron con los cultivos mantenidos a 30°C, tal como se muestra en la figura 37.

Purificacion parcial de la transferasa de Aeromonas salmonicida recombinante: se cultivé cepa BL21(DE3)pLysS que
portaba el vector de expresion pet12-AsalGCAT=pSM a 37°C y los extractos celulares crudos se prepararon
mediante sonicacion. El enzima recombinante se purificd adicionalmente a partir de los extractos celulares crudos
sonicados utilizando el kit para centrifugacion Ni-NTA de Qiagen. Actividad de fosfolipasa utilizando el kit NEFA y
lecitina como sustrato. Se incubaron extractos celulares crudos de BL21(DE3)pLysS que expresaba transferasa
activa con el sustrato lecitina y la mezcla de reaccién se analizé utilizando cromatografia de capa fina que mostraba
la presencia de productos de degradacion (ver la figura 38).

Purificacion parcial de la transferasa de Aeromonas salmonicida recombinante. Se cultivd a 37°C la cepa
BL21(DE3)pLysS que portaba el vector de expresién pet12-AsaLGCAT=SM vy los extractos celulares crudos se
prepararon mediante sonicacion. El enzima recombinante se purificé adicionalmente a partir del extracto celular
crudo sonicado utilizando el kit para centrifugacién Ni-NTA de Qiagen. Se someti6 a ensayo la actividad de
fosfolipasa utilizando el kit NEFA vy lecitina como sustrato (ver la figura 39).

Ejemplo 2: Clonacion y expresion de la transferasa de Aeromonas hydrophila en E. coli

Se obtuvo Aeromonas hydrophila (ATCC n® 7965) de la ATCC y se cultivé durante la noche a 30°C en medio de
Luria-Bertani (LB). Las células se centrifugaron y se aislé el ADN gendmico utilizando los procedimientos para el
aislamiento de ADN gendmico de Qiagen Ltd. Se obtuvieron el conjunto de tampones de ADN gendmico (n° de cat.
19060), la proteasa K (n? de cat. 19131) y la ARNasa A (n® de cat. 19101) de Qiagen Ltd. (Boundary Court, Gatwick
Court, West Sussex, RH10 2AX).

La cepa bacteriana huésped BL21(DE3)pLysS (Novagen) se utilizd6 para la produccion de los enzimas de
Aeromonas recombinante. Se utilizaron células competentes de BL21(DE3)pLysS como huésped para la
transformacién con el vector de expresion pet12a-A.h.GCAT=pSMa. Los transformantes que contenian el plasmido
apropiado se cultivaron a 37°C en medio agar LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina.

Construcciéon del vector de expresién pet12a-A.h.GCAT-pSMa:

Para todas las amplificaciones de ADN del gen de transferasa de Aeromonas, se utilizo ADN gen6émico (0,2 a 1 pl)
como molde y ADN polimerasa Pfu (2,5 unidades) con 10 ul de tampén pfu 10x, 1 ul de cada cebador (50
pmoles/ul), 200 uM dNTP en un volumen de reaccion total de 100 pl. Se llevaron a cabo reacciones de PCR en un
ciclador térmico programable utilizando las condiciones siguientes: 95°C durante 30 segundos, 30 ciclos de 95°C
durante 30 segundos, 60°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos. Se aplicé una extensién adicional de 5
minutos a 72°C.

La amplificacion por PCR del gen de transferasa de A. hydrophila (ATCC n® 7965) se llevé a cabo en 2 reacciones
de PCR separadas.

La reaccion de PCR 1 se llev6 a cabo utlizando las parejas de cebadores AHUS1
(5'GTCATATGAAAAAATGGTTTGTGTGTTTATTGGGATTGGTC3!, SEC ID n® 42) y ahls950
(B'ATGGTGATGGTGGGCGAGGAACTCGTACTG3', SEC ID n® 43).

Se llevé a cabo una segunda reaccion de PCR para incorporar una etiqueta C-terminal de histidinas utilizando el
producto de PCR de la primera reaccion y las parejas de cebadores siguientes:

AHUS1(5'GTCATATGAAAAAATGGTTTGTGTGTTTATTGGGATTGGTC3, SEC ID n® 44) y AHLS1001
(5" TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGGTGATGGTGGGCS3', SEC ID n® 45).

El producto de PCR de la segunda reaccion se purificd y se digiri6 con los enzimas de restriccion Ndel y BamHI.
También se digirieron 2 pg del vector de ADN pET12a con los enzimas de restricciéon Ndel y BamHI y se trataron con
fosfatasa. Tanto peti2a como el producto de PCR de la reaccion 2 tratados con los enzimas de reaccién se
purificaron y se ligaron utilizando el kit de ligacién rapida (Roche, Suiza). Se utilizé la mezcla de ligacion para
transformar células de E. coli TOP10. Los transformantes se sembraron en una placa con medio LB-agar que
contenia 100 pg/ml de ampicilina.

Se utilizaron el cebador de promotor de T7 (5 TAATACGACTCACTATAGS') y el cebador de terminador de T7
(5'CTAGTTATTGCTCAGCGGS') para verificar las secuencias y la orientacion de los genes GCAT clonados en el
vector QET12a. Se llevé a cabo la secuenciacién de ADN utilizando el kit de secuenciacion en ciclos ABI Prism®
BigDye ™ Terminators con 500 ng de plasmido de ADN y 3,2 pmoles de cebadores de promotor y terminador de T7.

Se utilizé el constructo mostrado en la figura 40 para transformar la célula huésped bacteriana competente
BL21(DE3)pLysS (Novagen) y se recogieron los transformantes resistentes a ampicilina para el andlisis de la
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expresion.

Expresién de la transferasa de Aeromonas hydrophila en BL21(DE3)pLysS

Se cultivo la cepa E. coli BL21(DE3)pLysS que portaba el vector de expresion pet12a-A.h.GCAT=pSMa en medio LB
+ 100 pg/ml de ampicilina y se incubd bajo agitacién a 37°C hasta alcanzar una DOgo=0,6 a 1,0. A continuacion, se
indujeron los cultivos con IPTG (0,4 mM) y se continud la incubacion durante las 3 horas siguientes. Se extrajeron
muestras a las 0, 1, 2 y 3 horas tras la induccion con IPTG. Se someti6 a ensayo la actividad enzimatica utilizando el
kit NEFA y lecitina como sustrato (figura 41).

Optimizacién del cultivo para la producciéon de enzimas mas activos

Se cultivé BL21(DE3)pLysS que portaba el vector de expresion pet12a-A.h.GCAT=pSMa en medio LB + 100 pg/ml
de ampicilina y se incubd bajo agitacion a diferentes temperaturas de cultivo (37°C, 30°C y 20°C). Las condiciones
optimas para la produccién de enzima GCAT activo se dieron al mantener los cultivos a 30°C, tal como se muestra
en la figura 42.

Purificacién parcial de transferasa de A. hydrophila recombinante (GCAT)

Se cultivd a 37°C la cepa BL21(DE3)pLysS que portaba el vector de expresion pet12a-A.h.GCAT=PSMa y se
prepararon extractos celulares crudos mediante sonicacion. El enzima recombinante se purificd adicionalmente a
partir de los extractos celulares crudos sonicados utilizando el kit para centrifugacion Ni-NTA de Qiagen. Ensayo de
actividad de fosfolipasa utilizando el kit NEFA y lecitina como sustrato (figura 43).

Ejemplo 3: Expresion de transferasas de Aeromonas en Bacillus subtilis 163

Construccioén de plasmido

Se utilizaron dos vectores de expresién de Bacillus subtilis diferentes (pUB110 y pBES5) para la expresion heterdloga
de los genes de Aeromonas en Bacillus subtilis. El vector pUB110 contiene el promotor de alfa-amilasa, mientras
que el vector pBE presenta el promotor P32 como regidn reguladora para la expresion de los genes de Aeromonas
fusionados. En pUB110, el primer aminoacido de los genes GCAT maduros de Aeromonas se fusioné en el mismo
marco de lectura con el Gltimo aminoacido de la secuencia del péptido de sefal de xilanasa de Bacillus subtilis
mediante el sitio de restriccion Nhe1, creando 2 aminodcidos adicionales enfrente de las proteinas maduras. El
vector pBE5 contiene la fusién de secuencia de sefal cgtasa en el sitio Ncol para la secreciéon de las proteinas
recombinantes al filtrado de cultivo.

Se llevaron a cabo reacciones de PCR para obtener los genes de Aeromonas fusionados en el mismo marco de
lectura de las secuencias de sefial de los vectores pUB110 y pBE5. Se llevaron a cabo PCR utilizando las parejas de
cebadores siguientes para el gen de A. hydrophila:

reaccion de PCR 1: usAHncol (5'ATGCCATGGCCGACAGCCGTCCCGCC3, SEC ID n® 46) e IsAH
(B TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGS', SEC ID n® 47)

reaccion de PCR 2 : US-Ahnhel (5TTGCTAGCGCCGACAGCCGTCCCGCC3, SEC ID n° 48) e IsAH
(B'TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGS', SEC ID n? 49)

Se llevaron a cabo PCR utilizando las parejas de cebadores siguientes para el gen de A. salmonicida:

reaccion de PCR 3: US-Asncol (5TTGCCATGGCCGACACTCGCCCCGCC3, SEC ID n® 50) e IsAH
(B TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGS', SEC ID n® 51)

reaccion de PCR 4: US-ASnhel (5TTGCTAGCGCCGACACTCGCCCCGCC3', SEC ID n® 52) e IsAH
(B'TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGS', SEC ID n® 53)

Todos los productos de PCR se clonaron en PCR blunt Il (vector TOPO) y se secuenciaron con cebadores de
secuenciacion inverso y directo.

Los clones de las reacciones de PCR 1 y 3 se cortaron con Ncol y BamHI y se utilizaron como inserciones para la
ligacion al vector pBE5 cortado con Ncol/BamHI|/fosfatasa. Los clones de las reacciones de PCR 2 y 4 se cortaron
con Nhel y BamHI y se utilizaron como inserciones para la ligacion al vector pUB que se cortd con
Nhel/BamHl/fosfatasa.

Expresién de los genes de transferasa de Aeromonas en Bacillus subtilis y caracterizacion de la actividad enzimatica

Las aciltransferasas de las dos especies de Aeromonas han sido expresadas con éxito en E. coli (resultados
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anteriormente). Se utilizaron los constructos de fusién génica pUB110 y pBE5 de Bacillus para transformar Bacillus
subtilis y se seleccionar los transformantes mediante cultivo en placas con canamicina. Los transformantes
resistentes a la canamicina aislados y cultivados en 2xYT son capaces de la expresién heteréloga de los genes de
Aeromonas en Bacillus. Los filtrados de cultivo presentan actividad digalactosildiacilglicerol (DGDG) galactolipasa,
ademas de presentar actividades tanto de aciltransferasa como de fosfolipasa. Se midi6 la actividad hacia el
digalactosildiacilglicerol (DGDG) tras 60 minutos de incubacién del sobrenadante de cultivo con el sustrato, DGDG
procedente de harina de trigo (obtenible de Sigma), asi como la actividad hacia la lecitina, tal como se muestra en la
figura 44. Bacillus produjo el enzima tras el cultivo durante un periodo de entre una noche (20 a 24 horas) y 48 horas
en el medio de cultivo en forma de proteina secretada. En algunos casos, se ha demostrado que la expresién de los
genes de Aeromonas interfieren con la viabilidad y crecimiento celulares en Bacillus y E. coli; por lo tanto resulta
necesario seleccionar cuidadosamente las cepas de expresion y optimizar las condiciones de cultivo para garantizar
la expresion. Por ejemplo, se transformaron varias cepas huésped de Bacillus (B.s.163, DB104 y OS21) con los
vectores de expresion para una comparacion del crecimiento. La cepa B.s.163 es transformable con los 2 genes de
Aeromonas y es capaz de expresar la proteina activa. DB104 es transformable con todos los constructos pero sélo
es capaz de expresar la transferasa de A. salmonicida.

Ejemplo 4: Fermentacion y purificacion de las lipido aciltransferasas de Aeromonas producidas en E. coli

Fermentaciones de E. coli:

Microorganismos

En el presente estudio se utilizaron dos cepas de Escherichia coli, una que contenia una lipido aciltransferasa de
Aeromonas hydrophila (Ejemplo 2) y dos que contenian las lipido aciltransferasas de Aeromonas salmonicida
(Ejemplo 1).

La cepa de E. coli que contenia el gen de A. hydrophila se denominé DIDK0124, y la cepa de E. coli que contenia el
gen de A. salmonicida se denomin6 DIDK0125. La fermentacion con DIDK0124 se denomin6 HYDROO0303 y la
fermentacion con DIDK0125 se denomin6 SAL0302. La proteina purificada de HYDRO025 se denominé REF n® 138.
La proteina purificada de HYDROO0303 se denominé REF n?135.

Medio de cultivo y condiciones de cultivo

LB-agar

Las placas de LB-agar utilizadas para mantener las cepas contenian: 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura,
5 g/l de NaCl, 15 g/l de agar, 100 mg/l de ampicilina y 35 mg/I de cloranfenicol. Las placas de agar se incubaron a
30°C.

Matraz de agitacién con LB

El medio LB (50 ml por cada matraz de agitacion) utilizado para la producciéon del material de inéculo para los
cultivos en biorreactor contenian: 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 100 mg/l de
ampicilina y 35 mg/l de cloranfenicol. Se inocularon los matraces de agitacion con el in6culo procedente de las
placas de LB-agar y se incubaron a 30°C y 200 rpm.

Cultivo en biorreactor

Los cultivos en biorreactor se llevaron a cabo en biorreactores de propia construccion de 6 | llenos con 4 | de medio
que contenia: 10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 8 g/l de KH2POs, 0,9 g/l de
MgS0O4-7H20, 40 g/l de glucosa monochidrato, 0,4 ml de ADD APT® Foamstop Sin260 (ADD APT Chemicals Ag,
Helmond, Paises Bajos), 10 mg/l de (NH4)2Fe(SO4)2:6H20, 0,7 mg/l de CuSO4-5H20, 3 mg/l de ZnSO4-7H20, 3 mg/l
de MnSO4-H20, 10 mg/l de EDTA, 0,1 mg/l de NiSO4-6H-0, 0,1 mg/l de CoCly, 0,1 mg/l de HsBO4, 0,1 mg/l de KI, 0,1
mg/l de NazMoQ4-2H-0, 1 g/l de ampicilina y 35 mg/l de cloranfenicol.

Se inocularon los biorreactores con una cantidad de cultivo en LB que garantizase el final del crecimiento tras
aproximadamente 20 horas de cultivo (calculadas a partir de la tasa de crecimiento especifico maxima de 0,6 h™, la
DOeoo del matraz de agitacion de LB y una DOsgp final en el biorreactor de aproximadamente 20).

Se inoculé SAL0302 con 10 ml de cultivo en LB, y se inoculé HYDROO0303 con 4 ml de cultivo en LB.
Se operaron los biorreactores a las condiciones siguientes: temperatura de 30°C, agitacion de entre 800 y 1.000 rpm
(segun el experimento), aireacion de 5 I/min, pH 6,9, control de pH de NHs-agua al 8,75% (p/v) y HoSO4 2 M. Se

consiguid la induccion mediante la adicion de isopropil-B-D-tiogalactésido hasta una concentracion final de 0,6 mM,
momento en el que se habian producido 0,4 moles (HYDROO0303) y 0,7 moles de CO5, respectivamente.
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Recoleccion

Se utiliz6 el procedimiento siguiente para la recoleccién y homogeneizacion de la biomasa:

1) Se centrifugd el caldo de fermentacién de las fermentaciones a 5.000xg y a 4°C durante 10 minutos, y se
descargo el sobrenadante. La biomasa se almacend a -20°C hasta la utilizacién. Se descongelé la biomasa y se
resuspendié en 500 ml de NaH:PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM e inhibidor de proteasa
completo (sin EDTA) (Roche, Alemania).

2) La biomasa suspendida se homogeneizé a 2 kbar y a 4°C en un aparato de ruptura celular de Constant Systems
Ltd. (Warwick, Reino Unido).

3) Se eliminaron los residuos celulares mediante centrifugacion a 10.000xg y a 4°C durante 30 minutos seguido de
la recoleccion del sobrenadante.

4) Se clarificé adicionalmente el sobrenadante mediante centrifugacion a 13.700xg y a 4°C durante 60 minutos,
seguido de la recoleccion del sobrenadante.

5) Se filtr6 el sobrenadante a través de filtros VacuCap de 0,2 um (Pall Life Sciences, Reino Unido) y el filirado se
recogio para la purificacion cromatografica inmediata.

Purificacién cromatogréfica de las transferasas

Se empaquetd una columna (2,5x10 cm) con 50 ml de gel de sefarosa quelante FF y cargada con sulfato de Ni
(segun el método descrito por el fabricante, Amersham Biosciences). La columna se equilibré con 200 ml de
NaH>PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM y imidazol 10 mM. Se aplicaron 400 ml de crudo a la columna a un caudal
de 5 ml/minuto. A continuacion, se lavo la columna con NaH2PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM
hasta al UVzgp alcanzase la linea base. Seguidamente se eluyé la GCAT con 40 ml de NaH,PO4 20 mM, pH 7,4,
NaCl 500 mM e imidazol 500 mM.

Ejemplo 5: Fermentacion y purificacion de las lipido aciltransferasas de Aeromonas en Bacillus subtilis
Fermentaciones

BACO0318-19, BAC0323-24

Microorganismo

Los microorganismos utilizados en el presente estudio se originan de la transformaciéon de una cepa huésped de
Bacillus subtilis, n® 163, con un plasmido que contenia el gen codificante de la transferasa de Aeromonas
salmonicida insertada en el vector pUB1100IS. La expresion del gen se encuentra controlada por un promotor alfa-
amilasa, y la secrecion de la transferasa se encuentra mediada por la secuencia de sefal de xilanasa de B. subtilis
(Ejemplo 3). Las cepas se denominaron DIDK0138 (fermentacion BAC0318-19) y DIDK0153 (fermentacion
BAC0323-24).

Medio y condiciones de cultivo

Medio de precultivo

A un matraz de agitacion (volumen total de 500 ml, con deflectores) se afiadieron 100 ml de un medio que contenia:

NaCl 59/

KoHPO4 10 g/l
Harina de soja 20 g/l
Extracto de levadura, BioSpringer 106 20 g/l
Antiespumante SIN260 5 ml/

Se ajusto el pH a 7,0 antes del autoclavado.

Tras el autoclavado, se afnadieron 6 ml de nutriosa al 50% (p/p) en cada matraz. Se anadié canamicina a una
concentracién de 50 mg/l tras el autoclavado.

Inoculacién

Se inocul6 un matraz de agitacion precultivo con cultivo congelado directamente procedente de una solucion madre
de glicerol al 25% (p/v). Se incubd el matraz de agitacién a 33°C y 175 rpm durante aproximadamente 16 horas,
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después de lo cual se utilizaron 50 ml para inocular el fermentador.
Fermentaciones
Las fermentaciones se llevaron a cabo en fermentadores de 6 | de construccion propia.

El medio del lote (3 I) contenia:

Licor de maiz fermentado (al 50%, peso seco) 40 g/l
Extracto de levadura BioSpringer 153 (al 50%, peso 10 g/l
Seco)

NaCl 549/
CaClz2-2H20 0,25 g/l
Mn(NO3)2-H20 0,29/
Antiespumante SIN260 1 ml/

Canamicina (esterilizada mediante filtracion y afiadida al 50 mg/I
fermentador tras el autoclavado)

La alimentacién contenia:

Glucosa monohidrato 540 g/kg
MgS0O4:7H20 4,8 g/kg
Antiespumante SIN260 4 ml/kg

Extracto de levadura, BioSpringer 163 (al 50%, peso 150 g/kg
seco) (autoclavado separadamente)

La alimentacién en la fermentacion BAC0318 y BAC0323 se inicié basandose en el CO» acumulado, de acuerdo con
las ecuaciones siguientes:

Alimentacion - flujo[g/h]=0, AcCO2<0,15

Alimentacion - flujo[g/h]=2,85 +t-1,54, AcCO»20,15 y t<12

Alimentacion - flujo[g/h]=21,3, t>12

t: tiempo (horas) desde el punto en el que el CO> acumulado (AcCOy) alcanzé los 0,15 moles.

La alimentacién en las fermentaciones BAC0319 y BAC0324 se inicié basandose en el CO, acumulado, de acuerdo
con las ecuaciones siguientes:

Alimentacion - flujo[g/h]=0, AcCO2<0,15

Alimentacion - flujo[g/h]=2,0 +-1,08, AcC0O»20,15y t<12

Alimentacion - flujo[g/h]=5, t>12

t: tiempo (horas) desde el punto en el que el CO> acumulado (AcCOy) alcanzé los 0,15 moles.
Se control6 el pH a 7,0 mediante la adicion de NHs-agua al 12,5% (p/v) o acido fosférico 2 M.
La aireacion fue de 3 I/min, correspondiente a 1 vvm.

La temperatura era de 33°C.

El fermentador estaba dotado de dos propulsores Rushton de 8 cm O distanciados por 10 cm.

Recoleccion

Se retir6 la biomasa mediante centrifugacién a 16.000xg durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se esterilizo el
sobrenadante mediante esterilizacion y se utilizé el filtrado para la purificacion y los ensayos de aplicacion.

Ejemplo 6: El "ensayo de transferasa en sustrato tamponado™ para la medicion de la actividad de
aciltransferasa de un enzima

Se aisl6 la lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida y se expres6 en Bacillus subtilis. Este enzima es muy
eficiente en la transferencia de acidos grasos de la lecitina al colesterol durante la formacién de los ésteres de
colesterol. También se ha demostrado que el enzima presenta cierta actividad hidrolitica, que se observa a partir de
la formacién de acidos grasos libres. Las fosfolipasas tradicionales (EC3.1.1.4 y EC3.1.1.32) presentan la capacidad
de hidrolizar la lecitina durante la formacion de acidos grasos libres y lisolecitina y no se ha informado de ninguna
reaccion de transferasa en estos enzimas.
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En la presente memoria los presentes inventores detallan un ensayo que puede medir las actividades tanto de
transferasa como hidrolitica de los enzimas y de esta manera permite identificar las lipido aciltransferasas segun la
presente invencion; el ensayo utiliza un sustrato que contiene lecitina y colesterol. En el presente trabajo, se utilizd
un sustrato basado en fosfatidilcolina y colesterol dispersado en un tampdn. Se realizd la cuantificacion de los
productos de reaccién mediante extraccion de los lipidos del sustrato seguido del analisis GLC de los componentes
lipidos.

Procedimiento

Materiales

L-alfa-fosfatidilcolina al 95% (vegetal) Avanti n® 441601
Colesterol: Sigma n® de cat. C8503

Palmitato de colesterilo: Sigma n? C6072

Estearato de colesterilo: Sigma n® C3549

Tampdn HEPES: Sigma n® de cat. H3375

Cloroformo, grado analitico.

Enzimas

GCAT purificado procedente de A. salmonicida n® 178-9
Analisis de TLC

Se activé la placa de TLC en un desecador (110°C) durante 1/2 hora.

Se vertieron 100 ml de tampdn de corrido en una cadmara cromatografica con tapa. Se taparon las paredes de la
camara con papel de filtro (Whatman 2) con el fin de saturar la camara con el vapor de solvente.

Se introdujo la placa de TLC en un marco y se aplicd la muestra en la placa de TLC a 2 cm del fondo. A
continuacion, se introdujo la placa de TLC en la camara de TLC con el tampdn de corrido. Al alcanzar el tampén de
corrido 14 cm del fondo de la placa, se saco la placa de TLC y se sec6 bajo una campana de extraccion de humos y
después se introdujo en el horno desecador a 110°C durante 10 minutos.

A continuacion, se sumergié la placa de TLC en el reactivo de revelado, y se secé en el horno desecador a 110°C
durante 15 minutos.

Tampoén de corrido:

Ne IV: cloroformo:metanol:H20 (65:25:4)
Ne I: P-éter:MTBE:acido acético (60:40:1)

Tampén de revelado (tampdén vanadato):

32 gramos de NaxCOs en 300 ml de H>O (1 M)

Se afadieron 18,2 gramos de pentadxido de vanadio (V20s) y se disolvieron bajo calentamiento suave.
Se enfrié la solucion hasta la temperatura ambiente.

Se anadieron cuidadosamente 460 ml de H2SO4 2,5 M (460 ml de H20 + 61 ml de H2SO4).

Se afadié agua hasta 1.000 ml.

Andlisis de GLC

Cromatografo capilar de gases Autosystem 9000 de Perkin-Elmer dotado de una columna de silice fusionado WCOT
de 12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 um de grosor de pelicula, fenil-metilsilicona al 5% (CP Sil 8 CB de Chrompack).

Gas portador: helio.

Inyector: inyeccién en frio con division de flujo PSSI (temp. inicial: 50°C, calentado a 385°C), volumen: 1,0 pl.
Detector FID: 395°C.
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Programa del horno: 1 2 3
Temperatura del horno (°C) 90 280 350
Isoterma, tiempo (min.) 1 0 10
Tasa de incremento térmico (°C/min.) 15 4

Preparacién de muestras: se disolvieron 30 mg de muestra en 9 ml de heptano:piridina, 2:1, que contenia
heptadecano de estandar interno, 0,5 mg/ml. Se transfirieron 300 pl de solucién de muestra a un vial con tapa
perforable, se afiadieron 300 pl de MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hicieron reaccionar durante
20 minutos a 60°C.

Célculo: factores de respuesta para monoglicéridos, diglicéridos vy triglicéridos y acidos grasos libres determinados a
partir del Estandar 2 (mono-di-triglicérido). Los factores de respuesta para colesterol, palmitato de colesterilo y
estearato de colesterilo se determinaron a partir de los materiales de referencia puros.

Resultados: ensayo de transferasas basado en fosfatidilcolina y colesterol como sustrato.

A continuacion, se sometié a ensayo la actividad de transferasa de la transferasa en un sustrato basado en
fosfatidilcolina y colesterol segun el procedimiento siguiente.

Se disolvieron 450 mg de fosfatidilcolina (>95% de PC Avanti, item n? 441601) y 50 mg de colesterol en cloroformo y
se evapord a sequedad bajo vacio. Se transfirieron 300 mg de mezcla de colesterol/fosfatidilcolina a un vaso
Wheaton y se afiadieron 15 ml de tampén HEPES 50 mM, pH 7. Se dispersé el lipido en el tamp6n bajo agitacion.
Se calent6 el sustrato a 35°C durante la mezcla con un agitador magnético y se afadieron 0,25 ml de solucion de
enzima. Lo anterior formaba un ambiente de alto contenido de agua (aproximadamente 95%).

Se extrajeron muestras de 2 ml tras 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos de reaccion. Inmediatamente se afadieron
25 pl de HCI 4 M para acidificar los acidos grasos libres y detener la reaccién enzimatica. Se anadieron 3,00 ml de
cloroformo y se agité vigorosamente la muestra en un aparato Whirley durante 30 segundos. Se centrifugd la
muestra y se aislaron 2 ml de la fase de cloroformo y se filtraron a través de filtros de 0,45 um hacia el interior de un
vaso Dram tarado de 10 ml. El cloroformo se evaporé bajo un flujo de nitrégeno a 60°C y se pesaron nuevamente las
muestras. El lipido extraido se analiz6 mediante GLC.

Se muestran los resultados del andlisis de GLC en la Tabla 1. Se expresan los resultados en % calculado respecto
al lipido extraido. La cantidad de acido graso y de éster de colesterol formado como funcion del tiempo se ilustra en
la figura 45. Puede concluirse a partir de la figura 45 que la reaccién enzimatica no es lineal como funcién del tiempo
debido a que se observan actividades iniciales fuertes tanto hidrolitica como de transferasa. Tras aproximadamente
10 minutos y hasta aproximadamente 60 minutos, la reaccién muestra una respuesta practicamente lineal de
formacion de acidos grasos y éster de colesterol como funcién del tiempo. Por lo tanto, se decidié focalizar la
atencién en la reaccion enzimatica dentro de dicho intervalo de tiempo.

Tabla 1
Minutos 0 5 10 15 25 40 60
Colesterol, % 10,064 | 8,943 | 8,577 | 8,656 | 8,102 | 7,856 | 7,809
Ester de colesterol, % 0,000 | 1,571 | 2,030 | 2,058 | 2,282 [ 2,659 | 3,081
FFA total, % 0,260 | 1,197 | 1,239 | 1,466 | 2,445 | 2,943 | 3,940

A partir de los datos de cantidades de lipido en la mezcla de reaccion y de la cantidad de enzima afadido result6
posible calcular la formacién de acidos grasos y éster de colesterol expresada como pmoles/ml de enzima (Tabla 2 y
figura 46).

Tabla 2
Minutos 10 15 25 40 60
umol/ml [ umol/ml | pumol/ml | pmol/ml | pumol/ml
FFA total 58,1 68,7 114,6 138,0 184,7
Ester de colesterol 88,8 90,0 99,3 115,6 133,8

A partir de los resultados en la Tabla 2 y la pendiente de las curvas en la figura 46 resulta posible calcular las
cantidades de &cidos grasos y de éster de colesterol como funcién del tiempo expresadas en pmoles/min. por ml de
enzima.

Se muestra en la Tabla 3 el célculo de la actividad hidrolitica y de la actividad de transferasa. Se determiné la
actividad relativa de transferasa utilizando el protocolo para la determinacién del % de actividad de aciltransferasa tal
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como se ha descrito anteriormente en la presente memoria.

Tabla 3
Actividad hidrolitica (acidos grasos) 2,52 | ymoles/min. por ml de enzima
Actividad de transferasa (éster de colesterol) | 0,94 | pmoles/min. por ml de enzima
Actividad total 3,45 | umoles/min. por ml de enzima
Actividad relativa de transferasa 27,1 %
Actividad hidrolitica relativa 72,9 %

Cribado de otros enzimas para actividad de transferasa

Se utilizdé el método indicado anteriormente para el cribado de diferentes enzimas lipoliticos para la actividad de
transferasa e hidrolitica. Se sometieron a ensayo los enzimas tal como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4

1 2 3 4 5
Sustrato ml 15 15 15 15 15
Transferasa n2178-9 de A, salmonicida 32 PLU-7/ml ml 0,25
5%, n° 3016, LIPOPAN® F (F. oxysporum) ml 0,25
5%, Thermomyces lanuginosus ml 0,25
5%, Candida rugosa n° 2983 ml 0,25
5%, Candida cylindracea n® 3076 ml 0,25

El sustrato que contenia 300 mg de fosfatidilcolina/colesterol dispersado en tampén HEPES 50 mM, pH 7,0, se
calenté a 35°C bajo agitacion. Se afnadié solucién de enzima y se mantuvo la muestra a 35°C bajo agitacion. Se
recogieron muestras a intervalos regulares y se extrajeron con cloroformo. Los lipidos aislados se analizaron
mediante GLC y se muestran los resultados en la Tabla 5.

Tabla 5

Muestra

1 Transferasa 178-9
Minutos 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1216 | 2,516 | 2,983 | 262 | 2,894 | 3,448 | 3,911
Colesterol 7547 | 6,438 | 6,365 | 6,15 | 6,136 | 5,936 | 5,662
Ester de colesterol 0 1,835 2,177 2,44 2,58 2,851 3,331

2 Fusarium oxysporum (LIPOFAN” F) 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 1,345 1,796 1,95 | 2487 | 2424 | 2,977
Colesterol 7547 | 7,309 | 7366 | 7,33 | 7,429 | 7,341 7,326
Ester de colesterol 0 0,26 0,386 0,35 0,267 0,36 0,394

3 Thermomyces lanuginosus 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 | 0,853 0,875 1 0,896 1,105 1,009
Colesterol 7547 | 7,384 | 7639 | 763 | 7,675| 7,603 | 7,529
Ester de colesterol 0 0 0 0 0 0 0

4 Candida rugosa (n® 2938) 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 | 0,982 | 0,987 1,02 1,135 1,131 1,15
Colesterol 7547 | 7,438 | 7656 | 766 | 7,638 | 7575 | 7,585
Ester de colesterol 0 0 0 0 0 0 0

5 Candida cylindracea (n° 3076) 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 1,032 1,097 1,07 1,203 1,131 1,43
Colesterol 7547 | 7502 | 7425| 765 | 7,619 | 7502 | 7,411
Ester de colesterol 0] 0 0 0 0 0 0

A partir del andlisis de GLC, se observd que Unicamente la lipido aciltransferasa (178-9) produjo una cantidad
significativa de éster de colesterol y de acidos grasos. La fosfolipasa de Fusarium oxysporum también proporcion6
un incremento uniforme de acidos grasos libres aunque Unicamente se observo una cantidad inicial reducida de
formacion de éster de colesterol, aunque no se observé ningln incremento de éster de colesterol como funcién del
tiempo.

Basandose en los datos sobre las cantidades de sustrato lipido y los andlisis de GLC resulté posible calcular la

actividad relativa de transferasa y la actividad hidrolitica relativa basandose en los resultados entre los 10 y los 60
minutos de reaccion. Los resultados de la transferasa 178-9 y la lipasa de Fusarium oxysporum se muestran en la
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Tabla 6. Los demés enzimas sometidos a ensayo no mostraron ninguna actividad.

Tabla 6
Transferasa 178-9 | Fusarium oxysporum
Actividad hidrolitica, micromoles/min. por ml de enzima 1,03 0,96
Actividad de transferasa, micromoles/min. por ml de enzima 0,40 0,01
Actividad total, micromoles/min. por ml de enzima 1,43 0,98
Actividad hidrolitica relativa 71,8 98,7
Actividad relativa de transferasa 28,2 1,3

Los resultados mostrados en la Tabla 6 confirman la existencia de una actividad de transferasa significativa de la
lipido aciltransferasa (muestra de 178-9). También se observa que la actividad relativa de transferasa concuerda
bien con el experimento indicado en la Tabla 3.

Sin embargo, se observé una actividad de transferasa muy reducida de la fosfolipasa de Fusarium oxysporum. Este
nivel de transferasa es tan reducido que se encuentra dentro del nivel de incertidumbre del andlisis. Tal como se
esperaba, la fosfolipasa de Fusarium oxysporum presentaba una actividad hidrolitica significativa.

Conclusion

Se utiliz6 un sustrato artificial basado en fosfatidilcolina y colesterol purificados como sustrato para medir la actividad
de transferasa de Aeromonas salmonicida. Entre los 10 y 60 minutos de tiempo de reaccion, el ensayo proporciond
una formacion practicamente lineal de acidos grasos libres y de éster de colesterol como funcion del tiempo.
Basandose en la actividad entre los 10 y 60 minutos de reaccion, se calcul6 la actividad hidrolitica y la actividad de
transferasa.

Basandose en los resultados del ensayo de la lipido aciltransfersa (en este caso una GCAT) de Aeromonas
salmonicida en un sustrato artificial de fosfatidilcolina/colesterol en tampoén, se concluye que este enzima presenta
una actividad de transferasa muy buena también en un sistema con un contenido muy alto de agua.

La fosfatidilcolina/colesterol en el tampén de ensayo puede utilizarse para medir las actividades de transferasa e
hidrolitica de un enzima. La fosfatidilcolina/colesterol en tampdén Unicamente es lineal dentro de un determinado
limite temporal.

Ejemplo 7: Inmovilizacion de una lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida

Se inmovilizé una lipido aciltransferasa (en este caso una GCAT) de A. salmonicida sobre Celite 535 535 (de Fluka)
mediante precipitacion con acetona. Se agitaron lentamente 10 ml de solucién de enzima en tamp6n TEA 20 mM,
pH 7, con 0,1 gramos de Celite 535 535 (de Fluka) durante 2 horas a temperatura ambiente.

Se afadieron 50 ml de acetona fria todavia bajo agitacion.

Se aisl6 el precipitado mediante centrifugacion a 5.000 g durante 1 minuto.

Se lavé el precipitado 2 veces con 20 ml de acetona fria.

Se sect el Celite a temperatura ambiente durante aproximadamente 1 hora.

También se ha demostrado que el enzima presenta una elevada actividad en ambientes acuosos con un alto
contenido de agua (6% a 89%). Por lo tanto, la transferasa, y otras transferasas, para la utilizacién en la invencién,
también pueden utilizarse en aplicaciones de enzima inmovilizado con un contenido significativo de agua. Lo anterior
permite la sustitucion de los solventes utilizados con las lipasas inmovilizadas actualmente en la bioconversion de
lipidos utilizando transferasas.

Ejemplo 8: Variantes de una lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila (Ahyd2) (SEC ID n¢ 36 (figura
47))

Se introdujeron mutaciones utilizando el kit de mutagénesis dirigida C)uikChange® Multi-Site de Stratagene, La Jolla,
CA 92037, USA, siguiendo las instrucciones proporcionadas por Stratagene.

Las variantes en Tyr256 mostraron una actividad incrementada hacia los fosfolipidos.

Las variantes en Tyr256 y en Tyr260 mostraron una actividad incrementada hacia los galactolipidos.
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Las variantes en Tyr265 mostraron una actividad de transferasa incrementada con galactolipidos como el donador
de acilos.

Los numeros indican las posiciones en la secuencia siguiente: un enzima de Aeromonas hydrophila la secuencia de

5 aminoacidos del cual se muestra como SEC ID n® 36 en la figura 47 (los aminoacidos subrayados muestran un
péptido de sefial de xilanasa). La secuencia de nucleétidos es la mostrada como SEC ID n° 54 en la figura 48.
Ejemplo 9: "Ensayo en ambiente de bajo contenido de agua”

10 Reacciones de transferasa de enzimas lipoliticos en ambiente de bajo contenido de agua

Procedimiento

Materiales.

15
Colesterol, Sigma n® de cat. C8503
L-alfa-fosfatidilcolina al 95% (vegetal) Avanti n® 441601
Aceite de soja, Aarhus United, Dinamarca.
Cloroformo, grado analitico.

20

Enzimas:

n? 179, GCAT de A. salmonicida

n? 2427, fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum. LIPOPAN® F de Novozymes, Dinamarca.
25 n® 1991, fosfolipasa A2 de pancreas, LIPOMOD 22L, de Biocatalysts, Reino Unido.

n? 2373, lipasa de Candida antarctica, Novozyme n° 525 L, de Novozymes, Dinamarca.

Ensayo de enzima

30 Se disolvio 13,1% de lecitina y 6,6% de colesterol en aceite de soja mediante calentamiento a 60°C bajo agitacion.
Se peso el sustrato en un vaso de Wheaton de 20 ml y se calent6 a 46°C.
Se anadieron agua y solucién de enzima y se inici6 la medicion del tiempo con un cronémetro.

% A intervalos regulares, se transfirieron muestras de 50 mg a un vaso Dram de 10 ml y se congelaron.
Los lipidos aislados se analizaron mediante GLC.

40 Analisis de GLC

Para los protocolos de andlisis de GLC ver el Ejemplo 6.

Resultados
45
Se prepar6 el experimento tal como se muestra en la Tabla 8.
El sustrato, basado en aceite de soja que contenia 13,1% de lecitina y 6,6% de colesterol, se calent6 a 46°C. Se
anadio la solucién de enzima y se inici6 la medicion del tiempo con un cronémetro.
50
Tras 30, 60 y 120 minutos de reaccion, se recogieron muestras para el analisis de GLC.
Tabla 8
1 2 3 4 5
Sustrato Gram 5 5 5 5 5
Transferasa n? 179-C72, 56 PLU-7/ml Mi 0,3
Ne© 2427, 200 PLU-7/ml M 0,3
PLA-2 n® 1991 de pancreas, 6.300 PLU/mlI Mi 0,3
525L, n? 2373 de Novozyme, 200 LIPU/mI MI 0,3
Agua Mi 0,3
% de agua 6 6 6 6 6
55

Se muestran los resultados del analisis de GLC en la Tabla 9. Los resultados se expresan en porcentaje basado en
la composicion total de la muestra. Basandose en los resultados de la GLC result6é posible calcular la cantidad de
acidos grasos y de éster de colesterol producidos en la reaccién enzimatico respecto a la muestra de control, sin
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enzima afnadido. Bajo estas condiciones experimentales, se estimé la actividad enzimatica total como la actividad
hidrolitica medida en forma de formacion de &cidos grasos libres y la actividad de transferasa medida como
formacion de éster de colesterol. A partir de estos resultados y la informacion sobre el peso molecular de los acidos
grasos y del éster de colesterol, resultdé posible calcular la actividad hidrolitica molar relativa y la actividad relativa
molar de transferasa, tal como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 9
Enzima Tiempo de reaccién (minutos)  Acidos grasos (%)  Colesterol (%)  Ester de colesterol (%)
Control 120 0.533 7.094 0.000
n® 179 30 0.770 5.761 2.229
n® 179 60 0.852 5.369 2.883
n® 179 120 0.876 4.900 3.667
n° 2427 30 3.269 7.094 0.000
n° 2427 60 3.420 7.094 0.000
n? 2427 120 3.710 7.094 0.000
n? 1991 30 2.871 7.094 0.000
n? 1991 60 3.578 7.094 0.000
n? 1991 120 3.928 7.094 0.000
n° 2373 30 1.418 7.094 0.000
n° 2373 60 1.421 7.094 0.000
n® 2373 120 1.915 7.094 0.000
Tabla 10
Enzima Tiempo de Acidos grasos Colesterol Ester de Actividad Actividad de
reaccién producidos utilizado colesterol hidrolitica (%) transferasa (%)
(minutos) producido

n° 179 30 0,238 1,334 2,229 20 80

n2179 60 0,319 1,725 2,883 21 79

n® 179 120 0,343 2,195 3,667 18 82

n? 2427 30 2,737 0,000 0,000 100 0

n? 2427 60 2,887 0,000 0,000 100 0

n° 2427 120 3,177 0,000 0,000 100 0

n? 1991 30 2,338 0,000 0,000 100 0

n? 1991 60 3,046 0,000 0,000 100 0

n° 1991 120 3,395 0,000 0,000 100 0

n? 2373 30 0,885 0,000 0,000 100 0

n° 2373 60 0,888 0,000 0,000 100 0

n? 2373 120 1,383 0,000 0,000 100 0

Conclusion

En estos experimentos se observé que todos los enzimas sometidos a ensayo mostraban actividad hidrolitica debido
a que se incrementa la cantidad de &cidos grasos. Sin embargo, el Unico enzima que mostraba actividad de
transferasa era GCAT de A. salmonicida. Por lo tanto, se concluyé que en un sistema aceitoso con lecitina y
colesterol que contenia 6% de agua, la fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum, la fosfolipasa A2 de pancreas y una
lipasa de Candida antarctica mostraban Gnicamente actividad hidrolitica.

Ejemplo 10: La produccion de éster de carbohidrato con lipido aciltransferasa inmovilizada se describe en la
presente memoria a modo de referencia

Los ésteres de carbohidratos de acidos grasos, tales como los ésteres de sacarosa y los ésteres de glucosa, son
producidos tradicionalmente mediante la reacciéon de un acido graso o un jabdn de acido graso y el carbohidrato a
temperatura elevada (Journal of the American Oil Chemists' Society 55(4):398-401, 1978). Sin embargo, este
procedimiento presenta la desventaja de generar reacciones secundarias y productos secundarios coloreados.

Los ésteres de carbohidrato de acidos grasos pueden producirse mediante una reaccion de transferasa utilizando
lecitina como donador de acidos grasos y un carbohidrato como la glucosa como molécula aceptora.

La reaccion se lleva a cabo en un reactor de flujo con una lipido aciltransferasa inmovilizada sobre un soporte sélido.
Procedimiento.

Se disolvieron 100 gramos en 1.000 ml de agua durante la agitacion y después se dispersaron 200 gramos de
fosfatidilcolina en la fase agua durante la agitacion y se calentaron hasta 40°C.
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Se ajusto6 el pH a 6,5.

Se empaqueté el reactor de flujo con 100 gramos de una lipido aciliransferasa de A. salmonicida inmovilizada sobre
un soporte sélido.

Se introdujo el reactor de flujo en una camara calorifica a 40°C.

Se bombed la mezcla de reaccion en el interior de la columna con un caudal de 2 ml/min.

Se recogié el producto de reaccion.

Se eliminé el agua en el producto de reaccion mediante evaporacién al vacio de capa fina y se aislaron los lipidos.
Se separo el éster de glucosa de los demas lipidos mediante fraccionamiento con solventes.

Los ésteres de carbohidrato pueden utilizarse para muchas aplicaciones, tales como emulsionantes eficientes en la
industria alimentaria y no alimentaria.

Ejemplo 11: La produccion de éster de proteina con una lipido aciltransferasa se describe en la presente
memoria a modo de referencia

Pueden producirse condensados de acidos grasos con aminoacidos, péptidos o proteinas mediante una reaccion de
transferasa. En esta reaccion, se utiliza la fosfatidilcolina como donador para la transferencia del acido graso al
grupo hidroxilo libre de aminoéacidos (tales como tirosina, serina o treonina) que presentan un grupo hidroxilo libre
disponible para la esterificacion.

Procedimiento 1.

Se disolvieron 50 gramos de 1-tirosina (o serina o treonina) en 1.000 ml de agua bajo agitacion y después se
dispersaron 200 gramos de fosfatidilcolina en la fase acuosa bajo agitacién y calentamiento a 40°C.

Se ajustod el pH a 7 y se mantuvo este pH con NaOH o HCI.

Se anadieron 50 ml del enzima lipido aciltransferasa de A. salmonicida y se continué la reaccién a 40°C bajo
agitacion.

Se recogieron muestras a intervalos regulares y se analizaron mediante TLC y HPLC.

Tras 20 horas de reaccion, ésta habia alcanzado el equilibrio y se detuvo.

Se aislé un condensado de &cido graso tirosina, lecitina y lisolecitina del medio de reaccion mediante centrifugacion
siguiendo métodos estandares (ver "Centrifuges, Filtering" en: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, por
ejemplo, 2002, de Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KgaA).

El condensado de acido graso tirosina se purificé adicionalmente mediante cromatografia de columna de interaccién
hidrofébica y la fraccién que contenia el condensado de acido graso tirosina se aisldé y se elimind el solvente
mediante evaporacion (ver Basic Principles of Chromatography en: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry,
de Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA., 2002).

Procedimiento 2.

A continuacion se someti6é a ensayo la actividad de transferasa de una lipido aciltransferasa en un sustrato basado
en fosfatidilcolina y 1-tirosina siguiendo el procedimiento siguiente.

Se pesaron 450 mg de fosfatidilcolina (>95%, PC Avanti item n® 441601) y 50 mg de 1-tirosina en un vaso Wheaton
y se afadieron 15 ml de tampén HEPES 50 mM, pH 7. Se dispersé el lipido en el tampdn bajo agitacion.

El sustrato se calent6 a 35°C bajo agitacion con un agitador magnético y se anadieron 0,25 ml de transferasa 10
PLU/mI.

Se recogieron muestras de 2 ml tras 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos de reaccion.
Inmediatamente se afadieron 25 ul de HCI 4 M para acidificar el acido graso libre y detener la reaccién enzimatica.
Se anadieron 3,00 ml de cloroformo y se agit6 la muestra vigorosamente en un Whirley durante 30 segundos. Se

centrifugd la muestra y se aislaron 2 ml de la fase de cloroformo y se filtraron a través de filiros de 0,45 pm en un
vaso Dram tarado de 10 ml.
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Se evapord el cloroformo bajo un flujo de nitrégeno a 60°C y se peso la muestra nuevamente. El lipido extraido se
analiz6 mediante TLC.

Ejemplo 12: Produccion de éster de hidroxiacido (en particular éster de acido lactico) con una lipido
aciltransferasa segun la presente invencion

Se produjeron tradicionalmente hidroxiésteres de &cido grasos mediante la reaccion entre un acido graso y un
hidroxiacido a temperatura elevada utilizando sales inorganicas o iones metalicos como catalizadores (ver, por
ejemplo, Bailey's Industrial Oil and Fat Products, quinta edicion, volumen 3, Edible Oil and Fat Products: Products
and Application Technology, paginas 502 a 511). Sin embargo, este procedimiento presenta la desventaja de
generar reacciones secundarias y productos secundarios coloreados.

En la presente invencién, se produjeron ésteres de hidroxiacido de acidos grasos mediante una reaccién de
transferasa utilizando lecitina como donador de acidos grasos y un hidroxiacido (en particular acido lactico) como
molécula aceptora.

Procedimiento

Se disolvieron 50 gramos de acido lactico en 1.000 ml de agua bajo agitacién, y después se dispersaron 200 gramos
de fosfatidilcolina en la fase acuosa bajo agitacién y se calentaron a 40°C.

Se ajusto el pH a 6,5 y se mantuvo a este pH con NaOH o HCI.

Se afiadieron 50 ml de enzima lipido aciltransferasa de A. salmonicida y se continué la reaccién a 40°C bajo
agitacion.

Se recogieron muestras a intervalos regulares y se analizaron mediante TLC y GLC.

Tras 20 horas de reaccion, ésta habia alcanzado un equilibrio y se detuvo.

Se aislaron éster de &cido lactico, lecitina y lisolecitina del medio de reaccion mediante centrifugacion siguiendo
métodos estandares (ver "Centrifuges, Filtering" en: Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, por ejemplo,

2002, de Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KgaA).

Se purifico adicionalmente éster de acido lactico mediante destilacion molecular y se obtuvo un éster de acido lactico
de &cido graso de alta pureza.

Ejemplo 13: Produccion de éster de acido citrico con una lipido aciltransferasa segun la presente invencion

Ensayo de transferasa basado en fosfatidilcolina y dcido citrico como sustrato

A continuacién, se sometié a ensayo la actividad de transferasa de la lipido aciltransferasa de A. salmonicida en un
sustrato basado en fosfatidilcolina y &cido citrico siguiendo el procedimiento siguiente.

Se pesaron 450 mg de fosfatidilcolina (>95%, PC Avanti item n® 441601) y 50 mg de &cido citrico en un vaso
Wheaton y se afadieron 15 ml de tampon HEPES, 50 mM pH 7. Se dispersé el lipido en el tampdn bajo agitacion.

Se calent6 el sustrato a 35°C bajo agitacion con un agitador magnético y se afadieron 0,25 ml de lipido
aciltransferasa de A. salmonicida 10 PLU/ml.

Se recogieron muestras de 2 ml tras 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos de reaccion.

Inmediatamente, se anadieron 25 pul de HCI 4 M para acidificar el &cido graso libre y detener la reaccién enzimatica.
Se anadieron 3,00 ml de cloroformo y la muestra se agité vigorosamente en un Whirley durante 30 segundos. Se
centrifugd la muestra y se aislaron 2 ml de la fase de cloroformo y se filtraron a través de filtros de 0,45 pm en un
vaso Dram tarado de 10 ml.

Se evaporé el cloroformo bajo un flujo de nitrégeno a 60°C y se pesé la muestra nuevamente. El lipido extraido se
analiz6 mediante TLC.

Aunque la presente invencion ha sido descrita en relacion a formas de realizacion preferidas especificas, debe
entenderse que la invencién segin las reivindicaciones no se encuentra indebidamente limitada a dichas formas de
realizacién especificas. En efecto, se pretende que diversas modificaciones de los modos descritos de poner en
practica la invencién que resultan evidentes para el experto en bioquimica y biotecnologia o en campos afines, estén
comrpendidas dentro del alcance segun las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Método para producir un éster de hidroxiacido, comprendiendo el método la mezcla de un donador de acilos, un
aceptor de acilos y agua, con el fin de producir un ambiente de alto contenido de agua que comprenda de entre el
5% y el 98% de agua, en el que dicho donador de acilos es un sustrato lipido seleccionado de entre uno o mas del
grupo constituido por un fosfolipido, un lisofosfolipido, un triacilglicérido, un diglicérido, un glucolipido o un
lisoglucolipido, y dicho aceptor de acilos es un hidroxiacido, y poner en contacto la mezcla con una lipido
aciltransferasa, de manera que dicho lipido aciltransferasa cataliza una cualquiera o las dos reacciones siguientes:
alcoholisis o transesterificacion, en el que la lipido aciltransferasa se caracteriza por un enzima que presenta
actividad de aciltransferasa y que comprende la secuencia de aminoacidos motivo GDSX, en el que X es uno o mas
de los residuos aminoacidos siguientes: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T,N,Mo S.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que la lipido aciltransferasa se encuentra inmovilizada.
3. Método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el método comprende purificar el éster de hidroxiacido.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el enzima lipido aciltransferasa comprende
H-309 o comprende un residuo histidina en una posicion correspondiente a His-309 en la secuencia de aminodacidos
del enzima lipolitico de Aeromonas hydrophila mostrada como SEC ID n® 2 6 SEC ID n? 32.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lipido aciltransferasa es obtenible a
partir de un organismo de uno o més de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces,
Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter,
Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia,
Xanthomonas y Candida.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lipido aciltransferasa comprende una o
mas de las secuencias de aminoacidos siguientes:

(i) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 2, (ii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC
ID n? 3, (iii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 4, (iv) la secuencia de aminoacidos mostrada
como SEC ID n® 5, (v) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 6, (vi) la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEC ID n® 12, (vii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 20, (viii) la secuencia de
aminoacidos mostrada como SEC ID n? 22, (ix) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 24, (x) la
secuencia de aminodcidos mostrada como SEC ID n® 26, (xi) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID
n? 28, (xii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 30, (xiii) la secuencia de amino&cidos mostrada
como SEC ID n? 32, (xiv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 34, o una secuencia de
aminoacidos que presenta una identidad de 75% o superior respecto a cualquiera de las secuencias mostradas
como SECIDn22,SECIDNn23,SECIDn?4,SECIDn25,SECIDn?6, SEC ID n?12, SEC ID n? 20, SEC ID n2 22,
SEC ID n® 24, SEC ID n? 26, SEC ID n® 28, SEC ID n° 30, SEC ID n? 32 6 SEC ID n° 34.

7. Método segun la reivindicacion 1, en el que el enzima lipido aciltransferasa comprende una secuencia de
aminoacidos producida mediante la expresion de una o mas de las secuencias de nucleétidos siguientes:

la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 7 (ver la figura 9),
la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 8 (ver la figura 10),
la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 9 (ver la figura 11),
la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 10 (ver la figura 12),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 11 (ver la figura 13),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 13 (ver la figura 15),
la secuencia de nucleotidos mostrada como SEC ID n® 21 (ver la figura 17),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 23 (ver la figura 19),
( )
( )
( )
( )
( )

2Le=eeooe

la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEC ID n® 25 (ver la figura 21),

la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEC ID n® 27 (ver la figura 23),

la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEC ID n® 29 (ver la figura 25),

la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEC ID n® 31 (ver la figura 27),

la secuencia de nucleotidos mostrada como SEC ID n® 33 (ver la figura 29),

la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEC ID n® 35 (ver la figura 31), o

una secuencia de nucleétidos que presenta una identidad de 75% o superior respecto a cualquiera de las
secuencias mostradas como SEC ID n® 7, SEC ID n® 8, SEC ID n® 9, SEC ID n® 10, SEC ID n® 11, SEC ID n®
13, SEC ID n® 21, SEC ID n® 23, SEC ID n® 25, SEC ID n® 27, SEC ID n2 29, SEC ID n® 31, SECIDn®33 ¢
SEC ID n® 35.

AAAAAAAAAAAAAAA
> 3= T
— =

o

8. Utilizacién de una lipido aciltransferasa para producir un éster de hidroxidcido mediante catélisis de una o las dos
reacciones alcoholisis o transesterificacion en una mezcla de un donador de acilos, un aceptor de acilos y agua,
comprendiendo la mezcla entre el 5% y el 98% de agua, en la que dicho donador de acilos es un sustrato lipido
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seleccionado de entre uno o més del grupo que consiste en un fosfolipido, un lisofosfolipido, un triacilglicérido, un
diglicérido, un glucolipido o un lisoglucolipido y dicho aceptor de acilos es un hidroxiacido, en el que la lipido
aciltransferasa se caracteriza por un enzima que presenta actividad de aciltransferasa y que comprende la
secuencia de aminoacidos motivo GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos aminoacidos siguientes: L, A, V,
LF,Y,HQT,NMoS.

9. Utilizacién segun la reivindicacion 8, en la que la lipido aciltransferasa se encuentra inmovilizada.
10. Utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que el éster de hidroxiacido se ha purificado.

11. Utilizacién segln cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que el enzima lipido aciltransferasa comprende
H-309 o comprende un residuo histidina en una posicién correspondiente a His-309 en la secuencia de aminoacidos
del enzima lipolitico de Aeromonas hydrophila mostrada como SEC ID n® 2 6 SEC ID n? 32.

12. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 11, en la que la lipido aciltransferasa es obtenible a partir
de un organismo de uno o mas de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus,
Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella,
Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas vy
Candida.

13. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en la que la lipido aciltransferasa comprende una o
mas de las secuencias de aminodacidos siguientes: (i) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 2, (ii)
la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 3, (iii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID
n? 4, (iv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n® 5, (v) la secuencia de aminocidos mostrada como
SEC ID n® 6, (vi) la secuencia de amino&cidos mostrada como SEC ID n® 12, (vii) la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEC ID n® 20, (viii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 22, (ix) la secuencia de
aminodcidos mostrada como SEC ID n® 24, (x) la secuencia de amino&cidos mostrada como SEC ID n? 26, (xi) la
secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 28, (xii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID
n? 30, (xiii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC ID n? 32, (xiv) la secuencia de aminoacidos mostrada
como SEC ID n? 34, o una secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de 75% o superior respecto a
cualquiera de las secuencias mostradas como SEC ID n? 2, SEC ID n? 3, SEC ID n® 4, SEC ID n® 5, SEC ID n® 6,
SEC ID n? 12, SEC ID n® 20, SEC ID n® 22, SEC ID n® 24, SEC ID n® 26, SEC ID n? 28, SEC ID n® 30, SEC ID n® 32
6 SEC ID n° 34.

14. Utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que el enzima lipido aciltransferasa comprende una secuencia de
aminoacidos producida mediante la expresion de una o mas de las secuencias de nucledtidos siguientes:

la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n? 7 (ver la figura 9),
la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 8 (ver la figura 10),
la secuencia de nucleotidos mostrada como SEC ID n® 9 (ver la figura 11),
la secuencia de nucleotidos mostrada como SEC ID n® 10 (ver la figura 12),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 11 (ver la figura 13),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 13 (ver la figura 15),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 21 (ver la figura 17),
la secuencia de nucledtidos mostrada como SEC ID n® 23 (ver la figura 19),
( )
( )
( )
( )
( )

2Le=eLooe

la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 25 (ver la figura 21),

la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 27 (ver la figura 23),

la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n® 29 (ver la figura 25),

la secuencia de nucleotidos mostrada como SEC ID n® 31 (ver la figura 27),

la secuencia de nucleotidos mostrada como SEC ID n® 33 (ver la figura 29),

la secuencia de nucleétidos mostrada como SEC ID n? 35 (ver la figura 31), o

una secuencia de nucleétidos que presenta una identidad de 75% o superior respecto a cualquiera de las
secuencias mostradas como SEC IDn27, SECIDn%28, SECIDn29, SECID n?10, SECID n? 11, SEC ID n®
13, SEC ID n? 21, SEC ID n? 23, SEC ID n? 25, SEC ID n? 27, SEC ID n® 29, SEC ID n® 31, SEC ID n® 33 ¢
SEC ID n® 35.
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raatfietqy eflahg

6l
121
181
241
301

sngpvwlegl tkqgfpgltia
kpddlvilwv gandylaygw
sarsqgkvvea vshvsayhnk
npcydggyvw kpfatrsvst
gkmfwdqvhp ttvvhaalse

Figura 4

SEC ID n° 4

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
61 anllclrsta nyphviadtt garltdvtcg aaqtadftra qypgvapgld algtgtdlvt
121 1ltiggndnst finaitacgt agvlsqggkgs pckdrhgtsf ddeieantyp alkeallgvr
181 arapharvaa lgypwitpat adpscflklp laagdvpylr aigahlndav rraaeetgat
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ggwgagladr
pPYLsgdflr
ldakspdlvt
vlitlvilnl
glrkdglpdv
naglcnvtak

gandylaygw nteqdakrvr
ashvsayhng lllnlarqla
nacyggsyvw kpfasrsast dsglsafnpg
ttvvhaalse paatfiesqy

Ltallrlrar
GANFAsagAt
imiGtND1lit
gplGClPlkl
kgadvpyvDl
aCnpssylls

prgvdvinrg
Ilptsgpfli
saffgpkste
alalassknv
ysifqgdldgi
£1 fwDgfHps

isGrtsdGrl
QvgFkdfksqg
sdrnvsvpef
dasgclerln
gnpsayvyGF
ekGykavaea

241 yvdfsgvsdg hdaceapgtr wiepllfghs lvpvhpnalg errmaehtmd vlgld
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Figura 5

SECIDn® 5

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
61 anllclrsta nyphviadtt garltdvtcg aagtadftra gypgvapgld algtgtdlvt
121 1ltiggndnst finaitacgt agvlsggkgs pckdrhgtsf ddeieantyp alkeallgvr
181 arapharvaa lgypwitpat adpscflklp laagdvpylr aiqgahlndav rraaeetgat
241 yvdfsgvsdg hdaceapgir wiepllfghs lvpvhpnalg errmaehtmd vlgig

Figura 6

SECIDn° 6

1 mdyekfllfg dsitefafnt rpiedgkdqgy algaalvney trkmdilgrg fkgytsrwal
61 kilpeilkhe snivmatifl gandacsagp qsvplpefid nirgmvslmk syhirpiiig
121 pglvdrekwe kekseeialg yfrtnenfai ysdalaklan eekvpfvaln kafqgeggda
181 wgglltdglh fsgkgykifh dellkvietf ypqyhpknmg yklkdwrdvl ddgsnims
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Figura 7
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Alineacidén de la secuencia de consenso pfam00657.6 con P10480
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Alineacién de la secuencia de consenso pfam00657.6 con NP_631558
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Alineacidén de la secuencia de consenso pfam00657.6 con P41734
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Figura 8

1
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MKKWFVCLLGLIALTVQAADTRPAFSRIVMFGDSLSDTGKMYSKMRGYLPSSPPYYEGRE 60
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+
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Figura 9

ATGAAAARAT
AGCCGTCCCG
ATGTACAGCA
TCCAACGGGC
AACGAGGCGG
TATCAGGTCA
ARGCCGGACG
ARCACAGAGC
GTGCTGAACG
TCGGCCCGCA
CTGCTGCTGA
GACAAGCAGT
AACGCCTGCT
GACAGCCAGC
CTGGCCCAGG
GGCAAGATGT
CCCGCCGCCA

GGTTIGTGTG
CCTTCTCCCG
AGATGCGCGG
CCGTCTGGCT
AAGGCGGACC
TCAACAACCT
ATCTGGTGAT
AGGATGCCAA
GCGCCAAGGA
GCCAGRAAGGT
ACCTGGCACG
TTGCCGAGAT
ACGGTGGCAG
TCTCCGCCTT
CCGTCGCCAG
TCTGGGATCA
CCTTCATCGA
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TTTATTGGGA
GATCGTGATG
TTACCTCCCC
GGAGCAGCTG
GACCGCCGTG
GGACTACGAG
CCTCTGGGTC
GCGGGTGCGC
GATACTGCTG
GGTCGAGGCG
CCAGCTGGCT
GCTGCGTGAT
CTATGTATGG
CRAACCCGCAG
CCCCATGGCT
GGTCCACCCC
GAGCCAGTAC

54

TTGGTCGCEC
TTTGGCGACA
TCCAGCCCCC
ACCAACGAGT
GCTTACAACA
GTCACCCAGT
GGCGCCAACG
GACGCCATCA
TTCAACCTGC
GCCAGCCATG
CCCACCGGCA
CCGCAGAACT
AAGCCGTTTG
GAGCGCCTCG
GCCCGCAGCG
ACCACTGTCG
GAGTTCCTCG

TGRCAGTTCA
GCCTCTCCGA
CCTACTATGA
TCCCGGGCCT
AGATCTCCTG
TCCTGCARAA
ACTATCTGGC
GCGATGCGGC
CGGATCTGGG
TCTCCGCCTA
TGGTGARAGCT
TCGGCCTGAG
CCTCCCGCAG
CCATCGCCGG
CCAGCACCCT
TGCACGCCGC
CCCAC

GGCAGCCGAC
TACCGGCAAG
GGGCCGLTTC
GACCATAGCC
GAATCCCAAG
AGACAGCTTC
CTATGGCTGG
CAACCGCATG
CCAGAACCCC
CCRCAACCAG
GTTCGAGATC
CGACCAGAGG
CGCCAGCACC
CAACCCGCTG
CAACTGTGAG
CCTGAGCGAG
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Figura 10

ATGAAARAAT
ACTCGCCCCG
ATGTACAGCA
TCCBACGGAC
AACGAAGCGG
TATCAGGTCT
AAGCCGGACG
AATACGGAGC
GTACTGAACG
TCAGCCCGCR
CTGCTGCTGA
GACAAGCAAT
AACCCCTGCT
GACCGCCAGC
CTGGCACAGG
GGCAAGATGT
CGCGCCGCCA

GGTTTGTITTG
CCTTCTCCCG
AGATGCGCGG
CCGTCTGGCT
BAGGCGGTGC
ACAACAACCT
ATCTGGTGAT
AGGATGCCAA
GTGCCAAGCA
GTCAGRAGGT
ACCTGGCACG
TTGCCGAGAT
ACGACGGCGG
TCTCCGCCTT
CCGTTGCCAG
TCTGGGATCA
CCTTCATCGA

ES 2364 654 T3

TTTATTGGGG
GATCGTGATG
TTACCTCCCC
GGAGCAGCTG
CACTGCCGTG
GGACTACGAG
CCTCTGGGTC
GCGAGTTCGC
GATACTGCTG
GGTCGAGGCG
CCAGCTGGCC
GCTGCGTGAT
CTATGTGTGG
CAGTCCGCAG
TCCTATGGCC
GGTACACCCG
GACCCAGTAC

55

PTGATCGCGC
TTCGGCGACA
TCCAGCCCGC
ACCAAGCAGT
GCTTACAACA
GTCACCCAGT
GGTGCCAATG
GATGCCATCA
TTCAACCTGC
GTCAGCCATG
CCCACCGGCA
CCGCAGAACT
AAGCCGTTTG
GAACGCCTCG
CGCCGCAGCG
ACCACTGTCG
GAGTTCCTCG

TGACAGTTCA
GCCTCTCCGA
CCTACTATGA
TCCCGGGTCT
AGATCTCCTG
TCTTGCAGAA
ACTATCTGGEC
GCGATGCGGC
CGGATCTGGG
TCTCCGCCTA
TGGTAAAGCT
TCGGCCTGAG
CCACCCGCAG
CCATCGCCGG
CCAGCCCCCT
TGCACGCAGC
CCCACGGATG

GGCAGCCGAC
TACCGGCAAR
GGGCCGTTTC
GACCATCGCC
GAATCCCAAG
AGACAGCTTC
ATATGGCTGG
CAACCGCATG
CCAGAACCCG
TCACAACAAG
GTTCGAGATC
CGACGTCGAG
CGTCAGCACC
CAACCCGCTG
CAACTGTGAG
CCTGAGCGAG
A
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Figura 11

ATGCCGAAGC
GCCCTCGGCC
GRCTACGTCG
GCCAACCTGC
GGCGCCCGCC
CAGTACCCGG
CTCACCATCG
GCGGGTGTCC
GACGACGAGA
GCCAGGGCTC
GCCGACCCGT
GCCATCCAGG
TACGTGGACT
TGGATCGAAC
GAGCGGCGCA

CTGCCCTTCG
TCACCGACGC
CCCTCGGCGA
TCTGTCTGCG
TCACGGACGT
GCGTCGCACC
GCGGCAACGA
TCAGCGGCGG
TCGAGGCCAA
CCCACGCCAG
CCTGCTTCCT
CACACCTCAA
TCTCCGGGGT
CGCTGCTCTT
TGGCCGAGCA
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CCGTGTCATG
CACCGCCCAC
CAGCTACAGC
CTCGACGGCC
CACCTGCGGC
CCAGTTGGAC
CAACAGCACC
CAAGGGCAGC
CACGTACCCC
GGTGGCGGCT
GAAGCTCCCC
CGACGCGGTC
GTCCGACGGC
CGGGCACAGC
CACGATGGAC

56

ACCGCGACAG
GCCGCGCCCG
GCCGGCTCCG
AACTACCCCC
GCCGCGCAGA
GCGCTCGGCA
TTCATCARCG
CCCTGCAAGG
GCGCTCAAGG
CTCGGCTACC
CTCGCCGCCG
CGGCGGGCCG
CACGACGCCT
CTCGTTCCCG
GTCCTCGGCC

TCGCCGCCGT
CCCAGGCCAC
GCGTCCTGCC
ACGTCATCGC
CCGCCGACTT
CCGGCACGGA
CCATCACGGC
ACAGGCACGG
AGGCGCTGCT
CGTGGATCAC
GTGACGTGCC
CCGAGGAGAC
GCGAGGCCCC
TCCACCCCAA
TGGACTGA

CGGCACGCTC
TCCGACCCTG
CGTCGACCCC
GGACACGACG
CACGCGGGCC
CCTGGTCACG
CTGCGGCACG
CACCTCCTTC
CGGCGTCCGC
CCCGGCCACC
CTACCTGCGG
CGGAGCCACC
CGGCACCCGC
CGCCCTGGGC
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Figura 12

TCAGTCCAGG
GGGGTGGACG
GGCCTCGCAG
CTCCTCGGLG
CACGTCACCG
GATCCACGGG
CAGCGCCTCC
GTGCCTGTCC
CGTGATGGCG
CGTGCCGGTG
GTCGGCGGTC
GATGACGTGG
CAGGACGCCG
GGCCTGGGCG
GGCGGCGACT

CCGAGGACGT
GGAACGARGGC
GCGTCGTGGC
GCCCGCCGGA
GCGGCGAGGG
TAGCCGAGAG
TTGAGCGCGG
TTGCAGGGGEC
TTGATGAAGG
CCGAGCGCGT
TGCGCGGCGC
GGGTAGTTGG
GAGCCGGCGC
GGCGCGGCGT
GTCGCGGTCA
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CCATCGTGTG
TGTGCCCGARA
CGTCGGACAC
CCGCGTCGTT
GGAGCTTCAG
CCGCCACCCT
GGTACGTGTT
TGCCCTTGCC
TGCTGTTGTC
CCAACTGGGG
CGCAGGTGAC
CCGTCGAGCG
TGTAGCTGTC
GGGCGGTGGC
TGACACGGCG

57

CTCGGCCATG
GAGCAGCGGT
CCCGGAGAAG
GAGGTGTGCC
GAAGCAGGAC
GGCGTGGGGA
GGCCTCGATC
GCCGCTGAGG
GTTGCCGCCE
TGCGACGCCC
GTCCGTGAGG
CAGACAGAGC
GCCGAGGGCG
GTCGGTGAGG
AAGGGCAGGC

CGCCGCTCGC
TCGATCCAGC
TCCACGTAGG
TGGATGGCCC
GGGTCGGCGGE
GCCCTGGCGC
TCGTCGTCGA
ACACCCGCCG
ATGGTGAGCG
GGGTACTGGG
CGGGCGCCCG
AGGTTGGCGG
ACGTAGTCCA
CCGAGGGCGA
TTCGGCAT

CCAGGGCGTT
GGGTGCCGGG
TGGCTCCGGET
GCAGGTAGGG
TGGCCGGGGT
GGACGCCGAG
AGGAGGTGCC
TGCCGCAGGC
TGACCAGGTC
CCCGCGTGAA
TCGTGTCCGC
GGTCGACGGG
GGGTCGGAGT
GCGTGCCGAC
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Figura 13

ATGGATTACG
AGGCCCATTG
ACGAGAARAA
AARAATACTTC
GGTGCCAACG
AATATTCGTC
CCGGGGCTAG
TACTTCCGTA
GAGGAARRAG
TGGCAACRAC
GACGAATTAT
TACRAAACTGA

AGAAGTTTCT
AAGATGGCAA
TGGATATTCT
CTGAGATTTT
ATGCATGCTC
AAATGGTATC

TAGATAGRAGA

CCAACGAGAA
TTCCCTTCGT
TGCTAACAGA
TGAAGGTCAT
AAGATTGGAG
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GTTATTTGGG
AGATCAGTAT
TCAARGAGGG
ARAGCATGAA
AGCAGGTCCC
TTTGATGAAG
GAMAGTGGGAA
CTTTGCCATT
GGCTTTGAAT
TGGACTGCAC
TGAGACATTC
AGATGTIGCTA

58

GATTCCATTA
GCTCTTGGAG
TTCAAAGGGT
TCCBAATATTG
CAAAGTGTCC
TCTTACCATA
AARAGAARAAT
TATTCCGATG
ARGGCGTTTC
TTTTCCGGAA
TACCCCCAAT
GATGATGGAT

CTGAATTTGC
CCGCATTAGT
ACACTTCTAG
TCATGGCCAC
CCCTCCCCGA
TCCGTCCTAT
CTGAAGARAT
CCTTAGCAAA
ARCAGGRAGG
AAGGGTACAR
ATCATCCCARA
CTBRACATAAT

TTTTAATACT
CAACGAATAT
ATGGGCGTTG
AATATTTTTG
ATTTATCGAT
TATAATAGGA
AGCTCTCGGA
ACTAGCCAAT
TGGTGATGCT
AATTTTTCAT
AAACATGCAG
GTCTTGA
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Figura 14

(SEC ID n° 12)
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FNTTLQSGLA GTSARIIDFN AQLTAAIQNG
310 320 330
I | |
FCSANTLVAS GADQSYLFAD GVHPTTAGHR

59

40

!
NPNVAKVQRM

100

|
GYATSVQNCP

160

|
NNDVVEVLAG

220

l
VFNLPDSSLT

280

]
ASFGFANTSA

340

!
LIASNVLARL

50

I
VVFGDSLSDI

110

t
KAGCFDYAQG

170

I
SNDIFFWTTA

230

}
PDGVASGTTG

290

I
RACDATKINA

LADNVAH

60

l
GTYTPVAQAV

120

!
GSRVTDENGI

180

!
ALTSGSGVTP

240

|
QALLHALVGT

300

!
LVPSAGGSSL



Figura 15

(SEC ID n° 13)

atgaacctgc
tgegggggceyg
gtggtgttcg
ggcggcggcea
ctgggcgtga
aaggccggct
ggccacaacyg
tacgcggeca
agcaacgaca
gccattgcca
atgatcgcca
ccggacggeg
ttcaacacga
gcacaactga
cgggcctgeg
ttetgetegg
ggcgtgcace
ctggcggata

gtcaatggat
gtgggaccga
gcgacagcct
agttcaccac
cgctcacgece
gcttcgacta
gcggcegeggyg
gcaacaacac
ttttettctg
cggcccaggt
agggtgcgac
tggcaagcgy
cgctgcaaag
ccgeggegat
acgccaccaa
ccaacacgct
cgaccacggce
acgtcgcegcea
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gggcgcecegec
ccagageggc
gagcgatatc
caacccgggce
ggcggtgatg
tgcgcaggge
ggcgctgace
attcaacggc
gaccactgeg
gcagcaggcc
gcaggtctac
cacgaccggce
cgggctggece
ccagaatggc
gatcaatgcc
ggtggcttce
cggccatege
ctga

acggctgcee
aatcccaatg
ggcacctaca
ccgatctggg
ggctacgcca
ggctcgegeg
tacccggtte
aataacgatg
gcggccacceca
gcgacggacce
gtgttcaacc
caggcgctge
ggcacctcgg
gcectegtteg
ctggtgcecga
ggtgcggacc
ctgatecgeca

60

ttgccttggg
tcgccaaggt
ccecegtege
ccgagaccgt
ccteegtgea
tgaccgatcc
agcagcagct
tcgtcettegt
gcggcetecgg
tggtcggcta
tgceccgacag
tgcacgcgcet
cgcgecatcat
gcttegecaa
gcgeceggcegg
agagctacct
gcaacgtgct

cttggecgceg
gcagcgcatg
gcaggcggtg
ggccgcegceaa
gaattgccec
gaacggcate
cgccaactte
gctggecgge
cgtgacgecec
tgtcaaggac
cagcctgacg
ggtgggcacg
cgacttcaac
caccagcegec
cagctcgctg
gttcgecgac
ggcgegectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020
1044
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Figura 16 (SEC ID n° 20)

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad rlavlladrr pegdftytnl avrgrlldgi

61 vaeqvprvvg lapdlvsfaa ggndiirpgt dpdevaerfe lavaaltaaa gtvlvttgfd
121 trgvpvlkhl rgkiatyngh vraiadryge pvldlwslrs vqdrrawdad rlhlspeght
181 rvalraggal glrvpadpdq pwpplpprgt ldvrrddvhw areylvpwig rrlrgessgd
241 hvtakgtlsp daiktriaav a

Figura 17 (SEC ID n° 21)

1 gtgatcgggt cgtacgtggc ggtgggggac agcttcaccg agggcgtegg cgacccegge

61 cccgacgggy cgttegtegg ctgggecgac cggctegecg tactgetege ggaccggeac
121 cccgagggcg acttcacgta cacgaacctce gecgtgegeg gecaggectect cgaccagatce
181 gtggcggaac aggtccegeg ggtecgtegga ctecgegeccg acctegtete gticgeggeg

241
301
36l
421
481
541
601
606l
721
781

ggcggcaacy
ctggcggtygg
acccgggggg
gtccgegeca
gtccaggacc
cgggtggcege
ccectggeege
gcgegegagt
cacgtgacgg
gcctga

acatcatccg
ccgegctgac
tgcccgtect
tcgcecgacceg
gcagggegtg
tgcgcgeggy
ccctgecgece
acctggtgcc
ccaaggggac

gceceggeacce
cgecegeggee
caagcacctg
ctacggcetge
ggacgccgac
gcaggccectg
gcgeggcacyg
gtggatcggg
gctgtegecey

61

gatccecgacg
ggaaccgtcec
cgcggcaaga
ccggtgcteg
cggctgcacc
ggcctgegeg
ctecgacgtec
cgccggctge
gacgccatca

aggtcgecga
tggtgaccac
tcgccacgta
acctgtggtc
tgtcgeccgga
teecggecga
ggcgcgacga
ggggcgagtc
agacgcggat

gcggttcgag
cggattcgac
caacgggcac
gctgeggage
ggggcacacc
ccctgaccag
cgtgcactgg
gtcgggcecgac
cgccgeggtyg



Figura 18
(SEC ID n° 22)

1
61
121
181
241

magtnpaytsl
ggivdegvdv
spgrqgpvle
hrxvaeavwqg
sgdglpakrp
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vavgdsfteg
aaamgadvit
rfrprmealf
slghepedpe
dllpyedpar

Figura 19 (SEC ID n° 23)

61
121
181
241
3012
361
421
481
541
601
661
721
781

atgcagacga
atgtcggacc
atggcggecce
ggacagatcg
ctggtcggeg
ctgcetgacec
agtceceggtce
gccgtgatcg
cagtcgetgy
caccgccggyg
tggcacgcgce
gtcecggtteg
tcecggggacg
tga

accccgegta
tgctgcecga
gctecccegg
tcgacgagcea
ggctcaacga
aggccgtgga
gccagggtec
acgacctggc
ccgacccteg
tegeggagge
cgatccegge
cccggcagea
gcctgcegge

msdllpdgsy
lvgglndtlr
aviddlagrh
whapipatpp

caccagtctc
cggctectac
cttceggtac
ggtggacgtg
cacgctgcegg
acggctegec
ggtgctggag
£gggcggceac
gatgtgggac
ggtgtggcag
gacgccgeeg
cctgectgeece
caagcgcccg

62

rgwadllatr
pkecdmarvrd
gavvvdlyga
pgwvtrrtad

gtcgecegteg
cgtggctggg
gccaacctgy
gcegeegeea
cccaagtgeg
cecgcactgeg
cgcttccgge
ggcgeegtgg
gtggaccggce
tcgcteggee
ccggggtggg
tggataggcce
gacctgctge

maarspgfry
lltgaverla
gsladprmwd
vrfarghllp

gcgactectt
ccgacctcect
cggtgcgegy
tgggagccga
acatggcccg
agcagctggt
cccgcatgga
tcgtcgacct
tgcacctgac
acgagcccga
tgacgcgecag
gcaggctgac
cctacgagga

anlavrgkli
phceqlvlmr
vdrlhltaeg
wigrrltgrs

caccgagagc
cgccaccegg
gaagctgate
cgtgatcacg
ggtgcgggac
gctgatgege
ggccctgtte
gtacggggee
cgcegagyggce
ggaccccgag
gaccgcggac
cgggegeteg
ccecgeacgg
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Figura 20 (SEC ID n° 24)

61
121
181
241
301
36l
421

mtrgrdggag
apastgawvg
vthasialaa
yspipsgpvt
afgdsitdga
padnpsglsr
lrvvgatitp
ydsgdhlhpg

apptkhrall
awatapaaae
gpdtaaaiad
yhpgarqtsy
rsgsdanhrw
fgrdvlertn

fggyggytea
dkgyarmgav

Figura 21 (SEC ID n° 25)

€1
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
B4l
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

atgacccggg
gcggegatceg
gacgacggca
gccececgegt
ccgggcacceg
gtcggcggea
gtcacacacg
accatgecgec
gtgatgageg
tactccececa
ctggccgacg
tactggcgct
gcgttcggeg
accgacgtcc
tacagcgtcg
ccggccgaca
gtcaaggccg
gaccgcgacg
ctgcgggtceyg
cgcgagacga
gtcgtecgact
tacgacagcg
atcgacctgg

gtcgtgacgg
tcaccctgat
gcagggacca
ccaccggtgce
agacgaccgg
ccggegegeg
cctcgatcge
ggctcacctt
acaccgecccg
tccegtecgg
gcgaccgeac
acctgaccgce
actccatcac
tecgcecgeacg
tcaacgaggyg
acccgagcgdg
tegtegtegt
ccatcctgac
tcggcgcecac
tgcggcagga
tcgacaagge
gcgaccacct
ccgcgectgaa

aaivtlivai
pgtettglag
tmrrltfggs
ladgdrtadv
tdvlaarlhe
vkavvvvlgv
retmrqevne
idlaalkgaa

gggtgcgggg
agtggcgatc
cgegetgeagq
ctgggtggge
cctggeggge
gatcaccctc
cctggecegee
cggcggcage
cctegecate
gcecggtgacc
ggcggacgtc
cctegacgtg
cgacggecgec
cctgcacgag
catcagcggce
actgagccyg
ccteggegte
cggcctgege
gatcacgccg
ggtcaacgag
cctgegegac
gcaccceggce
gggcgcggcyg

63

saaiyagasa
rsvrnvvhts
arviipaggq
tavayttptp
aagdgrdtpr
ndvlnspela
eirsgrvfdt
pvka

gcgeccccca
tcecgeggeca
gceggaggec
gcctgggeca
cgctcegtge
tcgaaccetgt
gggcccgaca
gcecgggtga
ccctacgggyg
taccatccge
accgccgteg
ctgagccacyg
cgctcgcaga
gcggcgggcyg
aaccggctec
ttccagcggg
aacgacgtcce
accctegteg
ttcggcggcet
gagatccgcet
cecgtacgacce
gacaaggggt
ccggtcaagg

ddgsrdhalg
vggtgaritl
vmsdtarlai
ywryltaldv
ysvvnegisg
drdailtglr
vvdfdkalrd

ccaagcaccqg
tatacgcegg
gtetecccacy
ccgcaccggce
gcaacgtcgt
acgggcagtc
ccgecgecge
tcatccegge
cgaacgtcct
aggcccggea
cgtacaccac
aggccgacgg
gcgacgccaa
acggccggga
tgaccagcag
acgtgctgga
tgaacagccc
accgggegcea
acggeggeta
ccggecgggt
cgcgeecggat
acgcgcgceat
cgtag

aggrlprgda
snlygqsplt
pyganvlivitt
lsheadgtvwv
nrlltsrpgr
tlvdraharg
pydprrmrsd

tgcectgetce
agcgtcegeyg
aggagacgcce
cgcggcegag
gcacaccteg
gcegetgace
gatcgecegac
gggcggccag
ggtcaccacg
gaccagctac
cceceacgceec
cacggtcgtg
ccaccgctgg
cacgccecge
gccggggcdyg
acgcaccaac
ggaactcgece
cgeeccgggga
caccgaggcc
cttcgacacg
gcgetecgac
gggcgeggte
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Figura 22 (SEC ID n° 26)

1
61
121
181
241
301

mtsmsrarva
yggtlptagd
acsddldrgv
vvgtcpdlgt
elfgpdnyhp
eagtevaaam

rriaagaayg
pplrlmmlgd
alvlaepdrv
iervrgplrw
saegyataam
ptgprgpwal

Figura 23 (SEC ID n°® 27)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

atgacgagca
ggcggceggcea
ctggccagac
tacggcggca
tccacggecy
tceggacteg
gcgtgetegg
cccgacatcet
cgcteggtge
gtggtcggea
ctggecegge
ggcgggcegcea
gagctetteg
gcggtactge
gacgcgetge
gaggcgggta
ctgaagcgec
tga

tgtcgaggge
tcggectgge
gcagyggtgygg
ccctgeccac
ccgggcaggyg
cggcggtgge
acgacctgga
gcgtgatecat
ggcacctgtc
cctgtecygga
gggcctcacg

‘cggtgtecget

gcccegacaa

ccteggtgtg:

gccgcgaggg
cggaggtcge
ggagacggceyg

gggiglagaa
staagggvhr
pdicvimvga
larrasrqgla
avlpsvcaal
lkrrrrrrvs

gagggtggcg
gggagcggcyg
ggtgggcacg
ggccggcgac
cgtgcaccgg
ggagcggccg
ccggcaggtg
ggtcggcegec
ctcggeggta
cctgggcacg
gcagctcgeg
gggcgacctyg
ctaccaccce
cgccgegcete
cttcectgeeg
cgcegecatg
tcgggtgteg

64

avglvvaevq
aggtpgalla
ndvthrmpat
aaqgtigaveg
glwpadeehp
eaepsspsgv

cggcggatcg
geggteggte
ccgacceggg
ccgcegetge
gccgggcaga
gtgcggetgg
gcgctggtge
aacgacgtca-
cggcggetge
atcgagcggg
gcggcacaga
ctgggtccgg
tcegecgagg
ggcctgtgge
gtggcgegeg
cctacggggc
gaggcggaac

larrrvgvgt
sglaavaerp
rsvrhlssav
ggrtvslgdl
dalrregflp

cggcecggege
tggtggtgge
tgecgaacge
ggctgatgat
cgccgggcege
ggtcggtege
tcgecgagece
cccaccggat
gcacggcegyg
tgcggcagee
ccatcggege
agttcgcgea
ggtacgccac
cggccgacga
€ggcggcgga
ctegggggec
cgteccageece

ptrvpnaggl
vrlgsvagpg
rrlrtagaev
lgpefaqnpr
varaaaeaas

ggcgtacgge
cgaggtgcag
gcagggactg
gctgggegac
gctgcetggeg
ccagcegggg
ggaccgggtg
gccggegace
tgcggaggtg
gctgegcetgg
cgtcgagcag
gaacccgegg
ggccgcegatg
ggagcacccg
ggcggcgtcee
ctgggcgetg
gtceggegtt
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Figura 24 (SEC ID n° 28)

61
121
181
241
301

mgrgtdgrtr
tspasvaavyg
vtgarmadlt
klpkagvyvs
rvadynevir-
taknp

ygrrrarval
dsitrgfdac
agvtraaqre
sipdlkrlws
evcakdrrer

Figura 25 (SEC ID n°29)

1
6l
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

atgggtcgag
gccgecctga
gactcacccyg
accagcccgyg
gcggtgetgt
tcgctggeceg
gtcaccgggg
ccggagetgyg
atgacgecgg
aagctcccca
cagggccgea
ctgggcgacg
cgggtggcgyg
agcgacgacg
tggttccacce
accgcgaaga

ggacggacca
ccgecgeegt
ctectteegg
cgtcecgtcege
cggactgece
tacggctgct
cccggatgge
tggcggtgat
tggcggactt
aggcgcaggt
ccaacccgcet
cggactcect
actacaacga
gcgcggtgcea
cgagtgtgga
atcectga

aaltaavlgv
avlsdcpevs
pelvavmaga
qgrtnplgkq
sddgavhefr

gcggacgcag
cctgggegtg
cagcccgteg
cgececgtgggce
ggaggtgtcg
ggggaaggcg
ggacctgacc
ggccggggcyg
ccgggcgcag
gtacgtgtcg
gggcaagcag
ggactcggcg
ggtgctgegg
cgagttccgg
cggeccaggec

65

gvagcdsvgg
watgssakvd
ndacrsttsa
vwklglcpsm
fgtdglshwd

tacggcegte
ggcgtggcgg
aagcggacaga
gactccatca
tgggcgaccg
gacgcggecg
gctcaggtga
aacgacgcgt
ttcgaggagg
agcatcccgg
gtgtggaagc
gcgacectgce
gaggtctgcg
ttcggcacgg
cggctggcegg

dspapsgsps
slavrllgka
mtpvadfraq
lgdadsldsa
wfhpsvdgga

gccggygcgcey
gctgcgacte
ggacggcgec
cgcgeggcett
gcagcagcecge
agcacagctg
cgcgggegge
gccggtecac
cgatggccac
acctcaagcg
tcggectgtg
ggcgcaacac
cgaaggaccyg
accagttgag
agatcgccta

krtrtapawd
daaehswnya
feeamatlrk
atlrrntvrd
rlaeiayrav

tgtegegete
cgtgggegge
cgectgggac
cgacgcctgt
gaaggtcgac
gaactacgcg
gcagcgcgag
gacctcggcg
cctgecgeaaqg.
gctetggtee
cccgtegaty
ggtgcgegac
gcggtgeege
ccactgggac
ccgegeggte
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Figura 26 (SEC ID n°® 30)

61
121
181
241

mrlsrraata
ckrstksypa
adtmttcnlqg
lggscavgls
vtlpvensyh

sallltpala
lwaashtgtr
gesaclaria
eksraainaa
ptanggskgy

Figura 27 (SEC ID n° 31)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
801
961

1021

ttcatcacaa
gacaagcctt
gggaggttcc
ggcgctegey
ctacgtggec
cagtggctcc
cggtacgcgg
geagctgacce
cgcegggcette
gcggatcgece
ctacgacgcc
cttctacaag
caacgccgcce
cgecttcggyg
gctgcacagc
caagggctac
cgaagtceceg
gccggtggec

cgatgtcaca
cccgtgacga
atgagactgt
ctcttcggeg
ctcggcgact
tgtaagecgea
ttcaacttca
ccggtcaact
gccgacacca
aaggcgcgcyg
atcgacagcc
ctgggeggcea
gccgacgaca
gacgtcaaca
gtcaccctte
ctgececgtee
ccececgggeyg
ccgeccgtacg

lfgasaavsa
Enftacsgar
karayiqgtl
addinavtak
lpvlnsat

acaccggccea
aagggtecctg
cccgacgege
cgagegcecge
cctactccte
gcaccaagtc
ccgectgtte
ccggcaccga
tgaccacctyg
cctacatecca
gggccceege
gctgcgcegt
tcaacgccegt
cgaccttege
ccgtggagaa
tgaactccege
gggcttecgee
tgccgeegee

66

prigatdyva
tgdvlakqglt
pagldqvyda
raadhgfafg

tccgggtcat
ctacatcaga
ggccacggceg
cgtgtcegeg
gggggtcggce
ctaceccggece
gggcgceecge
cctggtcage
caacctccag
gcagacgctg
agcccaggtce
cggtctetceg
caccgccaay
cgggcacgag
ctcctaccecac
cacctgatct
gtaggtgege
cccggacgeg

lgdsyssgvg
pvnsgtdlvs
idsrapaaqv
dvnttfaghe

ccctgategt
aatgacagaa
tcecgegetee
ccgcgaatece
gcgggecaget
ctgtgggccg
acaggagacyg
attaccatcg
ggcgagagcg
cccgceccecage
gtcgtectgyg
gagaagtcce
cgcgcecgecyg
ctgtgctcceg
cccacggcca
cgeggetact
gtaccgecegt
gtcggttce

agsydsssgs
itiggndagf
vvlgyprfyk
lcsgapwlhs

gggaatgggt
atcctgctca

tcctcacecc
aggccaccga
acgacagcag
cctcgcacac
tgctggccaa
gcggcaacga
cgtgcctgge
tggaccaggt
gctaccegeyg
gcgeggecat
accacggctt
gcgecccectyg
acggacagte
ccgccectga
cgcccgtege
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Figura 28 ( SEC ID n° 32)

1

31
101
151
201
251
301

MKKWFVCLLG LVALTVQAAD SRPAFSRIVM FGDSLSDTGK MYSKMRGYLP

SSPPYYEGRF
YQVINNLDYE
DAISDAANRM
LLLNLARQLA
KPFATRSVST
GEKMFWDQVHP

SNGPVWLEQL
VTQFLOKDSF
VLNGAKQILL
PTGMVKLFEI
DRQLSAFSPQ
TTVVHAALSE

67

TKQFPGLTIA NEAEGGATAV AYNKISWNPK
KPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDAKRVR
FNLPDLGONP SARSQKVVER VSHVSAYHNQ
DRQFAEMLRD PQONFGLSDVE NPCYDGGYVW
ERLAIAGNPL LAQAVASPMA RRSASPLNCE
RAATFIANQY EFLAH*



ES 2364 654 T3

Figura 29 ( SEC ID n° 33)

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

ATGRAAMRAT GGTTTGTGTG TTTATTGGGR TTGGTCGCGC TGACAGTTCA
TACTTTTTTA CCABACACAC AAATAACCCT AACCAGCGCG ACTGTCAAGT

GGCAGCCGAC AGTCGCCCCG CCITTTCCCG GATCGTGATG TTCGGCGACA
CCGTCGGCTG TCAGCGGGGC GGAAAAGGGC CTAGCACTAC AAGCCGCTGT

GCCTCTCCGA TACCGGCAAA ATGTACAGCA AGATGCGCGG TTACCTCCCC
CGGAGAGGCT ATGGCCGTTT TACATGTCGT TCTACGCGCC AATGGBAGGGG

TCCAGCCCGC CCTACTATGA GGGCCGTTTC TCCAACGGAC CCGTCTGGCT
AGGTCGGGCG GGATGATACT CCCGGCAAAG AGGTTGCCTG GGCAGACCGA

GGAGCAGCTG ACCAAACAGT TCCCGGGTCT GACCATCGCC AACGAAGCGG
CCTCGTCGAC TGGTTTGTCA AGGGCCCAGAR CTGGTAGCGG TTGCTTCGCC

AAGGCGGTGC CACTGCCGTG GCTTACAACA AGATCTCCTG GAATCCCAAG
TTCCGCCACG GTGACGGCAC CGAATGTTGT TCTAGAGGAC CTTAGGGTTC

TATCAGGTCA TCAACAACCT GGACTACGAG GTCACCCAGT TCTTGCAGAA
ATAGTCCAGT AGTTGTTGGA CCTGATGCTC CAGTGGGTCA AGAACGTCTT

AGACAGCTTC ARGCCGGACG ATCTGGTGAT CCTCTGGGTC GGTGCCAATG
TCTGTCGRAG TTCGGCCTGC TAGACCACTA GGAGACCCAG CCACGGTTAC

ACTATCTGGC CTATGGCTGG BACACGGAGC AGGATGCCAA GCGGGTTCGC
TGATAGACCG GATACCGACC TTGTGCCTCG TCCTACGGTT CGCCCAAGCG

GATGCCATCA GCGATGCGGC CAACCGCATG GTACTGAACG GTGCCAAGCA
CTACGGTAGT CGCTACGCCG GTTGGCGTAC CATGACTTGC CACGGTTCGT

GATACTGCTG TTCAACCTGC CGGATCTGGG CCAGAACCCG TCAGCTCGCA
CTATGACGAC AAGTTGGACG GCCTAGACCC GGTCTTGGGC AGTCGAGCGT

GTCAGAAGGT GGTCGAGGCG GTCAGCCATG TCTCCGCCTA TCACAACCAG
CAGTCTTCCA CCAGCTCCGC CAGTCGGTAC AGAGGCGGAT AGTGITGGTC

CTGCTGCTGA ACCTGGCACG CCAGCTGGCC CCCACCGGCA TGGTAARAGCT
GACGACGACT TGGACCGTGC GGTCGACCGG GGGTGGCCGT ACCATTTCGA

GTTCGAGATC GACAAGCAAT TTGCCGAGAT GCTGCGTGAT CCGCAGAACT
CAAGCTCTAG CTGTTCGTTA AACGGCTCTA CGACGCACTA GGCGTCTTGA

TCGGCCTGAG CGACGTCGAG AACCCCTGCT ACGACGGCGG CTATGTGTGG
AGCCGGACTC GCTGCAGCTC TTGGGGACGA TGCTGCCGCC GATACACACC

AAGCCGTTTG CCACCCGCAG CGTCAGCACC GACCGCCAGC TCTCCGCCTT
TTCGGCAAAC GGTGGGCGTC GCAGTCGTGG CTGGCGGTCG AGAGGCGGAA

CAGTCCGCAG GAACGCCTCG CCATCGCCGG CAACCCGCTG CTGGCACAGG
GTCAGGCGTC CTTGCGGAGC GGTAGCGGCC GTTGGGCGAC GACCGTGTCC

CCGTTGCCAG TCCTATGGCC CGCCGCAGCG CCAGCCCCCT CAACTGTGAG
GGCAACGGTC AGGATACCGG GCGGCGTCGC GGTCGGGGGA GTTGACACTC

GGCAAGATGT TCTGGGATCA GGTACACCCG ACCACTGTCG TGCACGCAGC
CCGTTCTACA AGACCCTAGT CCATGTGGGC TGGTGACAGC RCGTGCGTCG

CCTGAGCGAG CGCGCCGCCA CCTTCATCGC GAACCAGTAC GAGTTCCTCG
GGACTCGCTC GCGCGGCGGT GGAAGTAGCG CTTGGTCATG CTCAAGGAGC

CCCAC TGA
GGGTG ACT
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Figura 30 ( SEC ID n° 34)
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Figura 31 ( SEC ID n° 35)
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ATGAAAAAAT GGTTTGTTIG TTTATTGGGG TTGATCGCGC TGACAGTTCA
TACTTTTTTA CCAAACAAAC AAATAACCCC AACTAGCGCG ACTGTCAAGT

GGCAGCCGAC ACTCGCCCCG CCTTCTCCCG GATCGTGATG TTCGGCGACA
CCGTCGGCTG TGAGCGGGGC GGAAGAGGGC CTAGCACTAC AAGCCGCTGT

GCCTCTCCGA TACCGGCAAA ATGTACAGCA AGATGCGCGG TTACCTCCCC
CGGAGAGGCT ATGGCCGTTT TACATGTCGT TCTACGCGCC AATGGAGGGG

TCCAGCCCGC CCTACTATGA GGGCCGTTTC TCCAACGGAC CCGICTGGCT
AGGTCGGGCG GGATGATACT CCCGGCARAG AGGTTGCCTG GGCAGACCGA

GGAGCAGCTG ACCAAGCAGT TCCCGGGTCT GACCATCGCC AACGAAGCGG
CCTCGTCGAC TGGTTCGTCA AGGGCCCAGA CTGGTAGCGG TTGCTTCGCC

AAGGCGGTGC CACTGCCGTG GCTTACAACA AGATCTCCTG GAATCCCAAG
TTCCGCCACG GTGACGGCAC CGAATGTTGT TCTAGAGGAC CTTAGGGTTC

TATCAGGTCA TCARACAACCT GGACTACGAG GTCACCCAGT TCTTGCAGARAA
ATAGTCCAGT AGTTGTTGGA CCTGATGCTC CAGTGGGTCA AGAACGTCTT

AGACAGCTTC AAGCCGGACG ATCTGGTGAT CCTCTGGGTC GGTGCCAATG
TCTGTCGAAG TTCGGCCTGC TAGACCACTA GGAGACCCAG CCACGGTTAC

ACTATCTGGC ATATGGCTGG AATACGGAGC AGGATGCCAA GCGAGTTCGC
TGATAGACCG TATACCGACC TTATGCCTCG TCCTACGGTT CGCTCAAGCG

GATGCCATCA GCGATGCGGC CRACCGCATG GTACTGAACG GTGCCAAGCA
CTACGGTAGT CGCTACGCCG GTTGGCGTAC CATGACTTGC CACGGTTCGT

GATACTGCTG TTCAACCTGC CGGATCTGGG CCAGAACCCG TCAGCCCGCA
CTATGACGAC BAGTTGGACG GCCTAGACCC GGTCTTGGGC AGTCGGGCGT

GTCAGAAGGT GGTCGAGGCG GTCAGCCATG TCTCCGCCTA TCACAACAAG
CAGTCTTCCA CCAGCTCCGC CAGTCGGTAC AGAGGCGGAT AGTGTTGTTC

CTGCTGCTGA ACCTGGCACG CCAGCTGGCC CCCACCGGCA TGGTAAAGCT
GACGACGACT TGGACCGTGC GGTCGACCGG GGGTGGCCGT ACCATTTCGA

GTTCGAGATC GACAAGCAAT TTGCCGAGAT GCTGCGTGAT CCGCAGAACT
CARGCTCTAG CTGTTCGTTA AACGGCTCTA CGACGCACTA GGCGTCTTGA

TCGGCCTGAG CGACGTCGAG AACCCCTGCT ACGACGGCGG CTATGTGTIGG
AGCCGGACTC GCTGCAGCTC TTGGGGACGA TGCTGCCGCC GATACACACC

AAGCCGTTTG CCACCCGCAG CGTCAGCACC GACCGCCAGC TCTCCGCCTT
TTCGGCARAC GGTGGGCGTC GCAGTCGTGG CTGGCGGTCG AGAGGCGGAA

CAGTCCGCAG GAACGCCTCG CCATCGCCGG CAACCCGCTG CTGGCACAGG
GTCAGGCGTC CTTGCGGAGC GGTAGCGGCC GTTGGGCGAC GACCGTGTCC

CCGTTGCCAG TCCTATGGCC CGCCGCAGCG CCAGCCCCCT CAACTGTGAG
GGCAACGGTC AGGATACCGG GCGGCGTCGC GGTCGGGGGA GTTGACACTC

GGCAAGATGT TCTGGGATCA GGTACACCCG ACCACTGTCG TGCACGCAGC
CCGTTCTACA AGACCCTAGT CCATGTGGGC TGGTGACAGC ACGTGCGTCG

CCTGAGCGAG CGCGCCGCCA CCTTCATCGA GACCCAGTAC GAGTTCCTCG
GGACTCGCTC GCGCGGCGGT GGAAGTAGCT CTGGGTCATG CTCAAGGAGC

CCCACGGATG A
GGGTGCCTAC T
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Figura 32
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Figura 35
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Figura 36
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Figura 37
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Figura 38
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Figura 39

Controles
Pos Neg SE His SE His SE His SE His

Enzima de A. hydrophila Enzima de A.
salmonicida

79



ES 2364 654 T3

Figura 40
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CONTROLES

Negativo positivo Tagua
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Figura 42
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Figura 43
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Figura 44
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Figura 45

Analisis de GLC de acidos grasos y colesterol

% 4,50
res- 4,00

pec-

toa 3,50 /

lipl- 3 60

dos

f"', 2,50 1 -~ FFA totales
ral-

dos 2,00 -3~ Colesterol

1,50
1,00
0,50
0,00 — . .

0 20 40 60 80

Minutos

85



ES 2364 654 T3

Figura 46
Analisis de GLC de acidos grasos y colesterol
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Figura 47
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Figura 48 (SEC ID n° 54)

1 ATGTTTAAGT TTAAAAAGAA TTTCTTAGTT GGATTATCGG CAGCTTTAAT
TACAAATTCA AATTTTTCTT AAAGAATCAA CCTAATAGCC GTCGAAATTA

51 GAGTATTAGC TTGTTTTCGG CAACCGCCTC TGCAGCTAGC GCCGACAGCC
CTCATAATCG AACARAAGCC GTTGGCGGAG ACGTCGATCG CGGCTGTCGG

101 GTCCCGCCTT TTCCCGGATC GTGATGTTCG GCGACAGCCT CTCCGATACC
CAGGGCGGAR AAGGGCCTAG CACTACAAGC CGCTGTCGGA GAGGCTATGG

151 GGCAAAATGT ACAGCARAGAT GCGCGGTTAC CTCCCCTCCA GCCCGCCCTA
CCGTTTTACA TGTCGTTCTA CGCGCCAATG GAGGGGAGGT CGGGCGGGAT

201 CTATGAGGGC CGTTTCTCCA ACGGACCCGT CTGGCTGGAG CAGCTGACCA
GATACTCCCG GCARAGAGGT TGCCTGGGCA GBCCGACCTC GTCGACTGGT

251 AACAGTTCCC GGGTCTGACC ATCGCCAACG AAGCGGAAGG CGGTGCCACT
TTGTCAAGGG CCCAGACTGG TAGCGGTTGC TTCGCCTTCC GCCACGGTGA

301 GCCGTGGCTT ACAARCAAGAT CTCCTGGAAT CCCAAGTATC AGGTCATCAA
CGGCACCGAA TGTTGTTCTA GAGGACCTTA GGGTTCATAG TCCAGTAGTT

351 CARCCTGGAC TACGAGGTCA CCCAGTTCTT GCAGRAAGAC AGCTTCARGC
GTTGGACCTG ATGCTCCAGT GGGTCAAGRA CGTCTTTCTG TCGAAGTTCG

401 CGGACGATCT GGTGATCCTC TGGGTCGGTG CCAATGACTA TCTGGCCTAT
GCCTGCTAGA CCACTAGGAG ACCCAGCCAC GGTTACTGAT AGACCGGATA

451 GGCTGGAACA CGGAGCAGGA TGCCAAGCGG GTTCGCGATG CCATCAGCGA
CCGACCTTGT GCCTCGTCCT ACGGTTCGCC CAAGCGCTAC GGTAGTCGCT

501 TGCGGCCAAC CGCATGGTAC TGARACGGTGC CAAGCAGATA CTGCTGTITCA
ACGCCGGTTG GCGTACCATG ACTTGCCACG GTTCGTCTAT GACGACAAGT

551 ACCTGCCGGA TCTGGGCCAG AACCCGTCAG CTCGCAGTCA GAAGGTGGTC
TGGACGGCCT AGACCCGGTC TTGGGCAGTC GAGCGTCAGT CTTCCACCAG

601 GAGGCGGTCA GCCATGTCTC CGCCTATCAC AACCAGCTGC TGCTGAACCT
CTCCGCCAGT CGGTACAGAG GCGGATAGTG TTGGTCGACG ACGACTTGGA

651 GGCACGCCAG CTGGCCCCCA CCGGCATGGT ARAGCTGTTC GAGATCGACA
CCGTGCGGTC GACCGGGGGT GGCCGTACCA TTTCGACAAG CTCTAGCTGT

701 AGCAATTTGC CGAGATGCTG CGTGATCCGC AGAACTTCGG CCTGAGCGAC
TCGTTRAACG GCTCTACGAC GCACTAGGCG TCTTGARAGCC GGACTCGCTG

751 GTCGAGAACC CCTGCTACGR CGGCGGCTAT GTGTGGAAGC CGTTTGCCAC
CAGCTCTTGG GGACGATGCT GCCGCCGATA CACACCITCG GCAAACGGTG

801 CCGCAGCGTC AGCACCGACC GCCAGCTCTC CGCCTTCAGT CCGCAGGAAC
GGCGTCGCAG TCGTGGCTGG CGGTCGAGAG GCGGAAGTCA GGCGTCCTTG

851 GCCTCGCCAT CGCCGGCRAC CCGCTGCTGG CACAGGCCGT TGCCAGTCCT
CGGAGCGGTA GCGGCCGTTG GGCGACGACC GTGTCCGGCA ACGGTCAGGA

901 ATGGCCCGCC GCAGCGCCAG CCCCCTCAAC TGTGAGGGCA AGATGTTCTG
TACCGGGCGG CGTCGCGGTC GGGGGAGTTG ACACTCCCGT TCTACAAGAC

951 GGATCAGGTA CACCCGACCA CTGTCGTGCA CGCAGCCCTG AGCGAGCGCG
CCTAGTCCAT GTGGGCTGGT GACAGCACGT GCGTCGGGAC TCGCTCGCGC

1001 CCGCCACCTT CATCGCGAAC CAGTACGAGT TCCTCGCCCA CTGATGA
GGCGGTGGARA GTAGCGCTTG GTCATGCTCAR AGGAGCGGGT GACTACT
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Figura 49
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Figura 50
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Figura 51
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