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DESCRIPCION
Método de desgomado
REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Se hace referencia a las siguientes solicitudes relacionadas: solicitud de los Estados Unidos de numero de serie
09/750 990 registrada el 20 de julio de 1999, solicitud de los Estados Unidos de niumero de serie 10/409 391, las
solicitudes de patente internacional WO2004/064537, W0O2004/064987, PCT/IB2004/004378 y PCT/IB2004/004374.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método para desgomar enzimaticamente los aceites comestibles mediante una
lipido aciltransferasa.

La presente invencion se refiere adicionalmente al uso de una o mas lipido aciltransferasas.

La presente invencion se refiere también al uso de una lipido aciltransferasa para el desgomado de los aceites
comestibles.

ANTECEDENTES DE LA TECNICA

Tradicionalmente se han utilizado dos procedimientos para desgomar los aceites, que son los procedimientos de
desgomado fisico y de desgomado quimico. En los afios 90 se desarroll6 el procedimiento de desgomado
enzimatico mediante el uso de la fosfolipasa pancreatica. Como esta enzima no era kosher, se acab¢ sustituyendo la
fosfolipasa por una fosfolipasa A1 microbiana (Lecitase Ultra™, Novozymes, Dinamarca). El procedimiento
enzimatico tiene varias ventajas con respecto a los procedimientos de desgomado fisico o quimico, que incluyen
ahorro de costes, mayor rendimiento y menos perjuicios para el medio ambiente.

La patente de los Estados Unidos US 2004/0005399 se refiere a procedimientos para el tratamiento previo de
aceites vegetales, tales como aceite de salvado de arroz, aceite de girasol y aceite de palma para el refinado fisico.

La patente internacional WO 03/100044 se refiere al menos a 1 secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido
de aciltransferasa membranario activo independiente, en el que se ha eliminado y/o sustituido al menos 1 resto
aminoacidico de la region transmembranaria en comparacién con el polipéptido de la aciltransferasa original, en
donde el polipéptido de aciltransferasa activo membranario independiente codificado produce ésteres de acidos
grasos y/o tioésteres de acidos grasos, tales como triacilgliceroles, diacilgliceroles, monoacilgliceroles, fosfolipidos,
glucolipidos, ésteres de ceras, glicidos acilados, aminoacidos acilados y lisolipidos, por ejemplo lisofosfolipidos,
lisolecitina.

Kim Clausen («New enzyme for degumming», Oils and Fats International, vol. 17, n.°. 4, junio de 2001, paginas 24-
25) se refiere a una enzima de segunda generacion para el desgomado, que se introdujo en la planta de
procesamiento y molturacion de Cereol en Mannheim, Alemania.

Kim Clausen (Eur. J. Lipid Sci. Technol. 103 (2001) paginas 333-340) se refiere al desgomado enzimatico de aceites
mediante la fosfolipasa microbiana.

El nimero de acceso Q9F7Y6 a la base de datos EMBL del EBI XP002350670 de marzo de 2001 se refiere a una
glicerofosfolipido-colesterol aciltransferasa depositada por Lachmann et al.

RESUMEN DE LOS ASPECTOS DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion da a conocer un procedimiento de desgomado enzimatico de aceites comestibles, que
comprende tratar el aceite comestible con una lipido aciltransferasa de manera que se transfiere un grupo acilo
desde una parte principal del fosfolipido a uno o mas acilos aceptores, en donde el aceptor de acilo es uno o mas
esteroles y/o estanoles, y en donde la lipido aciltransferasa se caracteriza por que:

a) la lipido aciltransferasa posee actividad aciltransferasa, que se define como una actividad de transferencia
de éster mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a
un aceptor de acilo para formar un nuevo éster; y

b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los
siguientes restos aminoacidicos: L, A, V, |, F,Y,H,Q, T,N,Mo S,

y en donde cuando se alinea tanto con la secuencia consenso de Pfam00657 y/o la SEQ ID n.° 37, la lipido
aciltransferasa tiene un bloque GANDY.

En la presente memoria se describe por referencia una o mas lipido aciltransferasas, una lipido aciltransferasa que
comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16 y una lipido aciltransferasa que
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comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16, o una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas, mas preferentemente del 90% o mas, incluso
mas preferentemente del 95% o méas, incluso mas preferentemente del 98% o mas, o incluso mas preferentemente
del 99% o mas, con la SEQ ID n.° 16.

En otro aspecto mas, la presente invencion da a conocer el uso de una lipido aciltransferasa, en donde la lipido
aciltransferasa se caracteriza por que:

a) la lipido aciltransferasa posee actividad aciltransferasa, que se define como una actividad de transferencia de
éster mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a un
aceptor de acilo para formar un nuevo éster; y

b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los siguientes
restos aminoacidicos: L, A, V,I,F,Y,H, Q, T,N,Mo S,

y en donde cuando se alinea tanto con la secuencia consenso de Pfam00657 y/o la SEQ ID n.° 37, la lipido
aciltransferasa tiene un bloque GANDY en el desgomado de aceites comestibles (i) para eliminar fosfolipidos (tales
como fosfatidilcolina) y (ii) para aumentar la formacion de ésteres de esteroles y/o ésteres de estanoles en el aceite,
o (iii) eliminar fosfolipidos (tales como fosfatidilcolina) y para aumentar la formacién de ésteres de esteroles y/o
ésteres de estanoles en el aceite sin aumentar significativamente la cantidad de acidos grasos libres en el aceite.

ASPECTOS PREFERENTES

La lipido aciltransferasa para uso en la presente invenciéon puede ser una lipido aciltransferasa natural o puede ser
una lipido aciltransferasa variante.

Por ejemplo, la lipido aciltransferasa para uso en el método y los usos de la presente invenciéon puede ser una que
esta descrita en los documentos W02004/06453 o W0O2004/064987, o PCT/IB2004/004378 o GB0513859.9, por
ejemplo.

La terminologia «lipido aciltransferasa» tal y como se utiliza en la presente memoria significa una enzima que tiene
actividad aciltransferasa (generalmente clasificada como E.C. 2.3.1.x), mediante la cual la enzima es capaz de
transferir un grupo acilo desde un lipido a uno o mas sustratos aceptores, tales como uno o mas de los siguientes:
un esterol; un estanol; un glucido; una proteina; una subunidad proteica; glicerol; preferentemente un esterol y/o un
estanol.

La lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién, o para uso en los métodos y/o usos de la presente
invencion, es capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido (tal y como se define en la presente memoria) a uno
0 mas de los siguientes sustratos aceptores de acilo: un esterol o un estanol, preferentemente un esterol.

Para algunos aspectos, el «aceptor de acilo» segun la presente invencion puede ser cualquier compuesto que
comprende un grupo hidroxilo (-OH), tal como por ejemplo alcoholes polivalentes incluido el glicerol; esteroles,
estanoles; glucidos; hidroxiacidos que incluyen acidos de las frutas, acido citrico, acido tartarico, acido lactico y acido
ascorbico; proteinas o una subunidad de las mismas, tales como aminoacidos, hidrolizados proteicos y péptidos
(proteina parcialmente hidrolizada) por ejemplo; y sus mezclas y sus derivados. Preferentemente, el «aceptor de
acilo» de acuerdo con la presente invencion no es agua.

El aceptor de acilo no es preferentemente un monoglicérido.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invenciéon o para uso en los métodos y/o usos de
la presente invencioén, puede, al igual que es capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a un esterol y/o un
estanol, ser capaz adicionalmente de transferir un grupo acilo desde un lipido a uno o mas de los siguientes: un
glucido, una proteina, una subunidad proteica, glicerol.

Preferentemente, el sustrato lipidico sobre el que actua la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion
es uno o mas de los siguientes lipidos: un fosfolipido, tal como una lecitina, por ejemplo fosfatidilcolina.

Este lipido de sustrato se puede denominar en la presente memoria el «dador de acilo lipidico». La terminologia
lecitina tal y como se usa en la presente memoria abarca fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol,
fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.

Para algunos aspectos, preferentemente, el lipido de sustrato sobre el que la lipido aciltransferasa de acuerdo con la
presente invencion o para uso en el método y/o usos de la presente invencion actia como un fosfolipido, tal como
lecitina, por ejemplo fosfatidilcolina.

Para algunos aspectos, preferentemente, la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invenciéon o para uso
en el método y/o usos de la presente invencién es incapaz, o sustancialmente incapaz, de actuar sobre un
triglicérido y/o un 1-monoglicérido y/o 2-monoglicérido.
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Convenientemente, la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién o para uso en el método y/o usos
de la presente invencion puede mostrar una o mas de las siguientes actividades fosfolipasicas: actividad fosfolipasa
A2 (E.C. 3.1.1.4) o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32).

Convenientemente, para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién o para uso
en el método y/o usos de la presente invencién es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolipido a un
esterol y/o un estanol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa de la presente invencion o para uso en los métodos
y/o usos de la presente invencion es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolipido a un esterol y/o un
estanol para formar al menos un éster de esterol y/o un éster de estanol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion o para uso en
el método y/o usos de la presente invencién no muestra actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3) o no muestra
actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3) significativa.

La lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién o para uso en el método y/o usos de la presente
invencion es capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a un esterol y/o a un estanol. Por tanto, en una
realizacion, el «aceptor de acilo» de acuerdo con la presente invencion puede ser tanto un esterol como un estanol o
una combinacién de ambos esterol y estanol.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién o para uso en los métodos y
usos de la presente invencidn se caracteriza usando los siguientes criterios:

(i) la enzima posee actividad aciltransferasa, que se puede definir como una actividad de transferencia de
éster mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a un
aceptor de acilo para formar un nuevo éster; y

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

Preferentemente, la X del motivo GDSX es L o Y. Mas preferentemente, la X del motivo GDSX es L. Por lo tanto,
preferentemente, la enzima de acuerdo con la presente invencion comprende el motivo de secuencia de
aminoacidos GDSL.

El motivo GDSX estd comprendido por cuatro aminoacidos conservados. Preferentemente, la serina dentro del
motivo es una serina catalitica de la enzima lipido aciltransferasa. Convenientemente, la serina del motivo GDSX
puede estar en una posicion que corresponde a la Ser-16 en la enzima lipolitica de Aeromonas hydrophila explicada
en Brumlik y Buckley (Journal of Bacteriology, abril 1996, vol. 178, n.° 7, pags. 2060-2064).

Para determinar si una proteina tiene el motivo GDSX de acuerdo con la presente invencion, la secuencia se
compara preferentemente con los perfiles de modelos ocultos de Markov (perfiles de HMM) de la base de datos
Pfam de acuerdo con los procedimientos explicados en los documentos W02004/064537 o W0O2004/064987.

Pfam es una base de datos de familias de dominios proteicos. Pfam contiene alineamientos de secuencias multiples
revisados a mano para cada familia, asi como un perfil de modelos ocultos de Markov (perfiles de HMM) para
identificar estos dominios en las secuencias nuevas. Se puede encontrar una introduccién a Pfam en Bateman A et
al. (2002) Nucleic Acids Res. 30; 276-280. «Hidden Markov models are used in a number of databases that aim at
classifying proteins», para una revision, consulte Bateman A y Haft DH (2002) Brief Bioinform 3; 236-245.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids=122300- 32&dopt=Abstract,
http://www.ncbi.nlm.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 cédmo se aplican en la base de datos Pfam,
véase Durbin R, Eddy S, y Krogh A (1998) Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins and nucleic
acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4. El paquete de programas Hammer se puede conseguir de
la Universidad de Washington, St. Louis, EE.UU.

Alternativamente, el motivo GDSX se puede identificar con el paquete de programas Hammer, cuyas instrucciones
estan en Durbin R, Eddy S, y Krogh A (1998) Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins and
nucleic acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4 y en las referencias que contiene, y el perfil de
HMMER?2 proporcionado dentro de esta especificacion.

A la base de datos Pfam se puede acceder, por ejemplo, a través de varios servidores, que se encuentran
actualmente localizados en los siguientes sitios web:

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

http://pfam.wustl.edu/
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http://pfam.jouy.inra.fr/
http://pfam.cgb.ki.se/

La base de datos ofrece la posibilidad de busquedas mediante la introduccién de una secuencia proteica. Usando
los pardametros por defecto de la base de datos, se analizara la presencia de dominios Pfam en la secuencia
proteica. El dominio GDSX es un dominio consolidado en la base de datos y, como tal, se detectara su presencia en
cualquier secuencia de consulta. La base de datos devolvera el alineamiento de la secuencia consenso de
Pfam00657 con la secuencia de consulta.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la invencién se puede alinear
con la secuencia consenso de Pfam00657 (para una explicacion detallada, consulte los documentos
W02004/064537 o WO2004/064987).

Preferentemente, un emparejamiento positivo con el perfil de modelo oculto de Markov (perfil de HMM) de la familia
del dominio Pfam00657 indica la presencia del dominio GDSL o GDSX de acuerdo con la presente invencion.

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia consenso de Pfam00657, la lipido aciltransferasa para uso en
los métodos o usos de la invencion puede tener al menos uno, preferentemente mas de uno, preferentemente mas
de dos, de los siguientes: un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. Convenientemente, la lipido
aciltransferasa tiene un bloque GDSx y un bloque GANDY. Alternativamente, la enzima puede tener un bloque
GDSx y un bloque HPT. La enzima comprende al menos un bloque GDSx.

Preferentemente, los residuos del motivo GANDY se seleccionan entre GANDY, GGNDA, GGNDL, mas
preferentemente GANDY.

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia consenso de Pfam00657, la enzima para uso en los métodos o
usos de la invencion tiene al 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 siguientes restos aminoacidicos cuando se compara con la
secuencia del polipéptido de referencia de A. hydrophila, a saber SEQ ID n.° 1: 28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly,
33Asp, 34Ser, 35hid, 130hid, 131Gly, 132Hid, 133Asn, 134Asp, 135hid, 309His.

El dominio GDSX de Pfam00657 es un identificador Unico que distingue las proteinas que poseen este dominio del
resto de las enzimas.

La secuencia consenso de Pfam00657 se presenta en la figura 12 como SEQ ID n.° 2. Procede de la identificacion
de la familia 00657 de Pfam, version 6 de la base de datos, que también se puede denominar en el presente
documento pfam00657.6.

La secuencia consenso se puede actualizar con otras versiones de la base de datos Pfam (por ejemplo, véanse los
documentos W02004/064537 o W0O2004/064987).

La presencia de los bloques GDSx, GANDY y HPT se encuentran en la familia 00657 de Pfam de las dos versiones
de la base de datos. Las futuras versiones de la base de datos Pfam se pueden utilizar para identificar la familia
00657 de Pfam.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion se
puede caracterizar usando los siguientes criterios:

(i) la enzima posee actividad aciltransferasa, que se puede definir como una actividad de transferencia de
éster mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a un
aceptor de acilo para formar un nuevo éster;

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

(iii) la enzima comprende His-309 o comprende un resto de histidina en una posicién que corresponde a la
His-309 en la enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en las figuras 11y 13 (SEQ ID
n.°10SEQIDn.° 3).

Preferentemente, el resto aminoacidico del motivo GDSX es L.

Enla SEQID n°3 oenla SEQID n.° 1, los primeros 18 restos aminoacidicos forman una secuencia sefial. La His-
309 de la secuencia completa, que es la proteina que incluye la secuencia sefial, equivale a la His-291 de la parte
madura de la proteina, esto es, la secuencia sin la secuencia sefal.
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En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion
comprende el siguiente trio catalitico: Ser-34, Asp-134 e His-309, o comprende un resto de serina, un resto de acido
aspértico o un resto de histidina, respectivamente, en las posiciones que corresponden a Ser-34, Asp-134 e His-309
en la enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila presentada en la figura 13 (SEQ ID n.° 3) o en la figura
11 (SEQ ID n.° 1). Tal y como se declara mas arriba, en la secuencia mostrada en la SEQID n.°3 o0la SEQID n.° 1,
los primeros 18 restos aminoacidicos forman una secuencia sefial. Ser-34, Asp-134 e His-309 de la secuencia
completa, que es la proteina que incluye la secuencia sefial, equivalen a Ser-16, Asp-116 e His-291 de la parte
madura de la proteina, esto es, la secuencia sin la secuencia sefial. En la secuencia consenso de pfam00657, tal y
como se presenta en la figura 12 (SEQ ID n.° 2), los restos del centro activo corresponden a Ser-7, Asp-157 e His-
348.

En una realizacién, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion se
pueden caracterizar utilizando los siguientes criterios:

(i) la enzima posee actividad aciltransferasa, que se puede definir como una actividad de transferencia de éster
mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a un aceptor de
acilo para formar un nuevo éster; y

(i) la enzima comprende al menos Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134 e His-309 o comprende restos de glicina, acido
aspartico, serina, acido aspartico e histidina en las posiciones que corresponden a Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134
e His-309, respectivamente, en la enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en la figura 13
(SEQID n.°3) o en la figura 11 (SEQ ID n.° 1).

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion
comprende uno o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(i) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 3 (véase la figura 13)
(ii) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 4 (véase la figura 14)
(iii) 1a secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 5 (véase la figura 15)
(iv) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 6 (véase la figura 16)
(v) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 7 (véase la figura 17)
(vi) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 8 (véase la figura 18)
(vii) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 9 (véase la figura 19)
(viii) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 10 (figura 20)

(ix) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 11 (figura 21)

(x) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 12 (figura 22)

(xi) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 13 (figura 23)

(xii) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 14 (figura 24)

(xiii) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 1 (figura 11)

(xiv) la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 15 (figura 25) o una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas con una cualquiera de las secuencias presentadas como
SEQIDn.°1,SEQIDN.°3,SEQIDNn.°4,SEQIDn.°5,SEQIDn.°6, SEQIDn.°7, SEQIDn.°8, SEQID n.°
9,SEQID n.°10,SEQID n.° 11, SEQID n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID n.° 14, 0 SEQ ID n.° 15.

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion
comprende tanto la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 3 0 como SEQIDn.°40SEQIDn.°10
SEQ ID n.° 15 o comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente
del 80% o mas, preferentemente del 85% o mas, preferentemente del 90% o mas, preferentemente del 95% o mas,
con la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 3 o la secuencia de aminoacidos presentada como
SEQ ID n.° 4 o la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 1 o la secuencia de aminoacidos
presentada como SEQ ID n.° 15.

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion
comprende una secuencia de aminoacidos con una identidad del 80% o mas, preferentemente del 85% o mas, mas
preferentemente del 90% o mas, e incluso mas preferentemente del 95% o mas, con una cualquiera de las
secuencias presentadas como SEQ ID n.° 3, SEQIDn.°4, SEQIDn.°5, SEQIDn.°6, SEQIDn.°7, SEQID n.° 8,
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SEQIDNn.°9,SEQIDn.° 10, SEQIDn.° 11, SEQID n.°12, SEQID n.° 13, SEQID n.° 14, SEQID n.° 1,0 SEQ ID
n.° 15.

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion
comprende uno o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(a) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 1 a 100 de la SEQ ID n.° 3o de la
SEQIDn.°1;

(b) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 101 a 200 de la SEQ ID n.° 3 o de
laSEQIDn.°1;

(c) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 201 a 300 de la SEQ ID n.° 3 o de
laSEQIDNn.°1;0

(d) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas,
mas preferentemente del 90% o mas, incluso mas preferentemente del 95% o mas, con una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos definidas mas arriba en (a)-(c).

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion
comprende una o mas de las siguientes secuencias de aminoacidos:

(a) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 28 a 39 de la SEQ ID n.° 3 o de la
SEQIDn. 1;

(b) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 77 a 88 de la SEQ ID n.° 3 o de la
SEQID n.° 1;

(c) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 126 a 136 de la SEQ ID n.° 3 o de
la SEQID n.° 1;

(d) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 163 a 175 de la SEQ ID n.° 3 o de
laSEQIDn.°1;

(e) una secuencia de aminoacidos presentada como restos aminoacidicos 304 a 311 de la SEQ ID n.° 3 0 de
laSEQIDNn.1;0

(f) una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas,
mas preferentemente del 90% o mas, incluso mas preferentemente del 95% o més, con una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos definidas mas arriba en (a)-(e).

En un aspecto, la lipido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invencion puede ser la lipido
aciltransferasa de Candida parapsilosis como se explica en la EP 1275711. Asi, en un aspecto, la lipido
aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invencién puede ser una lipido aciltransferasa que
comprende una de las secuencias de aminoacidos presentadas en la SEQ ID n.° 17 (figura 28) o en la SEQ ID n.° 18
(figura 29).

Con mucha mas preferencia, la lipido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invencion puede
ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16 (figura
10), o una secuencia de aminoacidos que tiene un identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas, mas
preferentemente del 90% o mas, incluso mas preferentemente del 95% o mas, incluso mas preferentemente del 98%
0 mas, incluso mas preferentemente del 99% o mas, con la SEQ ID n.° 16. Esta enzima se podria considerar una
enzima variante.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencién puede ser una
lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT) o una variante de la misma (por ejemplo, una variante fabricada por
evolucion molecular).

Las LCAT adecuadas se conocen en la técnica y se pueden obtener de uno o méas de los siguientes organismos, por
ejemplo: mamiferos, ratas, ratones, pollos, Drosophila melanogaster, plantas, que incluyen Arabidopsis y Oryza
sativa, nematodos, hongos y levadura.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invenciéon puede ser una
lipido aciltransferasa obtenible, preferentemente obtenida, de cepas TOP 10 de E. coli que llevan pP et 12aAhydro y
pPet12aASalmo depositadas por Danisco A/S de Langegrogade, DK-1001 Copenague K, Dinamarca, bajo el
Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depdésito de Microorganismos para los Propdsitos
del Procedimiento en Materia de Patentes en la Coleccion Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimentarias
(NCIMB), C/ San Machar 23, Aberdeen, Escocia, Gran Bretafia, el 22 de diciembre de 2003 con los numeros de
acceso NICMB 41204 y NCIMB 41205, respectivamente.
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Las lipido aciltransferasas para uso en los métodos de la presente invencion altamente preferidas incluyen las
aisladas de Aeromonas spp., preferentemente Aeromonas hydrophila o A. salmonicida, mas preferentemente A.
salmonicida. Las mas preferentes lipido aciltransferasas para uso en la presente invencién estan codificadas por las
SEQ ID n.° 1, 3, 4, 15 y 16. El experto en la técnica reconocera que es preferible que los péptidos sefial de las
aciltransferasas se hayan escindido durante la expresion de la transferasa. El péptido sefial de las SEQ ID n.° 1, 3,
4, 15y 16 son los aminoacidos 1 a 18. Por lo tanto, las regiones mas preferentes son los aminoacidos 19 a 335 de la
SEQ ID n.° 1 y de la SEQ ID n.° 3 (A. hydrophila) y los aminoacidos 19 a 336 de las SEQ ID n.°4, SEQIDn.° 15y
SEQ ID n.° 16 (A. salmonicida). Cuando se usa para determinar la homologia de identidad de las secuencias de
aminoacidos, se prefiere que los alineamientos tal como se describen en la presente invenciéon usen la secuencia
madura.

Por lo tanto, las regiones mas preferentes para determinar la homologia (identidad) son los aminoacidos 19 a 335
para las SEQ ID n.° 1y 3 (A. hydrophila) y los aminoacidos 19 a 336 para las SEQ ID n.° 4, 15 y 16 (A. salmonicida).
Las SEQ ID n.° 34 y 35 son secuencias de proteinas maduras de las lipido aciltransferasas altamente preferentes de
A. hydrophila'y A. salmonicida, respectivamente.

Una lipido aciltransferasa para uso en la invencion también se puede aislar de Thermobifida, preferentemente T.
fusca, lo mas preferentemente la codificada por la SEQ ID n.° 28.

Una lipido aciltransferasa para uso en la invencion también se puede aislar de Streptomyces, preferentemente S.
avermitis, 1o mas preferentemente la codificada por la SEQ ID n.° 32. Otras posibles enzimas para uso en la
presente invencion de Streptomyces incluyen las codificadas por las SEQ ID n.° 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 31 y 33.
Los ejemplos muestran que la enzima codificada por la SEQ ID n.° 33 es muy eficaz para el desgomado.

Una enzima para uso en la invencion también se puede aislar de Corynebacterium, preferentemente C. efficiens, lo
mas preferentemente la codificada por la SEQ ID n.° 29.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos presentadas
como SEQ ID n.° 37, 38, 40, 41, 43, 45 0 47, o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos una identidad del
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas, o codificada por una de las secuencias nucleotidicas
presentadas como SEQ ID n.° 36, 39, 42, 44, 46 o 48, o una secuencia nucleotidica que tiene al menos una
identidad del 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion es
una lipido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolipidos y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al
menos un galactolipido a uno o mas sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima se puede obtener,
preferentemente se obtiene, de especies de Streptomyces.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion es
preferentemente una lipido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolipidos y/o capaz de transferir un
grupo acilo desde al menos un galactolipido a uno o méas sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima esta
codificada por un acido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un acido nucleico que comprende una secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID n.° 36;

b) un acido nucleico que esta relacionado con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID n.° 36 por la
degeneracion del cédigo genético; y

¢) un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos el
70% con la secuencia de nucleétidos mostrada en la SEQ ID n.° 36.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion es
preferentemente una lipido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoacidos como la mostrada en la
SEQ ID n.° 37 o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 60% con ella.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencién es
preferentemente una lipido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos un galactolipido y/o capaz de transferir un
grupo acilo desde al menos un galactolipido a uno o mas sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima
comprende una secuencia de aminoacidos como la presentada en la SEQ ID n.° 37 o una secuencia de aminoacidos
que tiene una identidad de al menos el 60% con ella.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion es
preferentemente una lipido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolipidos y/o capaz de transferir un
grupo acilo desde al menos un galactolipido a uno o mas sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima se puede
obtener, preferentemente se obtiene, de especies de Thermobifida, preferentemente Thermobifida fusca.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion es
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una enzima lipolitica capaz de hidrolizar al menos galactolipidos y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al
menos un galactolipido a uno o mas sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima se puede obtener,
preferentemente se obtiene, de especies de Corynebacterium, preferentemente Corynebacterium efficiens.

En una realizacion mas, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
presentadas como SEQ ID n.° 37, 38, 40, 41, 43, 45 0 47, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de al
menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas, o codificada por una cualquiera de las
secuencias de nucleétidos presentadas como SEQ ID n.° 39, 42, 44, 46 o 48, o una secuencia de nucleotidos que
tiene una identidad de al menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas.

En una realizacion mas, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente
invencién puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
presentadas como SEQ ID n.° 38, 40, 41, 45 0 47, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas para los usos descritos en la presente memoria.

En otra realizacién mas, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
presentadas como SEQ ID n.° 38, 40, o0 47, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos el 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 0 98% con ellas para los usos descritos en la presente memoria.

Mas preferentemente, en una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la
presente invencién puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos presentada
como SEQ ID n.° 47, o una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 96%, 97% 0 98% con ella.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 43 o
44, o una secuencia de aminoacidos con una identidad al menos del 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con
ellas.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 41, o
una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o
98% con ella.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolipidos y/o capaz de transferir un grupo
acilo desde al menos un galactolipido a uno o mas sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima esta codificada
por un &cido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en:

a) un acido nucleico que comprende una secuencia de nucle6tidos mostrada en la SEQ ID n.° 36;

b) un &cido nucleico que est4 relacionado con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID n.° 36 mediante la
degeneracion del cddigo genético; y

¢) un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos con una identidad al menos del 70% con
la secuencia de nucledtidos mostrada en la SEQ ID n.° 36.

En una realizacién, la lipido aciliransferasa de acuerdo con la presente invencién puede ser una lipido
aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente que se obtiene, de las cepas L130 y L131 de Strepfomyces
depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenague K, Dinamarca, bajo el Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depésito de Microorganismos para los Propésitos del Procedimiento en
Materia de Patentes en la Coleccién Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimentarias (NCIMB), C/ San
Machar 23, Aberdeen, Escocia, Gran Bretafia, el 25 de junio de 2004 con los numeros de acceso NICMB 41226 y
NCIMB 41227, respectivamente.

Las lipido aciltransferasas adecuadas para uso de acuerdo con la presente invencién y/o los métodos de la presente
invencion pueden comprender una cualquiera de las siguientes secuencias de aminoacidos y/o ser codificada por las
siguientes secuencias de nucledtidos:

un polinucleétido que codifica una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion (SEQ ID n.° 16);
una secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion (SEQ ID n.° 17).

Una enzima lipido aciltransferasa adecuada para uso en los métodos de la invencién también se puede identificar
mediante el alineamiento con la secuencia de la L131 (SEQ ID n.° 37) usando Align X, el algoritmo de alineamiento
de dos en dos de Clustal W, de Vector NTI, con los ajustes por defecto.
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Un alineamiento de la L131 y los homologos de S. avermitilis y T. fusca ilustra la conservacién del motivo GDSx
(GDSY en L131, S. avermitilis y T. fusca), de la caja GANDY, que es tanto GGNDA como GGNDL, y del bloque HPT
(que se considera que es la histidina catalitica conservada). Estos tres bloques conservados aparecen resaltados en
la figura 61.

Cuando se alinea a la secuencia consenso de Pfam00657 de Pfam (como se describe en el documento WO04/0649)
y/o la secuencia de L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID n.° 37)), es posible identificar tres regiones
conservadas: el bloque GDSx, el bloque GANDY y el bloque HPT (véase el documento WO04/064987 para mas
informacion).

Cuando se alinea a la secuencia consenso de Pfam00657 de Pfam (como se describe en el documento
WO04/064987) y/o la secuencia de L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID n.° 37)

i) La enzima lipido aciltransferasa de la invencién, o para uso en los métodos de la invencion, tiene
preferentemente un motivo GDSx, mas preferentemente un motivo GDSx seleccionado entre el motivo GDSL
o el GDSY.

ii) La enzima lipido aciltransferasa de la invencion, o para uso en los métodos de la invencion, tiene
preferentemente un bloque GANDY, mas preferentemente un bloque GANDY que comprende los
aminoacidos GGNDx, mas preferentemente GGNDA o GGNDL.

y/o

iii) La enzima de la invencién, o para uso en los métodos de la invencién, tiene preferentemente un bloque
HTP.

Y preferentemente

iv) La enzima galactolipasal/lipido aciltransferasa de la invencién, o para uso en los métodos de la invencion, tiene
preferentemente un motivo GDSx o GDSY, y un bloque GANDY que comprende los aminoacidos GGNDX,
preferentemente GGNDA o GGNDL, y un bloque HPT (histidina conservada).

Convenientemente, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos o usos de la presente invencién puede ser una
lipido aciltransferasa variante, en cuyo caso la enzima se puede caracterizar por que la enzima comprende el motivo
de secuencia de aminoacidos GDSX, en donde X es uno o mas de los restos aminoacidicos siguientes L, A, V, |, F,
Y,H Q T,N, Mo S, y en donde la enzima variante comprende una o mas modificaciones de aminoacido en
comparaciéon con una secuencia madre en uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el
conjunto 2, o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7 (definidos mas adelante).

Por ejemplo, la enzima lipido aciltransferasa variante para uso en los métodos y usos de la presente invencion se
puede caracterizar por que la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en donde la X es
uno o mas de los restos aminoacidicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M 0 S, y en donde la enzima variante
comprende una o mas modificaciones de aminoacido en comparacién con una secuencia madre en uno o mas de
los restos aminoacidicos detallados en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7
(definidos mas adelante) identificados por que dicha secuencia madre esté estructuralmente alineada con el modelo
estructural de P10480 definido en la presente memoria, que se obtiene preferentemente por el alineamiento
estructural de las coordenadas estructurales del cristal de P10480 con 11VN.PDB y/o 1DEO.PDB, como se explica
en la presente memoria.

En una realizacién mas, la enzima variante de lipido aciltransferasa para uso en los métodos o usos de la presente
invencién se puede caracterizar por que la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en
donde X es uno o mas de los restos aminoacidicos siguientes L, A, V, |, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en donde la
enzima variante comprende una o mas modificaciones de aminoacido en comparacién con una secuencia madre en
uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos explicados en el conjunto 2 identificados cuando dicha
secuencia madre esta alineada con la secuencia consenso de Pfam (SEQ ID n.° 2, figura 12) y modificados de
acuerdo con un modelo estructural de P10480 para asegurar el mejor solapamiento (véase la figura 30), tal y como
se explica en la presente memoria.

Convenientemente, la enzima variante de lipido aciltransferasa puede comprender una secuencia de aminoacidos,
cuya secuencia de aminoacidos se muestra como SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 3, SEQID n.°4, SEQ ID n.° 5, SEQ ID
n.°6,SEQIDNn.°7 SEQIDNn°8, SEQIDNn°19, SEQID n.° 10, SEQID n.° 11, SEQ ID n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ
IDn.°14,SEQID n.° 1, SEQID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27, SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29,
SEQ ID n.° 30, SEQ ID n.° 32, o SEQ ID n.° 33, salvo por una o mas modificaciones de aminoacido en uno
cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en
el conjunto 7 (que se definen mas adelante) identificados por alineamiento de secuencias con la SEQ ID n.° 34.

Alternativamente, la enzima variante de lipido aciltransferasa puede ser una enzima variante que comprende una
secuencia de aminoacidos, cuya secuencia de aminoacidos se muestra como SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 3, SEQ ID
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n°4,SEQIDn°5 SEQIDN.°6, SEQIDNn.°7, SEQID n.°8, SEQID n.° 19, SEQID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ ID
n.°12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID n.° 14, SEQ ID n.° 1, SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27,
SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29, SEQ ID n.° 30, SEQ ID n.° 32, o SEQ ID n.° 33, salvo por una o mas modificaciones
de aminoacido en uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o
en el conjunto 6 o en el conjunto 7 identificados mediante el alineamiento estructural de la secuencia madre con el
modelo estructural de P10480 definido en la presente memoria, que se obtiene preferentemente mediante el
alineamiento estructural de las coordenadas de la estructura cristalina de P10480 con 1IVN.PDB y/o 1DEO.PDB
como se explica en la presente memoria.

Alternativamente, la enzima variante de lipido aciltransferasa puede ser una enzima variante que comprende una
secuencia de aminoacidos, cuya secuencia de aminoacidos se muestra como SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 3, SEQ ID
n°4,SEQIDn°5 SEQIDNn.°6, SEQIDNn.°7, SEQID n.°8, SEQID n.° 19, SEQID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ ID
n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID n.° 14, SEQ ID n.° 1, SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27,
SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29, SEQ ID n.° 30, SEQ ID n.° 32, 0o SEQ ID n.° 33, salvo por una o mas modificaciones
de aminoacido en uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos explicados en el conjunto 2 identificados
cuando dicha secuencia madre esta alineada con la secuencia consenso de Pfam (SEQ ID n.° 2) y esta modificada
de acuerdo con un modelo estructural de P10480 para garantizar el mejor solapamiento (véase la figura 30) como se
explica mas adelante.

La terminologia «que modifica» tal y como se utiliza en la presente memoria significa afiadir, sustituir y/o eliminar.
Preferentemente, la terminologia «que modifica» significa «que sustituye».

Para evitar las dudas, cuando un aminoacido de la enzima madre esta sustituido, esta preferentemente sustituido
por un aminoéacido que es diferente al que se encuentra originalmente en dicha posicién en la enzima madre, para
asi producir una enzima variante. En otras palabras, la terminologia «sustitucion» no pretende cubrir el reemplazo de
un aminoacido por el mismo aminoéacido.

Preferentemente, la enzima madre es una enzima que comprende la secuencia de aminoacidos presentada como
SEQID n.° 34 y/o SEQ ID n.° 15 y/o SEQ ID n.° 35.

Preferentemente, la enzima variante es una enzima que comprende una secuencia de aminoacidos, cuya secuencia
de aminoacidos se muestra como SEQ ID n.° 34 o SEQ ID n.° 35, salvo por una o mas modificaciones de
aminoacido en uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en
el conjunto 6 o en el conjunto 7.

En una realizacion, la enzima variante comprende preferentemente una o mas modificaciones de aminoacido en
comparacion con la enzima madre en al menos uno de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 4.

Convenientemente, la enzima variante comprende una o mas de las siguientes modificaciones de aminoacido en
comparacién con la enzima madre:

S3E,A,G K,M,Y,R,P,N, ToG
E309Q, R o A, preferentemente Q o R
-318Y, H, S oY, preferentemente Y.

Preferentemente, la X del motivo GDSX es L. Por esta razén, la enzima madre comprende preferentemente el
motivo de aminoacidos GDSL.

Preferentemente, el método para producir una enzima variante de lipido aciltransferasa comprende una o mas de las
siguientes etapas:

1) Cartografia por homologia estructural o
2) Alineamiento por homologia de secuencia.

Convenientemente, la cartografia por homologia estructural puede comprender una o mas de las siguientes etapas:
i) alinear la secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) presentado en la figura 46;

ii) seleccionar uno o mas restos aminoacidicos dentro de una esfera de 10 A centrada en el atomo de
carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o mas restos
aminoacidicos definidos en el conjunto 1 0 en el conjunto 2); y

iii) modificar uno 0 mas aminoacidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) en dicha secuencia madre.

En una realizacion, el residuo aminoacidico seleccionado puede residir dentro de una esfera de 9 A,
preferentemente de 8, 7, 6, 5, 4 0 3 A, con centro en el atomo de carbono central de la molécula de glicerol en el
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centro activo (véase la figura 47).
Convenientemente, la cartografia de homologia estructural puede comprender una o mas de las siguientes etapas:
i) alinear una secuencia madre con un modelo estructural (11VN.PDB) presentado en la figura 46;

i) seleccionar uno o mas aminoécidos dentro de una esfera de 10 A centrada en el atomo de carbono central
de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o0 mas restos aminoacidicos
definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2);

iii) determinar si uno o mas restos aminoacidicos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) estan altamente
conservados (en particular, si son restos del centro activo y/o parte del motivo GDSx y/o parte del motivo
GANDY); y

iv) modificar uno o mas aminoacidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii), excluyendo las regiones
conservadas identificadas de acuerdo con la etapa (iii) en dicha secuencia madre.

En una realizacion, el resto aminoacidico seleccionado puede residir dentro de una esfera de 9 A, preferentemente
de 8, 7,6, 5,4 03 A, cuyo centro esta en el atomo de carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo
(véase la figura 47).

Alternativamente a, o en combinacion con, la cartografia por homologia estructural descrita mas arriba, la cartografia
de homologia estructural se puede llevar a cabo seleccionando regiones especificas en lazo (LR) o regiones
intermedias (IVR) deducidas del alineamiento de Pfam (alineamiento 2, figura 48) superpuesto con el modelo de
P10480 y 1IVN. Las regiones en lazo (LR) o las regiones intermedias (IVR) se definen en la siguiente tabla:

Posicion del aminoacido en P10480 (SEQ ID n.° 34)
IVR1 1-19
Lazo1 (LR1) 20-41
IVR2 42-76
Lazo2 (LR2) 77-89
IVR3 90-117
Lazo3 (LR3) 118-127
IVR4 128-145
Lazo4 (LR4) 146-176
IVR5 177-207
Lazo5 (LR5) 208-287

IVR6 288-317

En algunas realizaciones de la presente invencion, la enzima aciltransferasa variante para uso en los métodos y
usos de la presente invencién no solo comprende modificaciones de un aminoacido en uno o mas de los
aminoacidos definidos en uno cualquiera de los conjuntos 1 a4 y 6 a 7, sino que también comprende al menos la
modificacion de un aminoacido en una o mas de las regiones intermedias definidas mas arriba (NR1-6)
(preferentemente en una o mas de las IVR 3, 5 y 6, mas preferentemente en la IVR 5 o la IVR 6) y/o en una o0 mas
de las regiones en lazo definidas anteriormente (LR1 a 5) (preferentemente en una o mas de LR1, LR2 o LR5, mas
preferentemente en la LR5).

En una realizacién, la aciltransferasa variante para uso en los métodos y usos de la presente invencion puede
comprender una o mas modificaciones de aminoacido, que no solo estan definidas en uno o mas de los conjuntos 2,
4, 6 y 7, sino que también en una o mas de las IVR 1-6 (preferentemente dentro de las IVR 3, 5 0 6, mas
preferentemente dentro de la IVR 5 o la IVR 6) o dentro de una o mas de las LR 1 a 5 (preferentemente dentro de
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las LR1, LR2 o LR5, mas preferentemente dentro de LR5).

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencién puede
comprender una o mas modificaciones de aminoacido que no solo estan en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino
que también en la IVR3.

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion puede
comprender una o mas modificaciones de aminoacido que no solo estan en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino
que también en la IVR5.

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invenciéon puede
comprender una o mas modificaciones de aminoacido que no solo estan en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino
que también en la IVR6.

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion puede
comprender una o mas modificaciones de aminoacido que no solo estan en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino
que también en la LR1.

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion puede
comprender una o mas modificaciones de aminoacido que no solo estan en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino
que también en la LR2.

Igualmente, en algunas realizaciones de la presente invencion, la enzima variante aciltransferasa para uso en los
métodos y usos de la presente invencion no solo comprende la modificacion de un aminoacido de uno o mas
residuos aminoacidicos que residen dentro de una esfera de 10 A, preferentemente de 9, 8, 7, 6, 5, 4, 0 3 A, con
centro en el atomo de carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47), sino que
también comprende al menos una modificacién de aminoacido en una o mas de las regiones intermedias definidas
mas arriba (IVR1 a 6) (preferentemente en una o mas de las IVR 3, 5 0 6, mas preferentemente enla IVR 50 en la
IVR 6) y/o una o mas de las regiones en lazo definidas mas arriba (LR1 a 5) (preferentemente en una o mas de LR1,
LR2 o LR5, mas preferentemente en LR5).

En una realizacién, la modificacién de aminoacido es preferentemente en uno o mas restos aminoacidicos que
residen dentro de una esfera de 10 A y también dentro de LR5.

Por esta razon, la cartografia por homologia estructural puede comprender una o mas de las etapas siguientes:
i) alinear una secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) mostrado en la figura 46;

i) seleccionar uno o mas restos aminoacidicos dentro de una esfera de 10 A con centro en el atomo de
carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o mas restos
aminoacidicos definidos en el conjunto 1 o0 en el conjunto 2); y/o seleccionar uno o mas restos aminoacidicos
dentro de IVR1 a 6) (preferentemente dentro de IVR 3, 5 0 6, mas preferentemente dentro de IVR 5 o de IVR
6); y/o seleccionar uno o mas restos aminoacidicos dentro de LR1 a 5 (preferentemente dentro de LR1, LR2 o
LR5, mas preferentemente dentro de LR5); y

iii) modificar uno o mas aminoacidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) en dicha secuencia madre.

En una realizacién, el resto aminoacidico seleccionado puede residir dentro de una esfera de 9 A, preferentemente
dentro de una esfera de 8, 7, 6, 5, 4 0 3 A, con centro en el &tomo de carbono central de la molécula de glicerol en el
centro activo (véase la figura 47).

Convenientemente, la cartografia por homologia estructural puede comprender una o mas de las etapas siguientes:
i) alinear una secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) mostrado en la figura 46;

ii) seleccionar uno o mas aminoacidos dentro de una esfera de 10 A con centro en el 4tomo de carbono
central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o mas de los restos
aminoacidicos definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2); y/o seleccionar uno o mas restos aminoacidicos
dentro de IVR1 a 6 (preferentemente dentro de IVR 3, 5 o 6, mas preferentemente dentro de IVR 5 o IVR 6);
y/o seleccionar uno o mas restos aminoacidicos dentro de LR1 a 5 (preferentemente dentro de LR1, LR2 o
LR5, mas preferentemente dentro de LR5):

iii) determinar es uno o mas restos aminoacidicos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) estan altamente
conservados (en particular si son restos del centro activo y/o parte del motivo GDSx y/o parte del motivo
GANDY): y

modificar uno o mas aminoacidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii), excluyendo las regiones conservadas
identificadas de acuerdo con la etapa (iii) en dicha secuencia madre.
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Convenientemente, los uno o mas aminoacidos seleccionados en los métodos detallados mas arriba no estan solo
en la esfera de 10 A con centro en el 4tomo de carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase
la figura 47) (tal como uno o mas de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2), sino que
también se encuentran dentro de una o mas de las IVR 1 a 6 (preferentemente dentro de las IVR 3, 5 0 6, mas
preferentemente dentro de la IVR 5 o de la IVR 6) o dentro de una o mas de las LR 1 a 5 (preferentemente dentro de
LR1 0 LR2 o0 LR 5, mas preferentemente dentro de LR5).

En una realizacién, las modificaciones de uno o mas aminoacidos estan preferentemente en LR5. Cuando es el caso
de que la modificacion o modificaciones estan dentro de LR5, la modificacion no es una que se defina en el conjunto
5. Convenientemente, las modificaciones de uno o mas aminoacidos no solo caen dentro de la region definida por
LR5, sino que también constituyen un aminoacido dentro de uno o mas de conjunto 2, conjunto 4, conjunto 6 o
conjunto 7.

Convenientemente, el alineamiento por homologia de secuencia puede comprender una o mas de las etapas
siguientes:

i) seleccionar una primera lipido aciltransferasa madre;

ii) identificar una segunda lipido aciltransferasa relacionada que tenga una actividad deseable;

iii) alinear dicha primera lipido aciltransferasa madre y la segunda lipido aciltransferasa relacionada;
iv) identificar los residuos aminoacidicos que difieren entre las dos secuencias; y

v) modificar uno o mas de los restos aminoacidicos identificados de acuerdo con la etapa (iv) en dicha lipido
aciltransferasa madre.

Convenientemente, el alineamiento por homologia de secuencia puede comprender una o mas de las etapas
siguientes:

i) seleccionar una primera lipido aciltransferasa madre;

ii) identificar una segunda lipido aciltransferasa relacionada que tenga una actividad deseable;

iii) alinear dicha primera lipido aciltransferasa madre y la segunda lipido aciltransferasa relacionada;
iv) identificar los restos aminoacidicos que difieren entre las dos secuencias;

v) determinar si uno o mas restos aminoacidicos seleccionados de acuerdo con la etapa (iv) estan altamente
conservados (en particular si son restos del centro activo y/o parte del motivo GDSx y/o parte del motivo
GANDY); y

vi) modificar uno o mas de los restos aminoacidicos identificados de acuerdo con la etapa (iv) excluyendo las
regiones conservadas identificadas de acuerdo con la etapa (v) en dicha secuencia madre.

Convenientemente, dicha primera lipido aciltransferasa madre puede comprender una cualquiera de las secuencias
de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 3, SEQ ID n.° 4, SEQ ID n.° 5, SEQ ID n.° 6, SEQ ID n.° 7,
SEQID n.° 8, SEQID n.° 19, SEQ ID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ ID n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID n.° 14, SEQ ID
n.° 1, SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27, SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29, SEQ ID n.° 30,
SEQID n.°32 0 SEQID n.° 33.

Convenientemente, dicha segunda lipido aciltransferasa relacionada puede comprender una cualquiera de las
secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 3, SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 4, SEQ ID n.° 5, SEQ ID n.° 6, SEQ
IDn°7,SEQIDn.°8, SEQID n.° 19, SEQ ID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ ID n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID n.° 14,
SEQ ID n.° 1, SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27, SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29, SEQ ID
n.° 30, SEQ ID n.° 32 0 SEQ ID n.° 33.

La enzima variante debe comprender al menos una modificacion de aminoacido en comparaciéon con la enzima
madre. En algunas realizaciones, la enzima variante puede comprender al menos 2, preferentemente al menos 3,
preferentemente al menos 4, preferentemente al menos 5, preferentemente al menos 6, preferentemente al menos
7, preferentemente al menos 8, preferentemente al menos 9, preferentemente al menos 10, modificaciones de
aminoacido en comparacién con la enzima madre.

Cuando se hace referencia a los restos aminoacidicos en la presente memoria, la numeracion es la que se obtiene
del alineamiento de la secuencia variante con la secuencia de referencia presentada como SEQ ID n.° 34 o SEQ ID
n.° 35.

En un aspecto, la enzima variante comprende preferentemente una o mas de las sustituciones de aminoacido
siguientes:
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S3A,C,D,E,F,G,H, LKL, M,N,P,Q, R, T,V,W,0Y;ylo
L17A,C,D,E,F,G,H,, K, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
S18A,C,D,E,F, H,LK,L, M,N,P,Q,R, T, W, 0, y/lo
K22A,C,D,E,F,G,H,LLLM,N,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y; ylo
M23A,C,D,E,F, G, H,LK,L,N,P,Q,R, S, T,V,W,0Y;ylo
Y30A,C,D,E, G, H, LK, L, M,N,P,Q,R, S, T,V,0W, ylo
G40A,C,D,E,F, H,LK,L,LM,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0, ylo
N80A,C,D,E,F,G H,,K,L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y;ylo
P81A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,Q,R, S, T,V,W,0Y;ylo
K82A,C,D,E,F,G,H,I,L,M,N,P,Q,R,S, T,V,W,0Y;ylo
N87A,C,D,E,F,G,H, LK, L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y;ylo
N88A,C,D,E,F, G, H,LK.L,M,P,Q,R, S, T,V,W,0Y;ylo

W111A,C,D,E,F, G H,LK,L,M,N,P,Q,R, S, T,V,Wo Y; y/o

V112A,C,D,E,F, G, H, L K,L,M,N,P,Q,R, S, T, W, 0Y; y/o
A114C,D,E,F, G, H, LK, L,M,N,P,Q,R,S, T, V,W, 0Y; y/o
Y117A,C,D,E,F,G,H,LK,L,M,N,P,Q,R, S, T, V, 0 W; y/o
L118A,C,D,E,F, G, H,ILK, M,N,P,Q,R,S, T,V, W, 0Y; ylo
P156A,C,D,E,F, G, H,LK,L,M,N,Q,R, S, T,V,W, 0Y; ylo
D157A,C,E,F, G, H, LK, L,M,P,Q,R,S, T,V,W,0Y; ylo

G159A,C,D,E,F, H,LK,L,M,N,P,Q,R,S, T,V, W, 0, ylo
Q160A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,R,S, T,V, W, 0Y; ylo
N161A,C,D,E,F,G, H, L K,L,MP,Q,R, S, T,V,W, 0Y; y/o
P162A,C,D,E,F, G, H,LK,L, M,N,Q,R,S, T,V, W, 0Y; y/o
S163A,C,D,E,F,G,H,,K,L, M,N,P,Q,R, T, V, W, 0Y; ylo
A164C,D,E,F,G,H,LK,LLM,N,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y;ylo
R165A,C,D,E,F,G, H, I, K,L,M,N,P,Q, S, T,V,W, 0, ylo
S166A,C,D,E,F, G, H,LK,L,M,N,P,Q, R, T,V, W, 0Y; y/lo
Q167A,C,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,R, S, T,V, W, 0Y; ylo
K168AC,D,E,F, G, H,,LLLM,N,P,Q,R,S, T,V,W, 0, ylo
V169A,C,D,E,F,G, H, I, K,L,M,N,P,Q,R, S, T, W, 0Y; y/o
V170A,C,D,E,F,G, H, I, K,L,M,N,P,Q,R, S, T, W, 0Y; y/o
E171A,C,D,F, G, H,I,K,L,M,N,P,Q,R,S, T,V, W, 0Y; ylo
A172C,D,E,F,G,H,LK,LLM,N,P,Q,R, S, T,V,W, 0Y; ylo
Y179A,C,D,E,F, G, H,LK,L,M,N,P,Q,R, S, T, V, o W; y/o
H180A,C,D,E,F, G, K,LLM,P,Q,R, S, T,V,W, 0, y/lo

N181A,C,D,E,F,G, H, L K,L,M,P,Q,R,S, T,V, W, 0, y/lo
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Q182A,C,D,E,F, G, H,,K,L,M,N,P,R, S, T,V, W, oY, preferentemente K; y/o
M209A,C,D,E,F,G,H,, K,L,N,P,Q,R,S, T, V, W, 0Y; y/o
L210A,C,D,E,F,G,H, I, K, M,N,P,Q,R, S, T, V, W, 0Y; ylo
R211A,C,D,E,F,G, H, I, K,L,M,N,P,Q,R, S, T, V, W, 0 Y; y/o
N215A,C,D,E,F,G, H,I,K,L,M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; ylo
Y226A,C,D,E,G, H,,K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V, 0o W; y/o
Y230A,C,D,E,G, H,,K,L, M,N,P,Q,R, S, T, Vo W; ylo
K284A,C,D,E,F, G, H,I,L,M,N,P,Q,R,S, T,V, W, 0Y; ylo
M285A,C,D,E,F,G,H,, K,L,N,P,Q,R,S, T, V, W, 0Y; y/o
Q289A,C,D,E,F,G,H, I, K,L,M,N,P,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
V290A,C,D,E,F,G,H,,K,L,M,N,P,Q,R, S, T, W, 0Y; y/o
E309A,C,D,F,G,H, |, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V,W, 0Y; y/o
S310A,C,D,E,F,G,H, I, K,L,M,N,P,Q,R, T,V,W, 0.

Ademas, o alternativamente a ello, debe haber una o mas extensiones carboxiterminales. Preferentemente, la
extension carboxiterminal adicional estd comprendida por uno o mas aminoacidos alifaticos, preferentemente un
aminoacido apolar, mas preferentemente de |, L, V o G. Por esta razdn, la presente invencién da a conocer ademas
una enzima variante que comprende una o mas de las extensiones carboxiterminales siguientes: 318l, 318L, 318V,
318G.

Cuando ocurre que los restos en el esqueleto madre difieren de los de P10480 (SEQ ID n.° 2), tal y como se
determina mediante alineamiento por homologia y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1IVN, podria ser
deseable reemplazar los restos que se alinean con uno o mas de los restos aminoacidicos siguientes en P10480
(SEQ ID n.° 2): Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114,
Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, GIn167, Lys168,
Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284,
Met285, GIn289, Val290, Glu309 o Ser310, con el resto encontrado en P10480, respectivamente.

Las enzimas variantes que tienen menos actividad hidrolitica frente a un fosfolipido, tal como fosfatidilcolina (PC),
también podrian tener mas actividad transferasa desde un fosfolipido.

Las enzimas variantes que tienen mas actividad transferasa desde un fosfolipido, tal como fosfatidilcolina (PC),
también podrian tener mas actividad hidrolitica frente a un fosfolipido.

Convenientemente, uno o mas de los siguientes sitios puede intervenir en la fijacién del sustrato: Leu17; Ala114;
Tyr179; His180; Asn181; Met209; Leu210; Arg211; Asn215; Lys284; Met285; GIn289; Val290.

1. La modificacion de uno o mas de los siguientes restos podria dar lugar a una enzima variante con mas
actividad transferasa absoluta frente a fosfolipido:

S3, D157, S310, E309, Y179, N215, K22, Q289, M23, H180, M209, L210, R211, P81, V112, N80, L82, N88; N87

Las modificaciones especificas que podrian proporcionar una enzima variante en la que se haya mejorado la
actividad transferasa desde un fosfolipido se podrian seleccionar entre una o mas de las siguientes:

S3A,C,D,E,F,G,H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y, preferentemente N, E, K, R, A, P o M, lo mas
preferentemente S3A

D157A,C,E,F,G,H,,K,L,M,N,P,Q,R, S, T,V, Wo Y ; preferentemente D157S, R, E,N, G, T,V,Q,Ko C
S310A,C,D,E,F, G, H, LK, L, M,N,P,Q,R, T, V, W o Y; preferentemente S310T -318E
E309A,C,D,E,F,G, H, I, K,L,M,N,P,Q,R, T, V, Wo Y, preferentemente E309R, E,L, Ro A

Y179A,C,D,E,F, G, H, LK, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; preferentemente Y179D, T, E, R, N, V, K, Q0 S, mas
preferentemente E, R, N, V, Ko Q

N215A,C,D,E,F, G, H, I, K,L, M, P,Q,R, S, T, V, Wo Y; preferentemente N215S,L,Ro Y
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K22A,C,D,E,F, G, H,I,L,M,N,P,Q,R, S, T, V, W o Y; preferentemente K22E, R, Co A
Q289A,C,D,E,F,G,H,I,K,L,M,N,P,R,S, T, V, Wo Y, preferentemente Q289R, E, G,Po N
M23A,C,D,E,F,G, H,I, K,LN,P,Q,R, S, T, V,WoY, preferentemente M23K, Q,L, G, To S
H180A,C,D,E,F, G, I,K,L,M,P,Q,R, S, T, V, Wo Y; preferentemente H180 Q, Ro K
M209A,C,D,E,F,G,H, ILK,L,N,P,Q,R, S, T, V, Wo Y; preferentemente M209Q, S, R, A, N, Y,E,VolL
L210A,C,D,E,F,G,H,, K, M,N, P, Q,R, S, T, V, Wo Y; preferentemente L210R, A, V, S, T, |, Wo M
R211A,C,D,E,F, G, H,,K,L,M,N, P, Q, S, T, V, Wo Y; preferentemente R211T

P81A,C,D,E,F, G, H, I, K,L,M,N,Q,R, S, T, V, W o Y; preferentemente P81G

V112A,C,D,E,F, G, H,,K,L, M,N,P,Q,R, S, T, W o Y; preferentemente V112C

N80A,C,D,E,F,G H,LK,L,M,P,Q,R, S, T,V, Wo Y, preferentemente N8OR, G, N,D, P, T,E,V,A0 G
L82A,C,D,E,F,G,H, I, M\,N,P,Q,R, S, T,V, Wo Y, preferentemente L82N, So E

N88A,C,D,E,F,G H,,K,L,M,P,Q,R, S, T,V, Wo Y, preferentemente N88C

N87A,C,D,E,F,G, H,,K,L,M,P,Q,R, S, T, V, Wo Y, preferentemente N87M o G

La modificacion de uno o mas de los siguientes restos da lugar a una enzima variante que tiene una mayor actividad
transferasa absoluta frente a fosfolipido:

S3N,R, A G
M23K,Q,L,G, T,S
H180 R

L82 G

Y179 E,R,N,V,Ko Q
E309R,S,LoA

Una modificacion preferente es N80D. Este es el caso en particular cuando se usa la secuencia de referencia SEQ
ID n.° 35. Por lo tanto, en una realizacién preferente de la presente invencion, la lipido aciltransferasa de acuerdo
con la presente invencion comprende la SEQ ID n.° 35.

Tal y como se ha observado mas arriba, cuando se hace referencia a restos aminoacidicos especificos en la
presente memoria, la numeracién es la que se obtiene del alineamiento de la secuencia variante con la secuencia de
referencia presentada como SEQ ID n.34 o SEQ ID n.° 35.

Con mucha mas preferencia, la lipido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invencién puede
ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16 (figura
10), o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas, preferentemente del 85% o mas, mas
preferentemente del 90% o mas, incluso mas preferentemente del 95% o mas, incluso mas preferentemente del 98%
0 mas, incluso mas preferentemente del 99% o mas, con la SEQ ID n.° 16. Esta enzima se puede considerar una
enzima variante.

Para evitar que surjan dudas, cuando se explica un determinado aminoacido en un sitio especifico, por ejemplo
L118, esto se refiere al aminoacido especifico en el resto nimero 118 en la SEQ ID n.° 34 a menos que se indique
otra cosa. Sin embargo, el resto de aminoacido de la posicion 118 en una enzima madre diferente puede no ser
leucina.

Por esta razén, cuando se explica la sustitucion de un aminoacido en el resto 118, aunque se puede hacer
referencia a L118, el experto en la técnica debe entender rapidamente que cuando la enzima madre es diferente a la
mostrada en la SEQ ID n.° 34, el aminoacido a sustituir puede no ser leucina. Por lo tanto, es posible que, cuando se
sustituya una secuencia de aminoacidos en una enzima original que no es la enzima que tiene la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 34, el nuevo (sustituyente) aminoacido puede ser el mismo que se explica
en la SEQ ID n.° 34. Este puede ser el caso, por ejemplo, cuando el aminoacido en dicho resto 118 no es leucina y
es, por tanto, diferente del aminoacido en el resto 118 en la SEQ ID n.° 34. En otras palabras, en el resto 118, por
ejemplo, si la enzima madre tiene en esta posicion un aminoacido que no es leucina, este aminoacido se puede
sustituir por leucina de acuerdo con la presente invencion.
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Para los propésitos de la presente invencién, el grado de identidad se basa en el nimero de elementos de la
secuencia que son iguales. El grado de identidad de acuerdo con la presente invencion se puede determinar
adecuadamente por medio de programas informaticos conocidos en la técnica, tal como GAP proporcionado por el
paquete de programas del GCG (Manual del programa de paquete de Wisconsin, version 8, agosto de 1994,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, US53711) (Needleman y Wunsch [1970], J of
Molecular Biology 48, 443-445) usando los siguientes ajustes para la comparacién de secuencias polipeptidicas:
penalizacién por crear un hueco, 3,0, y penalizacién por extension del hueco, 0,1. Convenientemente, el grado de
identidad con respecto a una secuencia de aminoacidos se determina sobre al menos 20 aminoacidos contiguos,
preferentemente sobre al menos 30 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos 40 aminoacidos
contiguos, preferentemente sobre al menos 50 aminoacidos contiguos, preferentemente sobre al menos 60
aminodacidos contiguos.

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso de acuerdo con la presente invencién se puede
obtener, preferentemente se obtiene, de organismos de uno o mas de los siguientes géneros: Aeromonas,
Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium,
Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria,
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida y Corynebacterium.

Convenientemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso de acuerdo con la presente invencién se puede
obtener, preferentemente se obtiene, de uno o mas de lo siguientes organismos:

Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus, Mycobacterium,
Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptomyces
thermosacchari, Streptomyces avermitilis 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, Candida
parapsilosis Thermobifida fusca y Corynebacterium efficiens.

En un aspecto, preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa para uso de acuerdo con la presente invencion se
puede obtener, preferentemente se obtiene, de uno o mas de Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

En una realizacién, convenientemente, el esterol y/o el estanol pueden comprender una o mas de los rasgos
estructurales siguientes:

i) un grupo 3-B-hidroxilo o un grupo 3-a-hidroxilo; y/o
ii) anillos A:B en la posicion cis o anillos A:B en la posicién trans o C5-C6 es insaturado.

Los esteroles aceptores de acilo adecuados incluyen colesterol y fitoesteroles, por ejemplo a-sistosterol, -sitosterol,
estigmasterol, ergosterol, campesterol, 5,6-dihidrosterol, brassicasterol, a-espinasterol, {-espinasterol, y-
espinasterol, &-espinasterol, fucosterol, dimosterol, ascosterol, serebisterol, episterol, anasterol, hyposterol,
condrilasterol, desmosterol, calinosterol, poriferasterol, clionasterol, glucésidos de esterol, tocoferol, tocotrienol y
otros derivados o formas isoméricas sintéticos o naturales.

Ventajosamente, en una realizacion, el esterol aceptor de acilo es el tocoferol. Convenientemente, el tocoferol puede
ser uno o mas de y-, &, B- o d-a-tocoferol, que incluye el succinato de d-a-tocoferol, por ejemplo. En una realizacion,
preferentemente el esterol aceptor de acilo es el a-tocoferol.

En una realizacién, preferentemente, el método de acuerdo con la presente invencion incluye la etapa de afiadir
tocoferol, preferentemente a-tocoferol, al aceite.

En un aspecto, el esterol aceptor de acilo es preferentemente el colesterol.

En un aspecto, el esterol y/o estanol aceptor de acilo es preferentemente un esterol y/o estanol diferente al
colesterol.

En un aspecto de la presente invencion, convenientemente, puede actuar como el aceptor de acilo mas de un
esterol y/o estanol, convenientemente pueden actuar como el aceptor de acilo mas de dos esteroles y/o estanoles.
En otras palabras, en un aspecto de la presente invencion, convenientemente se puede producir mas de un éster de
esterol y/o éster de estanol. Convenientemente, cuando el colesterol es el aceptor de acilo, también puede actuar
como aceptor de acilo uno o0 mas esteroles adicionales o uno o mas estanoles. Por esta razén, en un aspecto, la
presente invencién da a conocer un método para la produccién in situ tanto de un éster de tocoferol como al menos
de otro éster de esterol o de estanol en combinaciéon. En otras palabras, la lipido aciltransferasa para algunos
aspectos de la presente invencién puede transferir un grupo acilo desde un lipido hasta tanto tocoferol como al
menos un esterol adicional y/o al menos un estanol.

En algunos aspectos, el aceite preparado de acuerdo con la presente invencion se podria utilizar para reducir el

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2367511713

riesgo de enfermedades cardiovasculares.

En un aspecto, el aceite preparado de acuerdo con la presente invencion se puede usar para reducir el colesterol en
el suero sanguineo y/o reducir la lipoproteina de baja densidad. Tanto el colesterol en el suero sanguineo como las
lipoproteinas de baja densidad se han asociado con determinadas enfermedades en los humanos, tales como
aterosclerosis y/o cardiopatias, por ejemplo. Por esta razén, se contempla que los aceites preparados de acuerdo
con la presente invencion se puedan utilizar para reducir el riesgo de tales enfermedades.

En otro aspecto de la presente invencion se da a conocer el uso de un aceite comestible de acuerdo con la presente
invencién para uso en el tratamiento y/o prevencion de las enfermedades cardiovasculares.

Por esta razdn, en un aspecto de la presente invencion se da a conocer el uso de un aceite comestible de acuerdo
con la presente invencién para uso en el tratamiento y/o prevencién de aterosclerosis y/o cardiopatias.

En un aspecto mas, la presente invencion da a conocer un medicamento que comprende un aceite comestible de
acuerdo con la presente invencion.

En un aspecto mas, la presente invencion da a conocer un método para tratar y/o prevenir una enfermedad en un
paciente humano o animal, comprendiendo dicho método la administracion al paciente de una cantidad eficaz de un
aceite comestible de acuerdo con la presente invencion.

Convenientemente, el esterol aceptor de acilo puede ser uno que se encuentre de forma natural en los aceites
comestibles o vegetales.

Alternativamente, o ademas, el esterol aceptor de acilo puede ser uno que se afiade al aceite comestible o vegetal.

Cuando se da el caso de que un esterol y/o un estanol se afiade a un aceite comestible, el esterol y/o estanol se
puede afadir antes, a la vez, o después, de afiadir la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion.
Convenientemente, la presente invencién puede abarcar la adicion de estanoles/esteroles exdgenos, en particular
fitoesteroles/fitoestanoles, a un aceite comestible o vegetal antes de afiadir, o a la vez que se afiade, la enzima de
acuerdo con la presente invencion.

Para algunos aspectos, uno o mas esteroles presentes en el aceite comestible se pueden convertir en uno o mas
estanoles antes de afiadir, o a la vez que se afiade, la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion.
Se puede emplear cualquier método adecuado para convertir esteroles en estanoles. Por ejemplo, la conversion se
puede llevar a cabo mediante hidrogenacion quimica, por ejemplo. La conversién se puede realizar antes de afiadir
la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion, o a la vez que se afiade la lipido aciltransferasa de
acuerdo con la presente invencion. Las enzimas adecuadas para la conversiébn de esteroles en estanoles se
explican en el documento WOO00/061771.

Convenientemente, la presente invencion se puede utilizar para producir ésteres de fitoestanol in situ en un aceite
comestible. Los ésteres de fitoestanol son mas solubles en las membranas lipidicas, mas biodisponibles y tienen
mejores beneficios sobre la salud (véase, por ejemplo, el documento W092/99640).

Una ventaja de la presente invencién es que los ésteres de esterol y/o estanol se producen en el aceite comestible
durante el desgomado del mismo. Una ventaja adicional es que la enzima desgoma sin aumentar, o sin aumentar
sustancialmente, el contenido de acidos grasos libres en el aceite comestible. La produccion de acidos grasos libres
puede ser perjudicial para el aceite comestible. Preferentemente, el método de acuerdo con la presente invencion da
lugar al desgomado de un aceite comestible en el que la acumulacién de acidos grasos libres esta reducida y/o
eliminada. Sin querer atarse a ninguna teoria, de acuerdo con la presente intencion, el acido graso que se elimina
del lipido se transfiere mediante la lipido aciltransferasa a un aceptor de acilo, por ejemplo un esterol y/o un estanol.
Por esta razédn, la cantidad global de acidos grasos en los productos alimenticios para consumo humano no
aumentan, o aumentan solo una cantidad insignificante. Esto esta en una clara contraposicién con la situacion en la
que las fosfolipasas, tales como la Lecitase Ultra, se utilizan en el desgomado enzimético de los aceites comestibles.
En particular, el uso de tales fosfolipasas puede ocasionar un aumento de la cantidad de acidos grasos libres en el
aceite comestible, lo que puede ser perjudicial. De acuerdo con la presente invencion, la acumulacion de acidos
grasos libres se reduce y/o elimina cuando se compara la cantidad de &cidos grasos libres que se habrian
acumulado cuando se haya utilizado una enzima fosfolipasa A, tal como la Lecitase Ultra™, en lugar de la lipido
aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion.

Una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencidon puede resultar adecuada para usar en el
desgomado enzimatico de los aceites vegetales o comestibles. Al procesar aceites vegetales o comestibles, el aceite
vegetal o comestible se trata con una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién de manera que se
hidrolice la mayor parte del fosfolipido. Preferentemente, los grupos acilo (acidos grasos) se transfieren desde los
lipidos polares a un aceptor de acilo. El proceso de desgomado da lugar tipicamente a la reduccién del contenido de
los lipidos polares, en particular de los fosfolipidos, en un aceite comestible debido a la hidrélisis de la mayor parte
(esto es, mas del 50%) del fosfolipido. Tipicamente, la fase acuosa que contiene el fosfolipido hidrolizado se separa
del aceite. Convenientemente, el aceite comestible o vegetal puede tener inicialmente (tratamiento previo con la
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enzima de acuerdo con la presente invencion) un contenido de fosforo de 50 a 250 ppm.

Como sera consciente el experto en la técnica, la terminologia «desgomado» tal y como se usa en la presente
memoria significa el refinado de aceite mediante la conversion de los fosfatidos (tales como lecitina, fosfolipidos y
aceite ocluido) en fosfatidos hidratables. El aceite que se ha desgomado es mas fluido y por esta razén se maneja
mejor que el aceite que no se ha desgomado.

La terminologia «transferasa» tal y como se usa en la presente memoria es intercambiable con la terminologia
«lipido aciltransferasa».

Convenientemente, la lipido aciltransferasa tal y como se define en la presente memoria cataliza una o mas de las
reacciones siguientes: interesterificacion, transesterificacion, alcohdlisis, hidrolisis.

La terminologia «interesterificacion» se refiere a la transferencia catalizada enzimaticamente de grupos acilo entre
un lipido dador y un lipido aceptor, en donde el lipido dador no es un grupo acilo libre.

La terminologia «transesterificacion» tal y como se utiliza en la presente invencién significa la transferencia
catalizada enzimaticamente de un grupo acilo desde un lipido dador (que no sea un acido graso libre) a un aceptor
de acilo (que no sea agua).

Tal y como se usa en la presente invencion, la terminologia «alcohdlisis» se refiere a la escision enzimatica de un
enlace covalente de un derivado acido mediante reaccion con un alcohol ROH de tal forma que los productos se
combinan con el H del alcohol y el otro producto se combina con el grupo OR del alcohol.

Tal y como se usa en la presente invencion, la terminologia «alcohol» se refiere a un compuesto alquilo que contiene
un grupo hidroxilo.

Tal y como se usa en la presente invencién, la terminologia «hidrélisis» se refiere a la transferencia catalizada
enzimaticamente de un grupo acilo desde un lipido al grupo OH de una molécula de agua.

La terminologia «sin aumentar o sin aumento sustancial de los acidos grasos libres» tal y como se utiliza en la
presente memoria significa que, preferentemente, la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion tiene
una actividad transferasa del 100% (esto es, transfiere el 100% de los grupos acilo desde un dador de acilo al
aceptor de acilo, sin ninguna actividad hidrolitica); sin embargo, la enzima podria transferir al aceptor de acilo menos
del 100% de los grupos acilo presentes en el dador de acilo lipidico. En tal caso, la actividad aciltransferasa da
cuenta de preferentemente al menos el 5%, mas preferentemente al menos el 10%, mas preferentemente al menos
el 20%, més preferentemente al menos el 30%, mas preferentemente al menos el 40%, mas preferentemente al
menos el 50%, mas preferentemente al menos el 60%, mas preferentemente al menos el 70%, mas preferentemente
al menos el 80%, mas preferentemente al menos el 90% y mas preferentemente al menos el 98%, de la actividad
enzimatica total. El porcentaje de actividad transferasa (esto es, la actividad transferasa como porcentaje de la
actividad enzimatica total) se puede determinar mediante el siguiente protocolo:

La enzima adecuada para uso en los métodos de la invencion tiene preferentemente actividad fosfolipasa en un
ensayo de actividad fosfolipasa estandar que se explica a continuacion.

Determinacion de la actividad fosfolipasa (ensayo de actividad fosfolipasa [PLU-7]):
Sustrato:

Se dispersaron L-o-fosfatidilcolina 95% vegetal al 0,6% (Avanti #441601), Triton-X 100 al 0,4% (Sigma X-100) y
CaCl; a 5 mM en tampén HEPES a 0,05 M, pH 7.

Procedimiento del ensayo:

Se afiadieron 400 pl del sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocoé en un Thermomixer de Eppendorf a 37
°C durante 5 min. A tiempo t = 0 se afadieron 50 ul de la solucién de enzima. También se analiz6 un blanco con
agua en lugar de enzima. La muestra se mezcl6 10 x 100 rpm en un Thermomixer de Eppendorf a 37 °C durante 10
min. A tiempo t = 10 se colocd el tubo Eppendorf en otro Thermomixer a 99 °C durante 10 min para parar la
reaccion.

Los acidos grasos libres de las muestras se analizaron con el kit NEFA C de WAKO GmbH.

La actividad enzimatica PLU-7 a pH 7 se calcul6 como micromoles de acidos grasos producidos por minuto en las
condiciones del ensayo.

Mas preferentemente, la lipido aciltransferasa también tendra actividad transferasa tal y como se define con el
protocolo que viene a continuacion:

Protocolo para la determinacion del porcentaje de actividad aciltransferasa:
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Un aceite comestible al cual se le ha afiadido una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencién se
puede extraer siguiendo la reaccion enzimatica con CHCI3:CH3OH 2:1 y la fase organica que contiene el material
lipidico se aisla y analiza por cromatografia gas-liquido (GLC) y HPLC de acuerdo con el procedimiento detallado
mas adelante. De los analisis de HPLC y GLC se puede determinar la cantidad de acidos grasos libres y uno o mas
ésteres de esterol/estanol. De la misma manera se analizd un control de aceite comestible al cual no se le habia
afadido la enzima de acuerdo con la presente invencion.

Calculo:

De los resultados de los analisis de GLC y de HPLC se puede calcular el incremento de acidos grasos libres y de
ésteres de esterol/estanol:

A% acido graso = % acido graso (enzima) — % acido graso (control); Mv acido graso = masa molecular media de los
acidos grasos;

A = A% éster de esterol/Mv éster de esterol (donde A% éster de esterol = % éster de esterol/estanol(enzima) — %
éster de esterol/estanol(control) y Mv éster de esterol = masa molecular media de los ésteres de esterol/estanol);

La actividad transferasa se calcula como un porcentaje de la actividad enzimatica total:

A%100
A+ A% acido graso/(Mv acido graso)

% actividad transferasa =

Si aumentan los acidos grasos en el aceite comestible, no aumentan preferentemente de forma sustancial, esto es,
en una cantidad significativa. Mediante esto se quiere decir que el aumento de acidos grasos libres no afecta
negativamente a la calidad del aceite comestible.

El aceite comestible utilizado para el ensayo de actividad aciltransferasa es preferentemente aceite de soja
complementado con esterol vegetal (1%) y aceite de fosfatidilcolina (2%) usando el método del ejemplo 3. Para el
ensayo se utilizd una dosis de enzima preferentemente de 0,2 PLU-7/g de aceite, mas preferentemente 0,08 PLU-
7/g de aceite. La cantidad de fosfolipido presente en el aceite y/o el porcentaje de conversion de esterol se
determiné preferentemente después de 4 horas, mas preferentemente después de 20 horas.

En algunos aspectos de la presente invencion, la terminologia «sin aumentar sustancialmente los acidos grasos
libres» tal y como se utiliza en la presente invencion significa que la cantidad de acidos grasos libres en un aceite
comestible tratado con una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion esta por debajo de la
cantidad de acidos grasos libres producidos en el aceite comestible cuando se ha utilizado una enzima diferente a la
lipido aciltransferasa de la presente invencion, tal como por ejemplo, cuando se compara con la cantidad de acidos
grasos libres producidos cuando se utiliza una enzima fosfolipasa convencional, por ejemplo Lecitase Utra™
(Novozymes A/S, Dinamarca).

Ademas de ello, o en su lugar, la valoracion del % de actividad transferasa en un aceite (mas arriba), para identificar
las enzimas lipido aciltransferasas mas preferentes para uso en los métodos de la invencién, se puede utilizar el
ensayo titulado «Protocolo para identificar lipido aciltransferasas para uso en la presente invencion» que viene a
continuacion.

Protocolo para identificar lipido aciltransferasas
Una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion es aquella que da lugar a:

i) la eliminacion de fosfolipidos presentes en un aceite de soja complementado con esterol vegetal (1%) y
aceite de fosfatidilcolina (2%) mediante el método explicado en el ejemplo 3.

ylo

i) la conversién (% de conversion) a éster de esterol del esterol afiadido cuando se usa el método explicado
en el ejemplo 3. Se puede utilizar el método de GLC que se explica en el ejemplo 5 para determinar la
cantidad de esterol y ésteres de esterol.

Para el ensayo, la dosis de enzima utilizada puede ser de 0,2 PLU-7/g de aceite, preferentemente 0,08 PLU-7/g de
aceite. La cantidad de fosfolipidos presente en el aceite y/o en la conversion (% de la conversion) de esteroles se
determina preferentemente después de 4 horas, mas preferentemente después de 20 horas.

En el protocolo para identificar las lipido aciltransferasas, después del tratamiento enzimatico, se afade
preferentemente un 5% de agua y se mezcla a fondo con el aceite. A continuacién se separa el aceite de la fase
acuosa mediante centrifugacion (véase «Enzyme-catalyzed degumming of vegetable oils» de Buchold, H. y Laurgi
A.-G., Fett Wissenschaft Technologie (1993), 95(8), 300-4, ISSN: 0931-5985), y se puede entonces analizar el
contenido de fosforo de la fase del aceite mediante el siguiente protocolo («Ensayo del contenido de fésforo»):
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Ensayo del contenido de fésforo

La cantidad de fosfolipidos presentes en un aceite después del desgomado se determina primero preparando la
muestra de aceite de acuerdo con la preparacion de la muestra explicada en el Método Oficial de la AOAC 999.10
(>espectrofotometria de absorciéon atdmica de los alimentos para plomo, cadmio, cinc, cobre e hierro después de
digestion por microondas, primera accion 1999 del Método AOAC-NMKL). La cantidad de fosfolipidos en el aceite se
mide asi mediante el analisis del contenido de fésforo en la muestra de aceite después del desgomado de acuerdo
con el Método Oficial de la AOAC 985.01 (>Método espectroscopico en plasma acoplado inductivamente para
metales y otros elementos en plantas y alimentos para mascotas, primera acciéon 1985, ultima accién 1988).

La cantidad de fosforo presente en el aceite después del desgomado esta preferentemente por debajo de 50 ppm,
preferentemente por debajo de 40 ppm, preferentemente por debajo de 30 ppm, preferentemente por debajo de 20
ppm, preferentemente por debajo de 10 ppm, preferentemente por debajo de 5 ppm. El aceite tras el desgomado, tal
y como se ilustra en los ejemplos, puede estar sustancialmente desprovisto de fosfolipidos, esto es, contener menos
de 1 ppm de fosfolipidos.

El porcentaje de conversion del esterol presente en el aceite es al menos del 1%, preferentemente al menos del 5%,
preferentemente al menos del 10%, preferentemente al menos del 20%, preferentemente al menos del 30%,
preferentemente al menos del 40%, preferentemente al menos del 50%, preferentemente al menos del 60%,
preferentemente al menos del 70%, preferentemente al menos del 80%, preferentemente al menos el d90%,
preferentemente al menos del 95%.

En una realizaciéon, el porcentaje de conversion del esterol presente en el aceite es al menos del 5%,
preferentemente al menos del 20%.

Desgomado con poca agua

Sorprendentemente, se ha encontrado que cuando una lipido aciltransferasa se utiliza en un procedimiento de
desgomado enzimatico de un aceite comestible, el desgomado enzimatico se puede llevar a cabo en un medio con
muy poca agua. Se sigue necesitando algo de agua, por ejemplo, cuando se afiade la enzima al aceite la enzima se
puede afadir en una cantidad pequefia de agua, tal como menos del 1%, preferentemente el 0,5%, mas
preferentemente menos del 0,2%, mas preferentemente menos del 0,1%.

Preferentemente, el contenido de agua en el aceite comestible en los procesos y usos de acuerdo con la presente
invencion es de menos del 1%, preferentemente menos del 0,5%, mas preferentemente menos del 0,2%, mas
preferentemente menos del 0,1%.

Por esta razén, una ventaja de la presente invencion es que cuando solo se usa una pequefia cantidad de agua (a
saber, <5%, preferentemente <1%, preferentemente <0,5%, preferentemente <0.2%) durante el desgomado
enzimatico, las gomas (esto es, la porcién que contiene el fosforo) se separan del aceite, por ejemplo en forma de un
precipitado sélido. El precipitado sélido se puede eliminar facilmente del aceite desgomado mediante métodos tales
como simple decantacion del aceite o eliminando la goma por filtracién, por ejemplo.

Esto contrasta enormemente con los procedimientos enzimaticos convencionales de desgomado, en los que se
afiade una cantidad significativa de agua al aceite. Esto se debe a que en los procedimientos enzimaticos
convencionales de desgomado posteriores al desgomado en presencia de un alto contenido de agua, se produce
una capa de agua que comprende la porcion que contiene el fésforo (por ejemplo, la porcién que comprende los
lisofosfolipidos). Esta capa de agua se debe eliminar y se puede eliminar por centrifugacion, por ejemplo. No
obstante, la eliminacién de la capa de agua es significativamente mas dificil que la eliminacion del precipitado sélido
obtenido cuando se usa el procedimiento de la presente invencion.

Por lo tanto, el procedimiento enzimatico de desgomado de acuerdo con la presente invencién se podria considerar
como un «procedimiento de desgomado con poca agua».

En una realizacién de la presente invencién, la goma se puede eliminar ajustando el agua al 5% en el aceite y luego
centrifugando el aceite (véase «Enzyme-catalyzed degumming of vegetable oils» de Buchold, H. y Laurgi A.-G., Fett
Wissenschaft Technologie (1993), 95(8), 300-4).

Por lo tanto, la invencién da a conocer un procedimiento para el desgomado de un aceite comestible, tal como un
aceite comestible crudo (por ejemplo, aceite de soja crudo), sin tener que lavar antes del desgomado ni tampoco
eliminar el agua afiadida durante el desgomado, que se necesitan cuando se utilizan fosfolipasas convencionales
tales como la fosfolipasa pancreatica y la Lecitase Ultra™.

Preferentemente, el aceite comestible tiene un contenido por debajo del 4,5% de agua, mas preferentemente por
debajo del 4%, por debajo del 3%, por debajo del 2%, por debajo de 1%, por debajo del 0,5%.

Convenientemente, el aceite comestible puede contener al menos un 0,1% de agua, tal como al menos un 0,3%,
0,4% 0 0,5%.
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Las lipido aciltransferasas preferentes para uso en la presente invencién se identifican como las que tienen una alta
actividad, tal como actividad hidrolitica de fosfolipidos elevada o actividad transferasa de fosfolipidos elevada sobre
los fosfolipidos en un medio oleoso, mas preferentemente las lipido aciltransferasas para uso en el desgomado
enzimatico tienen una actividad transferasa elevada de fosfolipido a esterol.

Tal y como se detalla mas arriba, se pueden identificar otras aciltransferasa adecuadas para uso en los métodos de
la invencion mediante la identificacion de la presencia de los bloques GDSx, GANDY y HPT tanto en el alineamiento
con la secuencia consenso de Pfam00657 (SEQ ID n.° 1), y/o alineamiento con una aciltransferasa con GDSx, por
ejemplo la SEQ ID n.° 28. Para valorar la idoneidad del desgomado, esto es, identificar las enzimas que tienen una
actividad transferasa de al menos el 5%, mas preferentemente de al menos el 10%, mas preferentemente de al
menos el 20%, mas preferentemente de al menos el 30%, mas preferentemente de al menos el 40%, mas
preferentemente de al menos el 50%, mas preferentemente de al menos el 60%, mas preferentemente de al menos
el 70%, mas preferentemente de al menos el 80%, més preferentemente de al menos el 90% y mas preferentemente
al menos el 98%, de la actividad enzimatica total, tales aciltransferasas se analizan mediante el ensayo «Protocolo
para la determinacion del porcentaje de actividad aciltransferasa» detallado mas arriba.

La presente invencion se refiere al uso de una lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion en el
desgomado de aceites vegetales comestibles y/o de aceites comestibles, y los métodos para desgomar aceites
comestibles o vegetales.

En un aspecto, la presente invencién puede dar a conocer un método que comprende el uso de una lipido
aciltransferasa para eliminar el contenido de fésforo no hidratable (NHP) en el aceite que comprende una cantidad
relativamente alta de NHP.

La terminologia «aceite comestible» tal y como se utiliza en la presente memoria puede englobar los aceites
vegetales.

Preferentemente, el aceite comestible antes del tratamiento de acuerdo con la presente invencién comprende un
contenido de fésforo no hidratable de 50 a 250 ppm, preferentemente al menos de 60 ppm, preferentemente al
menos de 100 ppm, e incluso mas preferentemente al menos de 200 ppm, incluso mas preferentemente por encima
de 250 ppm.

Mas preferentemente, el aceite comestible antes del tratamiento de acuerdo con la presente invencién comprende
un contenido de fésforo no hidratable en el margen 60 a 500 ppm, mas preferentemente en el margen de 100 a 500
ppm, e incluso mas preferentemente en el margen de 200 a 500 ppm.

Un aceite comestible tal y como se menciona en la presente memoria puede ser cualquier aceite que tiene una
cantidad relativamente alta de fosforo no hidratable, pudiendo incluir aceite desgomado con agua, o mas
preferentemente se trata de un aceite crudo o semicrudo.

En un aspecto, el aceite comestible crudo tiene, antes de realizar el método de la invencién, un contenido de fésforo
por encima de 350 ppm, mas preferentemente por encima de 400 ppm, incluso mas preferentemente por encima de
500 ppm, y lo mas preferentemente por encima de 600 ppm.

Los aceites englobados por el método de acuerdo con la presente invencidén pueden incluir, pero sin limitarse a ellos,
uno o0 mas de aceite de soja, aceite de canola, aceite de maiz, aceite de semillas de algoddn, aceite de palma,
aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de cartamo, aceite de hueso de palma, aceite de colza y aceite de
girasol.

Preferentemente, el aceite es uno o mas de aceite de soja, aceite de girasol y aceite de colza (a veces denominado
aceite de canola).

Mas preferentemente, el aceite es uno o mas de aceite de soja, aceite de girasol o aceite de colza.
Lo mas preferentemente, el aceite es aceite de soja.
Estos aceites pueden estar en forma de un aceite crudo, un aceite semicrudo o un aceite de desgomado con agua.

Tal y como se utiliza en la presente invencion, «aceite crudo» (también denominado en la presente memoria aceite
sin desgomar) puede ser un aceite de extracciéon o de prensado o una mezcla de ambos a partir de, por ejemplo,
colza, soja o girasol. El contenido de fosfatidos de un aceite crudo varia del 0,5% al 3% p/p, lo que se corresponde
con un contenido de fésforo en el margen de 200 a 1200 ppm, mas preferentemente en el margen de 250 a 1200
ppm. Ademas de los fosfatidos, el aceite crudo también contiene una pequefia concentracién de glicidos, sacaridos
y complejos de metal y acido fosfatidico con Ca, Mg e Fe.

Tal y como se utiliza en la presente memoria, «aceite semicrudo» se refiere a cualquier aceite que no es un aceite
crudo, pero que tiene un contenido de fosfatidos por encima de 250 ppm, mas preferentemente por encima de 500
ppm. Tal aceite podria, por ejemplo, obtenerse al someter un aceite crudo a un procedimiento similar al
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procedimiento de «desgomado con agua» descrito mas adelante.

Tal y como se usa en la presente invencion, el «aceite de desgomado con agua» se puede obtener tipicamente
mediante un «procedimiento de desgomado con agua» que comprende mezclar 1-3% p/p de agua caliente con
aceite crudo caliente (60-90 °C). Los periodos de tratamiento habituales son de 30 a 60 minutos. La etapa de
desgomado con agua elimina los fosfatidos y las gomas mucilaginosas que se han vuelto insolubles en el aceite
cuando se hidrata. Los fosfatidos hidratados y las gomas se pueden separar del aceite por asentamiento, filtracion o
centrifugacioén, siendo la centrifugacion la practica mas prevalente. El objetivo esencial de dicho procedimiento de
desgomado con agua es el de separar los fosfatidos hidratados del aceite. La mezcla del agua caliente con el aceite,
como esta descrito mas arriba, se debe entender en esta memoria de manera amplia como una mezcla de una
solucién acuosa con el aceite de acuerdo con los procedimientos estdndares de desgomado con agua conocidos en
la técnica.

Ventajosamente, el método y los usos de la presente invencién permiten el desgomado de los aceites comestibles
con medios con muy poca agua (<5%, preferentemente menos del 2%, mas preferentemente menos del 1%). Por lo
tanto, el desgomado se puede realizar con la adicion de menos agua que cuando se utilizan enzimas
convencionales. Una ventaja adicional de la presente invencién es la produccion de ésteres de esteroles (en
particular, ésteres de tocoferol) en el aceite. Otra ventaja mas de la presente invencion es la eliminacion
(preferentemente la eliminaciéon total) de los fosfolipidos. Una ventaja adicional de la presente invencion es la
eliminacion (preferentemente la eliminacion total) de los fosfolipidos sin eliminar el fitoesterol, y en particular el
tocoferol. Se prefiere que, debido a la esterificacion del fitoesterol, no haya una eliminacion significativa de
fitoesteroles, tales como el tocoferol, del aceite y en su lugar estan simplemente esterificados. Sin embargo, en una
realizacion, la cantidad de fitoesterol, tal como tocoferol, puede verse reducida. En tales realizaciones, la cantidad
absoluta de fitoesterol, tal como tocoferol, puede verse reducida preferentemente en no mas del 10%,
alternativamente en no mas del 25%, alternativamente en no mas del 50%, alternativamente en no mas del 75%.
Una ventaja adicional mas de la presente invencion es la eliminacion (preferentemente la eliminacién total) de los
fosfolipidos sin hidrolizar los triglicéridos.

Para facilitar la referencia, estos y otros aspectos de la presente invencién se explican ahora en los apartados
apropiados segun su titulo. Sin embargo, las explicaciones de cada apartado no se limitan necesariamente a cada
apartado en particular.

DEFINICION DE LOS CONJUNTOS
Conjunto de aminoacidos 1:
El conjunto de aminoacidos 1 es

Gly8, Asp9, Ser10, Leu11, Ser12, Tyr15, Gly44, Asp45, Thrd6, Glu69, Leu70, Gly71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75,
Leu76, GIn106, lle107, Arg108, Leu109, Pro110, Tyr113, Phe121, Phe139, Phe140, Met141, Tyr145, Met151,
Asp154, His157, Gly155, lle156, Pro158.

Los motivos altamente conservados, tales como GDSx, y los restos cataliticos se quitaron de la seleccion del
conjunto 1 (residuos subrayados). Para evitar dudas, el conjunto 1 define los restos aminoacidicos dentro de los 10
A del atomo de carbono central del glicerol en el centro activo del modelo 11VN.

Conjunto de aminoacidos 2:

El conjunto de aminoacidos 2 (observe que la numeracion de los aminoacidos se refiere a los aminoacidos de la
secuencia de P10480 madura) es

Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Vall12, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156,
Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, GIn167, Lys168, Val169, Val170, Glu171,
Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, GIn289 y Val290.
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Tabla de los restos seleccionados en el conjunto 1 en comparacién con el conjunto 2:

Modelo IVN Nimero del resto en |la
secuencia madura de P10480

IVN Homologo hidr. A

PFAM Estructura
Gly8 Gly32
Asp9 Asp33
Ser10  Ser34
Leu1 1 Leu35 Leu17
Ser12  Ser36 Ser18
Lys22
Met23
Tyr15  Gly58 Gly40
Gly44  Asn98 Asn80
Asp45 Pro99 Pro81
Thrd6  Lys100 Lys82
Asn87
Asn88
Glu69 Trp 129 Trp111
Leu70 Val130 Val112
Gly71  Gly131
Gly72  Ala132 Ala114
Asn73  Asn133
Asp74  Asp134
Gly75 Tyr135 Tyr117
Leu76 Leu136 Leu118
GIn106 Pro174 Pro156
lle107 Gly177 Gly159
Arg108 GIn178 GIn160
Leu109 Asn179 Asn161
Pro110 180a190 Pro162
Tyr113 Ser163
Ala164
Arg165
Ser166
GIn167
Lys168
Val169
Val170
Glu171
Ala172
Phe121 His198 Tyr197 Tyr179
His198 His180
Asn199 Asn181
Phe139 Met227 Met209
Phe140 Leu228 Leu210
Met141 Arg229 Arg211
Tyr145 Asn233 Asn215
Lys284
Met151 Met303 Met285
Asp154 Asp306
Gly155 GIn307 GIn289
lle156  Va1308 Va1290

His157 His309
Pro158 Pro310

Conjunto de aminoacidos 3:

El conjunto de aminoacidos 3 es idéntico al conjunto 2, pero se refiere a la secuencia codificante de Aeromonas
salmonicida (SEQ ID n.° 28), esto es, a los nimeros de los restos aminoacidicos se les suma 18 en el conjunto 3
5 puesto que esto refleja la diferencia entre la numeracién de los aminoacidos de la proteina madura (SEQ ID n.° 2) en
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comparacion con la proteina que incluye la secuencia sefial (SEQ ID n.° 28).

Las proteinas maduras de Aeromonas salmonicida GDSX (SEQ ID n.° 28) y Aeromonas hydrophila GDSX (SEQ ID
n.° 26) difieren en cinco aminoacidos. Estos son Thr3Ser, GIn182Ala, Ser310Asn, Gly310-, donde el resto de A.
salmonicida se recoge primero y el resto de A. hydrophila aparece después (figura 59). La proteina de A. hydrophila
es de tan solo 317 aminoacidos de longitud y carece del resto en la posicion 318. La Aeromonas salmonicida GDSX
tiene una actividad considerablemente mayor sobre los lipidos polares, tales como sustratos galactolipidicos, que la
proteina de Aeromonas hydrophila. Se realiz6é un barrido de sitio con las cinco posiciones de aminoacidos.

Conjunto de aminoacidos 4:

El conjunto de aminoacidos 4 es S3, Q182, E309, S310 y —318.

Conjunto de aminoacidos 5:

F13S, D15N, S18G, S18V, Y30F, D116N, D116E, D157N, Y226F, D228N Y230F.
Conjunto de aminoacidos 6:

El conjunto de aminoacidos 6 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111,
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166,
GIn167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211,
Asn215, Lys284, Met285, GIn289, Val290, Glu309, Ser310, -318.

La numeracion de los aminoacidos del conjunto 6 se refiere a los restos aminoacidicos en P10480 (SEQ ID n.° 2);
los aminoacidos correspondientes en otros esqueletos de secuencia se pueden determinar por alineamiento por
homologia y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 11VN.

Conjunto de aminoacidos 7:

El conjunto de aminoacidos 7 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111,
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, GIn160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166,
GIn167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211,
Asn215, Lys284, Met285, GIn289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (donde X se selecciona entre A, C, D, E, G,
HILK,LLM,N,P,Q,R, S, T, V, 0 W), Y226X (donde X se seleccionaentre A,C,D,E, G, H,|,K,L,M,N, P, Q, R, S,
T, V, 0 W), Y230X (donde X se seleccionaentre A,C,D,E,G,H, I, K,L, M,N,P,Q,R, S, T, V, o W), S18X (donde X
se seleccionaentre A,C,D,E, G, H, [, K, L, M,N,P,Q,R, S, T, V, o W), D157X (donde X se selecciona entre A, C,
D,E,G,H,ILK,L,M,N,P,Q,R,S, T, V,0oW).

La numeracién de los aminoacidos del conjunto 7 se refiere a los restos aminoacidicos en P10480 (SEQ ID n.° 2);
los aminoacidos correspondientes en otros esqueletos de secuencia se pueden determinar por alineamiento por
homologia y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 11VN.

AISLADO

En un aspecto, el polipéptido o proteina para uso en la presente invencién esta preferentemente en una forma
aislada. La terminologia «aislado» significa que la secuencia esta al menos sustancialmente libre de al menos otro
componente con el que la secuencia se asocia de forma natural en la naturaleza y como se encuentra en la
naturaleza.

PURIFICADO

En un aspecto, preferentemente, el polipéptido o proteina para uso en la presente invencion estd en una forma
purificada. La terminologia «purificado» significa que la secuencia esta en un estado relativamente puro, esto es,
puro al menos al 51%, o al menos a aproximadamente el 75%, o al menos a aproximadamente el 80%, o puro al
menos a aproximadamente el 90%, o puro al menos a aproximadamente el 95% o puro al menos a
aproximadamente el 98%.

CLONACION DE UNA SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS QUE CODIFICA UN POLIPEPTIDO DE ACUERDO CON
LA PRESENTE INVENCION

Se puede purificar una secuencia de nucleétidos que codifica tanto un polipéptido que tiene las propiedades
especificas que se definen en la presente memoria como un polipéptido que es adecuado para la modificacion, a
partir de cualquier célula u organismo que produzca dicho polipéptido. En la técnica se conocen diferentes métodos
para aislar las secuencias de nucleoétidos.

Por ejemplo, se puede construir una genoteca de ADNc o de ADN genomico con ARN mensajero o ADN
cromosoémico del organismo que produce el polipéptido. Si se conoce la secuencia de aminoacidos del polipéptido,
se pueden sintetizar sondas oligonucleotidicas marcadas y usarlas para identificar los clones que codifican el
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polipéptido a partir de la libreria genémica preparada del organismo. Alternativamente, se podria utilizar una sonda
oligonucleotidica marcada que contenga secuencias homologas a otro gen de polipéptido conocido para identificar
los clones que codifican el polipéptido. En el tltimo caso, se utilizan condiciones de hibridacion y de lavado poco
rigurosas.

Alternativamente, se pueden identificar los clones que codifican el polipéptido mediante la insercion de fragmentos
de ADN gendmico en un vector de expresion, tal como un plasmido, la transformacion de bacterias que no
contengan la enzima con la genoteca de ADN genémico resultante, y luego sembrar las bacterias transformadas en
placas de agar con una enzima inhibida por el polipéptido, de manera que permite la identificacién de los clones que
expresan el polipéptido.

En otra alternativa mas, se puede preparar sintéticamente la secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido
mediante los métodos estandares establecidos, por ejemplo el método de fosforamiditas descrito por Beucage S.L.
et al. (1981) Tetrahedron Letters 22, p 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al. (1984) EMBO J. 3, p. 801-
805. En el método de las fosforamiditas se sintetizan oligonucledétidos, por ejemplo en un sintetizador automatico de
ADN, se purifican, se hibridan, se ligan y se clonan en los vectores apropiados.

La secuencia de nucleétidos puede ser de origen mixto gendémico y sintético, de origen mixto sintético y de ADNc, o
de origen mixto genémico y de ADNc, se puede preparar mediante la ligacion de fragmentos de origen sintético,
gendémico o de ADNc (segun corresponda) de acuerdo con las técnicas estandares. Cada fragmento ligado
corresponde a diferentes partes de la secuencia nucleotidica completa. La secuencia de ADN también se puede
preparar mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores especificos, por ejemplo como los
descritos en el documento de patente de los Estados Unidos US 4 683 202 o en Saiki R K et al. (Science (1988) 239,
pp. 487-491).

SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS

La presente invencién también engloba el uso de secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos que tienen
las propiedades especificas que se definen en la presente memoria. La terminologia «secuencia de nucleétidos» o
«secuencia nucleotidica» tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia oligonucleotidica o
a una secuencia polinucleotidica, y a variantes, homélogos, fragmentos y derivados de las mismas (tales como
porciones de las mismas). La secuencia de nucleétidos puede ser de origen genémico o sintético o recombinante,
que puede ser bicatenaria 0 monocatenaria segun represente la cadena sentido o antisentido.

La terminologia «secuencia de nuclettidos» o0 «secuencia nucleotidica» en relacién con la presente invencion
incluye ADN gendmico, ADNc, ADN sintético y ARN. Preferentemente, se refiere a ADN, mas preferentemente al
ADNCc de la secuencia codificante.

En una realizacion preferente, la secuencia de nucleétidos que por si misma codifica un polipéptido que tiene las
propiedades especificas que se definen en la presente memoria no cubre la secuencia de nucleé6tidos nativa en su
medio natural cuando esta unida a la secuencia o secuencias a las que se une de forma natural que estan también
en su medio natural. Para facilitar la referencia, llamaremos a esta realizacién preferente la «secuencia de
nucleétidos no nativa». Bajo este punto de vista, la terminologia «secuencia de nucleé6tidos nativa» significa una
secuencia de nucleétidos entera que esta en su medio nativo y cuando esta operativamente unida a un promotor
entero con el que esta asociada de forma natural, estando dicho promotor también en su medio nativo. Por esta
razon, el polipéptido de la presente invencion puede ser expresado por una secuencia de nucleétidos en su
organismo nativo, pero en donde la secuencia de nucleé6tidos no esta bajo el control del promotor con el que se
asocia de forma natural dentro del organismo.

Preferentemente, el polipéptido no es un polipéptido nativo. En este sentido, la terminologia «polipéptido nativo»
significa un polipéptido entero que esta en su medio nativo y cuando se ha expresado a partir de su secuencia de
nucleétidos nativa.

Tipicamente, la secuencia de nucleé6tidos que codifica polipéptidos que tienen las propiedades especificas que se
definen en la presente memoria se prepara con las técnicas de ADN recombinante (esto es, ADN recombinante). Sin
embargo, en una realizacion alternativa de la invencion, la secuencia de nucleétidos se podria sintetizar, entera o
parcialmente, mediante métodos quimicos bien conocidos en la técnica (véase Caruthers M. H. et al. (1980) Nuc
Acids Res Symp Ser 215-23 y Horn T et al. (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).

EVOLUCION MOLECULAR

Una vez que se ha aislado una secuencia de nucleétidos que codifica la enzima, o que se ha identificado una
secuencia de nucleétidos que codifica la posible enzima, puede ser deseable modificar la secuencia de nucleétidos
seleccionada, por ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia para preparar una enzima de acuerdo con la
presente invencion.

Las mutaciones se pueden introducir con oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos contienen las
secuencias nucleotidicas que flanquean los sitios que se desean mutar.
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Un método adecuado se describe en Morinaga et al. (Biotechnology (1984) 2, p. 646-649). Otro método para
introducir mutaciones en las secuencias de nucleotidos que codifican una enzima se describe en Nelson y Long
(Analytical Biochemistry (1989), 180, p. 147-151).

En lugar de la mutagénesis especifica de sitio, tal como la descrita mas arriba, se pueden introducir mutaciones al
azar, por ejemplo con un kit comercial, tal como el kit de mutagénesis por PCR GeneMorph de Stratagene, o el kit de
mutagénesis aleatoria por PCR Diversify de Clontech. La patente europea EP 0 583 265 se refiere a los métodos
para optimizar la mutagénesis por PCR, que también se puede combinar con el uso de analogos mutagénicos de
ADN, tales como los descritos en la patente europea EP 0 866 796. Las tecnologias de PCR propensa a error son
adecuadas para la produccion de variantes de lipido aciltransferasas con las caracteristicas preferentes. El
documento de patente internacional WO0206457 se refiere a la evolucion molecular de lipasas.

Un tercer método para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias de nucleétidos distintas, tanto con una
serie de enzimas de restriccion como con una enzima tal como la ADNasa |, y reensamblar secuencias nucleotidicas
completas que codifiquen proteinas funcionales. Alternativamente, se puede usar una o mas secuencias
nucleotidicas distintas e introducir mutaciones durante el reensamblaje de la secuencia nucleotidica completa. Las
tecnologias de barajado de ADN y de barajado de familias son idéneas para la produccién de variantes de las lipido
aciltransferasas con las caracteristicas preferentes. Los métodos adecuados para realizar el 'barajado’ se pueden
encontrar en las patentes europeas EP 0752 008, EP 1 138 763 y EP 103 606. El barajado también se puede
combinar con otras formas de mutagénesis del ADN tal y como se describe en la patente de los Estados Unidos US
6 180 406 y la patente internacional WO 01/34835.

Por esta raz6n, en una secuencia de nucleétidos se pueden introducir numerosas mutaciones al azar o en sitios
especificos, tanto in vivo como in vitro, y posteriormente detectar selectivamente de distintas maneras los
polipéptidos con una funcionalidad mejorada. Con el uso de métodos de recombinacion in silico o exomediada
(véase la patente internacional WO 00/58517 y las patentes de los Estados Unidos US 6 344 328 y US 6 361 974),
por ejemplo, la evolucion molecular se puede llevar a cabo donde la variante producida retiene poca homologia con
las enzimas o proteinas conocidas. Tales variantes obtenidas de esta forma podrian tener una analogia estructural
significativa con las enzimas transferasa, pero tienen una homologia de secuencia aminoacidica muy baja.

A modo de ejemplo no limitante, ademas, las mutaciones o las variantes naturales de una secuencia polinucleotidica
se pueden recombinar tanto con el tipo silvestre como con otras mutaciones u variantes naturales para producir
variantes nuevas. Tales variantes nuevas también se pueden detectar selectivamente por la funcionalidad mejorada
del polipéptido codificado.

La aplicacién de los métodos de evolucion molecular antes mencionados y similares permite identificar y seleccionar
variantes de las enzimas de la presente invencion que tengan las caracteristicas preferentes sin ningun
conocimiento previo de la estructura de la proteina ni de su funcién, y permite la produccion de mutaciones o
variantes impredecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicacion de la evolucion molecular
en la técnica para optimizar o alterar la actividad enzimatica, y tales ejemplos incluyen, sin limitarse a ellos, uno o
mas de los siguientes: optimizaciéon de la expresion y/o actividad en una célula huésped o in vitro, aumento de la
actividad enziméatica, alteracion de la especificidad de sustrato y/o producto, aumento o disminucién de la estabilidad
enzimatica o estructural, alteracion de la actividad/especificidad de la enzima en las condiciones ambientales
preferentes, por ejemplo, temperatura, pH y/o sustrato.

Como le resultara obvio a un experto en la técnica, con las herramientas de evolucién molecular se puede alterar
una enzima para mejorar su funcionalidad.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa utilizada en la invencién puede ser una variante, esto es, puede contener
al menos una sustitucion, delecién o adicion de aminoacido, cuando se compara con la enzima madre. Las enzimas
variantes retienen una homologia de al menos el 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%,
80%, 90%, 95%, 97%, 99%, con la enzima madre. Las enzimas madre adecuadas podrian incluir cualquier enzima
con actividad lipasa o esterasa. Preferentemente, la enzima madre se alinea con la secuencia consenso de
Pfam00657.

En una realizacion preferente, una enzima variante de lipido aciltransferasa retiene o incorpora al menos uno o mas
de los restos aminoacidicos de la secuencia consenso de Pfam00657 encontrados en los bloques GDSx, GANDY y
HPT.

Las enzimas, tales como las lipasas, con poca o ninguna actividad lipido aciltransferasa en un medio acuoso se
pueden mutar con las herramientas de evolucién molecular para introducir o reforzar la actividad transferasa, de
manera que se produce una enzima lipido aciltransferasa con actividad transferasa significativa idénea para uso en
las composiciones y métodos de la presente invencion.

Convenientemente, la lipido aciltransferasa para uso en la invencidbn puede ser una variante con actividad
enzimatica reforzada sobre los fosfolipidos cuando se compara con la enzima madre. Preferentemente, tales
variantes también tienen una actividad baja o ausente sobre los lisolipidos polares. La actividad reforzada sobre los
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fosfolipidos puede ser el resultado de la hidrélisis y/o la actividad transferasa o una combinacién de ambas.

Las variantes de lipido aciltransferasa para uso en la invencion pueden tener menos actividad sobre los triglicéridos
y/o monoglicéridos y/o diglicéridos en comparacién con la enzima madre.

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

Alternativamente, la enzima variante para uso en la invencion puede ser mas activa sobre los triglicéridos y/o puede
ser mas activa también sobre uno o mas de los siguientes: lipidos polares, fosfolipidos, lecitina, fosfatidilcolina.

Se conocen variantes de lipido aciltransferasas, y una o mas de tales variantes puede ser adecuada para uso en los
métodos y usos de acuerdo con la presente invencién y/o en las composiciones enzimaticas de acuerdo con la
presente invencion. A modo de ejemplo solo, las variantes de la lipido aciltransferasas que se describen en las
siguientes referencias se pueden usar de acuerdo con la presente invencién: Hilton y Buckley, J Biol. Chem. 1991
enero 15: 266 (2): 997-1000; Robertson et al. J. Biol. Chem. 1994 enero 21; 269(3):2146-50; Brumlik et al. J.
Bacteriol 1996 abril; 178 (7): 2060-4; Peelman et al. Protein Sci. 1998 marzo; 7(3):587-99.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

La presente invencion también engloba el uso de secuencias de aminoacidos de los polipéptidos que tienen las
propiedades especificas que se definen en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria, la terminologia «secuencia de aminoacidos» o «secuencia
aminoacidica» es sindénima de la terminologia «polipéptido» y/o la terminologia «proteina». En algunos casos, la
terminologia «secuencia de aminoacidos» o «secuencia aminoacidica» es sinénima de la terminologia «péptido».

La secuencia de amino4cidos se puede preparar/aislar de una fuente adecuada, o se puede fabricar sintéticamente
0 se puede preparar mediante el uso de las técnicas de ADN recombinante.

Convenientemente, las secuencias de aminoacidos se pueden obtener de los polipéptidos aislados explicados en la
presente memoria mediante técnicas estandares.

Un método adecuado para determinar las secuencias aminoacidicas de los polipéptidos aislados es el siguiente:

El polipéptido purificado se puede liofilizar y 100 ug del material liofilizado se pueden disolver en 50 ul de una mezcla
de urea a 8 M e hidrogenocarbonato de amonio a 0,4 M, pH 8,4. La proteina disuelta se puede desnaturalizar y
reducir durante 15 min a 50 °C tras lo que se recubre con nitrégeno y se le afiaden 5 pl de ditiotreitol a 45 mM.
Después de enfriar a temperatura ambiente, se le pueden afiadir 5 pl de yodoacetamida a 100 mM para modificar los
restos de cisteina durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad con nitrogeno.

A la mezcla de reaccién anterior se le pueden anadir 135 pl de agua y 5 pug de endoproteinasa Lys-C en 5 pul de
agua, y la digestion se puede llevar a cabo a 37 °C en nitrégeno durante 24 h.

Los péptidos resultantes se pueden separar mediante HPLC de fase inversa en una columna VYDAC C18 (0,46 x 15
cm; 10 ym; The Separation Group, California, EE.UU.) con el solvente A (TFA al 0,1% en agua) y el solvente B (TFA
al 0,1% en acetonitrilo). Los péptidos seleccionados se pueden volver a cromatografiar en una columna de Develosil
C18 con el mismo sistema de solventes, antes de secuenciar el extremo amino. La secuenciacién se puede realizar
con un secuenciador 476A de Applied Biosystems con ciclos rapidos pulsantes de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Applied Biosystems, California, EE.UU.).

IDENTIDAD DE SECUENCIA U HOMOLOGIA DE SECUENCIA

La presente invencién también engloba el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia o de
homologia de secuencia con la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene las propiedades especificas
definidas en la presente memoria o de una secuencia de nucleétidos que codifica tal polipéptido (a partir de ahora se
denominard una «secuencia o secuencias homoélogas»). En la presente memoria, la terminologia «homodlogo»
significa una entidad que tiene un cierto grado de homologia con las secuencias de aminoacidos en cuestion y las
secuencias de nucle6tidos en cuestion. En la presente memoria, la terminologia «homologia» equivale a
«identidad».

La secuencia de nucleétidos y/o secuencia de aminoacidos homéloga debe proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retiene la actividad funcional y/o refuerza la actividad de la enzima.

En este contexto, una secuencia homdéloga se supone que incluye una secuencia de aminoacidos que puede tener
una identidad de al menos el 75, 85 o 90%, preferentemente al menos el 95 o0 98%, con la secuencia en cuestion.
Tipicamente, los homologos comprenderan los mismos centros activos, etc. que la secuencia de aminoacidos en
cuestion. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (esto es, restos aminoacidicos
que tienen propiedades o funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion se prefiere expresar
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la homologia en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homéloga se supone que incluye una secuencia de nucle6tidos que puede
tener una identidad de al menos el 75, 85 o 90%, preferentemente al menos el 95 o 98%, con la secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido de la presente invencién (la secuencia en cuestion). Tipicamente, los
homologos comprenderan las mismas secuencias que codifican los centros activos, etc. que la secuencia en
cuestion. Aunque la homologia también se puede considerar en términos de similitud (esto es, restos aminoacidicos
que tienen propiedades o funciones quimicas similares), en el contexto de la presente invencion se prefiere expresar
la homologia en términos de identidad de secuencia.

Las comparaciones de homologia se pueden realizar a simple vista, o0 mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacion de secuencias de facil acceso. Estos programas informaticos disponibles en el mercado
pueden calcular el porcentaje de homologia entre dos o mas secuencias.

El porcentaje de homologia se puede calcular sobre secuencias contiguas, esto es, una secuencia se alinea con la
otra secuencia y cada aminoacido de una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente
en la ofra secuencia, de uno en uno. A esto se le denomina alineamiento «sin huecos». Tipicamente, tales
alineamientos sin huecos se realizan solo sobre un nimero relativamente pequefio de restos.

Aunque se trata de un método muy simple y repetitivo, no tiene en consideracion que, por ejemplo, en un par de
secuencias que de otro modo serian idénticas, una insercion o deleciébn ocasionara que los siguientes restos
aminoacidicos no estén alineados, lo que podria acabar dando lugar a una gran reduccién del porcentaje de
homologia cuando se realiza el alineamiento global. Por consiguiente, la mayoria de los métodos de comparacion de
secuencias se disefian para que produzcan alineamientos éptimos que tengan en cuenta las posibles inserciones o
deleciones sin penalizar indebidamente la puntuacion de homologia global. Esto se consigue con la inserciéon de
'huecos' en el alineamiento de las secuencias para intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan 'penalizaciones por hueco' a cada hueco que aparece en el
alineamiento, de manera que, para el mismo numero de restos aminoacidicos idénticos, un alineamiento de
secuencias con el menor numero posible de huecos (lo que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias
comparadas) alcanzara una puntuacién mayor que una con muchos huecos. Los 'costes por hueco afin' se usan
tipicamente para cargar un coste relativamente elevado a la existencia de un hueco y una menor penalizacién para
cada resto posterior en el hueco. Se trata del sistema de puntuacién que mas se usa. Las penalizaciones por hueco
muy altas produciran, por supuesto, alineamientos optimizados con menos huecos. La mayoria de los programas de
alineamiento permiten la modificacion de las penalizaciones por hueco. No obstante, se prefiere utilizar los valores
por defecto cuando se usa este tipo de programas para comparar secuencias. Por ejemplo, cuando se usa el
programa BestFit del paquete de programas del GCG de la Universidad de Wisconsin, la penalizaciéon por hueco por
defecto para las secuencias de aminoacidos es de —12 para el hueco y de —4 para cada extension.

Por lo tanto, calcular el porcentaje maximo de homologia requiere en primer lugar la generacion de un alineamiento
optimo que tenga en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informético adecuado para realizar tales
alineamientos es BestFit del paquete de programas del GCG de la Universidad de Wisconsin (Devereux et al. 1984
Nuc. Acids Research 12, p. 387). Otros ejemplos de programas que pueden realizar comparaciones de secuencias
incluyen, pero sin limitarse a ellos, el paquete BLAST (véase Ausubel et al. 1999 Short Protocols in Molecular
Biology, 4.2 edicion, capitulo 18), FASTA (Altschul et al. 1990 J. Mol. Biol. 403-410) y el paquete integrado de
herramientas de comparacion GENEWORKS. Tanto BLAST como FASTA estan disponibles para busquedas en
linea y fuera de linea (véase Ausubel et al. 1999, paginas 7-58 y 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se
prefiere utilizar el programa BestFit del GCG de la Universidad de Wisconsin. Una nueva herramienta, denominada
BLAST 2 Sequences, también esta disponible para comparar secuencias de proteinas y de nucleétidos (véase
FEMS Microbiol Lett 1999, 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999, 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

Aunque el porcentaje de homologia final se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineamiento no se
basa tipicamente en una comparacion por parejas de todo o nada. En su lugar, se utiliza generalmente una matriz
de ponderacion de similitud que asigna puntuaciones a cada comparaciéon por parejas basandose en la similitud
quimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de tal matriz usada corrientemente es la matriz BLOSUM62, que es la
matriz por defecto para el paquete de programas de BLAST. Los programas del paquete del GCG de la Universidad
de Wisconsin suelen utilizar tanto los valores por defecto publicos como una tabla de comparaciones simbolicas
personalizada, si se le proporciona (véase el manual del usuario para mas informacion). Para algunas aplicaciones,
se prefiere utilizar los valores por defecto publicos para el paquete del GCG, o en el caso de otros programas, la
matriz por defecto, tal como BLOSUM®62.

Alternativamente, el porcentaje de homologia se puede calcular con la aplicacién de alineamiento multiple de
DNASIS™ (Hitachi Software), basada en un algoritmo analogo a CLUSTAL (Higgins D. G. y Sharp P. M. (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez que el programa ha generado el alineamiento 6ptimo, se puede calcular el porcentaje de homologia,
preferentemente el porcentaje de identidad de secuencia. Tipicamente, el programa lo realiza como parte de la
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comparacion de las secuencias y genera un resultado numérico.

En un aspecto preferente de la presente invencion, se usan los siguientes programas y ajustes para calcular el
porcentaje de homologia o identidad. Para las secuencias de aminoacidos, se calcula el porcentaje de identidad
(homologia) o «positivos» mediante AlignX de VectorNTI (Vector NTI Advance 9.1 de Invitrogen Corporation,
Carlsbad, California, EE.UU.) para cada posible par de secuencias de aminoacidos. Los ajustes son los parametros
por defecto (penalizacion por apertura de hueco: —10; penalizacion de la extensién del hueco: 0,1).

Las secuencias pueden tener también deleciones, inserciones o sustituciones de restos aminoacidicos que producen
cambios silenciosos y dan lugar a una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden realizar sustituciones de
aminoacidos deliberadas sobre la base de su similitud respecto a la polaridad, carga, solubilidad, hidrofilia,
hidrofobia, y/o la naturaleza anfipatica de los restos con tal de que se mantenga la actividad de fijacién secundaria
de la sustancia. Por ejemplo, los amino4cidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutamico;
los aminoéacidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos polares sin carga
que tienen unos valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparragina,
glutamina, serina, treonina, fenilalanina y tirosina.

Las sustituciones conservativas se pueden realizar, por ejemplo, de acuerdo con la tabla que sigue. Los
aminoacidos en el mismo bloque de la segunda columna y preferentemente en la misma linea de la tercera columna
se pueden sustituir entre si:

ALIFATICOS |Apolar GAP

LV

Polarsincarga [CSTM

NQ

Polar cargado |DE

KR

AROMATICO HFWY

La presente invencion también engloba la sustitucion homologa (sustitucién y reemplazo se utilizan ambos en la
presente memoria para significar el intercambio de un resto de aminoacido existente por un resto alternativo) que se
pueda producir, esto es, sustitucion entre similares, tal como basico por basico, acido por acido, polar por polar, etc.
También se puede producir la sustitucion no homéloga, esto es, de una clase de resto por otra o alternativamente
que implique la inclusion de aminoacidos no naturales tales como ornitina (de aqui en adelante citado como Z),
diaminobutirato de ornitina (de aqui en adelante citado como B), norleucina ornitina (de aqui en adelante citado
como O), pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

También se pueden realizar reemplazos con aminoacidos no naturales.

Las secuencias de aminoacidos de las variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que se pueden
introducir entre dos restos aminoacidicos cualesquiera de la secuencia, que incluyen grupos alquilo tales como
grupos metilo, etilo o propilo, ademas de espaciadores aminoacidicos tales como restos de glicina o de B-alanina.
Otra forma mas de variacion, que implica la presencia de uno o mas restos aminoacidicos en forma peptoide, sera
bien conocida para los expertos en la técnica. Para despejar las dudas, se utiliza «la forma peptoide» para referirse
a variantes de restos aminoacidicos en los que el grupo sustituyente del carbono a se encuentra en el atomo de
nitrégeno del resto en vez de en el carbono a. En la técnica se conocen los procedimientos para preparar péptidos
en la forma peptoide, por ejemplo, Simon R. J. et al., PNAS (1992) 89 (20), 9367-9371 y Horwell D. C., Trends
Biotechnol. (1995) 13 (4), 132-134.

Las secuencias nucleotidicas a utilizar en la presente invencién o que codifican un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente memoria pueden incluir dentro de ellas nucleétidos sintéticos o
modificados. En la técnica se conocen muchos tipos diferentes de modificaciones de oligonucleétidos. Estas
incluyen esqueletos de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicibn de cadenas de acridina o polilisina en los
extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los propésitos de la presente invencion, hay que sobreentender que las
secuencias nucleotidicas descritas en la presente memoria se pueden modificar por cualquier método disponible en
la técnica. Tales modificaciones se pueden realizar para realzar la actividad in vivo o la duracién esperada de las
secuencias nucleotidicas.
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La presente invencién también engloba el uso de secuencias nucleotidicas que son complementarias a las
secuencias presentadas en la presente memoria, o a cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. Si la
secuencia es complementaria a un fragmento de la misma, entonces se puede utilizar esa secuencia como sonda
para identificar secuencias codificantes similares en otros organismos, etc.

Los polinucleétidos que no son homologos al 100% a las secuencias de la presente invencion, pero que caen dentro
del alcance de la invencion, se pueden obtener de diferentes maneras.

Otras variantes de las secuencias descritas en la presente memoria se pueden obtener, por ejemplo, al rastrear con
sondas las genotecas de ADN construidas a partir de un abanico de individuos, por ejemplo individuos de
poblaciones diferentes. Ademas, se pueden obtener otros homologos celulares o viricos/bacterianos, en particular
homoélogos celulares encontrados en células de mamifero (por ejemplo células de rata, de ratén, bovinas y de
primate), y tales homélogos y sus fragmentos seran capaces, por lo general, de hibridarse selectivamente a las
secuencias mostradas en la lista de secuencias de la presente memoria. Tales secuencias se pueden obtener al
rastrear con sondas las genotecas de ADNc o las genotecas de ADN gendmico construidas a partir de otras
especies animales, y el rastreo de tales genotecas con sondas que comprenden toda o parte de una cualquiera de
las secuencias de la lista de secuencias adjunta en las condiciones de rigor de medio a elevado. Se aplican
consideraciones similares para obtener homoélogos de especies y variantes alélicas del polipéptido o de las
secuencias de nucleétidos de la invencion.

También se pueden obtener variantes y homoélogos de cepas o especies utilizando la PCR degenerada que utilizara
cebadores disefiados para hibridarse selectivamente sobre secuencias de las variantes y de los homdélogos que
codifican las secuencias aminoacidicas conservadas de las secuencias de la presente invencion. Se pueden
predecir las secuencias conservadas, por ejemplo, mediante el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de
varias variantes u homologos. Se pueden realizar los alineamientos de las secuencias mediante los programas
informaticos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se utiliza mucho el programa PileUp del paquete el GCG de la
Universidad de Wisconsin.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se utilizaran en
condiciones de rigor mas bajo que el empleado para clonar secuencias con cebadores de secuencias Unicas frente a
secuencias conocidas.

Alternativamente, se pueden obtener tales polinucledtidos mediante mutagénesis especifica de sitio de las
secuencias caracterizadas. Esto puede ser Util si, por ejemplo, se necesitan cambios silenciosos de codones en las
secuencias para optimizar el uso preferente de codones al de una célula huésped particular en la que se van a
expresar las secuencias polinucleotidicas. Se pueden desear otros cambios de secuencia para introducir sitios de
reconocimiento de enzimas de restriccién, o para alterar las propiedades o las funciones de los polipéptidos
codificados por los polinucleétidos.

Los polinucleétidos (secuencias nucleotidicas) de la invencidon se pueden utilizar para generar un cebador, por
ejemplo un cebador de PCR, un cebador para una reaccion de amplificacién alternativa, una sonda, por ejemplo
marcada con una marcacion que se revela mediante los medios convencionales utilizando marcaciones radioactivas
o no radioactivas, o se pueden clonar los polinucleétidos en vectores. Tales cebadores, sondas y otros fragmentos
tendran al menos 15, preferentemente al menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40, nucleotidos de longitud, y
también quedan englobados por la terminologia «polinucleétidos» de la invencion tal y como se emplea en la
presente memoria.

Los polinucleétidos tales como polinucleédtidos de ADN y sondas de acuerdo con la invenciéon se pueden producir por
recombinacién, mediante sintesis o por cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También se
pueden clonar mediante las técnicas estandares.

En general, los cebadores se produciran por medios sintéticos, que implican una fabricacién por etapas de la
secuencia de acido nucleico deseada, en la que se afiade un nucleétido cada vez. Las técnicas para llevar a cabo
esto mediante técnicas automatizadas estan facilmente disponibles en la técnica.

Los polinucleétidos mas largos se produciran por lo general utilizando medios recombinantes, por ejemplo mediante
técnicas de clonacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Esto implicara la fabricacion de un par de
cebadores (por ejemplo de unos 15 a 30 nucleétidos) que flanqueen una region de la secuencia diana del lipido, que
es lo que se desea clonar, haciendo que los cebadores entren en contacto con el ARNm o el ADNc obtenido de una
célula humana o animal, realizando una reaccién en cadena de la polimerasa en condiciones que provocan la
amplificacion de la region deseada, aislando el fragmento amplificado (por ejemplo mediante la purificacién de la
mezcla de reaccion en un gel de agarosa), y recuperando el ADN amplificado. Los cebadores se pueden disefiar
para que contengan sitios de reconocimiento adecuados para las enzimas de restriccion, de modo que el ADN
amplificado se pueda clonar en un vector de clonacion adecuado.

HIBRIDACION

La presente invencion también abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias de los
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acidos nucleicos de la presente invencion o las secuencias que son capaces de hibridarse tanto a las secuencias de
la presente invencién como a las secuencias que son complementarias a éstas.

La terminologia «hibridacion» tal y como se utiliza en la presente memoria incluiria «el procedimiento mediante el
cual una hebra de acido nucleico se junta con una hebra complementaria mediante el apareamiento de las bases»,
asi como el procedimiento de amplificacion como el llevado a cabo en las tecnologias de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

La presente invencién también engloba la utilizacion de secuencias de nucleétidos que son capaces de hibridarse a
las secuencias que son complementarias a las secuencias en cuestion que se explican en la presente memoria, o
cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas.

La presente invenciéon también engloba las secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces
de hibridarse a las secuencias de nucle6tidos que se exponen en la presente memoria.

Las condiciones de hibridacién se basan en la temperatura de fusién (Tm) del complejo de unién de nucleétidos, tal
y como se explica en Berger y Kimmel (1987, «Guide to Molecular Cloning Techniques», Methods in Enzymology,
Vol. 152, Academic Press, San Diego, CA), y confiere un «rigor» definido que se explica mas adelante:

El rigor maximo tipicamente se produce a una Tm — 5 °C (5 °C por debajo de la Tm de la sonda); el rigor alto a unos
5°C a 10 °C por debajo de la Tm; el rigor intermedio a unos 10 °C a 20 °C por debajo de la Tm; y el rigor bajo a unos
20 °C a 25 °C por debajo de la Tm. Como entendera cualquier experto en la técnica, la hibridaciéon con el rigor
maximo se puede utilizar para identificar o detectar secuencias de nucleétidos idénticas, mientras que la hibridacion
con un rigor intermedio (o bajo) se puede utilizar para identificar o detectar secuencias polinucleotidicas relacionadas
0 parecidas.

Preferentemente, la presente invencion engloba las secuencias que son complementarias a las secuencias que son
capaces de hibridarse en condiciones de rigor alto o condiciones de rigor intermedio con secuencias de nuclebtidos
que codifican polipéptidos que tienen las propiedades especificas que estan definidas en la presente memoria.

Mas preferentemente, la presente invencién engloba las secuencias que son complementarias a las secuencias que
son capaces de hibridarse en condiciones de rigor alto (por ejemplo, 65 °C y SSC a 0,1X {SSC a 1X = NaCl a 0,15
M, citrato de sodio a 0,015 M, pH 7,0}) con las secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos que tienen las
propiedades especificas que estan definidas en la presente memoria.

La presente invencion también se refiere a las secuencias de nucleétidos que se hibridan con las secuencias de
nucleétidos que se exponen en la presente memoria (incluidas las secuencias complementarias a las que se
explican en la presente memoria).

La presente invencion también se refiere a las secuencias de nucleétidos que son complementarias a las secuencias
que se hibridan a las secuencias de nucleotidos que se explican en la presente memoria (incluidas las secuencias
complementarias a las que se exponen en la presente memoria).

También se incluyen dentro del alcance de la presente invencion las secuencias de polinucle6tidos que son capaces
de hibridarse con las secuencias nucleotidicas que se exponen en la presente memoria en condiciones de rigor de
intermedio a maximo.

En un aspecto preferente, la presente invencion cubre las secuencias de nucleétidos que se hibridan con las
secuencias de nucleétidos que se exponen en la presente invencion, o el complemento de las mismas, en
condiciones rigurosas (por ejemplo, 50 °C y SSC a 0,2X).

En un aspecto mas preferente, la presente invencion cubre las secuencias de nucleétidos que se hibridan con las
secuencias de nucleétidos que se exponen en la presente memoria, o el complemento de las mismas, en
condiciones de rigor alto (por ejemplo, 65 °C y SSC a 0,1X).

EXPRESION DE POLIPEPTIDOS

Una secuencia de nucledtidos para uso en la presente invencidon o que codifica un polipéptido que tiene las
propiedades especificas que se definen en la presente memoria se puede incorporar a un vector replicable
recombinante. Se puede utilizar el vector para replicar y expresar la secuencia nucleotidica, en forma de polipéptido,
en una célula huésped compatible y/o a partir de ella. Se puede controlar la expresion mediante secuencias de
control, que incluyen promotores/potenciadores y otras sefales de regulacion de la expresion. Se pueden utilizar
promotores procariotas y promotores que funcionan en las células eucariotas. Se pueden utilizar promotores
especificos de tejido o especificos de estimulo. También se pueden utilizar promotores quiméricos que comprenden
elementos de secuencia de dos o mas promotores diferentes que se describen mas arriba.

El polipéptido producido por una célula huésped recombinante mediante la expresién de la secuencia de nucleétidos
se puede secretar o se puede mantener dentro de la célula segun la secuencia y/o el vector utilizado. Las
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secuencias codificantes se pueden disefiar con secuencias sefial que dirigen la secrecion de las secuencias
codificantes de la sustancia a través de una membrana celular de determinados procariotas o eucariotas.

VECTOR DE EXPRESION
La terminologia «vector de expresion» significa una construccion capaz de producir expresion in vivo o in vitro.

Preferentemente, el vector de expresion se incorpora en el genoma del organismo. La terminologia «incorpora»
cubre preferentemente la incorporacion estable en el genoma.

La secuencia de nucleotidos de la presente invencidon o que codifica un polipéptido que tiene las propiedades
especificas que se definen en la presente memoria puede estar presente en un vector, en el que la secuencia de
nucleétidos esta operativamente unida a secuencias reguladoras, de tal forma que las secuencias reguladoras son
capaces de proporcionar la expresion de la secuencia de nucleétidos en un organismo hospedador adecuado, esto
es, el vector es un vector de expresion.

Los vectores de la presente invencién se pueden introducir por transformaciéon en una célula huésped adecuada
como se describe mas adelante para proporcionar la expresién de un polipéptido que tiene las propiedades
especificas que estan definidas en la presente invencion.

La eleccion del vector, por ejemplo plasmido, césmido o vector fagico, dependera a menudo de la célula huésped en
la que se introduce.

Los vectores pueden contener uno o mas genes marcadores de seleccion, tales como un gen que confiere
resistencia a antibidticos, por ejemplo, resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina.
Alternativamente, se puede llevar a cabo la seleccion mediante cotransformaciéon (como se describe en la patente
internacional WO 91/17243.

Se pueden utilizar los vectores in vitro, por ejemplo para la produccién de ARN, o se pueden utilizar para transfectar
o transformar una célula huésped.

Por esta razon, en una realizacion mas, la invencién da a conocer un método para construir secuencias de
nucleétidos de la presente invencién o secuencias de nucleétidos que codifican polipéptidos que tienen las
propiedades que se definen en la presente memoria mediante la introduccion de una secuencia de nucleétidos en un
vector replicable, mediante la introduccion del vector en una célula huésped compatible, y haciendo crecer la célula
huésped en condiciones que conllevan la replicacion del vector.

El vector puede comprender adicionalmente una secuencia de nucleétidos que permite que el vector se replique en
la célula huésped en cuestion. Ejemplos de tales secuencias son los origenes de replicacion de los plasmidos
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ102.

SECUENCIAS REGULADORAS

En algunas aplicaciones, una secuencia de nucleétidos para uso en la presente invencidon o una secuencia de
nucleoétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas que se definen en la presente memoria
esta operativamente unida a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia
de nucledétidos, tal como mediante la eleccion de la célula huésped. A modo de ejemplo, la presente invencion cubre
un vector que comprende la secuencia de nucleétidos de la presente invencion operativamente unida a tal secuencia
reguladora, a saber, el vector es un vector de expresion.

La terminologia «operativamente unido» se refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes descritos se
encuentran en una relacion que les permite funcionar en la manera para la que se disefiaron. Una secuencia
reguladora «operativamente unida» a una secuencia codificante esta ligada de tal modo que la expresion de la
secuencia codificante se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control.

La terminologia «secuencias reguladoras» incluye promotores y potenciadores y otras sefiales de regulacién de la
expresion.

La terminologia «promotor» se utiliza en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de fijacién de la ARN
polimerasa.

La potenciacion de la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la enzima que tiene las propiedades
especificas que estan definidas en la presente memoria también se puede conseguir mediante la seleccién de
regiones reguladoras heteroélogas, por ejemplo promotores, péptido lider para la secrecion, y regiones terminadoras.

Preferentemente, la secuencia de nucleétidos de la presente invencién esta operativamente unida al menos a un
promotor.

Se conocen bien en la técnica ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de la secuencia de

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2367511713

nucleétidos en un huésped bacteriano, fingico o de levadura.
CONSTRUCCIONES

La terminologia «construccion», que es sindnima de términos tales como «conjugado», «casete» e «hibrido», incluye
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas que se definen en la
presente memoria para uso de acuerdo con la presente invencién directa o indirectamente unida a un promotor. Un
ejemplo de una unién indirecta es la dotacion de un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia intronica,
tal como el intrén de Sh1 o el intrdbn de ADH, intercalado entre el promotor y la secuencia de nucleétidos de la
presente invencién. Lo mismo es cierto para la terminologia «fusionado» en relacién con la presente invencion, que
incluye la unién directa o indirecta. En algunos casos, la terminologia no cubre la combinacion natural de la
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina normalmente asociada al promotor del gen de tipo salvaje ni
cuando ambos se encuentran en su medio natural.

La construcciéon puede incluso contener o expresar un marcador, lo que permite la seleccién de la construccion
genética.

Para algunas aplicaciones, la construccion comprende al menos una secuencia de nucleétidos de la presente
invencion o una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas que se
definen en la presente memoria operativamente unida a un promotor.

CELULAS HUESPED

La terminologia «célula huésped» en relacién con la presente invencion incluye cualquier célula que comprende o
bien la secuencia de nucleétidos que tiene las propiedades especificas que se definen en la presente memoria, o
bien un vector de expresidbn como se ha descrito mas arriba y que se utiliza para la produccion recombinante de un
polipéptido que tiene las propiedades especificas que se describen en la presente memoria.

Por este motivo, una realizacion adicional de la presente invencion da a conocer células huésped transformadas o
transfectadas con una secuencia de nucleétidos de la presente invencion o una secuencia de nuclebtidos que
expresa un polipéptido que tiene las propiedades especificas descritas en esta memoria. Las células se elegiran
para que sean compatibles con dicho vector y pueden, por ejemplo, ser células procariotas (por ejemplo,
bacterianas), fungicas, de levadura o vegetales. Preferentemente, las células huésped no son células humanas.

Ejemplos de organismos huésped bacterianos adecuados son las especies bacterianas grampositivas o
gramnegativas.

Segun la naturaleza de la secuencia de nucle6tidos que codifica el polipéptido que tiene las propiedades especificas
descritas en la presente invencion, y/o si se desean procesamientos ulteriores de la proteina expresada, se podrian
preferir hospedadores eucariotas tales como levaduras u otros hongos. En general, se prefieren las células de
levadura sobre las células fungicas porque son mas faciles de manipular. No obstante, algunas proteinas se
secretan mal desde la célula de levadura, o en algunos casos no se procesan adecuadamente (por ejemplo,
hiperglucosilacion en la levadura). En estos casos se debe seleccionar un organismo huésped flngico diferente.

La utilizacion de células huésped adecuadas, tales como las células huésped de levadura, fungicas y vegetales,
produciria las modificaciones postraduccionales (por ejemplo miristoilacién, glucosilacién, truncamiento, lapidacién y
fosforilacién de tirosina, serina o treonina) que se necesitarian para conferir la actividad biolégica éptima a los
productos de expresion recombinantes de la presente invencion.

La célula huésped puede ser una cepa con deficiencia de proteasas o sin proteasas.
ORGANISMO

La terminologia «organismo» en relacién con la presente invencién incluye cualquier organismo que pueda
comprender una secuencia de nucleotidos de acuerdo con la presente invencion o una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas que se definen en la presente invencién y/o los
productos obtenidos de la misma.

Los organismos adecuados incluirian un procariota, un hongo, una levadura o una planta.

La terminologia «organismo transgénico» en relacién con la presente invencion incluye cualquier organismo que
comprende la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas que se
definen en la presente memoria y/o los productos obtenidos de ésta, y/o en donde un promotor puede permitir la
expresion en el organismo de la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades
especificas que se definen en la presente memoria. Preferentemente, la secuencia de nucleétidos esta incorporada
en el genoma del organismo.

La terminologia «organismo transgénico» no cubre las secuencias codificantes nucleotidicas nativas en su medio
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natural cuando estan bajo el control de su promotor nativo que también esta en su medio natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente invencién incluye un organismo que comprende una
cualquiera, o combinaciones, de una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades
especificas que se definen en la presente memoria, las construcciones que se definen en la presente memoria, los
vectores que se definen en la presente memoria, los plasmidos que se definen en la presente memoria, las células
que se definen en la presente memoria, o sus productos. Por ejemplo, el organismo transgénico también puede
comprender una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido que tiene las propiedades especificas que se
definen en la presente memoria bajo el control de un promotor heterélogo.

TRANSFORMACION DE CELULAS/ORGANISMO HUESPED

Tal y como se indico anteriormente, el organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota. Ejemplos
de huéspedes procariotas adecuados incluyen E. coli y Bacillus subtilis.

En una realizacion, la célula huésped es una bacteria, preferentemente una bacteria gramnegativa, preferentemente
una célula huésped seleccionada entre Actinobacteria, tales como Bifidobacteria y Aeromonas, particularmente
preferente Aeromonas salmonicida. Aun mas preferente son los Actinomicetales tales como las Corynebacteria, en
particular Corynebacterium glutamicum y Nocardia. Particularmente preferente son las Streptomycetaceae, tales
como Streptomyces, especialmente S. lividans.

Se puede utilizar un huésped microbiano para expresar el gen de la galactolipasa, por ejemplo Eubacteria, Archea u
hongos, incluidas las levaduras. Se prefieren las Eubacteria, por ejemplo Firmicutes (bacteria grampositiva con bajo
contenido en GC), tales como Bacillus subtilis y otras especies de Bacillus, bacterias del acido lactico tales como
especies de los géneros Lactobacillus y Lactococcus.

También se prefieren las bacterias gramnegativas Proteobacteria, en particular Gammaproteobacteria, tal como las
especies huésped que pertenecen a los géneros Pseudomonas, Xanthomonas, Citrobacter y Escherichia, en
especial Escherichia coli.

Preferentemente, la especie huésped es huésped de expresién grampositivo tal como Aeromonas salmonicida,
Streptomyces lividans o Corynebacterium glutamicum, tal y como se detalla en la solicitud de patente de Gran
Bretafia numero 0513859.9.

En otra realizacion, la célula huésped es el mismo género que la especie huésped nativa, esto es, el gen
recombinante se vuelve a introducir y expresar en una especie del mismo género que la especie de la cual se aisl6
el gen recombinante.

En otra realizacion, la célula huésped es de la especie huésped nativa, esto es, el gen recombinante se vuelve a
introducir y expresar en la misma especie de la cual se aislé el gen recombinante.

En la técnica esta bien documentado cdémo se transforman los huéspedes procariéticos, por ejemplo véase
Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.2 edicion, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press).
Si se usa un huésped procariético, entonces la secuencia de nucleétidos habria que modificarla convenientemente
antes de la transformacién, tal como para eliminar los intrones.

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

Las células de hongos filamentosos se pueden transformar mediante distintos métodos conocidos en la técnica, tal
como un procedimiento que implica la formacion de protoplastos y la transformacion de los protoplastos seguido por
la regeneracion de la pared celular de un modo conocido. El uso de Aspergillus como microorganismo huésped se
describe en la patente europea EP 0 238 023.

Otro organismo hospedador puede ser una planta. Se puede encontrar una revision de las técnicas generales
utilizadas para transformar plantas en los articulos de Potrykus [Annu. Rev. Plant Physiol. Plant. Mol. Biol. (1991) 45:
205-225] y Christou (Agro-Food-Iindustry Hi-Tech, marzo/abril 1994, 17-27). Mas explicaciones sobre la
transformacion de las plantas se pueden encontrar en la patente europea EP-A-0449375.

En los apartados siguientes se presentan explicaciones generales sobre la transformacion de hongos, levaduras y
plantas.

HONGOS TRANSFORMADOS

Un organismo huésped puede ser un hongo, tal como un hongo filamentoso. Ejemplos de tales huéspedes
adecuados incluyen cualquier miembro que pertenezca a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y similares.

Las explicaciones sobre la transformacion de los hongos filamentosos se revisan en la patente de los Estados
Unidos US-A-5741665 que declara que las técnicas estandares para la transformacion de los hongos filamentosos y

36



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2367511713

el cultivo de los hongos se conocen bien en la técnica. Una revision exhaustiva de las técnicas que se aplican a N.
crassa se encuentra, por ejemplo, en Davis y de Serres, Methods Enzymol (1971) 17A:79-143.

En la patente de los Estados Unidos US-A-5674707 se revisan mas explicaciones sobre la transformacion de los
hongos filamentosos.

En un aspecto, el organismo huésped puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger.

También se puede preparar un Aspergillus transgénico de acuerdo con la presente invencion siguiendo, por ejemplo,
las explicaciones de Turner G. 1994 («Vectors for genetic manipulation». En: Martinelli S. D., Kinghorn J. R.
(Editores) Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology, vol. 29. Elsevier, Amsterdam, 1994, pags.
641-666).

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

LEVADURA TRANSFORMADA
En otra realizacion, el organismo transgénico puede ser una levadura.

Una revisiéon de los principios de la expresion génica heteréloga en la levadura se da a conocer, por ejemplo, en
Methods Mol. Biol. (1995), 49: 341-54 y Curr. Opin. Biotechnol. (1997), octubre 8(5): 554-60.

En este sentido, se puede utilizar la levadura, tal como las especies Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris
[véase FEMS Microbiol. Rev. (2000), 24(1): 45-66], como un vehiculo para la expresion génica heterdloga.

Una revision de los principios de la expresion génica heteréloga en Saccharomyces cerevisiae y la secrecion de los
productos génicos se ofrece en E. Hinchcliffe, E. Kenny (1983, «Yeast as a vehicle for the expression of
heterologous genes», Yeasts, vol. 5, Anthony H. Rose y J. Stuart Harrison, eds., Segunda edicién, Academic Press
Ltd).

Para la transformacion de la levadura se han desarrollado varios protocolos de transformacion. Por ejemplo, se
puede preparar una Saccharomyces transgénica de acuerdo con la presente invencion siguiendo las explicaciones
de Hinnen et al., (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA, 75, 1929); Beggs, J. D. (1978,
Nature, Londres, 275, 104); e Ito, H. et al. (1983, J. Bacteriology, 153, 163-168).

Las células transformadas de levadura se pueden seleccionar mediante diversos marcadores de seleccion, tales
como los marcadores auxotrofos dominantes de resistencia a antibiéticos.

Se puede seleccionar un organismo huésped adecuado de levadura entre las especies de levadura relevantes
desde el punto de vista biotecnologico, tales como, pero sin limitarse a ellas, las especies de levadura seleccionadas
entre Pichia spp., Hansenula spp., Kluyveromyces, Yarrowinia spp., Saccharomyces spp., que incluye S. cerevisiae,
0 Schizosaccharomyces spp., que incluye Schizosaccharomyces pombe.

Se puede utilizar una cepa de la especie de levadura metilétrofa Pichia pastoris como organismo huésped.

En una realizacién, el organismo huésped puede ser una especie de Hansenula, tal como H. polymorpha (tal y como
se describe en la patente internacional WO01/39544).

CELULAS VEGETALES/PLANTAS TRANSFORMADAS

Un organismo hospedador adecuado para la presente invencién puede ser una planta. Se puede encontrar una
revision de las técnicas generales en los articulos de Potrykus [Annu. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. (1991) 42:
205-225] y Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech, marzo/abril, 1994, 17-27), o en la patente internacional
WO01/16308.

SECRECION

A menudo, es deseable que el polipéptido se secrete desde el huésped de expresion hacia el medio de cultivo
donde la enzima se puede recuperar con mas facilidad. De acuerdo con la presente invencién, la secuencia del
péptido lider para la secrecién se puede seleccionar en funciéon del huésped de expresion deseado. También se
pueden utilizar secuencias sefal hibridas en el contexto de la presente invencion.

Ejemplos tipicos de secuencias de péptido lider para la secrecién heterdloga son las que proceden del gen de la
amiloglucosidasa (AG) fungica (glaA, las dos versiones de 18 y 24 aminoacidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen
de factor a (levaduras, por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de la a-amilasa
(Bacillus).
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DETECCION

Se conocen en la técnica muy diversos protocolos para detectar y medir la expresion de la secuencia de
aminoacidos. Los ejemplos incluyen el inmunoensayo enzimatico (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA) y la
clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

Los expertos en la técnica conocen una amplia gama de marcadores y técnicas de conjugacion, y se pueden utilizar
en distintos ensayos de aminoacidos y de acidos nucleicos.

Una serie de compafiias tales como Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI) y US Biochemical
Corp (Cleveland, OH) proporcionan kits comerciales y protocolos para estos procedimientos.

Las moléculas indicadoras o los marcadores adecuados incluyen radionuclidos, enzimas, fluoréforos,
quimioluminiscentes o cromdgenos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.
Las patentes que explican el uso de tales marcadores incluyen las patentes de los Estados Unidos 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.

Igualmente, se pueden producir inmunoglobulinas recombinantes tal y como se muestra en la patente de los Estados
Unidos US-A-4 816 567.

PROTEINAS DE FUSION

Se puede producir un polipéptido que tiene las propiedades especificas que se definen en la presente memoria
como una proteina de fusién, por ejemplo, para ayudar a la extraccion y a la purificacion del mismo. Ejemplos de
proteinas de fusion acompafiantes incluyen glutation-S-transferasa (GST), cola de hexahistidinas, GAL4 (dominio de
fijacion al ADN y/o dominio de activacion transcripcional) y B-galactosidasa. También puede ser conveniente incluir
un sitio de escision proteolitica entre la proteina de fusion acompafante y la secuencia de la proteina de interés para
permitir la eliminaciéon de las secuencias de la proteina fusionada. Preferentemente, la proteina fusionada no
estorbard para la actividad de la secuencia de la proteina.

Se han revisado sistemas de expresion de fusiones génicas en E. coli en Curr. Opin. Biotechnol (1995) 6(5), 501-6.

En otra realizacién de la invencién, la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria se puede ligar a una secuencia heteréloga para codificar una proteina
de fusién. Por ejemplo, para detectar selectivamente en las colecciones peptidicas los agentes capaces de afectar a
la actividad de la sustancia, puede resultar util codificar una sustancia quimérica que expresa un epitopo heterélogo
que es reconocido por un anticuerpo disponible en el mercado.

La invencion se describira ahora, solo a modo de ejemplo, con referencia a las siguientes figuras y ejemplos.

En la figura 1 se muestra el perfil de actividad de la lipido aciltransferasa (ensayo PNP-caprilato) obtenida después
de la cromatografia de intercambio aniénico (CIA);

En la figura 2 se muestran los resultados de los analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de las
fracciones de purificacion de la lipido aciltransferasa (4-12% Mes, +DTT, se aplicaron 40/10 uyl de muestra en el gel):

Carril 1: muestra de la lipido aciltransferasa después de desalar, se aplicaron 40 pl al gel
Carril 2: muestra de la lipido aciltransferasa después de desalar, se aplicaron 10 pl al gel
Carril 3: purificacion de la lipido aciltransferasa después de CIA (acumulados 27 a 39), se aplicaron 40 pl al gel;
Carril 4: purificacion de la lipido aciltransferasa después de CIA (acumulados 27 a 39), se aplicaron 10 pl al gel;

En la figura 3 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa de acuerdo con la tabla 2. Se analizé también la fosfatidilcolina (PC) a modo de
referencia;

En la figura 4 se muestra una TLC (solvente 1) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa de acuerdo con la tabla 2. Se analizaron también los acidos grasos libres (FFA) y
los mono-, di-, y triglicéridos (TRI/DI/MONO) a modo de referencia;

En la figura 5 se muestra una TLC (solvente 5) de los productos de reaccién del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa de acuerdo con la tabla 2. Se analizaron también el colesterol (CHL) y el éster de
colesterol (CHL-éster) a modo de referencia;

En la figura 6 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa o Lecitase Ultra™ de acuerdo con la tabla 3 durante 20 horas;
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En la figura 7 se muestra una TLC (solvente 5) de los productos de reaccién del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa o Lecitase Ultra™ de acuerdo con la tabla 3 durante 20 horas. Se analizaron
también el éster de colesterol (CHL-éster); los mono-, di-, y triglicéridos (TRI/DI/MONO) y el esterol vegetal a modo
de referencia. También se indica la identificacion de acidos grasos libres (FFA);

En la figura 8 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa o Lecitase Ultra™ de acuerdo con la tabla 3 durante 4 horas;

En la figura 9 se muestra una TLC (solvente 5) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja con la lipido aciltransferasa o Lecitase Ultra™ de acuerdo con la tabla 3 durante 4 horas. Se analizaron
también el éster de colesterol (CHL-éster); los mono-, di-, y triglicéridos (TRI/DI/MONO) y el esterol vegetal a modo
de referencia. También se indica la identificacion de acidos grasos libres (FFA);

En la figura 10 se muestra la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa (GCAT) madura mutante de
Aeromonas salmonicida con una mutacion de Asn80Asp (en concreto, el aminoacido 80 es de la secuencia madura);

En la figura 11 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 1) de una lipido aciltransferasa de Aeromonas
hydrophila (ATCC #7965);

En la figura 12 se muestra una secuencia consenso de Pfam00657 de la versién 6 de la base de datos (SEQ ID n.°
2);

En la figura 13 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 3) procedente del organismo Aeromonas
hydrophila (P10480; GI:121051);

En la figura 14 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 4) procedente del organismo Aeromonas
salmonicida (AAG098404; G1:9964017);

En la figura 15 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 5) precedente del organismo Streptomyces
coelicolor A3 (2) (nimero de acceso de GenBank: NP_631558);

En la figura 16 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 6) precedente del organismo Streptomyces
coelicolor A3 (2) (nUmero de acceso de GenBank: CAC42140);

En la figura 17 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 7) precedente del organismo Saccharomyces
cerevisiae (numero de acceso de GenBank: P41734);

En la figura 18 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 8) precedente del organismo Ralstonia
(numero de acceso de GenBank: AL646052);

En la figura 19 se muestra la SEQ ID n.° 10 Scoe1 en el NCBI con cédigo de acceso CAB39707.1 Gl:4539178 a
proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3 (2)];

En la figura 20 se muestra una secuencia de aminoacidos como SEQ ID n.° 10 Scoe2 en el NCBI con cédigo de
acceso CAC01477.1 GI:9716139 a proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3 (2)];

En la figura 21 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 11) Scoe3 en el NCBI con cédigo de acceso
CAB88833.1 Gl:7635996 a posible proteina excretada [Streptomyces coelicolor A3 (2)];

En la figura 22 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 12) Scoe4 en el NCBI con cédigo de acceso
CAB89450.1 GI:7672261 a posible proteina excretada [Streptomyces coelicolor A3 (2)];

En la figura 23 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 13) Scoeb en el NCBI con cddigo de acceso
CAB62724.1 G1:6562793 a posible lipoproteina en el NCBI [Streptomyces coelicolor A3 (2)];

En la figura 24 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 14) Srim1 en el NCBI con codigo de acceso
AAK84028.1 GI:15082088 a la proteina GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus];

En la figura 25 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 15) de una lipido aciltransferasa de
Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida (ATCC #14174);

En la figura 26 se muestra una TLC (solvente 4) de las muestras 1 a 10 de aceite de soja crudo tratado durante 20
horas con enzimas de acuerdo con la Tabla 4. PC es fosfatidilcolina afiadida a 5 concentraciones diferentes
(material de referencia).

En la figura 27 se muestra una TLC (solvente 5) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja crudo con la lipido aciltransferasa o Lecitase Ultra™ de acuerdo con la tabla 4 (20 horas). Se analizaron
también el éster de colesterol (CHL-éster); los mono-, di-, y triglicéridos (TRI/DI/MONO) y el esterol vegetal a modo
de referencia. También se indica la identificacion de acidos grasos libres (FFA);
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En la figura 28 se muestra la SEQ ID n.° 17 que es la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de
Candida parapsilosis;

En la figura 29 se muestra la SEQ ID n.° 18 que es la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de
Candida parapsilosis;

En la figura 30 se muestra el alineamiento 1;

En la figura 31 se muestra la SEQ ID n.° 19 Scoe1 en el NCBI con codigo de acceso CAB39707.1 Gl:4539178 a
proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3 (2)];

En la figura 32 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 25) de la construccion de fusion utilizada para
la mutagénesis del gen de la lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila. Los aminoacidos subrayados
corresponden al péptido sefial de una xilanasa;

En la figura 33 se muestra una secuencia polipeptidica de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ
ID n.° 26);

En la figura 34 se muestra una secuencia polipeptidica de una enzima lipido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ
ID n.° 27);

En la figura 35 se muestra una secuencia polipeptidica de una enzima lipido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ
ID n.° 28);

En la figura 36 se muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Corynebacterium efficiens GDSx
de 300 aminoacidos (SEQ ID n.° 29);

En la figura 37 se muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Novosphingobium aromaticivorans
GDSx de 284 aminoacidos (SEQ ID n.° 30);

En la figura 38 se muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces coelicolor GDSx de
269 aminoacidos (SEQ ID n.° 31);

En la figura 39 se muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces avermitilis GDSx de
269 aminoacidos (SEQ ID n.° 32);

En la figura 40 se muestra un polipéptido de una lipido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID n.° 33);

En la figura 41 se muestra una representacion de cintas de la estructura cristalizada de 1IVN.PDB, que tiene un
glicerol en el centro activo. La figura se realizd con el visualizador Deep View Swiss-PDB;

En la figura 42 se muestra una vista lateral de la estructura cristalizada de 1IVN.PDB con el visualizador Deep View
Swiss-PDB, con glicerol en el centro activo; los restos a menos de 10A del glicerol en el centro activo aparecen
coloreados de negro;

En la figura 43 se muestra el alineamiento 2;

En la figura 44 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 34) procedente del organismo Aeromonas
hydrophila (P10480; G1:121051) (en concreto, esta es la secuencia madura).

En la figura 45 se muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 35) de un mutante de la lipido aciltransferasa
(GCAT) madura mutante de Aeromonas salmonicida (en concreto, esta es la secuencia madura);

En la figura 46 se muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID n.° 36) de Streptomyces thermosacchari,
En la figura 47 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 37) de Streptomyces thermosacchari,

En la figura 48 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 38) de Thermobifida fusca/GDSx de 547
aminoacidos;

En la figura 49 se muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID n.° 36) de Thermobifida fusca;
En la figura 50 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 40) de Thermobifida fusca/GDSX;

En la figura 51 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 41) de Corynebacterium efficiens/GDSx de
300 aminoacidos;

En la figura 52 se muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID n.° 42) de Corynebacterium efficiens;

En la figura 53 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 43) de S. coelicolor/lGDSx de 268
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aminoacidos;

En la figura 54 se muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID n.° 44) de S. coelicolor;

En la figura 55 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 45) de S. avermitilis;

En la figura 56 se muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID n.° 46) de S. avermitilis;

En la figura 57 se muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID n.° 47) de Thermobifida fusca/GDSX;
En la figura 58 se muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID n.° 48) de Thermobifida fusca/GDSx;

En la figura 59 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Se analiz6 también la fosfatidilcolina (PC) a modo de referencia. También
se indican la fosfatidiletanolamina (PE) y la lisofosfatidilcolina (LPC);

En la figura 60 se muestra una TLC (solvente 5) de los productos de reaccion del tratamiento de muestras de aceite
de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Se usé de referencia éster de colesterol, mono-, di- y triglicéridos, y esterol
vegetal. También se indican los acidos grasos libres (FFA);

En la figura 61 se muestra un alineamiento de la L131 y los homologos de S. avermitilis y T. fusca que ilustra la
conservacion del motivo GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la caja GANDY, que es o bien GGNDA o
bien GGNDL, y el bloque HPT (que se considera que contiene la histidina catalitica). Estos tres bloques conservados
estan resaltados.

EJEMPLOS

El propésito de este estudio era investigar el posible uso de una lipido aciltransferasa (a veces denominada en la
presente memoria glicerofosfolipido colesterol aciltransferasa [GCAT]) para el desgomado de aceites vegetales
como el aceite de soja, el aceite de girasol o el aceite de colza.

Un propésito de este estudio era investigar si un mutante concreto (N80D) de la lipido aciltransferasa es una enzima
mas adecuada para el desgomado. De los primeros estudios se sabe que las lipido aciltransferasas (en particular las
GCAT) catalizan la transferencia de acilo de acido graso desde un fosfolipido a esteroles para formar lisolecitina y
ésteres de esterol.

El presente estudio se realizé en un modelo basado en aceite de soja refinado al que se afaden fosfatidilcolina y
esteroles vegetales. Se seleccion6 este modelo porque el producto de reaccién era mas facil de analizar en un
sistema modelo en vez de usar aceite de soja crudo.

Los procedimientos de desgomado enzimatico de los aceites vegetales incluido el aceite de soja y el aceite de colza,
se esta expandiendo en los Ultimos afios porque este procedimiento es méas barato y da mejores resultados a la hora
de eliminar las lecitinas del aceite. La enzima utilizada para el desgomado del aceite es una fosfolipasa A1 (Lecitase
Ultra™ o la fosfolipasa A2 pancreatica; Novozymes A/S, Dinamarca).

Una ventaja de la enzima de la presente invencion cuando se usa para el desgomado en comparacion con la
fosfolipasa A1 de la técnica anterior es que la enzima de acuerdo con la presente invencion facilita la formacion de
ésteres de colesterol durante el desgomado y contribuye a la acumulacién de ésteres de esterol, que no se consigue
con el uso actual de la fosfolipasa A1 (Lecitase Ultra™).

Materiales y métodos.
Enzimas

* Lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion: enzima de Aeromonas salmonicida con una
mutacion Asn80Asp (aminoacido 80 de la enzima madura) (SEQ ID n.° 16 [véase la figura 10]);

* Lecitase Ultra (#3108) de Novozymes, Dinamarca
Aceite de soja: aceite de soja IP (articulo n.° 005018/lote n.° T-618-4)
Lecitina: L-a-fosfatidilcolina 95% vegetal (Avanti #441601)
Esterol vegetal: Generol 122 N de Henkel, Alemania.

Tocoferol: a-tocoferol (articulo n.° 050908/lote n.° 4010140554)

41



10

15

20

25

30

35

40

ES 2367511713

Actividad fosfolipasa
Sustrato

En tampén HEPES a 0,05 M, pH 7, se disolvié L-a-fosfatidilcolina 95% vegetal (Avanti #441601) al 0,06%, Triton-X
100 al 0,4 % (Sigma X-100) y CaCl, a 5 mM.

Procedimiento de ensayo:

Se afiadieron 400 pl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocé en un Thermomixer de Eppendorf a 37
°C durante 5 minutos. A tiempo t =0 min, se le afiadieron 50 ul de la solucién con la enzima. También se analizé un
blanco con agua en lugar de la enzima. La muestra se mezcld a 10 * 100 rpm en un Thermomixer de Eppendorf a 37
°C durante 10 minutos. A tiempo t = 10 min, el tubo Eppendorf se colocé en otro Thermomixer a 99 °C durante 10
min para detener la reaccion.

Los acidos grasos libres de las muestras se analizaron con el kit NEFA C de WAKO GmbH.

La actividad enzimatica PLU-NEFA a pH 7 se calculé como micromoles de acido graso producidos por minuto en las
condiciones del ensayo.

HPTLC
Aplicador: Muestreador 4 automatico de TLC, CAMAG.
Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck n.° 1.05641. Activada durante 30 min a 160 °C antes de usar.

Aplicacién: se aplica 1 pl de una solucion al 8% de aceite en tampon a la placa de HPTLC con un aplicador
automatico de TLC.

Tampdn de cromatografia 1: P-éter:metil-terc-butil éter:acido acético 60:40:1.

Tampdn de cromatografia 4: cloroformo:metanol:agua 75:25:4

Tampén de cromatografia 5: P-éter:metil-terc-butil éter:acido acético 70:30:1

Tiempo de aplicacion/elucion: Tampon de cromatografia 1: 12 min
Tampdn de cromatografia 4: 20 min
Tampén de cromatografia 5: 10 min

Desarrollo

La placa se secd en un horno a 160 °C durante 10 min, se enfrié y se sumergié en acetato de cobre al 6% en H3PO4
al 16%. Se sec6 10 min mas a 160 °C y se evalu6 directamente.

EJEMPLO 1: purificacion de la enzima

Muestra: la lipido aciltransferasa (Asn80Asp) (SEQ ID n.° 16) de muestra se filtrd por un filtro de 0,8/0,22 ym. Se
recogio un filtrado de 510 ml.

Etapa 1, desalado, Sephadex 25 G, gel de 3.21 (10 cm de diametro interno)

La columna de Sephadex se preparé como describe el fabricante (Amesham Biosciences). La columna se equilibrod
con tampén P-Na a 20 mM, pH 8,0. La muestra (510 ml) se aplicé a la columna a una velocidad de flujo de 25
ml/min. Se recogié una muestra de 815 ml desalados y se mantuvo a +4 °C.

Etapa 2. La columna de cromatografia de intercambio anionico, gel Q-Sepharose FF (XK 50), de 300 ml se prepar6
como describe el fabricante (Amersham Biosciences). La columna se equilibré con tampon P-Na a 20 mM, pH 8,0.
La muestra desalada se aplicd a la columna a una velocidad de flujo de 15 ml/min. La columna se lavé con tampdn
A. La lipasa se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 0-0,4 M en tampé6n P-Na a 20 mM (pH 8,0, tampén B). Se
recogieron fracciones de 15 ml durante la cromatografia. La lipasa se eluyé a aproximadamente NaCl 0,2 M, y no se
detectd ninguna actividad lipasa al ensayar las demas fracciones.

Ensayo enzimatico con PNP-caprilato
El ensayo se realizé con PNP-caprilato como sustrato de la siguiente forma:

Se mezclaron 10 mg de sustrato disuelto en 1 ml de etanol, con 9 ml de tampén Tris-HCI a 50 mM (pH 7,3) que
contenia TX100 a 0,4%.
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Se incubaron 240 pl de sustrato a 35 °C. La reaccién se inici6 con la adicién de 25 pyl de muestra o blanco. La
mezcla se incub6 a 35 °C durante 5 min con agitacion. Con la ayuda de un espectrofotdmetro, se midié
continuamente a la formacién de PNP 410 nm. La reaccién de blanco contiene todos los componentes con tampon
en lugar de muestra. Se define una unidad de lipasa como la cantidad de enzima que libera 1 pl de 4cido caprilico
libre por minuto a 35 °C.

Determinacién de la masa molecular y de la pureza

Se realizé una electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS en un gel Nu-PAGE 4-12% (+DTT) y se tifid con
Coomassie de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Novex, EE.UU.). El marcador de tamafios estandares
fue See Blue Plus2 y se adquirié a Novex, EE.UU.

Resultados

El cromatograma de la purificacion por cromatografia de intercambio aniénico (CIA) de la lipido aciltransferasa
mutante N80D se muestra en la figura 1. A las fracciones recogidas se les analizé la actividad lipasa (basandose en
la actividad PNP-caprilato). La actividad de las fracciones se ilustra en la figura 1-a.

Se agruparon las fracciones que contienen actividad lipido aciltransferasa (27 a 39, 150 ml). La recuperacion final de
la lipido aciltransferasa parcialmente purificada fue de aproximadamente el 80% (basandose en el ensayo de PNP-
caprilato).

Las fracciones de la lipido aciltransferasa purificada se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS.

El gel de electroforesis en poliacrilamida con SDS reveld una proteina lipido aciltransferasa con una masa molecular
de aproximadamente 28 kDa. La lipido aciltransferasa parcialmente purificada contenia una impureza menor de
unos 10 kDa (véase la figura 2).

Al agrupamiento de las muestras 27 a 39 de lipido aciltransferasa después de la CIA se le analizé la actividad
fosfolipasica con el resultado de 20,4 PLU-7/ml.

El esquema de purificacion global se presenta en la tabla 1, en la que la lipido aciltransferasa se purificd
parcialmente con una recuperacion del 80%.

Tabla 1. Purificacién de la lipido aciltransferasa

Muestra Vol.  Vmax Dilucion Unidades totales % de recuperacion
Crudo (Q3+Q4) 510 1,150 100 58 650 100

Crudo desalado 815 0,697 100 56 806 97

Agrupamiento 27-39, Q-Seph 195 1,203 200 46 898 80

EJEMPLO 2: experimento de desgomado

La lipido aciltransferasa del ejemplo 1 se utilizé para los estudios de desgomado en las formulaciones mostradas en
la tabla 2.

Se disolvieron esterol vegetal, a-tocoferol y fosfatidilcolina en aceite de soja mediante el calentamiento del aceite a
90 °C. Entonces se enfrié el aceite a unos 40 °C y se afiadié la enzima. La muestra se coloc6 a 40 °C durante 17 h
con agitacion y luego se sacd una muestra para andlisis por HPTLC mediante la disolucion de la muestra en
cloroformo:metanol 2:1.

Tabla 2. Modelos de aceite de soja con a-tocoferol y esterol vegetal usados para analizar la lipido aciltransferasa

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Aceite de soja % 98 97 97 96 97 96 96 95 96 92
a-Tocoferol % 1 1 1 1 1 1
Esterol vegetal % 1 1 1 1 1 1
Fosfatidilcolina % 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
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Agrupamiento 27-89 de lipido % 1 1 1 1 4
aciltransferasa

Los resultados del analisis de HPTLC se muestran en las figuras 3 y 4.

Los resultados de TLC que se muestran en la figura 3 claramente demuestran que la fosfatidilcolina se elimina casi
al 100% gracias a la adicién de la lipido aciltransferasa al aceite. Solo la muestra n.° 10 contiene una pequefia
cantidad de fosfatidilcolina. La muestra n.° 10 tiene la mayor cantidad de agua, lo que indica que la enzima para
desgomado puede funcionar mejor en formulaciones con poca agua, o bien se puede explicar por el hecho de que,
como la muestra n.° 10 contiene un 5% de agua, se forma un sistema de dos fases, que podria ocasionar una
pérdida de contacto entre los reactantes y la enzima.

De los resultados mostrados en la figura 4 se puede observar que se forma una pequefia cantidad de acidos grasos,
pero cuando también estan disponibles el esterol o el a-tocoferol en el aceite, es menor la cantidad de acidos grasos
libres, porque los acidos grasos de la fosfatidilcolina se transfieren al esterol o al a-tocoferol para formar ésteres de
esterol y ésteres de tocoferol.

La formacién de ésteres de colesterol se observa claramente en los resultados de la TLC mostrados en la figura 5.
Hay que sefalar que el material de referencia utilizado, el éster de colesterol, tiene el mismo tiempo de retencién
que los ésteres de esteroles vegetales.

EJEMPLO 3: experimento de desgomado (2)

En otro experimento, el agrupamiento 27-39 de lipido aciltransferasa tras la CIA se analizé a diferentes
dosificaciones enzimaticas y concentraciones de agua en aceite de soja con fosfatidilcolina y esterol vegetal. En este
experimento también se analizé una fosfolipasa comercial, Lecitase Ultra™, en una concentracion recomendada por
el proveedor para el desgomado. La composicidon de las muestras para este experimento se muestran en la tabla 3.

TabIE%MS. Modelo de aceite de soja con esterol vegetal utilizado para analizar la lipido aciltransferasa y la Lecitase
Ultra ™.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Aceite de soja % 966 966 96 92 96 92 95 92 96 92
Esterol vegetal % 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Fosfatidilcolina % 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Agrupamiento 27-89 de lipido % 04 04 04 1 1 2 2
aciltransferasa

Lecitase Ultra'", solucion al 1% % 0,3 0,3
Agua % 04 06 46 0 4 0 3 07 47
Unidades/g de aceite (PLU-7/g) 0 0,08 0,08 0,08 0,2 0,2 04 04 1,03 1,03

El esterol vegetal y la fosfatidilcolina se disolvieron en aceite de soja mediante calentamiento a 95 °C con agitacion.
El aceite se enfrid a 40 °C y se le afiadieron las enzimas. La muestra se mantuvo a 40 °C con agitacién magnética y
las muestras se sacaron después de 4 y 20 horas, y se analizaron por TLC. Los resultados del analisis de HPTLC de
las muestras sacadas a las 4 y 20 horas se muestra en las figuras 6 a 9.

Los resultados de HPTLC indican que la dosificacion mas baja de la lipido aciltransferasa (0,4%, que corresponde a
0,08 PLU/g de aceite) es suficiente para eliminar la fosfatidilcolina del aceite de soja después de 20 horas de
reaccion. También se observa que la dosis mayor de agua (5%) parece tener un efecto perjudicial sobre la hidrolisis
de la fosfatidilcolina que lleva a cabo la lipido aciltransferasa en el aceite. Por tanto, cabe esperar que el menor
grado de hidrolisis en la muestra con la mayor dosis de actividad lipido aciltransferasa se explique por el hecho de
que se ha afiadido mas agua a la muestra. Se observa lo contrario con Lecitase Ultra™, que tiene un menor grado
de hidrdlisis de fosfatidilcolina en la menor cantidad de agua (1%), mientras que Lecitase Ultra™ elimina casi
completamente la fosfatidilcolina de la muestra con un 5% de agua.

Los resultados de la figura 7 también indican que la principal parte del esterol vegetal se convierte en éster de
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esterol vegetal en las muestras tratadas con la lipido aciltransferasa, mientras que no se forma ningun éster de
esterol en las muestras tratadas con Lecitase Ultra™. La figura 7 indica que Lecitase Ultra™ produce mas acidos
grasos libres (FFA) que la lipido aciltransferasa.

Conclusion

Los experimentos de desgomado con un modelo de aceite de soja que contiene fosfatidilcolina, esterol vegetal y
tocoferol han mostrado que una enzima lipido aciltransferasa parcialmente purificada es capaz de eliminar toda la
fosfatidilcolina a la vez que forma ésteres de esterol vegetal, y solo se forma una pequefia cantidad de acidos grasos
libres.

Una ventaja mas de la lipido aciltransferasa es la formacion de ésteres de esterol, y en particular de ésteres de
tocoferol, porque los ésteres de esteroles (incluido el éster de tocoferol) proporcionan propiedades beneficiosas para
la salud. En un procesado convencional de un aceite comestible, tras el desgomado, la fase acuosa que contiene los
lipidos polares hidrolizados (por ejemplo, fosfolipidos y/o glucolipidos) esta separada del aceite. Convencionalmente,
los esteroles se eliminan del aceite comestible durante el refinado del aceite (lo que a veces se denomina
desodorizacion). Sin embargo, los ésteres de esterol (y ésteres de tocoferol) resisten la desodorizacion y, por este
motivo, permanecen en el aceite. La acumulacién de ésteres de esterol en el aceite es atractiva porque se ha
demostrado que una mayor ingesta de ésteres de esteroles vegetales reduce el riesgo de sufrir enfermedades
cardiovasculares en los humanos.

El experimento también indica que la lipido aciltransferasa es capaz de sintetizar ésteres de tocoferol, que también
se acumulan en el aceite.

Esto contribuira a mejorar la estabilidad oxidativa del aceite y, por esta razén, supone un beneficio adicional para el
uso de la lipido aciltransferasa de acuerdo con la presente invencion para el desgomado.

EJEMPLO 4: experimento de desgomado en aceite crudo

En otro experimento, el agrupamiento 27-39 de la lipido aciltransferasa tras la CIA se analizé a diferentes dosis de
enzima y concentraciones de agua en aceite de soja crudo (antes del desgomado) obtenido de The Solae Company,
Aarhus, Dinamarca. En este experimento también se analiz6 una fosfolipasa comercial, Lecitase UItraTM, a una
concentracién recomendada por el proveedor para el desgomado. La composicion de las muestras para este
experimento se muestra en la tabla 4.

Las muestras se colocaron en un bloque calefactor a 40 °C con agitacion con un agitador magnético. Las muestras
para el andlisis se tomaron después de 20 h.

Tabla 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Aceite de soja crudo % 99,5 995 99 98 97 98 95 997 99 95
Lipido aciltransferasa % 05 1 1 1 2 5
Lecitase Ultra'" #3108, solucion % 03 03 03
al 1%
Agua % 05 0 0 1 2 0 0 o0 0,7 47

Las muestras de aceite se analizaron por HPTLC y los resultados se muestran en las figuras 26 y 27.

Los analisis de TLC de la figura 26 indican que la lipido aciltransferasa elimina con eficacia los fosfolipidos del aceite
de soja crudo sin dejar ninguna lisolecitina en la muestra (muestras 3, 4, 6 y 7). La Lecitase Ultra™ también elimina
los fosfolipidos (PC), pero quedan algunas bandas en el cromatograma, que se espera que sea lisolecitina. También
se observa que la lipido aciltransferasa funciona en un medio con muy poca agua, pero que la Lecitase Ultra™
necesita de un 1% a un 5% de agua para funcionar.

Los resultados de la figura 27 confirman que la lipido aciltransferasa convierte el esterol libre en ésteres de esterol, y
que Lecitase Ultra™ no actua sobre los esteroles. La figura 27 también indica une se forman algunos acidos grasos
libres tanto en las muestras con lipido aciltransferasa como con Lecitase Ultra M La razon para esta formacién de
acidos grasos libres con la lipido aciltransferasa se explica por el hecho de que no hay suficientes dadores de acilo
(esterol) disponibles, y por lo tanto se produce algo de hidrdlisis.
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Las muestras 1, 2, 3, 6, 8 y 10 de la tabla 4 se analizaron por GLC y se cuantificd la cantidad de esterol y ésteres de
esterol. Los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Analisis por GLC del esterol y los ésteres de esterol en el aceite de soja crudo tratado enzimaticamente
(tabla 4)

Muestra Enzima Esterol Ester de
n.° (%) esterol (%)
1 Control 0,25 0,07
2 Agrupamiento 27-39 de lipido aciltransferasa al 0,5% 0,13 0,13
3 Agrupamiento 27-39 de lipido aciltransferasa al 1% 0 0,26
6 Agrupamiento 27-39 de lipido aciltransferasa al 2% 0 0,22
8 0,3% de solucién de Lecitase Ultra™ al 1% 025 0,03
10 0,3% de solucién de Lecitase Ultra' al 1% + agua al 5% 0,27 0,05

Los resultados de la tabla 5 confirman la capacidad de la lipido aciltransferasa de la presente invencion para
convertir todos los esteroles del aceite de soja crudo en ésteres de esterol, y se muestra que una fosfolipasa
comercial, Lecitase UItraTM, no tiene efecto sobre el esterol.

CONCLUSION

El efecto de la lipido aciltransferasa de la presente invencion sobre el aceite de soja crudo confirma que la lipido
aciltransferasa de la presente invencién elimina con eficacia los fosfolipidos del aceite de soja crudo a la vez que
forma ésteres de esterol.

EJEMPLO 5
En otro experimento, la fosfolipasa de Streptomyces thermosacchari L131 se analizé en aceite de soja crudo.

Los resultados confirman que la fosfolipasa de Streptomyces thermosacchari L1371 hidroliza con eficacia los
fosfolipidos del aceite de soja crudo y es una enzima adecuada alternativa para el desgomado de los aceites
vegetales.

Los procesos de desgomado enzimatico de los aceites vegetales, que incluyen el aceite de soja y el aceite de colza,
se encuentran en expansion en la actualidad porque este proceso es menos costoso y elimina mejor las lecitinas de
los aceites vegetales. La enzima comercial que se utiliza para el desgomado de aceites es una fosfolipasa A1
microbiana o una fosfolipasa A2 procedente de animales.

Otra enzima que se puede utilizar para el desgomado es una (fosfo)lipido aciltransferasa de Streptomyces
thermosacchari L131.

Introduccioén

El propésito de este estudio fue el de investigar el posible uso de una lipido aciliransferasa de Streptomyces
thermosacchari L131 para desgomar los aceites vegetales como el aceite de soja, el aceite de girasol y el aceite de
colza.

Tradicionalmente se han utilizado dos procedimientos para el desgomado de aceites, a saber, el desgomado fisico y
el desgomado quimico. El desgomado enzimatico de los aceites se desarroll6 en los afios 90 del siglo XX, con el uso
de una fosfolipasa pancreatica. Como esta enzima no era kosher, se sustituyd la fosfolipasa por una fosfolipasa A1
microbiana. El procedimiento enzimatico posee varias ventajas sobre los procedimientos fisico o quimico de
desgomado, que incluyen ahorro de costes, mas rendimiento y un impacto medioambiental mas deseable.

El propésito de este estudio fue el de investigar si la lipido aciltransferasa de Streptomyces thermosacchari L131
seria una enzima adecuada para el desgomado. De los estudios descritos mas arriba se sabe que Strepfomyces
thermosacchari L131 tiene propiedades hidroliticas frente a los galactolipidos y a los fosfolipidos sin mostrar ninguna
actividad sobre los triglicéridos, y cabe esperar que esta enzima también facilite las reacciones transferasicas en
determinados medios con poca agua. Este estudio se realiz6 con aceite de soja crudo con el contenido natural de
fosfolipidos.
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Materiales y métodos
Enzima

K371 (jour 2390-30): Streptomyces thermosacchari L131/S. lividans liofilizados sobre almidén (actividad: 108 PLU-
719).

Lecitase Ultra™ (#3108) de Novozymes, Dinamarca.

Colesterol, Fluka 26950

Esterol vegetal: generol 122 N de Henkel, Alemania

Aceite de soja crudo de The Solae Company, Aarhus, Dinamarca.
Lecitina: L-a-fosfatidicolina 95% vegetal (Avanti #441601)
Actividad fosfolipasa

Sustrato:

En tampon HEPES a 0,05 M, pH 7, se disolvieron L-a-fosfatidicolina 95% vegetal (Avanti #441601) al 0,6%, Triton-X
100 al 0,4% (Sigma X-100) y CaCl, a 5 mM.

Procedimiento del ensayo:

Se afiadieron 400 pl de sustrato en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se coloc6é en un Thermomixer de Eppendorf a 37
°C durante 5 min. A tiempo t = 0 min se le afiadieron 50 ul de la solucién con la enzima. También se analizé un
blanco con agua en lugar de enzima. La muestra se mezclé a 10*100 rpm en un Thermomixer de Eppendorf a 37 °C
durante 10 min. A tiempo t = 10 min, se detuvo la reaccion al colocar el tubo Eppendorf en otro Thermomixer a 99 °C
durante 10 min.

El contenido de acidos grasos libres en las muestras se analiz6 con el kit NEFA C de WAKO GmbH.

La actividad enzimatica PLU-NEFA a pH 7 se calculé como micromoles de acido graso producidos por minuto en las
condiciones del ensayo.

GLC (cromatografia de gases)

Cromatografia de gases capilar 8429 de Perkin Elmer equipada con una columna de silice fundido WCOT de 12,5 x
0,25 mm de diametro interno x 1 pm con fenilmetilsilicona al 5% (CP Sil 8 CB de Crompack).

Portador: Helio
Inyeccion: 1,5 pl con division de flujo

Detector: FID. 385 °C.

Programa del horno: 1 2 3 4
Temperatura del horno [°C] 80 200 240 360
Isotérmica, tiempo [min] 2 0 0 10

Velocidad de temperatura [°C/min] 20 10 12

Preparacién de la muestra: los lipidos extraidos de una muestra de 0,2 g se disolvieron en 2 ml de heptano:piridina
2:1 que contenia una estandar interno de heptadecano, 2 mg/ml. Los 500 pl de muestra se transfirieron a un vial con
cierre a presion. Se le afiadieron 100 yl de MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y la reaccion se incubé a
90 °C durante 15 minutos.

HPTLC
Aplicador: muestreador automatico de TLC 4, CAMAG.
Placa de HPTLC: 10 x 10 cm, Merck n.° 1.05641. Activacion de 30 min a 160 °C antes de usar.

Aplicacién: a la placa de HPTLC se le aplico 1 pl de una solucion al 8% de aceite en tampdn con un aplicador
automatico de TLC.

Tampon de cromatografia 4: cloroformo:metanol:agua 75:25:4
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Tampédn de cromatografia 5: P-éter:metil-terc-butil éter:acido acético 70:30:1
Tiempo de aplicacion/elucién:

Tampon de cromatografia 4: 20 min

Tampon de cromatografia 5: 10 min.
Desarrollo

La placa se sec6 en un horno durante 10 min a 160 °C, se enfrié y se sumergi6é en acetato de cobre al 6% en H3PO,4
al 16%. Se seco otros 10 min mas a 160 °C y se evalud directamente.

Resultados
Experimento de desgomado

Para los estudios de desgomado de las formulaciones mostradas en la tabla 6 se utilizd Streptomyces
thermosacchari L131.

Las muestras se colocaron a 40 °C durante 18 horas con agitacion, después de lo cual se recogieron las muestras
para el analisis de HPTLC mediante la disolucién de la muestra en cloroformo:metanol 2:1.

Tabla 6. Desgomado del aceite de soja crudo con Streptomyces thermosacchari L131 y Lecitase Ultra™.

1 2 3 4 5 6

Aceite de soja crudo % 99 99 98 97 99,7 99
K371 al 10% en agua % 1 2 3

Lecitase Ultra'" #3108, al 1% en % 03 03
agua

Agua % 1 0 0 0 0,7

Los resultados del analisis de HPTLC se muestran en las figuras 59 y 60.

En la figura 59 se muestra la TLC (solvente 4) de los productos de reaccion del tratamiento enzimatico de las
muestras de aceite de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Como referencia también se analizé fosfatidilcolina
(PC). También se indican la fosfatidiletanolamina (PE) y la lisofosfatidilcolina (LPC).

En la figura 60 se muestra la TLC (solvente 5) de los productos de reaccion del tratamiento enzimatico de la
muestras de aceite de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Las referencias son éster de colesterol, monoglicéridos,
diglicéridos, triglicéridos, y esterol vegetal. También se indican los acidos grasos libre (FFA).

Los resultados de la TLC en la figura 59 muestran claramente que las fosfatidilcolina se retir6 completamente
cuando se afiadié al aceite Streptomyces thermosacchari L131. Solo la dosis mas baja (muestra 2) no hidrolizd
completamente los fosfolipidos. Lecitase Ultra™™ también hidrolizo los fosfolipidos en el aceite cuando habia un 5%
de agua (muestra 6), pero sin afiadir mas agua (muestra 5), solo se hidrolizaron parte de los fosfolipidos.

Los resultados en la figura 60 indican que la hidrdlisis de los fosfolipidos coincide con la formacién de acidos grasos
libres.

Conclusion.

La lipido aciltransferasa de Streptomyces thermosacchari L131 hidroliza con eficacia los fosfolipidos en el aceite de
soja crudo durante la formacion de los acidos grasos libres.
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TRATADO DE BUDAPEST S0BRE EL RECONOCIMIENTO
INTERMACIONAL DEL DEPOSITD DE MICROORGANISMOS PARA
LOE PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

FORMULARIO INTERNACIONAL

Damisco AS RECIBIDD EN CASD DE DEPOSITO ORIGINAL
1 registrado segin la norma 7.1 de la

DE-1001 Copenhapen AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Dienmark . identificada al final de 1a pagina

NOMBRE Y DIRECCION DEL DEPOSITANTE

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacidn dada por el Mimero de acceso dado por la

DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERMACIONAL:
Escherichln coll HCIME 41204

TOF1 0pPet] 2afbydm

o DESCRIPCION CIENTIFICA Y0 DESIGNACION TAXNONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en 1 méds arriba se acompaiia de

II una descripoidn cientifica

X | una designacion taxonomica propucsta

{Marque con una X donde corresponda)

ML  RECIBO Y ACEPTACION

La Autoridad Depositaria Internacional acepia el microorganismo identificado en I més ariba, que se recibid ol 22 de
diciembre de 2002 {fecha del dephsito original)f

[TV, RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microorganismo identificado en 1 mas arriba, que s recibid en esta Autoridad Depositara Internacional el (fecha del
deposite orginal} v la peticién de conversidn del depdsito original en un depdsito bajo el Tratado de Budapest s¢ recibia
el

{fzcha de recepoitn de la peticidn de conversidn)

Y.  AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

Mombre: RCIMB Lid, i Firma(z) de personals) que tienen potestad para

repeesentar la Autoridad Depasitaria Internacional o de
. funcionarios] aumnmﬂn[ﬁ[
Direccion: 23 St Machar Drive
Aberdemm Fecha: ? de enero de 2004
AB24 ARY
Scotland, UE.

|  Donde se aplica la norma §/4(d), tal fecha os 1a fiecha en la que adquirié es status de Avtoridad Depositaria
Internacional

De BP/4 {inica pigina)
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TRATADO DE BUDAPEST S0BRE EL RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
L0O3E PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

- FORMULARIO INTERNACIONAL
Danises ASS " RECIBIDO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL

Lempebropade 1 registrado segin la norma 7.1 de la
| DE-1001 Copenhapen AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL
Denmark identificada al final de la pagina

NOMBRE ¥ DIRECCION DE LA PARTE A
QUIEN SE EXPIDE LA DECLARACION DE
VIARILIDAL

L DEPOSITANTE - n IDENTIFICACION DEL MICRODRGANISMO
“Wombre: COMO ANTES Wimero de acceso dado por la

AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
Dircecion: NOIME 41204

Fecha del depdsite o de la transferencia’
22 de diciembre de 2003

M DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo identificado en 11 més arriba se comprobd el 22 de diciembre de 2003, 2 En la misma fecha,
dicho organismo cra:

3

X l Yiahle

¥a no era viable

! Indigue la fecha del depdsito oniginal o, cuando s haya hecho un nuevo deposite o una nueva transferencia, la
" fecha més relevante (fecha del nuevo deposito o fecha de la nueva fransferencial.

L En los casos referidos a la norma 10.24a)(ii) v (iti}, refiérase al anilisis de viabilidad méas recicnie
3 Marque con una X la casilla correspondiente
[iz BP/S (primera paginal
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V. CONDICIONES EN LAS QUE SE HA REALIZADO EL ANALISIS DE VIABILIDATD 4

W, AUTORIDAD DEPOSITARTA IZ"\"I'EF_‘\{P.I:[DN:!'.L

Mombre: MCIME Lad., ; Firma(s) de personals) gue tienen potestad para
represeniar la Awtoridad Depositaria Intemacional o de
Direceain: 23 5t Macher Drive funcionarios) autorizadols)
Abserchaen
AB IRY y /T P iy p e .
Septlamd = Fecha: % de enero de 2004
. Rellenc esta hoja st se ha pedide la informacidn v =i los resuliados del andlisis fueron negativos.

Dz BPA (segunda v dltima pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST S50BRE EL RECONOCIMIENTO
INTERMACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LO& PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTD EN MATERIA DE PATENTES

FORMULARIO INTERMACIONAL

Damiseo ASS RECIBID EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
Langebrogade ] registrado segin la norma 7.1 de la

DE-1001 Copesha AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL
Denmark . identificada al final de la pagina

MNOMBRE ¥ DIRECCION DEL DEPOSITANTE

L IDENTIEICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacitn dada por ¢l Mimera de acceso dado por la

DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
|Escharichia eoli "HCIME 41205

TOF 10pPet] 2adsalmo

M. DESCRIPCION CIENTIFICA Y0 DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en 1 mas arriba se acompania de

II una descripcidn cientifica

X | una designaciin Exonimica propuesta

{Marque con una X donde correspondal

ML RECIBO Y ACEPTACION

La Autoridad Depositaria Internacional acepia el microorganismo identificado en I més amba, que se recibio el 22 de
diciembre de 2003 {fecha del depdsito original )

[TV, RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microorganismo identificado en 1 mas amriba, gue se recibid en esia Autoridad Depositana Intermacional el (fecha del
depbsito original} v la peticidn de conversidn del depdsito original en un depdsito bajo ¢l Tratado de Budapest se recibic
el

{fizcha de recepeitn de la peticion de conversidn)

¥. AUTORIDAD DEPOSITARLA INTERNACIONAL

Mombre: MCIMB Lid, . Firmais) de personals) que tienen potestad para
repeesentar la Awtoridad Depositaria Intemacional o de

. Eum:in?ﬂ] autnr[z?dﬂ[s
. . )
Dircccibn: 23 St Machar Drive Lrénce ..-""i J‘L
Aberdem Fecha: @ de encro de 2004

ABR24 IRY
Scotland, UL

1 Donde se aplica la norma &°4(d), tal fecha es la fecha en la que adquirid es status de Autoridad Depositana
[ntemacional
[iz BP/4 (inica pagina)
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TRATADO DE BUDAPEST S0BRE EL RECONCCIMIENTO
INTERMACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LOE PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTD EN MATERIA DE PATENTES

- FORMULARIO INTERNACIONAL
Danises ASS I " RECIBIDDO EN CASD DE DEPOSITO ORIGINAL

Lenpebrogade | registrado segin la norma 7.1 de la
oe-100 Copenhapgen AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL
Denmark identificada al final de 12 pagina

NOMBRE Y DIRECCION DE LA PARTE A
QUIEN SE EXPIDE LA DECLARACION DE
VIABILIDALD

L DEPOSITANTE . n IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Mombre: COMO ANTES Wimere de acceso dado por la

by AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
Diireccitn: "NHCOIME 41205

Fecha del depdsito o de la transferencia’
22 de diciembre de 2003

M DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo identificado en 11 mas arriba se comprobd ¢l 22 de diciembre de 2003, 2 En la mizma fecha,
dicho organismo era:

X | Viable

¥a no cra viable

k Indigue 1a fecha del depdsito original o, ceando se haya hecho un nuevo depbsito o una nueva fransfirencia, la
© fecha mas relevants (fecha del nuevo depdsito o fecha de la nueva transferencia).

1 En los casos refieridos a la norma 10.2{a)(ii) v (iti), refiérase al andlisis de viabilidad més recients
: Marque con una X la casilla comrespondiente
Dz BP/Y (primera paginal
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{l\'. CONDICIONES EM LAS QUE SE HA REALIZADD EL ANALISIS DE VIABILIDAD4

. AUTORIDAD DEPOSITARLA INTERNACIONAL

(ombre: MOIMEB Lad, ' Firmais) de personals) que tienen potestad para
representar la Autoridad Depositaria Intemacional o de
Direccain: 13 8t Macher Drive funcionariods) autorizado(s)
Absercheen
AB IRY y YO 3..._5{"2____
Stptland « Fecha: % de enero de 2004
4 Rellene esta hoja st se ha pedido la informacidn v =i los resultados del anilisis fueron negativos.

Cie BP9 (segunda ¥ Gltima péginal
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TRATADO DE BUDAPEST 50BRE EL RECONOCIMIENTO
INTERMACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LOS PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

3 : FORMULARIO INTERMNACIOINAL

Damisco A/S RECIBIDO EN CAS0 DE DEPOSITO QRIGINAL

Langebrogade ] registrado segin la norma 7.1 de la

DE-1001 Copenha AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIOMNAL
A\Denmark . identificada al final de la pagina

NOMBRE ¥ DIRECCION DEL DEPOSITANTE

L IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO

Referencia de identificacitn dada por el Wimero de acceso dado por la

DEPOSITANTE: AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
Strepiomycer g NCIMB 41226

L130

m DESCRIPCION CIENTIFICA Y/0 DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en | mas arriba se acomparia de

II una descripeidn cientifica

X | una desipnaciin taxonimica propucsta

{Marque con una X donde corresponda)

ML RECIBO Y ACEPTACION

La Autoridad Depositaria Internacional acepta ¢l microorganismo identificado en I més armba, que se recibio el 23 de
junio de 20104 [fecha del depdsito original)!

IV. RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microorganismo identificado en I mas amriba, gue se recibid en csta Autoridad Depositaria Internacional el (fecha del
deposite original) ¥ la peticidn de conversién del depdsito original en un depdsito bajo el Tratado de Budapest se recibic
el

{fecha de recepeitn de la peticidn de conversidn)

V.  AUTORIDAD DEPOSITARLA INTERNACIONAL

Mombre: HCIMB L, g Firmai(s) de personals) que tienen potestad para
representar la Autoridad Depositaria Intemacional o de
funcionariods) autnriz?du[s

Direccide: 23 St Machar Drive "ﬁ:hxu ] JSL
Abgrdem Fecha: 28 de junio de 2002
AB24 IRY
Seotland, UE

1  Donde se aplica la norma $/40d), tal fecha es la fecha en la que adquirid es status de Autoridad Depositaria
[mtemacional

[xz BP/'4 (lnica pagina}
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TRATADO DE BUDAPEST 50BRE EL RECONCCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LOS PROPOSITOS DEL FROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

- FORMULARIO INTERNACIONAL
Danises ASS I " RECIBIDO EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL

Lenpebrogede 1 registrado segin la norma 7.1 de la
Noe-10m Copenhapen AUTORIDAD DEPOSITARLA INTERNACIONAL
Denmark identificada al final de la pagina

NOMBRE ¥ DIRECCION DE LA PARTE A
QUIEN SE EXPIDE LA DECLARACION DE
VIADILIDALY

L DEPDSITANTE - O IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Mombre: COMO ANTES Nimero de accesa dado por la

AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL:
Direceifn: HOE 4124

Fecha del depisito o de la transferencial
23 de junio de 2003

M DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo identificado en 11 més arriba se comprobd €] 25 de junio de 2003, 2 En la misma fecha,
dicho organismo era:

X | Viable

¥a no era viable

L Indigue la fecha del depdsito original o, cuando se haya hecho un nuevo depdsito o una nueva transferencia, la
" fecha mas relevants (fecha del nuevo depdsito o fecha de la nueva transferencial.

L En los casos referidos & la norma 10.2{a)(ii) ¥ (iti), refiérase al andlisis de viabilidad més reciente

i Marque con una X la casilla comespondiente

Dz BP9 (primera pagina)
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V. CONDICIONES EM LAS QUE 5E HA REALIZADOD EL ANALISIS DE VIABILIDATH

W, AUTORIDAD DEPOSITARLA I?‘\.'TERH&E[DNAL

ombre: MCIMEB Lad : Firmaiz) de personals) que tienen potestad para

representar la Autoridad Depositaria Intemacional o de
Direceain: 23 5t Macher Drive funcionariods) autorizadofs)
A berchben
AW IRY M ki i 'j)_'& 7 S
Seodland « Fecha: 28 de junio de 2004
. Rellenc esta hoja st se ha pedido la informacion v =i los resultades del andlisis fueron negativos.

Dz BPY (segunda y dliima paginal
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TRATADO DE BUDAPEST S0BRE EL RECONCOCIMIENTO
INTERNACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LOE PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

_ : FORMULARIO INTEENACIONAL

Demiseo ASS RECIBIDD EN CASO DE DEPOSITO ORIGINAL
1 registrado segin la norma 7.1 de la
DE-1001 Copeaha AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERMACIONAL
N\ Denmark . identificada al final de la pagina

NOMBRE ¥ DIRECCION DEL DEPOSITANTE

L IDENTIFICACION DEL MICRODRGAMISMO

Referencia de identificaciton dada por ¢l Wimeroe de acceso dado por la

DEPOSITAMTE: AUTORIDAD DEPOSITARTIA INTERNACIONAL:
NCIME 41227

L131 _

[ DESCRIPCION CIENTIFICA Y/0 DESIGNACION TAXONOMICA PROPUESTA

El microorganismo identificado en 1 mas amriba se acompaiia de

II una descripeion cientifica

X | uma designacion taxondmica propussta

{Marque con una X donde corresponda)

ML RECIBO ¥ ACEPTACION

La Autoridad Depositaria Internacional acepta ¢l microorganismo identificado en I més amiba, que se recibid el 23 de
junio de 2004 {fecha del depdsito original)!

[TV.  RECIBO DE PETICION DE CONVERSION

El microorganismo identificado en | més arriba, gue s¢ recibid en esta Autoridad Depositaria Internacional el (fecha del
depbsito onginal) v la peticidn de conversidn del depdsito original en un depdsito bajo el Tratado de Budapest s recibic
el

{fecha de recepcidn de la peticitn de conversidn)

Y. AUTORIDAD DEPOSITARLA INTERMNACHINAL

MNombre: NCIMB Lad, g Firmais) de personafs) que tienen potestad para
represeniar la Autoridad Depositaria Intemacional o de
funcionariods) EIJI:DI'[E?I:‘-D[E

Direccabn: 23 St Machar Drive, {*ﬁkf—l ! l
Aberdemn Fecha: 28 de junio de 2002
AB24 IRY
Scotland, UK.

1  Donde s aplica la norma &04(d), tal fecha es la fecha en la que adguirid es status de Autoridad Depositaria
[ntemacional

D BP/4 (iinica pigina)
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TRATADO DE BUDAPEST 50BRE EL RECONOCIMIENTO
INTERMACIONAL DEL DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA
LOS PROPOSITOS DEL PROCEDIMIENTO EN MATERIA DE PATENTES

- FORMULARIO INTERMACIONAL
Danises ASS - " RECIBIDO EN CAS0 DE DEPOSITO ORIGINAL

Lanpebrogade 1 registrado segin la norma 7.1 de la
|oE-10m Copenhapen AUTORIDAD DEPOSITARLIA INTERNACIONAL
Denmark identificada al final de la pagina

NOMBRE Y DIRECCION DE LA PARTE A
QUIEN SE EXPIDE LA DECLARACION DE
VIARILIDALD

L DEPOSITANTE . o IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO
Wombre: COMO ANTES Wimera de accesa dado por la

- AUTORIDAD DEPOSITARLIA INTERMNACIONAL:
Direceitn: 'NCIMB 41227

Fecha del aeposita o de la transferencial
23 de junio de 2003

M DECLARACION DE VIABILIDAD

La viabilidad del microorganismo identificado en 11 més arriba se comprobd ¢l 25 de junio de 2003.2 En la misma fecha,
dicho organismo era:

b
Yiable

¥a no era viable

} Indigue la fecha del depdsito original o, cuando se haya hecho un nuevo depbsito 0 una nueva transfereneia, la
© fecha més relevante (fecha del nuevo depbsite o fecha de la nueva transferencial.

1 En los casos refieridos a la norma 1002{a)(ii) v (iii), refifrase al andlisis de viabilidad més reciente
? Marque con una X la casilla comespondiente
D BP% (primera piginal
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V. CONDICIONES EM LAS QUE SE HA REALIZADO EL ANALISIS DE VIABILIDADA

. AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL

MNombre: NCIME Lad., ’ Firmais) de personals) gue tienen potestad para
representar la Autoridad Depositaria Intermacional o de
Direceiin: 13 5t Macher Drive funcionario{s) autorizadols)
Abserchnen !
AB IRY o 'j)__&rz____
Srptlamd + Fecha: 28 de junio de 2004
. Rellenc esta hoja st se ha pedido la informacion v &1 los resuliados del andlisis fueron negativos.

Cie BP/ (segunda ¥ dliima pagina)
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de desgomado enzimatico de aceites comestibles, que comprende tratar el aceite comestible
con una lipido aciltransferasa de manera que se transfiere un grupo acilo desde una parte principal del fosfolipido a
uno o mas aceptores de acilo, en donde el aceptor de acilo es uno o mas esteroles y/o estanoles, y en donde la
lipido aciltransferasa se caracteriza por que:

(a) la lipido aciltransferasa posee actividad aciltransferasica que se define como actividad de transferencia de éster
mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a un aceptor de
acilo para formar un nuevo éster; y

(b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los restos
aminoacidicos siguientes L, A, V, |, F, Y,H,Q, T,N,Mo S,

y en donde, cuando se alinea a la secuencia consenso Pfam 00657 y/o a la SEQ ID n.° 37, la lipido aciltransferasa
presenta un bloque GANDY.

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que se forma un éster de esterol y/o un éster de
estanol.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el aceptor de acilo es un esterol.

4. Procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el fosfolipido es una
lecitina.

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lipido
aciltransferasa, ademas de ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a un esterol y/o un estanol,
también transfiere el grupo acilo desde un lipido a uno o mas de un glucido, una proteina, una subunidad proteica y
glicerol.

6. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lipido
aciltransferasa es una lipido aciltransferasa natural.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lipido
aciltransferasa es una lipido aciltransferasa variante.

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha lipido
aciltransferasa se puede obtener 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, Candida, Thermobifida y Corynebacterium.

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha lipido
aciltransferasa se puede obtener a partir de uno o mas de Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida,
Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus, Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis,
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, Candida parapsilosis, Thermobifida fusca y Corynebacterium
efficiens.

10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la X del motivo
GDSX es L.

11. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lipido
aciltransferasa comprende una o mas de las secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ n.° 1, SEQ ID n.° 3, SEQ
IDn.°4,SEQIDn.°5 SEQIDNn.°6,SEQIDNn.°7, SEQIDNn.°8, SEQIDn.°9, SEQID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ
IDn°12, SEQID n.° 13, SEQID n.° 14, 0 SEQID n.° 15, SEQ ID n.° 16, SEQ ID n.° 17, SEQ ID n.° 18, SEQ ID n.°
36, SEQ ID n.° 38, SEQ ID n.° 40, SEQ ID n.° 41, SEQ ID No 45, SEQ ID n.° 47, SEQ ID n.° 50 o una secuencia de
aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas con ellas.

12. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la lipido aciltransferasa comprende una o mas
de las secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 3, SEQ ID No, 4, SEQ ID n.° 1 0 SEQ ID n.° 15, o una
secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas con ellas.

13. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la lipido aciltransferasa comprende una o mas
de las secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 36, SEQ ID No, 38, SEQ ID n.° 40, SEQ ID n.° 41, SEQ ID
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No 45, SEQ ID n.° 47, SEQ ID n.° 50, o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad del 70% o mas con
ellas.

14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que la lipido aciltransferasa comprende una o mas
de las secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 17 o SEQ ID n.° 18, o una secuencia de aminoacidos que
tiene una homologia de al menos el 70% con ellas.

15. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la lipido aciltransferasa comprende la secuencia
de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16, o una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia del 75%
0 mas con ella.

16. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 11, en el que la lipido aciltransferasa comprende la secuencia
de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16.

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que la lipido aciltransferasa se caracteriza por que la
enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que la X es uno o mas de los restos
aminoacidicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, Mo S, y en el que la enzima variante comprende una o mas
modificaciones de aminoacido en comparacién con una secuencia madre en uno cualquiera o varios de los restos
aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7.

18. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 17, en el que la lipido aciltransferasa comprende una
secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 3, SEQID n.°4, SEQID n.° 5, SEQ ID n.° 6,
SEQIDn.°7,SEQIDn.°8, SEQID n.° 19, SEQID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ ID n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID n.°
14, SEQ ID n.° 1, SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27, SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29, SEQ
ID n.° 30, SEQ ID n.° 31, SEQ ID n.° 32, 0 SEQ ID n.° 33, salvo por una o mas modificaciones de aminoacido en uno
cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en
el conjunto 7 identificados por alineamiento de secuencias con la SEQ ID n.° 34.

19. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 18, en el que la lipido aciltransferasa comprende la secuencia
presentada como SEQ ID n.° 34 o SEQ ID n.° 35, salvo por una o mas modificaciones de aminoacido en uno
cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunte 4 o en el conjunto 6 o en
el conjunto 7.

20. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7, 17 o 18, en el que la lipido
aciltransferasa comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16 o una secuencia de
aminoacidos con una homologia del 75% o mas con ella.

21. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7, 17 o 18, en el que la lipido
aciltransferasa comprende la secuencia de aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16.

22. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que hay menos de un
1% de agua en el aceite comestible durante el tratamiento.

23. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 22, en el que hay menos del 0,5% de agua.
24. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 23, en el que hay menos del 0,1% de agua.

25. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el procedimiento
comprende la eliminacion de lisofosfolipidos producida por la accion de la lipido aciltransferasa por filtracion.

26. Uso de una lipido aciltransferasa caracterizado por que:

(a) la lipido aciltransferasa posee actividad aciltransferasica que se define como actividad de transferencia de éster
mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipidico se transfiere a un aceptor de
acilo para formar un nuevo éster; y

(b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los restos
aminoacidicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, Mo S, y en donde cuando se alinea a la secuencia consenso de
Pfam00657 y/o a la SEQ ID n.° 37, la lipido aciltransferasa tiene un bloque GANDY, en el desgomado de aceites
comestibles para eliminar los fosfolipidos y para aumentar la formacién de ésteres de esterol y/o ésteres de estanol
en el aceite.

27. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 26, en la que no hay aumento significativo de los acidos grasos libres en el
aceite tras el tratamiento.

28. Uso de acuerdo con la reivindicacion 26 o la reivindicacion 27, en la que el fosfolipido es una lecitina.

29. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en la que la lipido aciltransferasa es una
lipido aciltransferasa natural.
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30. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en la que la lipido aciltransferasa es una
lipido aciltransferasa variante.

31. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 30, en la que dicha lipido aciltransferasa se
puede obtener de a partir de organismos de uno o mas de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces,
Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus,
Campylobacter, Vibrionaceae, Xjylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria,
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida y Corynebacterium

32. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 31, en la que la lipido aciltransferasa se puede
obtener a partir de uno o mas de: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor,
Streptomyces rimosus, Streptomyces thermosacchari. Streptomyces avermitilis, 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
monacytogenes, Neisseria meningitidis, Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
Xanthomonas axonopodis Candida parapsilosis, Thermobifida fusca 'y Corynebacterium efficiens.

33. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, en la que la X del motivo GDSX es L.

34. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 33, en la que la lipido aciltransferasa comprende
una o mas de las secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 1, SEQ ID n.° 3, SEQ ID n.° 4, SEQ ID n.° 5,
SEQIDNn.°6,SEQIDn.°7,SEQID N8, SEQIDN.°9, SEQIDn.°10, SEQID n.° 11, SEQ ID n.° 12, SEQ ID n.°
13, SEQ ID n.° 14, 0o SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 16, SEQ ID n.° 17, SEQ ID n.° 18, SEQ ID n.° 36, SEQ ID n.° 38,
SEQ ID n.° 40, SEQ ID n.° 41, SEQ ID No 45, SEQ ID n.° 47, SEQ ID n.° 50 o una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de al menos el 75% con ellas.

35. Uso de acuerdo con la reivindicacién 34, en a que la lipido aciltransferasa comprende una o mas de las
secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 3, SEQ ID n.° 4, SEQ ID n.° 1 o SEQ ID n.° 15, o una secuencia
de aminoacidos que tiene una identidad del 75% o mas con ellas.

36. Uso de acuerdo con la reivindicacion 34, en la que la lipido aciltransferasa comprende una o mas de las
secuencias de aminoacidos siguientes: SEQ ID n.° 36, SEQ ID n.° 38, SEQ ID n.° 40, SEQ ID n.° 41, SEQ ID No 45,
SEQ ID n.° 47, SEQ ID n.° 50, o una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de al menos el 70% con
ellas.

37. Uso de acuerdo con la reivindicacién 34, en la que la lipido aciltransferasa comprende una o mas de SEQ ID n.°
17 0 SEQ ID n.° 18, o una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia del 70% o mas con ellas.

38. Uso de acuerdo con la reivindicacion 34, en la que la lipido aciliransferasa comprende la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16, o una secuencia de aminoacidos que tiene una homologia del 75% o
mas con ella.

39. Uso de acuerdo con la reivindicacion 34, en la que la lipido aciliransferasa comprende la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16.

40. Uso de acuerdo con la reivindicacion 30, en la que la lipido aciltransferasa se caracteriza por que la enzima
comprende el motivo de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los restos aminoacidicos
siguientes L, A, V, |, F, Y, H, Q, T, N, Mo S, y en donde la enzima variante comprende una o mas modificaciones de
aminoacido en comparacion con la enzima madre en uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos
en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7.

41. Uso de acuerdo con la reivindicacion 40, en la que la lipido aciltransferasa comprende una secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 34, SEQ ID n.° 35, SEQ ID n.° 3, SEQID n.°4, SEQ ID n.°5, SEQ ID n.°
6, SEQIDn.°7,SEQIDn.°8, SEQIDn.° 19, SEQ ID n.° 10, SEQ ID n.° 11, SEQ ID n.° 12, SEQ ID n.° 13, SEQ ID
n.° 14, SEQ ID n.° 1, SEQ ID n.° 15, SEQ ID n.° 25, SEQ ID n.° 26, SEQ ID n.° 27, SEQ ID n.° 28, SEQ ID n.° 29,
SEQ ID n.° 30, SEQ ID n.° 31, SEQ ID n.° 32, 0 SEQ ID n.° 33, salvo por una o mas modificaciones de aminoacido
en uno cualquiera o varios de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto
6 o en el conjunto 7 identificados por alineamiento de secuencias con la SEQ ID n.° 34.

42. Uso de acuerdo con la reivindicacion 41, en la que la lipido aciltransferasa comprende la secuencia presentada
como SEQ ID n.° 34 o SEQ ID n.° 35, salvo en una o mas modificaciones de aminoacido en uno cualquiera o varios
de los restos aminoacidicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7.

43. Uso de acuerdo con la reivindicacion 30, en la que la lipido aciltransferasa comprende la secuencia de
aminoécidos presentada como SEQ ID n.° 16 o una secuencia de aminoacidos con una homologia del 75% o mas
con ella.
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44. Uso de acuerdo con la reivindicacion 43, en la que la lipido aciltransferasa comprende la secuencia de
aminoacidos presentada como SEQ ID n.° 16.

45. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 44, en la que hay menos de un 1% de agua en
el aceite comestible durante el tratamiento.

46. Uso de acuerdo con la reivindicacién 45, en la que hay menos de un 0,5% de agua.

47. Uso de acuerdo con la reivindicacién 46, en la que hay menos de un 0,1% de agua.
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5

69



ES 2367511713

FIGURA 6
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FIGURA 7
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FIGURA 8
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FIGURA 10
SEQ ID No. 16
1 ADTRPAFSRI VMFGDSLSDT GKMYSEMRGY LPSSPPYYEG RFSNGEVWLE QLTKQFPGLT
61 IANEAEGGAT AVAYNKISWD PKYQVINNLD YEVTQFLOKD SFKPDDLVIL WVGANDYLAY
121 GWNTEQDAKR VRDAISDAAN RMVLNGAKQI LLFWLPDLGQ NPSARSQKVV ERVSHVSAYH
181 HNELLLNLARQ LAPTGMVELE EIDKQFAEML RDPQNFGLSD VENPCYDGGY VWKPFATRSV
241 STDRQLSAFS PQERLAIAGN PLLAQAVASP MARRSASPLN CEGEMFWDQV HPTTVVHAAL
301 SERAATFIET QYEFLAHG
FIGURA 11
(SEQ ID No. 1)

1 MEFWFVCLLG LVALTVQRAD SRPRESRIVM FGDSLSOTGE MYSEMRGYLP
51 SSPPYYEGRF SHGPVWLEQL TEQFPGLTIA NEAEGGATAV RYNEISWNPE
101 YQVINNLDYE VTQFLORDSF EPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDRERVE
1531 DAISDARNEM VLHGARQILL FWLPDLGQONF SARSOEVVER VSHVSRYHRQ
201 LLLNLARQLA PTGMVELFEI DRQFREMLRD PONFGLEDVE WPCYDGGYVR
251 FPFATRSVST DROLSAFSPO ERLAIAGHPL LAQAVASPMA RRSRSPLNCE
301 GEMFWDOVHF TTVVHAALSE RRATFIANQY EFLAH®

FIGURA 12
(SEQ ID No. 2)

1
61
121
181
241
il
i6l

ivafGDE1Td geayygdsdg ggwgagladr Ltallrlrar prgvdvinrg isGrtsdGrl
ivDalvallF lagslglpnl pPYLsgdflr GANFAsaghAt Ilptsgpfli QvqFkdfksg
wlelrgalgl lgellrllpv ldakspdlvt imiGthDlit saffgpkste sdravsvpef
kdnlrglikr Lrsnngarii wlitleilnl gplGCLlPlkl alalassknv dasgelercln
eavadfneal relaiskled glrkdglpdv kgadvpyvDl ysifqdldgl gupsayvyGE
ettkaCCGyG gryHNynrvCG naglcnvtak aCnpasylls f1fwDgfHps ekGykavhAea
1

FIGURA 13

(SEQ ID No. 3)

1 mkkwivellg lvaltvgaad srpafsrivm fodslsdtgk myskmrgylp ssppyyegri
61 sngpvwlegl tnefpgltia neaeggptav aynkiswnpk ygvinnldye wvogilghkdsf
121 kpddivilwv gandylaygw nteqgdakrvr daisdaanmm vlngakeill fnlpdlggup
181l sarsgkvvea ashvsayhog lllnlargla ptogmvklfei dkgfaemlrd pgnfglsdgr
241 nacyggsyvw kpfasrsast daglsafnpg erlaiagnpl lagavaspma arsastlnce
301 gimfwdgvhp ttvvhaalse paatfiesgy eflah
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FIGURA 14

SEQ ID No. 4

1 mkkwfvellg lialtvgaad trpafsrivm fgdslsdtgk myskonrgylp ssppyyegrf
61 sngpvwlegl tkgfpgltia neaeggatav aynkiswnpk ygqvynnldye vtgflgkdsf
121 kpddivilwe gandylaygw ntegdaksvr daisdaanss vingakqill fanlpdlggnp
181 sarsgkvvea vshvsayhnk 1llnlargla ptomviklfei digfaemlrd pqnfgladve
241 npcydggyvw kpfatrsvst drglsafspg erlaiagnpl lagavaspma rrsasplnce
301 gkmfwdgvhp ttvvhaalse raatfietqgy eflabhg

FIGURA 13

SEQ ID No. 5

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
6l anllclrsta nyphviadtt garltdvtog aagtadftra gypgvapgld algtgtdlvt
121 ltiggndnst finaitacgt agvlsggkgs pckdrhgtsf ddeieantyp alkeallgvr
181 arapharvaa lgypwitpat adpscflklp laagdvpyls algahlncav craaeetgat
241 yvdfsgvedg hdaceapgtr wiepllfghs lvpwhpnalg errmaehtmd wlgld

FIGURA 16

SEQ ID No. 6

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpwvdp
61 anllclrsta nyphviadtt garltdvtcg aagtadftra gypgvapgld algtgtdlvt
121 ltiggndnst finpaitacgt agvlsggkgs pckdrhgtsf ddeieantyp alkeallger
181 arapharvaa lgypwitpat adpscflklp laagdvpylr aigahlndaw rraaeetgat
241 yvwdfsgvsdg hdaceapgtr wiepllfghs lvpwvhpnalg errmaehtmd vigld

FIGURA 17

SEQ ID No. 7

1 mdyekfllfg dsitefafnt rpiedgkdgy algaalvney trkmdilgrg fkgytsrwal
61 kilpeilkhe snivmatifl gandacsagp gsvplpefid nirgmvslmk syhirpdiig
121 pglvdrekwe kekseeialg yErtnenfai ysdalaklan eekwpfvaln kafggeggda
181 wgoglltdglh fsgkgykifh dellivietf ypgyvhplnmg yklkdwrdvl ddgsnims
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FIGURA 18

(SEQ ID No. 8)

10 20

! i |
MNLRQWMGAA TAALALGLAA CGGGGTDQSG

70 80 90

I | i
GGGKFTTNPG PIWAETVAARQ LGVTLTPAVM

130 140 150

I ! |
GHNGGAGALT YPVQQQLANF YAASNNTFNG

190 200 210

I | I
AIATAQVQQOA ATDLVGYVKD MIAKGATQVY

250 260 270

| ( |
FNTTLQSGLA GTSARIIDEN AQLTAAIQNG

310 320 330
] } 1
FCSANTLVAS GADQOSYLFAD GVHPTTAGHR

30 40 50
| | 1

NPNVAKVQRM VVFPGDSLSDI GTYTPVAQRV

100 110 120

[ | I
GYATSVONCP KAGCFDYAQG GSRVTDPNGI
160 170 180

! I |
NNDVVEVLAG SNDIFFWTTA AATSGSGVTP

220 230 240

| | |
VFNLPDSSLT PDGVASGTTG QALLHALVGT
280 290 300

I 1 I
ASFGFANTSA RACDATRINA LVPSAGGSSL

340

LIASNVLARL LADNVAH
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FIGURA 19 (SEQ ID No. 9)

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad riaviiadm pegdftytnl avrgrildgi
61 vaegvprwg lapdivstaa ggndiirpgt dpdevaerfe lavaaltaaa gtvivtigfd
121 trgvpvikhl rgkiatyngh vraiadryge pvidiwsirs vgdrrawdad rihlspeght
181 rvalragqal girvpadpdq pwpplpprgt Idurrddvhw areylvpwig mrirgessgd

241 hvtakgtisp daiktriaav a

FIGURA 20

(SEQ ID No. 10)

1 mgtnpaytsl vavgdsfteg msdiipdgsy rgwadilatr maarspgfry anlavrgkli
61 ggivdegvdv amamgadvit wggindtir pkedmarvrd litgaverla pheeglivimr
121 spgrqgpvie rfrprmealfl aviddiagrh gavvvdlyga gqsladprmwd vdrihitaeg
181 hnvaeavwq sighepedpe whapipalpp pgwvtrad vrfarghllp wigrritgrs

241 sgdglpakrp dilpyedpar

FIGURA 21
(SEQ ID No. 11)

1 mtrgrdagag apptkhrall aaivilivai saaiyagasa ddgsrdhalg aggripmda
61 apasigawvg awatapaaae pgtetiglag rsvmwvhis vggigarit! sniyggsplt

121 vthasialaa gpdiaaaiad tmrritfggs arviipaggg vinsdtariai pyganvivit
181 yspipsapvt yhpgargtsy ladgdrtady tavaytiptp ywryltaldy Isheadgtvw
241 afgdsiidga rsgsdanhiw tdviaarihe aagdgrdipr ysvwnegisg nrilisrpgr

301 padnpsglsr fqrdviernn vkavvwvigv ndvinspela drdaittgir tivdraharg
361 Invvgatitp fagyggytea retmrgevne eirsgrvidt vwdfdkalrd pydprmrsd

421 ydsgdhihpg dkgyarmgav idlaalkgaa pvka

FIGURA 22 (SEQ ID No. 12)

1 mtsmsrarva riaagaayg gggiglagaa avglvvaevg lanmvgvgt ptrvpnaggl
vrigsvaqpg

61 yogtiptagd pplrimmigd staagqgvhr aggtpgalla sglaavaerp
121 acsddidrgv alviaepdv pdicvimvga ndvihmmpat rsvrhissav ritagaev
181 wvgtcpdigt iervmgpirw lamrasrgla aagtigaveq ggrivsigd) igpefagnpr

241 elfgpdnyhp saegyataam avipsveaal giwpadeehp dalmegfip varaaaeaas

301 eagtevaaam ptaprgpwal tarrrirvs eaepsspsgv

FIGURA 23 (SEQ ID No. 13)

1 mgrgtdgrir ygnrarval aaltaavigv gvagodsvgg dspapsgsps krtrtapawd
61 tspasvaavg dsitrgfdac avisdcpevs watgssakvd slavrligka daa.ehsmya
121 vigarmadit agviraagre pelvavmaga ndacrstisa mtpvadfrag feeam
181 kipkaqvyvs sipdikriws qgrinpigkq vwkigicpsm Igdadsldsa Bﬂm
241 vadynevir evcakdmer sddgavhefr fgtdgishwd wihipsvdgga rlaeiayrav

301 taknp
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FIGURA 24 (SEQ ID No. 14)
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1 mrismraata salllipala ifgasaavsa priqatdyva lgdsyssgvg agsydsssgs

61 ckrstksypa waashtgtr fnflacsgar tgdviakqlt pvnsgtdivs itiggndagf
121 adimttcnig gesaclaria karayigqtl pagidqvyda idsrapaaqv wigypriyk
181 iggscavgls eksraainaa addinavtak raadhgfafg dvntifaghe lcsgapwihs
241 vtipvensyh ptanggskgy lpvinsat

FIGURA 25 (SEQ ID No. 15)

51
101
151
201
251
301

MREWFVCLLG LIALTVQRAD
SSPPYYEGRF SNGPVWLEQL
YQVINNLDYE VTQFLQEDSE
DRISDARNRM VLNGAKQILL
LLLNLARQLA PTGMVELEEI
KPFATRSVST DRQLSAFSPQ
GEMFWDQVHP TTVVHAALSE

TRPAFSRIVM FGDSLSDTGE MYSEMRGYLP
TEQFPGLTIA NEREGGATAV AYNKISWNPEK
KPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDAKRVR
FNLPDLGONP SARSQEVVER VSHVSAYHNK
DEQFAEMLRD PQNFGLSDVE NPCYDGGYVW
ERLATAGNPL LAQAVASPMA RRSASPLNCE
RAATFIETQY EFLAHG*
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FIGURA 26
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FIGURA 27
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FIGURA 28 (SEQ ID n.° 17)

Met Arg Tyr Phe Ala Ile Ala Phe Leu Leu Ile Asn Thr Ile Ser Ala
1 5 10 15
Phe Val Leu A.‘;g Pro Lys Lys Pro Ser Gln Asp Asp Fhe Tyr Thr Pro
25 30
Pro Gln G%)sr Tyr Glu Ala Gln Pro Leu Gly Ser Ile lLeu Lys Thr Arg
40 45
Asn Val Pro Asn Pro Leu Thr Asn Val Phe Thr Pro Val Lys Val Gln
50 35 60
asn Ala Trp Gln Leu Leu Val Arg Ser Glu Asp Thr Phe Gly Asn Pro
65 70 75 80
Asn Ala Ile Val Thr Thr Ile Ile Gln Pro Phe Asn Ala Lys Lys Asp
) 85 o0 a5
Lys Leu Val Ser Tyr Gln Thr Phe Glu Asp Ser Gly lys Leu Asp Cys
100 105 110
Ala Pro Ser Tyr Ala Ile Gln Tyxr Gly Ser Asp Ile Ser Thr Leu Thr
118 120 125
Thr Gln Gly Glu Met Tyr Tyr Ile Ser Ala Leu Leu Asp Glm Gly Tyr
130 135 140
Tyr Val Val Thr Pro Asp Tyr Glu Gly Pro Lys Ser Thr Fhe Thr Val
145 150 1358 160
Gly Leu Gln Ser Gly Arg Ala Thr Lou Asn Ser Leu Arg Ala Thr Leu
165 170 175
Lys Ser Gly Asn Leu Thr Gly Val Ser Sex Asp Ala Glu Thr Leu Leu
180 185 150
Trp Gly Tyr Ser Gly Gly Ser Leu Ala Ser Gly Trp Ala Ala Ala Ile
195 200 205
Gln Lys Glu Tyr Rla Pro Glu Leu Ser Lys Asn Leu Leu Gly Ala Ala
" 210 215 220
Leu Gly Gly Phe val Thr Asn Ile Thr Ala Thr Ala Glu Ala Val Asp
225 230 238 240
Ser Gly Pro Phe Ala Gly Ile Ile Ser Asn Ala Leu Ala Gly Ile Gly
245 250 2558
Asn Glu Tyr Pro Asp Phe Lys BAsn Tyr Leu Leu Lys Lys Val Ser Pro
260 265 270
Leu Len Ser Ile Thr Tyr Arg Leu Gly Asn Thr Eis Cys Leu Leu Rsp
275 280 285
Gly Gly Ile Ala Tyr Phe Gly Lys Ser Phe Phe Ser Arg Ile Ile Arg
290 295 300
Tyr Phe Pro Asp Gly Trp Asp Leu Val Asn Glan Glu Pro Ile Lys Thr
305 310 315 . 320
Ile Leu Gln Asp Asn Gly Leu Val Tyr Glan Pro Lys Asp Leu Thr Pro
325 330 ° 335
Gln Ile Pro Leu Phe Ile Tyr Eis Gly Thr Len Asp Ala Ile Val Pro
340 345 350

1le Val Asn Ser Arg Lys Thr glég Gla Gln Trp Cys J;Eg Trp Gly Leu
355
Lys Ser Gly Glu Tyz Asn Glu Asp Leu Thr Asn g]a.g His Ile Thr Glu
370 375
Ser Ile Val Gly Ala Pro Ala Ala Leu Thr 'rrg Ile Ile Asn Arg El;g
385 390 39 .
Asn Gly Gln Pro Pro Val Asp Gly Cys Gln His Asn Val Arg Ala Ser
405 410 415
Asn leu Glu Tyr Pro Gly Thr Pro Gln Ser Ile Lys Asn Tyr Phe Glu
‘ 420 425 430
Ala Ala Leu His Ala Ile Leu Gly Phe Asp Leu Gly Pro Asp Val Lys
435 - 440 445
Arg Asp Lys Val Thr Leu Gly Gly Leu Leu Lys Leu Glu Arg Fhe Ala
450 455 460
Phe
¢65
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FIGURA 29 (SEQ ID n.° 18)

Met
Phe

Pro

Asn
65
Asn

Lys

Thr

Tyz
145
Gly
Lys
Tp
Gla
Leu
225
Ser
Asn
Leu
Gly
Tyr

305
Ile

Ile
Lys

Ser
385

Arg Tyr Phe

Val Leu Ala

Ala

Pro

20 -

Gln Gly Tyr
35

Bzo Asn
Irp
Ile

val
50
Ala Gln

ala val

val Ser

100
Tyz

Glu

Leu
Pro Ser
115
Gln Gly
130
val

val Thr

Leu Gln Ser

Ser Gly
180

Gly Ser
195

Lys Glu

210

Gly

Tyr

Gly Ehe

Gly Pro Phe

Glu Pro
260
Ile

Tyr

Ser
275
Ile

Leu

Gly Ala
290
Phe Pro Asp

Leu Gln Asp

Ile

Glu
Pro
Leu

85
Tyz

Ala
Met
Pro
Gly
165
Leu

Gly

Val

Ala
245
RAsp
The
Tyr
Gly

Asn
325

340

val

355
Ser
370
Ile

Gly

ES 2367511713

Ile Ala Phe Leu Leu

Lys Lys Pro

Ala Gln Pro
40

Leu
58
Val Arg

Ile Ile
Thr Phe

Leu
70

Gln
Ile Gln

120
Tyr Ile
135

Tyr
Ala

Glu
150
Axg Thr

The Gly Val

Sexr Leu
200
Leu

Gly

Glu
215
Asn

Pro

Thr
230
Gly

Ile

Ile Ile

Phe Lys Asn
Leun
280

Lys

Tyr
Phe

Arg

Gly
295
Trp Asp Leu
310

Gly Leu Val

Ser
25
Leu

Thr Asn Val

Ser
Gln

Glu
105

Tyr Gly

Ser
Gly
Leu
Ser
185
Alaz
Ser
Thr
Ber
Tyz
2€5
Gly
Ser
Val

Tyz

0
Gla

Gly
Phe

Glu Asp

Pro

90
Ser
ala
Pro
Asn
170
Ser

Sex

Lys

Asn
250
Len
Asn
Phe
Asn

Gin
330

345

360

375
390

405

420

Ala

435
Asp
450

Phe
465

Hisg

Leu His Ala Ile Leu G

Ile Asn Thr

Asp Phe

Ile Leu
45
val

ser

Pro
60
Thr
75 .
Phe Asn

The
Fhe
Ala

Ser Gly lys

Ile Ser
125
Asp

Asp

Leu
140
Sexr

Leu
Lys Thr
155
Ser

Leu Arg

Asp Ala Glu

Gly Trp Ala
205

Rsn Leu Leu

220

The Ala Glu

235

Ala Lea Ala

Leu Lys Lys

Thr Ris Cys
285
Phe Ser Arg
300
Gin Glua Pro
315
Pro Lys Asp

Pro Leu Phe Ile Tyr RHis Gly Thr Leu Asp Ala
Asn Ser Arg Lys Thr Phe Gln Gln Trp Cys Asp

Ile Ser
i5
Tyr Thr
30
Lys

Lys Val

Gly Asn

Lys Lys
Leu
110
Thr Leun

Gln Gly

Phe
Ala Thr
175
Thr Leu
190

Ala

Gly Ala

Ala Val
Gly Ile

255
Val Ser
270
Leu Leu

Ile Ile
Ile Lys

Leu
335

350

365

Gly Glu Tyr Rsn Glu Asp Leu Thr Asn Gly Bis

380

Vil Gly Ala Pro Ala Ala Leu Thr Trp Ile Ile

335

Gln Pro Pro Val Asp Gly Cys Gln His Asn Val

410

425

440

455

Hig Bis His Eis His

470

82

ly Fhe Asp Leu Gly
4

Glu Tyr Pro Gly Thr Pro Gla Ser Ile Lys Asn

460

Pro

445
Lys Val Thr Leu Gly Gly Leu Leu Lys Leu Glu

Ala
Pro
Axg
Gin
Pro

BO
Asp

Cys

240
Gly

Pro

Thr
320
Pro

Ila Val Pro
Trp Gly leu
Ile Thy Glu

Asn Arg Phe

400

Arg Ala Ser

415

430

Tyr Phe Glu
Asp Val Lys
Arg Phe Ala
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FIGURA 30
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ES 2367511713

FIGURA 31

(SEQ ID No. 19)

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad riaviiadrr pegdftytnl avrgrildgi
61 vaeqvprvvg lapdivsfaa ggndiirpgt dpdevaerfe lavaaltaaa gtvivitgfd
121 trgvpvikh! rgkiatyngh vraiadrygc pvidiwslirs vqdrrawdad rihispeght
181 rvairaggal gtrvpadpdq pwpplpprat ldvirddvhw areylvpwig mirgessgd
241 hvtakgtisp daiktriaav a
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FIGURA 32

(SEQ ID No. 25)

1
51
101
151
201
251
301

MFKFRKNFLV
GEMYSEKMRGY
AVAYNEISWN
GWNTEQDAKR
EAVSHVSAYH
VENPCYDGGY
MARRSASPLN

FIGURA 33

(SEQ ID NO. 26)

GLSAALMSIS
LPSSPPYYEG
PRYQVINNLD
VRDAISDARN
NOLLLNLARQ
VWEPFATRSV
CEGEMEWDQV

ES2367511T3

LFSATASAAS
REFSNGPVWLE
YEVTQFLQRD
RMVLNGRKQI
LAPTGMVELF
STDRQLSAFS
HPTTVVHAAL

ADSRPAFSRI
OLTKQFPGLT
SFRPDDLVIL
LLFNLPDLGQ
EIDKQFAEML
PQERLAIAGN
SERMATFIAN

VMFGDSLSDT
IANEAEGGAT
WVGANDYLAY
NPSARSQEVV
RDPONFGLSD
PLLAQRAVASP
QYEFLAH**

MRLTRSLSAASVIVFALLLALLGISPAQAAGPAYVALGDSYSSGNGAGSYIDSSGDCHRSN
NAYPARWAAANAPSSFTFAACSGAVTTDVINNQLGALNASTGLVSITIGGNDAGFADAMIT
CVTSSDSTCLNRLATATNYINTTLLARLDAVYSQIKARAPNARVVVLGYPRMYLASNPWYC
LGLSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAHGFRFGDVRPTFNNHELFFGNDWLHSLTLPVWE
SYHPTSTGHQSGYLPVLNANSST
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FIGURA 34
SEQ ID No. 27

ZP_00058717
1 miphpagerg evgaffallv gtpqdrrir] echetrplrg regegerrvp pltipgdgvl

61 ctisstrdae tvwrkhlqpr pdggfrphlg vecllagges peviwcgreg crfeverrdt

121 pglsrtrgd ssppfragws Ippkcgeisq sarktpavpr yslirtdrpd gprgrfvgsg

181 praatrrrif Igipalvivt altlvlavpt gretlwrmwe eatqdwclgv pvdsrggpae

241 dgefllispv qaatwgnyya lgdsyssgdg ardyypgtav kggcwrsana ypelvaeayd
301 faghlsflac sgqrgyamid aidevgsqld wasphtsivt igiggndlgf stviktcmvr
361 vplldskact dqedairkrm akfettfee] isevrtrapd arilvvgypr ifpeeptgay

421 ytltasngrw Inetigefnq qlacavavhd eeiaasggvg svefvdvyha ldgheigsde
481 pwvngvqlrd latgvtvdrs tthpnaaghr avgervieqi etgpgrplya tfavvagatv
541 dtlagevg

FIGURA 35

(SEQ ID No. 28)

1 mgsgpraatr rriflgipal vivtaltivl avptgretlw rmwceeatgdw clgvpvdsrg
61 qpaedgefll Ispvqaatwg nyyalgdsys sgdgardyyp gtavkggcwr sanaypelva
121 eaydfaghls flacsgqrey amldaidevg sqldwnspht sivtigigen digfstvik
181 cmvrvpllds kactdgedai rkrmakfett feelisevrt rapdarilvv gyprifpeep
241 tgayytltas ngrwinetiq efnqqlacav avhdeeiaas ggvgsvefvd vyhaldghei
301 gsdepwvngv girdlatgvt vﬁstﬂrpmaslnvsm ieqietgper plyatfavva

361 gatvdtlage vg
FIGURA 36
(SEQ ID No. 29)
| mrttviaasa llllagcadg areetagapp gessggiree gaeastsitd vyialgdsya
61 amgerdqplr gepfclrssg nypellbacv tdltcggavt gdlleprtlg ertlpagvda
121 Medttivt] siggndlgfg evagcireri agenaddevd ligetigeql dqlppqidrv

181 beairdragd agvvvigylp lvsagdcpel gdvseadrrw aveltggine tvreaaerhd
241 alfvipddad ehtscappqq rwadiqgqqt dayplhptsa gheamaaavr dalglepvqp
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FIGURA 37

(SEQ ID No. 30)

ZP_0009416

1 mgqvkifarr capvllalag lapaatvare aplaegaryv algssfaagp gvepnapgsp
61 ercgrgtiny phllaealkl divdatcsga tthhvigpwn evppqgidsvn gdtrivilti
121 ggndvsfvgn ifaaacekma spdpregkwr eiteeewqad eermrsivrq tharaplarv
181 vvvdyitvlp psgtcaamai spdrlagsrs aakrlarita rvareegasl lkfshisrth
241 hpcsakpwsn glsapaddgi pvhpnrigha eaaaalvklv klmk /

FIGURA 38

SEQ ID No. 31

NP_625998.

1 mrrfrivgfl sslvlaagaa ltgaatagaa gpaaadgyva lgdsyssgvg agsyisssgd
61 ckrstkahpy lwaaahspst fdftacsgar tgdvisgqlg plssgtglvs isiggndagf
121 adtmttevlq sessclsria tacayvdstl pgkldgvysa isdkapnahv vvigyprfyk
181 lgticiglse tkrtainkas dhintviaqr aaahgfifed vritftghel csgspwihsv
241 nwlnigesyh ptaaggsggy Ipvingaa
i

FIGURA 39

SEQ ID No. 32

NP_827753.
1 mursritayv tslllavgea ltgaataqas paaaatgyva lgdsyssgvg agsylsssgd
61 ckrsskaypy Iwqaahspss fsfmacsgar tgdvlanglg tinsstglvs Itiggndagf
121 sdvmttcvlg sdsaclsrin takayvdstl pgqldsvyta istkapsahv avlgypriyk
181 lggsclagls etkrsainda adylnsaiak raadhgfify dvkstfighe icssstwlhs
p 241 1dliniggsy hptaagqsgg ylpvmnsva

FIGURA 40
SEQ ID No. 33

MRLTRSLSAASVIVFALLLALLGISPAQAAGPAYVALGDSYSSGNGAGSYIDSSGDCHRSN
NAYPARWAAANAPSSFTFAACSGAVTTDVINNQLGALNASTGLVSITIGGNDAGFADAMIT
CVTSSDSTCLNRLATATNYINTTLLARLDAVYSQIKARAPNARVVVLGYPRMYLASNPWYC
LGLSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAHGFRFGDVRPTFNNHELFFGNDWLHSLTLFVWE
SYHPTSTGHQSGYLPVLNANSST
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ES 2367511713

FIGURA 41
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ES 2367511713

FIGURA 42
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ES 2367511713

FIGURA 43
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ES 2367511713

FIGURA 44
(SEQ ID No. 34)

ADSRPAFSRIVMFGDSLSDTGKMYSKMRGYLPSSPPYYEGRFSNGPVWLEQLTNEFPG
LTIANEAEGGPTAVAYNKISWNPKYQVINNLDYEVTQFLQKDSFKPDDLVILWVGANDYL
AYGWNTEQDAKRVRDAISDAANRMVLNGAKEILLFNLPDLGQNPSARSQKVVEAASHY
SAYHNQLLLNLARQLAPTGMVKLFEIDKQF AEMLRDPQNFGLSDQRNACYGGSYVWKP
FASRSASTDSQLSAFNPQERLAIAGNPLLAQAVASPMAARSASTLNCE
GKMFWDQVHPTTVVHAALSEPAATFIESQYEFLAH

FIGURA 45

(SEQ ID No. 35)

1 ADTRPAFSRI VMFGDSLSDT GKMYSKMRGY LPSSPPYYEG RFSNGPVWLE QLTKQFPGLT
61 IANEAEGGAT AVAYNKISWN PKYQVINNLD YEVTQFLQKD SFKPDDLVIL WVGANDYLAY
121 GWNTEQDAKR VRDAISDAAN RMVLNGAKQI LLFNLPDLGQ NPSARSQKVV ERVSHVSAYH
181 NKLLLNLARQ LAPTGMVKLEF EIDKQFAEML RDPONFGLSD VENPCYDGGY VWKPFATRSV
241 STDRQLSAFS PQERLAIAGN PLLAQAVASP MARRSASPLN CEGKMFWDQV HPTTVVHAAL
301 SERAATFIET QYEFLAHG
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FIGURA 46
(SEQ ID No. 36)

ACAGGCCGATGCACGGAACCGTACCTTTCCGCAGTGAAGCGCTCTCCCCCCATCGTTCGC
CGGGACTTCATCCGCGATTTTGGCATGAACACTTCCTTCAACGCGCGTAGCTTGCTACAA
GTGCGGCAGCAGACCCGCTCGTTGGAGGCTCAGTGAGATTGACCCGATCCCTGTCGGCCG
CATCCGTCATCGTCTTCGCCCTGCTGCTCGCGCTGCTGGGCATCAGCCCGGCCCAGGCAG
CCGGCCCGGCCTATGTGGCCCTGGGGGATTCCTATTCCTCGGGCAACGGCGCCGGAAGTT
ACATCGATTCGAGCGGTGACTGTCACCGCAGCAACAACGCGTACCCCGCCCGCTGGGCGG
CGGCCAACGCACCGTCCTCCTTCACCTTCGCGGCCTGCTCGGGAGCGGTGACCACGGATG
TGATCAACAATCAGCTGGGCGCCCTCAACGCGTCCACCGGCCTGGTGAGCATCACCATCG
GCGGCAATGACGCGGGCTTCGCGGACGCGATGACCACCTGCGTCACCAGCTCGGACAGCA
CCTGCCTCAACCGGCTGGCCACCGCCACCAACTACATCAACACCACCCTGCTCGCCCGGC
TCGACGCGGTCTACAGCCAGATCAAGGCCCGTGCCCCCAACGCCCGCGTGGTCGTCCTCG
GCTACCCGCGCATGTACCTGGCCTCGAACCCCTGGTACTGCCTGGGCCTGAGCAACACCA
AGCGCGCGGCCATCAACACCACCGCCGACACCCTCAACTCGGTGATCTCCTCCCGGGCCA
CCGCCCACGGATTCCGATTCGGCGATGTCCGCCCGACCTTCAACAACCACGAACTGTTCT
TCGGCAACGACTGGCTGCACTCACTCACCCTGCCGGTGTGGGAGTCGTACCACCCCACCA
GCACGGGCCATCAGAGCGGCTATCTGCCGGTCCTCAACGCCAACAGCTCGACCTGATCAA
CGCACGGCCGTGCCCGCCCCGCGCGTCACGCTCGGCGCGGGLCGCCGCAGCGCGTTGATCA
GCCCACAGTGCCGGTGACGGTCCCACCGTCACGGTCGAGGGTGTACGTCACGGTGGCGCC
GCTCCAGAAGTGGAACGTCAGCAGGACCGTGGAGCCGTCCCTGACCTCGTCGAAGAACTC
CGGGGTCAGCGTGATCACCCCTCCCCCGTAGCCGGGGGCGAAGGCGGCGCCGAACTCCTT
GTAGGACGTCCAGTCGTGCGGCCCGGCGTTGCCACCGTCCGCGTAGACCGCTTCCATGGT
CGCCAGCCGGTCGCCCGCGGAACTCGGTGGGGATGTCCGTGCCCAAGGTGGTCCCGGTGGT
GTCCGAGAGCACCGGGGGCTCGTACCGGATGATGTGCAGATCCAAAGAATT

FIGURA 47

(SEQ ID NO. 37):

MRLTRSLSAASVIVFALLLALL GISPAQAAGPAYVALGDSYSSGNGAGSYIDSSGDCHRSN
NAYPARWAAANAPSSFTFAACSGAVTTDVINNQLGALNASTGLVSITIGGNDAGFADAMTT
CVTSSDSTCLNRLATATNYINTTLLARLDAVYSQIKARAPNARVVVLGYPRMYLASNPWYC
LGLSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAHGFRFGDVRPTFNNHELFFGNDWLHSLTLPVWE
SYHPTSTGHQSGYLPVLNANSST
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FIGURA 48

SEQ ID No. 38

1 miphpagerg evgaffallv gtpgdrrir echetrpirg rcgegerrvp plitipgdgvl
61 citsstrdae tvwrkhiqpr pdggfrphlg vgcllagqgs pgviwcgreg crieverrdt
121 pgisrtmgd ssppfragws Ippkcgeisq sarktpavpr yslirtdrpd gprgrfvgsg
181 praatrrrif Igipalvivt attiviavpt gretiwrmwe eatqdwcigv pvdsrgqpae
241 dgefllispv gaatwgnyya Igdsyssgdg ardyypgtav kggcwrsana ypelvaeayd
301 faghlsflac sgqrgyamid aidevgsqld wnsphtsivt igiggndigf stviktcmvr
361 vplldskact dqedairkrm akfettfeel isevrtrapd arilvvgypr ifpeeptgay
421 ytitasngrw Inetigefng glaeavavhd eeiaasggva svefvdvyha ldgheigsde
481 pwvngvqird latgvtvdrs tthpnaaghr avgervieqi etgpgrplya tfavvagatv
541 dtlagevg
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FIGURA 49

(SEQ ID No. 39)

1 ggtagtgaac cagaacaccc ggtcgtcggce gtgggcegtce aggtgcaggt geaggtictt
61 caactgetce agcaggatge cgeegtggee gtgecacgatg geettgggea ggectgtggt
121 ccccgacgag tacagcacce atageggatg gtcgaacgge ageggggtga actccagtte
181 cgcgcecetteg ccegeggcett cgaactcege ccaggacagg gtgtcggcga cagggeegea
241 gcccaggtac ggcaggacga cggtgtgetg caggetggge atgeegtcge gecagggettt
301 gagcacgtca cggcggtcga agtccttace geegtagegg tagecgtcca cggecageag
361 cactticggt tcgatctgeg cgaaccggtc gaggacgetg cgecaccccga agtcagggga
421 acaggacgac caggtcgcac cgatcgcgge gcaggegagg aatgecggecg tcgectegge
481 gatgttcggc aggtaggcca cgacceggtc gecggggece acccegagge tgeggaggge
541 cgcagcgatc gecggegatge gggtecgceag ttetececag gtccactegg tcaacggecg
601 gagttcggac gegtgecgga tcgecacgge tgatgggtca cggtcgegga agatgtgcte
661 ggcgtagttg agggtggege cggggaacca gacggegeeg ggeatggegt caggaggcgag
721 cactgtggtg tacggggtgg cggegcgeac ceggtagtac tcccagatcg caggaccagaa
781 tecttcgagg teggttaceg accagegeca cagtgecteg tagtceggta cgtccacace
841 gcogtgctee cgecaccecage gagtgaacge ggtgaggttg gegegttctt tgegetecte
901 gtcgggactc cacaggatcg geggetgegg cttgagtgic atgaaacgeg accecttegt
961 ggacggtgeg gatgeggtga gegtegagty cotecectaa cgetcccegg tgacggagtg
1021 ttgtgcacca catctagcac gcgggacgeg gaaaccgtat ggagaaaaca cctacaacce
1081 cggceggacg gtgggtitcg gecacactta gggategggt gectgetige cgggcaggge
1141 agtcccgggg tgctgtggtg cgggegggag ggctgteget tegaggtgtg ccggeaagac
1201 actccgggcee tcageegtac ccgecaacggg gacagticte cteecticcg ggctggatag
1261 tcecttcece cgaaatgegg cgagatetee cagtcagece ggaaaacace cgetgtgece
1321 aggtactctt tgcttcgaac agacaggecg gacggtecac gggggagatt tgtgggcagce
1381 ggaccacgtg cggcgaccag acgacggttg ttecteggta teeeegcetct tgtacttgtg
1441 acagcgctca cgctggtett ggctgtceceg acggggegeg agacgcetgtg gegeatgtag
1501 tgtgaggcca cccaggactg gtgectggag gtgeeggteg actcccgegg acagectgeg
1561 gaggacggcg agtttctget getttctecg gtccaggeag cgacctgggg gaactattac
1621 gegetegggg attegtacte ticgggggac ggggecegeg actactatee cggeacegeg
1681 gtgaagggcg gttgctggeg gtecegetaac gectateegg agetggtege cgaagectac
1741 gacttcgeeg gacacttgte gttcctggee tgcageggee agegeggceta cgecatgett
1801 gacgctatcg acgaggtcgg ctegecagetg gactggaact ceecteacac gtegetggtg
1861 acgatcggga tcggcggcaa cgatctgggg tictccacgg ttgaagac ctgcatggtg
1921 cgggtgcege tgctggacag caaggegtge acggaccagg aggacgctat ccgcaagegg
1981 atggcgaaat tcgagacgac gittgaagag ctcatcageg aagtgegeac cegegegeed
2041 gacgceegga tectigicgt gggetaccee cggatttitc cggaggaace gaccggegcee
2101 tactacacgc tgaccgecgag caaccagegg tggctcaacg aaaccatica ggagttcaac
2161 cagcagctcg ccgaggctgt cgeggtecac gacgaggaga ttgecgegte gggeagagty
2221 ggcagcegtag agttcgtgga cgtctaccac gegttggacg gecacgagat cggctcggac
2281 gagcecgtggg tgaacggggt geagttgcgg gacctegeca ccggggtgac tgtggacege
2341 agtaccttce accecaacge cgetgggeac cggacagteg gtgagegagt catcgageag
2401 atcgaaaccg gecegggeceg teegetetat gecactiteg cagtagtgge gggggegace
2461 gtggacactc tcgegggega ggtgggatga cecggettac cgiccggece geaggtetge
2521 gagcactgcg gegatctggt ccactgecca gtgeagttcg teticggtga tgaccagegg
2581 cggggagagc cggatcgttg agecgtgegt gictttgacg agcacaccee getgcaggag
2641 ccattegeac agttetcttc cggtggecag agtegggtcg acgtegatce cagcccacag
2701 gecgatgcetg cgggecgega ccacgecgtt gecgaccagt tggtcgagge gggegegeag
2761 cacgggggcg agggcgcgga catggtecag gtaagggeeg tcgecggacga ggcetcaccac
2821 ggcagtgceg accgegeagg cgagggcegtt gecgeegaag gtgetgeegt getggeegag
2881 gcggatcacg tcgaagactt ccgegtegee taccgecgee gecacgggea ggatgecgee
2941 gcecagegct ttgccgaaca ggtagatate ggegtegact cegetgtggt cgcaggeceg
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FIGURA 50

(SEQ ID No. 40)

1 vgsgpraatr rrifigipal vivtaltivi avptgretiw rmwceatqdw clgvpvdsrg

61 qpaedgefll Ispvqaatwg nyyalgdsys sgdgardyyp gtavkggcwr sanaypelva
121 eaydfaghls flacsgqrgy amidaidevg sqldwnspht sivtigiggn digfstvikt
181 cmvrvplids kactdqedai rkrmakfett feelisevrt rapdarilvv gyprifpeep
241 tgayytitas ngrwinetiq efnqglaeav avhdeeiaas ggvgsvefvd vyhaldghei
301 gsdepwvngv qlrdlatgvt vdrstfhpna aghravgerv iegietgpgr plyatfavva
361 gatvdtiage vg

FIGURA 51

(SEQ ID No. 41)

1 mrttviaasa lllagcadg areetagapp gessggiree gaeastsitd vyialgdsya
61 amggrdgplr gepfcirssg nypelihaev tditcggavt gdlleprtig ertipaqvda
121 ltedttivtl siggndigfg evagcireri agenaddcvd ligetigeql dqglppqidrv
181 heairdragd aqvvvtgylp lvsagdcpel gdvseadrrw aveltgqine tvreaaerhd
241 alfvipddad ehtscappqq rwadiqgqqt dayplhptsa gheamaaavr daiglepvqp
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FIGURA 52

(SEQ ID No. 42)

1 ttctggagtg ttatgaggtt gttatcggcet cgtectggat ggatcccgee aggtgggata

61 ttcacggggg actittgtgt ccaacagcecg agaatgagtg ccctgageag tgggaatgag

121 gtgggcgggg ctgtgtcgee atgaggggge ggegggetet gtggtgeece gegacceeeg
181 gceceggtga geggtgaatg aaatcegget gtaatcagea tecegtgeee acecegicag
241 ggaggtcagc geecggagtg tetacgeagt cggatectet cggactegge catgetgteg

301 gcagcatcge geteecgggt cttggegtee cteggetatt ctgectgetg teectggaag

361 gcgaaatgat caccggggag tgatacaccg gtggtctecat cccggatgec cactticggeg
421 ccatccggea attcgggcag ctecgggtgg aagtaggtag catecgatge gtcggtgacg
481 ccatagtggg cgaagatctc atcctgctcg agggtgetca ggecactcete cggatcgata

541 tcgggggcgt ccttgatgge gtectigetg aaaccgaggt gecagettgtg ggcttccaat

601 ttcgcaccac ggagcgggac gaggctggaa tgacggecga agageccgtg gtggacctca
661 acgaaggtgg gtagtcccgt gicatcattg aggaacacge cetecaccge acccagcettg
721 tggccggagt tgtcgtaggce getggeatce agaagggaaa cgatcteata titgtcggtg

781 tgctcagaca tgatcttect ttgetgtcgg tgtctggtac taccacggta gggcetgaatg

841 caactgttat titictgtta ttttaggaat tggtccatat cccacagget ggctgtggte

901 aaatcgtcat caagtaatce ctgtcacaca aaatgggtgg tgggagceect ggtcgeggtt

961 ccgtgggagg cgeegtgece cgecaggateg teggeatcgg cggatetgge caggtacceeg
1021 cggtgaataa aatcattctg taaccticat cacggttggt tttaggtatc cgccectite
1081 gtcctgacee catcccecgae gecacaggagc ccgeaggtia cagtagacag gagagacgtg
1141 gacaccatga ggacaacggt catcgcagca agcgcattac tecticicge cggatgegeg
1201 gatggggcce gggaggagac cgeeggtgea ccgeegggtg agtectccgg gggeatcegg
1261 gaggaggggg cggaggcgic gacaagceate accgacgtct acatcgeect cggggattce
1321 tatgcggcga tgggcgggeg ggatcagecg ttacggggtg agecgttctg cctgegeteg
1381 tccggtaatt acccggaact cctccacgea gaggtcaceg atctcacctg ccagggggeg
1441 gtgaccgggg atctgctcga acceaggacg ctgggggage geacgetgee ggegeaggtg
1501 gatgcgcetga cggaggacac caccctggtc acccteteeca tcgggggeaa tgacctcgga
1561 ttcagagagg tggegggatg catecgggaa cggatcgeeg gggagaacge tgatgatige
1621 gtggacctge tgggggaaac catcggggag cagctcgate agcttcceee gecagetggac
1681 cgcgtgcacg aggctatccg ggaccgecgee ggggacgege aggttgtggt caccggttac
1741 ctgcegceteg tgtctgeegg ggactgeece gaactggggg atgtctccga ggeggategt
1801 cgttgggcegag ttgagctgac cgggeagate aacgagacceg tgcgegagge ggecgaacga
1861 cacgatgccec tctttgtcet gccegacgat geccgatgage acaccagttg tgcaccececa
1921 cagcagcgct gggeggatat ccagggecaa cagaccgatg cetateeget gcaccegace
1981 tccgecggee atgaggegat ggecgeegece gtccgggacg cgetgggect ggaaceggte
2041 cagcegtage geccgggegeg cgcttgtcga cgaccaacce atgeccaggct gcagtcacat
2101 ccgcacatag cgcgegeggg cgatggagta cgcaccatag aggatgagec cgatgecgac
2161 gatgatgagc agcacactgc cgaagggttg ttccccgagg gtgcgcagag ccgagtccag
2221 acctgcggcec tgctcecggat catgggecca accggegatg acgatcaaca cccecaggat
2281 cccgaaggceg ataccacggg cgacataacc ggctgttceg gtgatgatga tegeggteec
2341 gacctgecect gaccecgeac ccgectecag atcctcecegg aaatceceggg fggeceectt
2401 ccagaggttg tagacacceg cceccagtac caccageceg gcgaccacaa ccagcaccac
2461 accccagggat tgggatagga cggiggeggt gacatcggtg geggtcteee catcggaggt
2521 gcetgecgeee cgggegaagg taggaggtggt caccgecagg gagaagtaga ccatggecat
2581 gaccgcecccc ttggecctit cettgaggte ctcgeccgee agecagetgge tcaattgeea
2641 gagtcccagg gecgecaggg cgatgacgge aacccacagg aggaactgee caccecggage
2701 ctecgegatg gtggecaggg cacctgaatt cgaggectea tcacccgaac cgecggatee
2761 agtggcgatg cgcaccgega tccacccgat gaggatgtge agtatgecea ggacaatgaa
2821 accacctetg gccagggtgg tcagegegag gtagtecteg gectggtcgg cagecegttc
2881 gatcgtccegt ticgcggatc tggtgtcgece cttatccata geteccattg aaccgecttg

2941 aggggtggge ggccactgtic agggeggatt gtgatctgaa ctgtgatgtt ccatcaacce
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FIGURA 53

(SEQ ID No. 43)

1 mrririvgfl sslvlaagaa ltgaatagaa qpaaadgyva lgdsyssgvg agsyisssgd
61 ckrstkahpy Iwaaahspst fdftacsgar tgdvisgqlg plssgtglvs isiggndagf
121 adtmticviqg sessclsria taeayvdsti pgkldgvysa isdkapnahv vvigyprfyk
181 Igttciglse tkrtainkas dhintvlagr aaahgftfgd vritftghel csgspwlhsv
241 nwinigesyh ptaagqsggy lpvingaa

FIGURA 54

(SEQ ID No. 44)

1 cccggeggece cgtgeaggag cagcageegg ccegegatgt cetcgggegt cgtetteate
61 aggcegtcca tegegtegge gaccggegec gtgtagtigg cocggaccte gteccaggty
121 ccegeggega tetggegggt ggtgeggtge gggecgegee gaggggagac gtaccagaag
181 cccatcgtea cgttcteegg cigeggticg ggetegteeg cogeteegte cgtegecteg
241 ccgagcacct teteggegag gteggegetg glegecgtea cegtgacgte ggegeccegg
301 ctccagegeg agatcageag cgtccageeg tegeccteeg ceagegtege getgeggteg
361 tcgtcgeggg cgateecgeag cacgegegeg ccgggeggea geagegtgge geeggacegt
421 acgcggtcga tgttcgecge gtgegagtac ggctgetcac cegtggegaa acggecgagg
481 aacagcgcegt cgacgacgtc ggacggggag tegetgtegt ccacgttgag ccggatcgge
541 agggcticgt gcgagticac ggacatgteg ccatgatcgg geacceggee geegegtgea
601 ccegctitce cgggeacgea cgacagggge tttctegecg tetteegtec gaacttgaac
661 gagtgtcage catttctigg catggacact tccagtcaac gegegtaget getaccacgg
721 ttgtggcagce aatcctgeta agggaggtic catgagacgt ttccgacttg teggcettect
781 gagttcgcete gtectegeeg ceggegecge cotcaceggg geagegaceg cccaggegge
841 ccaaccegec gecgeegacyg getatgtgge ceteggegac tectactect ccggggtegg
901 agcgggeagc tacatcagcet cgageggega ctgcaagege ageacgaagg cecateecta
961 cctgtgggeg gecgeccact cgeectecac gttcgacttc accgectgtt ccggegeceg
1021 tacgggtgat gttctctceg gacagetcgg cecgcetcage tecggeaceg gectegtete
1081 gatcagcatc ggcggeaacy acgccggttt cgccgacace atgacgacct gtgtgcteca
1141 gtccgagagce tectgectgt cgeggatege caccgecgag gegtacgteg actcgacgct
1201 geeeggeaag ctegacggceg tetactegge aatcagegac aaggegecga acgeccacgt
1261 cgtegteatc ggctaceege getictacaa geteggeace accigeateg gectgtcega
1321 gaccaagcgg acggcgatca acaaggcctc cgaccaccte aacaccgtee tegeccageg
1381 cgcegecgece cacggcttca ceticggega cgtacgcace accttcaceg gecacgaget
1441 gtgctecgace ageccectgge tgcacagegt caactggetg aacatcggeg agtegtacca
1501 ccccaccgeg gecggecagt ceggtggeta cetgeeggte ctcaacggeg cegectgace
1561 tcaggcggaa ggagaagaag aaggagcgga gggagacgag gagtgggagg cecccgeeega
1621 cggggtccee gteceegtet cegtetecgt coccggteecg caagtcaceg agaacgecac
1681 cgcgtecggac gtggeccgea cecggacteeg cacctecacg cgeacggeac tetcgaacge
1741 geeggtgteg tegtgegteg tcaccaccac geegtectgg cgegagegcet cgecgeccga
1801 cgggaaggac agcgtccgee accecggate ggagaccgac cegteecgegg tcacceaceg
1861 gtagccgace tccgegggea geegeecgac cgtgaacgtc geegtgaacg cgggtgeeeg
1921 gtcgtgegge ggeggacagg cececgagta gtgggtgege gageccacca cggteaccte
1981 caccgactge getgegggge
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FIGURA 55

(SEQ ID No. 45)

1 mrrsritayv tslllavgca Itgaatagas paaaatgyva Igdsyssgvg agsylsssgd
61 ckrsskaypy lwgaahspss fsfmacsgar tgdvianglg tinsstglvs Itiggndagf
121 sdvmttcvlq sdsaclsrin takayvdstl pgqldsvyta istkapsahv avigyprfyk
181 Iggsclagls etkrsainda adylnsaiak raadhgftfg dvkstfighe icssstwihs

241 I|dliniggsy hptaaggsgg yipvmnsva

FIGURA 56

SEQ ID No. 46

1 ccaccgeegg gteggeggeg agtetectgg coteggtege ggagaggtty gecgtgtage

61 cgttcagcge ggcgecgaac gicticttea cegtgecgec gtactegttg atcaggeect

121 tgccctiget cgacgeggec ttgaageegg tgeecttctt gagegtgacg atgtagetge

181 cctitgatcge ggtgggggag ccggeggega geaccgtgee cteggecggyg gtggectgag
241 cgggcagtgc ggtgaatceg cocacgaggg cgeeggtcge cacggeggtt atcgeggega
301 teccggatctt citgctacge agetgtgeea tacgagggag tectectetg gocagegaceg

361 cgectgggtg gggegeacgg ctgtggggag tgegegegtc atcacgeaca cggecctgga
421 gegtegtgtt ccgeectggg tigagtaaag ceteggecat ctacgggggt ggctcaaggg
481 agttgagacc ctgtcatgag ictgacatga gcacgcaatc aacggggecg tgagecaccee
541 ggggegacee cggaaagtge cgagaagtct tggcatggac acttecigte aacacgegta
601 gctggtacga cggttacgge agagateetg ctaaagggag gttccatgag acgttecega
661 attacggcat acgtgacctc actcctecte geegtegget gegeecteac cggggeageg
721 acggegeagg cgtececage cgecgeggec acgggetatg tggecciegg cgactegtac
781 tcgteeggtg teggegeegg cagetacete agetecageg gegactgeaa gegeagticg
841 aaggcctatc cgtacctctg gcaggeegeg catteaccect cgtegttcag ttcatgget

901 tgctegggeg ctegtacggg tgatgteetg gecaatcage teggcaccect gaactegtee
961 accggectgg teteecteac catcggagge aacgacgegg gettctecga cgtcatgacg
1021 acctgtgtgc tccagtcega cagegectge cleteecgea tcaacacgge gaaggegtac
1081 gtcgactcca cectgecegg cecaactcgac agegtataca cggegatcag cacgaaggee
1141 ccgteggecce atgtggeegt getgggetac cooccgctict acaaactggg cagcetectge
1201 ctcgegggee tetcggagac caageggtee gecatcaacg acgeggecga ctatctgaac
1261 agcgecateg ccaagegege cgecgaccac ggettcacet tcggegacgt caagageace
1321 ttcaccggcece atgagatctg ctecageagce acctggetge acagtctcga cetgetgaac
1381 atcggccagt cctaccacce gaccgeggee ggecagtecg geggctatct gocggteatg
1441 aacagcgtgg cctgagctce cacggectga atitttaagg cctgaatitt taaggegaag
1501 gtgaaccgga agcggaggee cegteegteg gggteteegt cgeacaggte accgagaacg
1561 gcacggagtt ggacgtcgtg cgcaccgggt cgegeaccte gacggegate tegticgaga
1621 tegttccgct cgtgtegtac gtggtgacga acacctgctt ctgetgggte tttccgeege

1681 tcgccgggaa ggacagegte ttccageeeg gatcecgggac ctegeectte ttggtcacce
1741 agcggtacic cacctcgace ggcaccegge ccaccgigaa ggtegeegtg aacgtgggeg
1801 cctgggeggt gggeggeagg caggeaccgg agtagteggt gtgcacgeeg gtgaccgtca
1861 ccticacgga ctgggecgge ggggtegteg taccgeegee gecacegeceg ceteceggag
1921 tggageccga getgtggteg ceccegeegt cagegtigte gtectcgggag gttttegaac
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SEQ ID No. 47

1 mgsgpraatr mifigipal vivtaltivl avptgretiw rmwceatqdw clgvpvdsrg
61 gpaedgefil Ispvqaatwg nyyalgdsys sgdgardyyp gtavkggcwr sanaypelva
121 eaydfaghls flacsgqrgy amidaidevg sqldwnspht sivtigiggn digfstvikt
181 cmvrvpllds kactdqedai rkrmakfett feelisevrt rapdarilvv gyprifpeep
241 tgayytitas nqrwinetiq efngglaeav avhdeeiaas ggvgsvefvd vyhaldghei
301 gsdepwvngv girdlatgvt vdrstfhpna aghravgerv ieqgietgpgr plyatfavva
361 gatvdtiage vg

FIGURA 58
SEQ ID No. 48

1 ctgcagacac ccgecccgec ttetcecgga tegteatgtt cggegactee ctcagegaca

61 ccggcaagat gtactccaag atgcgeggcet acctgecgte cicceegecg tactacgagg
121 gecgettcte gaacggeceg gtetggelgg ageagetgac gaageagtic cecggectga
181 cgatcgccaa cgaggccgag gggggegega ccgcagtcge ctacaacaag atctcctgga
241 acccgaagta ccaggteatt aacaaccteg actacgaggt cacccagtic tigcagaagg
301 actcgttcaa geecegacgac ctggtcatee tgtgggtgag cgccaacgac tacctggect
361 acggttggaa cacggagcag gacgccaage gggtgegega cgecalcteg gacgeggeaa
421 accgcatggt cctgaacgge gcgaageaga fectgetgtt caacctgeec gacctgggee
481 agaaccegtc cgecegetee cagaaggteg tcgaggeceat ctegeacgty tecgectace
541 acaacaagct gctectcaac ctegecegge agcetecgeeee gacgggeatg gtcaagetgt
601 tcgagatcga caagcagtic gcggagatge tgegegacce ccagaactic ggectgageg
661 acgtggagaa ccegtgctac gacggegget acgtgtggaa gecgticgee acceggticeg
721 fctcgaccga ccggeagetg teggecttct cgecccagga gegectggeg atcgetggea
781 accegetect ggcacaggeg gtageticge cgatggeceg cegeteggec tegecectea
841 actgcgaggg caagatgttc tgggaccagg tccaccccac cacegtggic cacgeecgece
901 tctcggageg cgecgecace ticategaga cecagtacga gticctegec cactagticta

961 gaggatcc
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FIGURA 61
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T.fusca
Consensus

LS VI S

1 50

(1) —-—————- MRRSRITAYVTSLLLAVGCALTGAATAQASPA-——====—==—
(1) VGSGPRAATRRRLFLGIPALVLVTALTLVLAVPTGRETLWRMWCEATQDW
(1) MRRSRFLA ALILLTLA AL GAA ARAAP

51 100
(32) —mmmmmmm e e e P-AYVAILGDSYSISGNGAGSYID
(33) ——mmmommme e ARATGYV, SYS|ISGVGAGSYLS
(51) CLGVPVDSRGQPAEDGEFLLLSPVQAATWGNYYAILGDSYSSGDGARDYYP
(51) A B YVALGDSYSSG GAGSY

101 150
(53) SSGD---CHRSNNAYPARWAAANAP---SSFTFAACSGAVTTDVIN~—--
(57) SSGD---CKRSSKAYPYLWQAAHSP--~SSFSFMACSGARTGDVLA----
(101) GTAVKGGCWRSANAYPELVAEAYDFA--GHLSFLACSGORGYAMLDAIDE
(101) SSGD C RSTKAYPALWAARAHA SSFSF ACSGARTYDVLA

151 ‘ 200
(93) --NQLGALNAST--GLVSITIGGNDAGFADAMTTCVTS--—--~ SDSTCL
{97) --NQLGTLNSST--GLVSLTIGGNDAGFSDVMITCVLQ—=—==- SDSACL
(149) VGSQLDWNSPHT--SLVTI¢IGGNDLGFSTVLKTCMVR-~—--- VPLLDS
(151) QL LNS T LVSITIGGNDAGFAD MTTCVL SDSACL
201 250
(133) NRLATATNYINTTLLA---—---- RLDAVYSQIKARAPNARVVVLGYPRMY
(137) SRINTAKAYVDSTLPG-—-—--—- QLDSVYTAISTKAPSAHVAVLGYPREY
(191) KACTDQEDAIRKRMAKF----ETTFEELISEVRTRAPDARILVVGYPRIF
(201) RIA AK YI TLPA RLDSVYSAI TRAP ARVVVLGYPRIY
251 300
(176) LASNPWYCLGLSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAH-—--=———==—w=- GF
(180) KLGG-SCLAGLSETKRSAINDAADYLNSAIAKRAADH-—-=—-—==—=- GF
(237) PEEPTGAYYTLTASNORWLNETIQEFNQQLAEAVAVHDEEIAASGGVGSV
(251) sG LGLS TKRAAINDAAD LNSVIAKRAADH GF
301 50
(215) REGDVRPTFNNHELFFGNDWLHSLTLP-—---——==—-——=—==—= VWESYH
(218) TFGDVKSTFTGHEICSSSTWLHSLDLLN--—~==o===—————— IGQSYH
(287) EFVDVYHALDGHEIGSDEPWVNGVQLRDLATG-===———=-= VTIVDRSTIFH
(301) TFGDV TF GHELCSA PWLHSLTLP VvV  SKYH
351 395

(248) PTSTGHOSGYLPVLNANSST=~=mmmmmmmme——mmm e —m e
(252) PTAAGQSGGYLPVMNSVA———=—m-=—mmmmmm e mmmmm e eee e
(328) PNAAGHRAVGERVIEQIETGPGRPLYATFAVVAGATVDTLAGEVG
(351) PTA GHAAGYLPVLNSI T
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