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DESCRIPCIÓN

Método de desgomado 

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS 

Se hace referencia a las siguientes solicitudes relacionadas: solicitud de los Estados Unidos de número de serie 
09/750 990 registrada el 20 de julio de 1999, solicitud de los Estados Unidos de número de serie 10/409 391, las 5 
solicitudes de patente internacional WO2004/064537, WO2004/064987, PCT/IB2004/004378 y PCT/IB2004/004374. 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a un método para desgomar enzimáticamente los aceites comestibles mediante una 
lípido aciltransferasa. 

La presente invención se refiere adicionalmente al uso de una o más lípido aciltransferasas. 10 

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

ANTECEDENTES DE LA TÉCNICA 

Tradicionalmente se han utilizado dos procedimientos para desgomar los aceites, que son los procedimientos de 
desgomado físico y de desgomado químico. En los años 90 se desarrolló el procedimiento de desgomado 15 
enzimático mediante el uso de la fosfolipasa pancreática. Como esta enzima no era kosher, se acabó sustituyendo la 
fosfolipasa por una fosfolipasa A1 microbiana (Lecitase UltraTM, Novozymes, Dinamarca). El procedimiento 
enzimático tiene varias ventajas con respecto a los procedimientos de desgomado físico o químico, 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 20 
aceites vegetales, tales como aceite de salvado de arroz, aceite de girasol y aceite de palma para el refinado físico. 

La patente internacional WO 03/100044 se refiere al menos a 1 secuencia nucleotídica que codifica un polipéptido 
de aciltransferasa membranario activo independiente, en el que se ha eliminado y/o sustituido al menos 1 resto 
aminoacídico de la región transmembranaria en comparación con el polipéptido de la aciltransferasa original, en 
donde el polipéptido de aciltransferasa activo membranario independiente codificado produce ésteres de ácidos 25 
grasos y/o tioésteres de ácidos grasos, tales como triacilgliceroles, diacilgliceroles, monoacilgliceroles, fosfolípidos, 
glucolípidos, ésteres de ceras, glúcidos acilados, aminoácidos acilados y lisolípidos, por ejemplo lisofosfolípidos, 
lisolecitina. 

Kim Clausen («New enzyme for degumming», Oils and Fats International, vol. 17, n.º. 4, junio de 2001, páginas 24-
25) se refiere a una enzima de segunda generación para el desgomado, que se introdujo en la planta de 30 
procesamiento y molturación de Cereol en Mannheim, Alemania. 

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

El número de acceso Q9F7Y6 a la base de datos EMBL del EBI XP002350670 de marzo de 2001 se refiere a una 
glicerofosfolípido-colesterol aciltransferasa depositada por Lachmann et al. 35 

RESUMEN DE LOS ASPECTOS DE LA PRESENTE INVENCIÓN 

La presente invención da a conocer un procedimiento de desgomado enzimático de aceites comestibles, que 
comprende tratar el aceite comestible con una lípido aciltransferasa de manera que se transfiere un grupo acilo 
desde una parte principal del fosfolípido a uno o más acilos aceptores, en donde el aceptor de acilo es uno o más 
esteroles y/o estanoles, y en donde la lípido aciltransferasa se caracteriza por que: 40 

a) la lípido 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 lipídico se transfiere a 
un aceptor de acilo para formar un nuevo éster; y 

b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los 
siguientes restos aminoacídicos: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, 45 

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

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

En otro aspecto más, la presente invención da a conocer el uso de una lípido aciltransferasa, en donde la lípido 5 
aciltransferasa se caracteriza por que: 

a) la lípido 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 lipídico se transfiere a un 
aceptor de acilo para formar un nuevo éster; y 

b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los siguientes 10 
restos aminoacídicos: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, 

y en donde cuando se alinea tanto con la secuencia consenso de Pfam00657 y/o la SEQ ID n.º 37, la lípido 
aciltransferasa tiene un bloque GANDY en el desgomado de aceites comestibles (i) para eliminar fosfolípidos (tales 
como fosfatidilcolina) y (ii) para aumentar la formación de ésteres de esteroles y/o ésteres de estanoles en el aceite, 
o (iii) eliminar fosfolípidos (tales como fosfatidilcolina) y para aumentar la formación de ésteres de esteroles y/o 15 
ésteres de estanoles en el aceite sin aumentar significativamente la cantidad de ácidos grasos libres en el aceite. 

ASPECTOS PREFERENTES 

La lípido aciltransferasa para uso en la presente invención puede ser una lípido aciltransferasa natural o puede ser 
una lípido aciltransferasa variante. 

Por ejemplo, la lípido aciltransferasa para uso en el método y los usos de la presente invención puede ser una que 20 
está descrita en los documentos WO2004/06453 o WO2004/064987, o PCT/IB2004/004378 o GB0513859.9, por 
ejemplo. 

La terminología «lípido 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 lípido a uno o más sustratos aceptores, tales como uno o más de los siguientes: 25 
un esterol; un estanol; un glúcido; una proteína; una subunidad proteica; glicerol; preferentemente un esterol y/o un 
estanol. 

La lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención, o para uso en los métodos y/o usos de la presente 
invención, es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido (tal y como se define en la presente memoria) a uno 
o más de los siguientes sustratos aceptores de acilo: un esterol o un estanol, preferentemente un esterol. 30 

Para algunos aspectos, el «aceptor de acilo» según la presente invención puede ser cualquier compuesto que 
comprende un grupo hidroxilo (–OH), tal como por ejemplo alcoholes polivalentes incluido el glicerol; esteroles, 
estanoles; glúcidos; hidroxiácidos que incluyen ácidos de las frutas, ácido cítrico, ácido tartárico, ácido láctico y ácido 
ascórbico; proteínas o una subunidad de las mismas, tales como aminoácidos, hidrolizados proteicos y péptidos 
(proteína parcialmente hidrolizada) por ejemplo; y sus mezclas y sus derivados. Preferentemente, el «aceptor de 35 
acilo» de acuerdo con la presente invención no es agua. 

El aceptor de acilo no es preferentemente un monoglicérido. 

En un aspecto, la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso en los métodos y/o usos de 
la presente invención, puede, al igual que es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido a un esterol y/o un 
estanol, ser capaz adicionalmente de transferir un grupo acilo desde un lípido a uno o más de los siguientes: un 40 
glúcido, una proteína, una subunidad proteica, glicerol. 

Preferentemente, el sustrato lipídico sobre el que actúa la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención 
es uno o más de los siguientes lípidos: un fosfolípido, tal como una lecitina, por ejemplo fosfatidilcolina. 

Este lípido de sustrato se puede denominar en la presente memoria el «dador de acilo lipídico». La terminología 
lecitina tal y como se usa en la presente memoria abarca fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, 45 
fosfatidilserina y fosfatidilglicerol. 

Para algunos aspectos, preferentemente, el lípido de sustrato sobre el que la lípido aciltransferasa de acuerdo con la 
presente invención o para uso en el método y/o usos de la presente invención actúa como un fosfolípido, tal como 
lecitina, por ejemplo fosfatidilcolina. 

Para algunos aspectos, preferentemente, la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso 50 
en el método y/o usos de la presente invención 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 lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso en el método y/o usos 
de la presente invención puede mostrar una o más de las siguientes actividades fosfolipásicas: actividad fosfolipasa 
A2 (E.C. 3.1.1.4) o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). 

Convenientemente, para algunos aspectos, la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso 
en el método y/o usos de la presente invención es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolípido a un 5 
esterol y/o un estanol. 

Para algunos aspectos, preferentemente la lípido aciltransferasa de la presente invención o para uso en los métodos 
y/o usos de la presente invención es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolípido 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 lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso en 10 
el método y/o usos de la presente invención 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 lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso en el método y/o usos de la presente 
invención es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido a un esterol y/o a un estanol. Por tanto, en una 
realización, el «aceptor de acilo» de acuerdo con la presente invención puede ser tanto un esterol como un estanol o 15 
una combinación de ambos esterol y estanol. 

Preferentemente, la enzima lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención o para uso en los métodos y 
usos de la presente invención 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 lipídico se transfiere a un 20 
aceptor de acilo para formar un nuevo éster; y 

(ii) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los 
siguientes restos aminoacídicos: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 

Preferentemente, la X del motivo GDSX es L o Y. Más preferentemente, la X del motivo GDSX es L. Por lo tanto, 
preferentemente, la enzima de acuerdo con la presente invención comprende el motivo de secuencia de 25 
aminoácidos GDSL. 

El motivo GDSX está comprendido por cuatro aminoácidos conservados. Preferentemente, la serina dentro del 
motivo es una serina catalítica de la enzima lípido aciltransferasa. Convenientemente, la serina del motivo GDSX 
puede estar en una posición que corresponde a la Ser-16 en la enzima lipolítica de Aeromonas hydrophila explicada 
en Brumlik y Buckley (Journal of Bacteriology, abril 1996, vol. 178, n.º 7, págs. 2060-2064). 30 

Para determinar si una proteína tiene el motivo GDSX de acuerdo con la presente invención, 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 WO2004/064537 o WO2004/064987.  

Pfam es una base de datos de familias de dominios proteicos. Pfam contiene alineamientos de secuencias múltiples 
revisados a mano para cada familia, así como un perfil de modelos ocultos de Markov (perfiles de HMM) para 35 
identificar estos dominios en las secuencias nuevas. Se puede encontrar una introducción 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 revisión, 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. 40 

Para una explicación detallada de los modelos ocultos de Markov y cómo 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 45 
están 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 
HMMER2 proporcionado dentro de esta especificación. 

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: 50 

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 búsquedas mediante la introducción de una secuencia proteica. Usando 
los parámetros por defecto de la base de datos, se analizará 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 detectará su presencia en 5 
cualquier secuencia de consulta. La base de datos devolverá el alineamiento de la secuencia consenso de 
Pfam00657 con la secuencia de consulta. 

Preferentemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la invención se puede alinear 
con la secuencia consenso de Pfam00657 (para una explicación detallada, consulte los documentos 
WO2004/064537 o WO2004/064987).  10 

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 invención. 

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia consenso de Pfam00657, la lípido aciltransferasa para uso en 
los métodos o usos de la invención puede tener al menos uno, preferentemente más de uno, preferentemente más 
de dos, de los siguientes: un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. Convenientemente, la lípido 15 
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, más 
preferentemente GANDY. 

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia consenso de Pfam00657, la enzima para uso en los métodos o 20 
usos de la invención tiene al menos uno, preferentemente más de uno, preferentemente más de dos, 
preferentemente más de tres, preferentemente más de cuatro, preferentemente más de cinco, preferentemente más 
de seis, preferentemente más de siete, preferentemente más de ocho, preferentemente más de nueve, 
preferentemente más de diez, preferentemente más de once, preferentemente mas de doce, preferentemente más 
de trece, preferentemente más de catorce, de los siguientes restos aminoacídicos cuando se compara con la 25 
secuencia del polipéptido de referencia de A. hydrophila, a saber SEQ ID n.º 1: 28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly, 
33Asp, 34Ser, 35hid, 130hid, 131Gly, 132Hid, 133Asn, 134Asp, 135hid, 309His. 

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

La secuencia consenso de Pfam00657 se presenta en la figura 12 como SEQ ID n.º 2. Procede de la identificación 30 
de la familia 00657 de Pfam, versión 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 WO2004/064537 o WO2004/064987). 

La presencia de los bloques GDSx, GANDY y HPT se encuentran en la familia 00657 de Pfam de las dos versiones 35 
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 realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención se 
puede caracterizar usando los siguientes criterios: 

(i) la enzima posee actividad aciltransferasa, que se puede definir como una actividad de transferencia de 40 
éster mediante la cual la parte acilo de un enlace éster original de un dador de acilo lipídico se transfiere a un 
aceptor de acilo para formar un nuevo éster; 

(ii) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los 
siguientes restos aminoacídicos: L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S; 

(iii) la enzima comprende His-309 o comprende un resto de histidina en una posición que corresponde a la 45 
His-309 en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en las figuras 11 y 13 (SEQ ID 
n.º 1 o SEQ ID n.º 3). 

Preferentemente, el resto aminoacídico del motivo GDSX es L. 

En la SEQ ID n.º 3 o en la SEQ ID n.º 1, los primeros 18 restos aminoacídicos forman una secuencia señal. La His-
309 de la secuencia completa, que es la proteína que incluye la secuencia señal, equivale a la His-291 de la parte 50 
madura de la proteína, esto es, la secuencia sin la secuencia señal. 
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En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención 
comprende el siguiente trío catalítico: Ser-34, Asp-134 e His-309, o comprende un resto de serina, un resto de ácido 
aspártico o un resto de histidina, respectivamente, en las posiciones que corresponden a Ser-34, Asp-134 e His-309 
en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila presentada en la figura 13 (SEQ ID n.º 3) o en la figura 
11 (SEQ ID n.º 1). Tal y como se declara más arriba, en la secuencia mostrada en la SEQ ID n.º 3 o la SEQ ID n.º 1, 5 
los primeros 18 restos aminoacídicos forman una secuencia señal. Ser-34, Asp-134 e His-309 de la secuencia 
completa, que es la proteína que incluye la secuencia señal, equivalen a Ser-16, Asp-116 e His-291 de la parte 
madura de la proteína, esto es, la secuencia sin la secuencia señal. En la secuencia consenso de pfam00657, tal y 
como se presenta en la figura 12 (SEQ ID n.º 2), los restos del centro activo corresponden a Ser-7, Asp-157 e His-
348. 10 

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención 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 lipídico se transfiere a un aceptor de 
acilo para formar un nuevo éster; y 15 

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

Convenientemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención 20 
comprende uno o más de las siguientes secuencias de aminoácidos: 

(i) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 3 (véase la figura 13) 

(ii) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 4 (véase la figura 14) 

(iii) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 5 (véase la figura 15) 

(iv) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 6 (véase la figura 16) 25 

(v) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 7 (véase la figura 17) 

(vi) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 8 (véase la figura 18) 

(vii) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 9 (véase la figura 19) 

(viii) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 10 (figura 20) 

(ix) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 11 (figura 21) 30 

(x) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 12 (figura 22) 

(xi) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 13 (figura 23) 

(xii) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 14 (figura 24) 

(xiii) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 1 (figura 11) 

(xiv) la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 15 (figura 25) o una secuencia de 35 
aminoácidos que tiene una identidad del 75% o más con una cualquiera de las secuencias presentadas como 
SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 6, SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 
9, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID n.º 14, o SEQ ID n.º 15. 

Convenientemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención 
comprende tanto la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 3 o como SEQ ID n.º 4 o SEQ ID n.º 1 o 40 
SEQ ID n.º 15 o comprende una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 75% o más, preferentemente 
del 80% o más, preferentemente del 85% o más, preferentemente del 90% o más, preferentemente del 95% o más, 
con la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 3 o la secuencia de aminoácidos presentada como 
SEQ ID n.º 4 o la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 1 o la secuencia de aminoácidos 
presentada como SEQ ID n.º 15. 45 

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

Convenientemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención 
comprende uno o más de las siguientes secuencias de aminoácidos: 

(a) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 1 a 100 de la SEQ ID n.º 3 o de la 5 
SEQ ID n.º 1; 

(b) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 101 a 200 de la SEQ ID n.º 3 o de 
la SEQ ID n.º 1; 

(c) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 201 a 300 de la SEQ ID n.º 3 o de 
la SEQ ID n.º 1; o 10 

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

Convenientemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención 
comprende una o más de las siguientes secuencias de aminoácidos: 15 

(a) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 28 a 39 de la SEQ ID n.º 3 o de la 
SEQ ID n.º 1; 

(b) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 77 a 88 de la SEQ ID n.º 3 o de la 
SEQ ID n.º 1; 

(c) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 126 a 136 de la SEQ ID n.º 3 o de 20 
la SEQ ID n.º 1; 

(d) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 163 a 175 de la SEQ ID n.º 3 o de 
la SEQ ID n.º 1; 

(e) una secuencia de aminoácidos presentada como restos aminoacídicos 304 a 311 de la SEQ ID n.º 3 o de 
la SEQ ID n.º 1; o 25 

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

En un aspecto, la lípido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invención puede ser la lípido 
aciltransferasa de Candida parapsilosis como se explica en la EP 1 275 711. Así, en un aspecto, la lípido 30 
aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que 
comprende una de las secuencias de aminoácidos presentadas en la SEQ ID n.º 17 (figura 28) o en la SEQ ID n.º 18 
(figura 29). 

Con mucha más preferencia, la lípido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invención puede 
ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16 (figura 35 
10), o una secuencia de aminoácidos que tiene un identidad del 75% o más, preferentemente del 85% o más, más 
preferentemente del 90% o más, incluso más preferentemente del 95% o más, incluso más preferentemente del 98% 
o más, incluso más preferentemente del 99% o más, con la SEQ ID n.º 16. Esta enzima se podría considerar una 
enzima variante. 

En un aspecto, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención puede ser una 40 
lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT) o una variante de la misma (por ejemplo, una variante fabricada por 
evolución molecular). 

Las LCAT adecuadas se conocen en la técnica y se pueden obtener de uno o más de los siguientes organismos, por 
ejemplo: mamíferos, ratas, ratones, pollos, Drosophila melanogaster, plantas, que incluyen Arabidopsis y Oryza 
sativa, nematodos, hongos y levadura. 45 

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invención puede ser una 
lípido 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 Depósito de Microorganismos para los Propósitos 
del Procedimiento en Materia de Patentes en la Colección Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimentarias 50 
(NCIMB), C/ San Machar 23, Aberdeen, Escocia, Gran Bretaña, el 22 de diciembre de 2003 con los números de 
acceso NICMB 41204 y NCIMB 41205, respectivamente. 

ES 2 367 511 T3



 

 

8 

Las lípido aciltransferasas para uso en los métodos de la presente invención altamente preferidas incluyen las 
aisladas de Aeromonas spp., preferentemente Aeromonas hydrophila o A. salmonicida, más preferentemente A. 
salmonicida. Las más preferentes lípido aciltransferasas para uso en la presente invención están codificadas por las 
SEQ ID n.º 1, 3, 4, 15 y 16. El experto en la técnica reconocerá que es preferible que los péptidos señal de las 
aciltransferasas se hayan escindido durante la expresión de la transferasa. El péptido señal de las SEQ ID n.º 1, 3, 5 
4, 15 y 16 son los aminoácidos 1 a 18. Por lo tanto, las regiones más preferentes son los aminoácidos 19 a 335 de la 
SEQ ID n.º 1 y de la SEQ ID n.º 3 (A. hydrophila) y los aminoácidos 19 a 336 de las SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 15 y 
SEQ ID n.º 16 (A. salmonicida). Cuando se usa para determinar la homología de identidad de las secuencias de 
aminoácidos, se prefiere que los alineamientos tal como se describen en la presente invención usen la secuencia 
madura. 10 

Por lo tanto, las regiones más preferentes para determinar la homología (identidad) son los aminoácidos 19 a 335 
para las SEQ ID n.º 1 y 3 (A. hydrophila) y los aminoácidos 19 a 336 para las SEQ ID n.º 4, 15 y 16 (A. salmonicida). 
Las SEQ ID n.º 34 y 35 son secuencias de proteínas maduras de las lípido aciltransferasas altamente preferentes de 
A. hydrophila y A. salmonicida, respectivamente. 

Una lípido aciltransferasa para uso en la invención también se puede aislar de Thermobifida, preferentemente T.15 
fusca, lo más preferentemente la codificada por la SEQ ID n.º 28. 

Una lípido aciltransferasa para uso en la invención también se puede aislar de Streptomyces, preferentemente S. 
avermitis, lo más preferentemente la codificada por la SEQ ID n.º 32. Otras posibles enzimas para uso en la 
presente invención de Streptomyces incluyen las codificadas por las SEQ ID n.º 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 31 y 33. 
Los ejemplos muestran que la enzima codificada por la SEQ ID n.º 33 es muy eficaz para el desgomado. 20 

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

Convenientemente, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención 
puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos presentadas 
como SEQ ID n.º 37, 38, 40, 41, 43, 45 o 47, o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos una identidad del 25 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas, o codificada por una de las secuencias nucleotídicas 
presentadas como SEQ ID n.º 36, 39, 42, 44, 46 o 48, o una secuencia nucleotídica que tiene al menos una 
identidad del 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas. 

Preferentemente, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 
una lípido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al 30 
menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima se puede obtener, 
preferentemente se obtiene, de especies de Streptomyces. 

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 
preferentemente una lípido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde al menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima está 35 
codificada por un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en: 

a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID n.º 36; 

b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID n.º 36 por la 
degeneración del código genético; y 

c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene una identidad de al menos el 40 
70% con la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID n.º 36. 

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

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 45 
preferentemente una lípido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde al menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima 
comprende una secuencia de aminoácidos como la presentada en la SEQ ID n.º 37 o una secuencia de aminoácidos 
que tiene una identidad de al menos el 60% con ella. 

Preferentemente, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 50 
preferentemente una lípido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde al menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima se puede 
obtener, preferentemente se obtiene, de especies de Thermobifida, preferentemente Thermobifida fusca. 

Preferentemente, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 
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una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al 
menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima se puede obtener, 
preferentemente se obtiene, de especies de Corynebacterium, preferentemente Corynebacterium efficiens. 

En una realización más, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 5 
presentadas como SEQ ID n.º 37, 38, 40, 41, 43, 45 o 47, o una secuencia de aminoácidos 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 nucleótidos presentadas como SEQ ID n.º 39, 42, 44, 46 o 48, o una secuencia de nucleótidos que 
tiene una identidad de al menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con ellas. 

En una realización más, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente 10 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 
presentadas como SEQ ID n.º 38, 40, 41, 45 o 47, o una secuencia de aminoácidos 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 realización más, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 15 
presentadas como SEQ ID n.º 38, 40, o 47, o una secuencia de aminoácidos 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. 

Más preferentemente, en una realización, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la 
presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos presentada 
como SEQ ID n.º 47, o una secuencia de aminoácidos con una identidad de al menos el 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 20 
95%, 96%, 97% o 98% con ella. 

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención 
puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 43 o 
44, o una secuencia de aminoácidos con una identidad al menos del 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% con 
ellas. 25 

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

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención 30 
puede ser una lípido aciltransferasa capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un grupo 
acilo desde al menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de acilo, en donde la enzima está codificada 
por un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en: 

a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID n.º 36; 

b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID n.º 36 mediante la 35 
degeneración del código genético; y 

c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos con una identidad al menos del 70% con 
la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEQ ID n.º 36. 

En una realización, la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención puede ser una lípido 
aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente que se obtiene, de las cepas L130 y L131 de Streptomyces 40 
depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenague K, Dinamarca, bajo el Tratado de Budapest 
sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos para los Propósitos del Procedimiento en 
Materia de Patentes en la Colección Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimentarias (NCIMB), C/ San 
Machar 23, Aberdeen, Escocia, Gran Bretaña, el 25 de junio de 2004 con los números de acceso NICMB 41226 y 
NCIMB 41227, respectivamente. 45 

Las lípido aciltransferasas adecuadas para uso de acuerdo con la presente invención y/o los métodos de la presente 
invención pueden comprender una cualquiera de las siguientes secuencias de aminoácidos y/o ser codificada por las 
siguientes secuencias de nucleótidos: 

un polinucleótido que codifica una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención (SEQ ID n.º 16); 

una secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención (SEQ ID n.º 17). 50 

Una enzima lípido aciltransferasa adecuada para uso en los métodos de la invención también se puede identificar 
mediante el alineamiento con la secuencia de la L131 (SEQ ID n.º 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 homólogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra la conservación 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 catalítica 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) 5 
y/o la secuencia de L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID n.º 37)), es posible identificar tres regiones 
conservadas: el bloque GDSx, el bloque GANDY y el bloque HPT (véase el documento WO04/064987 para más 
información). 

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.º 37) 10 

i) La enzima lípido aciltransferasa de la invención, o para uso en los métodos de la invención, tiene 
preferentemente un motivo GDSx, más preferentemente un motivo GDSx seleccionado entre el motivo GDSL 
o el GDSY. 

ii) La enzima lípido aciltransferasa de la invención, o para uso en los métodos de la invención, tiene 
preferentemente un bloque GANDY, más preferentemente un bloque GANDY que comprende los 15 
aminoácidos GGNDx, más preferentemente GGNDA o GGNDL.  

y/o 

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

Y preferentemente 20 

iv) La enzima galactolipasa/lípido aciltransferasa de la invención, o para uso en los métodos de la invención, tiene 
preferentemente un motivo GDSx o GDSY, y un bloque GANDY que comprende los aminoácidos GGNDx, 
preferentemente GGNDA o GGNDL, y un bloque HPT (histidina conservada). 

Convenientemente, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos o usos de la presente invención puede ser una 
lípido aciltransferasa variante, en cuyo caso la enzima se puede caracterizar por que la enzima comprende el motivo 25 
de secuencia de aminoácidos GDSX, en donde X es uno o más de los restos aminoacídicos siguientes L, A, V, I, F, 
Y, H, Q, T, N, M o S, y en donde la enzima variante comprende una o más modificaciones de aminoácido en 
comparación con una secuencia madre en uno cualquiera o varios de los restos aminoacídicos definidos en el 
conjunto 2, o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7 (definidos más adelante). 

Por ejemplo, la enzima lípido aciltransferasa variante para uso en los métodos y usos de la presente invención se 30 
puede caracterizar por que la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en donde la X es 
uno o más de los restos aminoacídicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en donde la enzima variante 
comprende una o más modificaciones de aminoácido en comparación con una secuencia madre en uno o más de 
los restos aminoacídicos detallados en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7 
(definidos más adelante) identificados por que dicha secuencia madre está estructuralmente alineada con el modelo 35 
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 1IVN.PDB y/o 1DEO.PDB, como se explica 
en la presente memoria. 

En una realización más, la enzima variante de lípido aciltransferasa para uso en los métodos o usos de la presente 
invención se puede caracterizar por que la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en 40 
donde X es uno o más de los restos aminoacídicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en donde la 
enzima variante comprende una o más modificaciones de aminoácido en comparación con una secuencia madre en 
uno cualquiera o varios de los restos aminoacídicos explicados en el conjunto 2 identificados cuando dicha 
secuencia madre está alineada con la secuencia consenso de Pfam (SEQ ID n.º 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 45 
se explica en la presente memoria. 

Convenientemente, la enzima variante de lípido aciltransferasa puede comprender una secuencia de aminoácidos, 
cuya secuencia de aminoácidos se muestra como SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID 
n.º 6, SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ 
ID n.º 14, SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, 50 
SEQ ID n.º 30, SEQ ID n.º 32, o SEQ ID n.º 33, salvo por una o más modificaciones de aminoácido en uno 
cualquiera o varios de los restos aminoacídicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en 
el conjunto 7 (que se definen más adelante) identificados por alineamiento de secuencias con la SEQ ID n.º 34. 

Alternativamente, la enzima variante de lípido aciltransferasa puede ser una enzima variante que comprende una 
secuencia de aminoácidos, cuya secuencia de aminoácidos se muestra como SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 3, SEQ ID 55 
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n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 6, SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID 
n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID n.º 14, SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, 
SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, SEQ ID n.º 30, SEQ ID n.º 32, o SEQ ID n.º 33, salvo por una o más modificaciones 
de aminoácido en uno cualquiera o varios de los restos aminoacídicos 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 5 
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 lípido aciltransferasa puede ser una enzima variante que comprende una 
secuencia de aminoácidos, cuya secuencia de aminoácidos se muestra como SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 3, SEQ ID 10 
n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 6, SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID 
n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID n.º 14, SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, 
SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, SEQ ID n.º 30, SEQ ID n.º 32, o SEQ ID n.º 33, salvo por una o más modificaciones 
de aminoácido en uno cualquiera o varios de los restos aminoacídicos explicados en el conjunto 2 identificados 
cuando dicha secuencia madre está alineada con la secuencia consenso de Pfam (SEQ ID n.º 2) y está modificada 15 
de acuerdo con un modelo estructural de P10480 para garantizar el mejor solapamiento (véase la figura 30) como se 
explica más adelante. 

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

Para evitar las dudas, cuando un aminoácido de la enzima madre está sustituido, está preferentemente sustituido 20 
por un aminoácido que es diferente al que se encuentra originalmente en dicha posición en la enzima madre, para 
así producir una enzima variante. En otras palabras, la terminología «sustitución» no pretende cubrir el reemplazo de 
un aminoácido por el mismo aminoácido. 

Preferentemente, la enzima madre es una enzima que comprende la secuencia de aminoácidos presentada como 
SEQ ID n.º 34 y/o SEQ ID n.º 15 y/o SEQ ID n.º 35. 25 

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

En una realización, la enzima variante comprende preferentemente una o más modificaciones de aminoácido en 30 
comparación con la enzima madre en al menos uno de los restos aminoacídicos definidos en el conjunto 4. 

Convenientemente, la enzima variante comprende una o más de las siguientes modificaciones de aminoácido en 
comparación con la enzima madre: 

S3E, A, G, K, M, Y, R, P, N, T o G  

E309Q, R o A, preferentemente Q o R  35 

-318Y, H, S o Y, preferentemente Y. 

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

Preferentemente, el método para producir una enzima variante de lípido aciltransferasa comprende una o más de las 
siguientes etapas: 40 

1) Cartografía por homología estructural o 

2) Alineamiento por homología de secuencia. 

Convenientemente, la cartografía por homología estructural puede comprender una o más de las siguientes etapas: 

i) alinear la secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) presentado en la figura 46; 

ii) seleccionar uno o más restos aminoacídicos dentro de una esfera de 10 Å centrada en el átomo de 45 
carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o más restos 
aminoacídicos definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2); y 

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

En una realización, el residuo aminoacídico seleccionado puede residir dentro de una esfera de 9 Å, 
preferentemente de 8, 7, 6, 5, 4 o 3 Å, con centro en el átomo de carbono central de la molécula de glicerol en el 50 
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centro activo (véase la figura 47).  

Convenientemente, la cartografía de homología estructural puede comprender una o más de las siguientes etapas: 

i) alinear una secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) presentado en la figura 46; 

ii) seleccionar uno o más aminoácidos dentro de una esfera de 10 Å centrada en el átomo de carbono central 
de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o más restos aminoacídicos 5 
definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2); 

iii) determinar si uno o más restos aminoacídicos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) están 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 más aminoácidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii), excluyendo las regiones 10 
conservadas identificadas de acuerdo con la etapa (iii) en dicha secuencia madre. 

En una realización, el resto aminoacídico seleccionado puede residir dentro de una esfera de 9 Å, preferentemente 
de 8, 7, 6, 5, 4 o 3 Å, cuyo centro está en el átomo de carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo 
(véase la figura 47). 

Alternativamente a, o en combinación con, la cartografía por homología estructural descrita más arriba, la cartografía 15 
de homología estructural se puede llevar a cabo seleccionando regiones específicas 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: 

 Posición del aminoácido en P10480 (SEQ ID n.º 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 invención, la enzima aciltransferasa variante para uso en los métodos y 
usos de la presente invención no solo comprende modificaciones de un aminoácido en uno o más de los 20 
aminoácidos definidos en uno cualquiera de los conjuntos 1 a 4 y 6 a 7, sino que también comprende al menos la 
modificación de un aminoácido en una o más de las regiones intermedias definidas más arriba (NR1-6) 
(preferentemente en una o más de las IVR 3, 5 y 6, más preferentemente en la IVR 5 o la IVR 6) y/o en una o más 
de las regiones en lazo definidas anteriormente (LR1 a 5) (preferentemente en una o más de LR1, LR2 o LR5, más 
preferentemente en la LR5).  25 

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

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención puede 
comprender una o más modificaciones de aminoácido que no solo están 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 invención puede 5 
comprender una o más modificaciones de aminoácido que no solo están 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 invención puede 
comprender una o más modificaciones de aminoácido que no solo están en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino 
que también en la IVR6. 10 

Convenientemente, la variante de aciltransferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención puede 
comprender una o más modificaciones de aminoácido que no solo están 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 invención puede 
comprender una o más modificaciones de aminoácido que no solo están en el conjunto 1 o en el conjunto 2, sino 15 
que también en la LR2. 

Igualmente, en algunas realizaciones de la presente invención, la enzima variante aciltransferasa para uso en los 
métodos y usos de la presente invención no solo comprende la modificación de un aminoácido de uno o más 
residuos aminoacídicos que residen dentro de una esfera de 10 Å, preferentemente de 9, 8, 7, 6, 5, 4, o 3 Å, con 
centro en el átomo de carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47), sino que 20 
también comprende al menos una modificación de aminoácido en una o más de las regiones intermedias definidas 
más arriba (IVR1 a 6) (preferentemente en una o más de las IVR 3, 5 o 6, más preferentemente en la IVR 5 o en la 
IVR 6) y/o una o más de las regiones en lazo definidas más arriba (LR1 a 5) (preferentemente en una o más de LR1, 
LR2 o LR5, más preferentemente en LR5). 

En una realización, la modificación de aminoácido es preferentemente en uno o más restos aminoacídicos que 25 
residen dentro de una esfera de 10 Å y también dentro de LR5. 

Por esta razón, la cartografía por homología estructural puede comprender una o más de las etapas siguientes: 

i) alinear una secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) mostrado en la figura 46; 

ii) seleccionar uno o más restos aminoacídicos dentro de una esfera de 10 Å con centro en el átomo de 
carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o más restos 30 
aminoacídicos definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2); y/o seleccionar uno o más restos aminoacídicos 
dentro de IVR1 a 6) (preferentemente dentro de IVR 3, 5 o 6, más preferentemente dentro de IVR 5 o de IVR 
6); y/o seleccionar uno o más restos aminoacídicos dentro de LR1 a 5 (preferentemente dentro de LR1, LR2 o 
LR5, más preferentemente dentro de LR5); y 

iii) modificar uno o más aminoácidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) en dicha secuencia madre. 35 

En una realización, el resto aminoacídico seleccionado puede residir dentro de una esfera de 9 Å, preferentemente 
dentro de una esfera de 8, 7, 6, 5, 4 o 3 Å, con centro en el átomo de carbono central de la molécula de glicerol en el 
centro activo (véase la figura 47). 

Convenientemente, la cartografía por homología estructural puede comprender una o más de las etapas siguientes: 

i) alinear una secuencia madre con un modelo estructural (1IVN.PDB) mostrado en la figura 46; 40 

ii) seleccionar uno o más aminoácidos dentro de una esfera de 10 Å con centro en el átomo de carbono 
central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase la figura 47) (tal como uno o más de los restos 
aminoacídicos definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2); y/o seleccionar uno o más restos aminoacídicos 
dentro de IVR1 a 6 (preferentemente dentro de IVR 3, 5 o 6, más preferentemente dentro de IVR 5 o IVR 6); 
y/o seleccionar uno o más restos aminoacídicos dentro de LR1 a 5 (preferentemente dentro de LR1, LR2 o 45 
LR5, más preferentemente dentro de LR5): 

iii) determinar es uno o más restos aminoacídicos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii) están 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 más aminoácidos seleccionados de acuerdo con la etapa (ii), excluyendo las regiones conservadas 50 
identificadas de acuerdo con la etapa (iii) en dicha secuencia madre. 
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Convenientemente, los uno o más aminoácidos seleccionados en los métodos detallados más arriba no están solo 
en la esfera de 10 Å con centro en el átomo de carbono central de la molécula de glicerol en el centro activo (véase 
la figura 47) (tal como uno o más de los restos aminoacídicos definidos en el conjunto 1 o en el conjunto 2), sino que 
también se encuentran dentro de una o más de las IVR 1 a 6 (preferentemente dentro de las IVR 3, 5 o 6, más 
preferentemente dentro de la IVR 5 o de la IVR 6) o dentro de una o más de las LR 1 a 5 (preferentemente dentro de 5 
LR1 o LR2 o LR 5, más preferentemente dentro de LR5). 

En una realización, las modificaciones de uno o más aminoácidos están preferentemente en LR5. Cuando es el caso 
de que la modificación o modificaciones están dentro de LR5, la modificación no es una que se defina en el conjunto 
5. Convenientemente, las modificaciones de uno o más aminoácidos no solo caen dentro de la región definida por 
LR5, sino que también constituyen un aminoácido dentro de uno o más de conjunto 2, conjunto 4, conjunto 6 o 10 
conjunto 7. 

Convenientemente, el alineamiento por homología de secuencia puede comprender una o más de las etapas 
siguientes: 

i) seleccionar una primera lípido aciltransferasa madre; 

ii) identificar una segunda lípido aciltransferasa relacionada que tenga una actividad deseable; 15 

iii) alinear dicha primera lípido aciltransferasa madre y la segunda lípido aciltransferasa relacionada; 

iv) identificar los residuos aminoacídicos que difieren entre las dos secuencias; y 

v) modificar uno o más de los restos aminoacídicos identificados de acuerdo con la etapa (iv) en dicha lípido 
aciltransferasa madre. 

Convenientemente, el alineamiento por homología de secuencia puede comprender una o más de las etapas 20 
siguientes: 

i) seleccionar una primera lípido aciltransferasa madre; 

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

iii) alinear dicha primera lípido aciltransferasa madre y la segunda lípido aciltransferasa relacionada; 

iv) identificar los restos aminoacídicos que difieren entre las dos secuencias;  25 

v) determinar si uno o más restos aminoacídicos seleccionados de acuerdo con la etapa (iv) están 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 más de los restos aminoacídicos identificados de acuerdo con la etapa (iv) excluyendo las 
regiones conservadas identificadas de acuerdo con la etapa (v) en dicha secuencia madre. 30 

Convenientemente, dicha primera lípido aciltransferasa madre puede comprender una cualquiera de las secuencias 
de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 6, SEQ ID n.º 7, 
SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID n.º 14, SEQ ID 
n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, SEQ ID n.º 30, 
SEQ ID n.º 32 o SEQ ID n.º 33. 35 

Convenientemente, dicha segunda lípido aciltransferasa relacionada puede comprender una cualquiera de las 
secuencias de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 6, SEQ 
ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID n.º 14, 
SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, SEQ ID 
n.º 30, SEQ ID n.º 32 o SEQ ID n.º 33. 40 

La enzima variante debe comprender al menos una modificación de aminoácido en comparación 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 
aminoácido en comparación con la enzima madre. 45 

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

En un aspecto, la enzima variante comprende preferentemente una o más de las sustituciones de aminoácido 
siguientes: 50 
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S3A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W, o Y; y/o 

L17A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

S18A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, W, o Y; y/o 

K22A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o 

M23A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  5 

Y30A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W; y/o  

G40A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

N80A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

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

K82A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  10 

N87A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

N88A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

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

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

A114C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  15 

Y117A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W; y/o  

L118A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

P156A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

D157A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

G159A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  20 

Q160A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

N161A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

P162A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

S163A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W, o Y; y/o  

A164C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  25 

R165A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W, o Y; y/o  

S166A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W, o Y; y/o  

Q167A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

K168A C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

V169A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W, o Y; y/o  30 

V170A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W, o Y; y/o  

E171A, C, D, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

A172C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

Y179A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W; y/o  

H180A, C, D, E, F, G, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  35 

N181A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  
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Q182A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W, o Y, preferentemente K; y/o  

M209A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

L210A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

R211A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

N215A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  5 

Y226A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W; y/o  

Y230A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; y/o  

K284A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

M285A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

Q289A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W, o Y; y/o  10 

V290A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W, o Y; y/o  

E309A, C, D, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o  

S310A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W, o Y. 

Además, o alternativamente a ello, debe haber una o más extensiones carboxiterminales. Preferentemente, la 
extensión carboxiterminal adicional está comprendida por uno o más aminoácidos alifáticos, preferentemente un 15 
aminoácido apolar, más preferentemente de I, L, V o G. Por esta razón, la presente invención da a conocer además 
una enzima variante que comprende una o más de las extensiones carboxiterminales siguientes: 318I, 318L, 318V, 
318G. 

Cuando ocurre que los restos en el esqueleto madre difieren de los de P10480 (SEQ ID n.º 2), tal y como se 
determina mediante alineamiento por homología y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1IVN, podría ser 20 
deseable reemplazar los restos que se alinean con uno o más de los restos aminoacídicos siguientes en P10480 
(SEQ ID n.º 2): Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, 
Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, 
Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, 
Met285, Gln289, Val290, Glu309 o Ser310, con el resto encontrado en P10480, respectivamente. 25 

Las enzimas variantes que tienen menos actividad hidrolítica frente a un fosfolípido, tal como fosfatidilcolina (PC), 
también podrían tener más actividad transferasa desde un fosfolípido. 

Las enzimas variantes que tienen más actividad transferasa desde un fosfolípido, tal como fosfatidilcolina (PC), 
también podrían tener más actividad hidrolítica frente a un fosfolípido. 

Convenientemente, uno o más de los siguientes sitios puede intervenir en la fijación del sustrato: Leu17; Ala114; 30 
Tyr179; His180; Asn181; Met209; Leu210; Arg211; Asn215; Lys284; Met285; Gln289; Val290. 

1. La modificación de uno o más de los siguientes restos podría dar lugar a una enzima variante con más 

actividad transferasa absoluta frente a fosfolípido: 

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

Las modificaciones específicas que podrían proporcionar una enzima variante en la que se haya mejorado la 35 
actividad transferasa desde un fosfolípido se podrían seleccionar entre una o más 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 más 
preferentemente S3A 

D157A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y ; preferentemente D157S, R, E, N, G, T, V, Q, K o C 

S310A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferentemente S310T -318E 40 

E309A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferentemente E309R, E, L, R o A 

Y179A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; preferentemente Y179D, T, E, R, N, V, K, Q o S, más 
preferentemente E, R, N, V, K o Q 

N215A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente N215 S, L, R o 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, C o A 

Q289A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y; preferentemente Q289R, E, G, P o N 

M23A, C, D, E, F, G, H, I, K, L N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente M23K, Q, L, G, T o S 

H180A, C, D, E, F, G, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente H180 Q, R o K 

M209 A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente M209Q, S, R, A, N, Y, E, V o L 5 

L210A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente L210R, A, V, S, T, I, W o M 

R211A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W o 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, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W o Y; preferentemente V112C 

N80A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente N80R, G, N, D, P, T, E, V, A o G 10 

L82A, C, D, E, F, G, H, I, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente L82N, S o E 

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

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

La modificación de uno o más de los siguientes restos da lugar a una enzima variante que tiene una mayor actividad 
transferasa absoluta frente a fosfolípido: 15 

S3 N, R, A, G 

M23 K, Q, L, G, T, S 

H180 R 

L82 G 

Y179 E, R, N, V, K o Q 20 

E309 R, S, L o A 

Una modificación preferente es N80D. Este es el caso en particular cuando se usa la secuencia de referencia SEQ 
ID n.º 35. Por lo tanto, en una realización preferente de la presente invención, la lípido aciltransferasa de acuerdo 
con la presente invención comprende la SEQ ID n.º 35. 

Tal y como se ha observado más arriba, cuando se hace referencia a restos aminoacídicos específicos en la 25 
presente memoria, la numeración 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.º 35. 

Con mucha más preferencia, la lípido aciltransferasa para uso en el método y usos de la presente invención puede 
ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16 (figura 
10), o una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 75% o más, preferentemente del 85% o más, más 30 
preferentemente del 90% o más, incluso más preferentemente del 95% o más, incluso más preferentemente del 98% 
o más, incluso más preferentemente del 99% o más, con la SEQ ID n.º 16. Esta enzima se puede considerar una 
enzima variante. 

Para evitar que surjan dudas, cuando se explica un determinado aminoácido en un sitio específico, por ejemplo 
L118, esto se refiere al aminoácido específico en el resto número 118 en la SEQ ID n.º 34 a menos que se indique 35 
otra cosa. Sin embargo, el resto de aminoácido de la posición 118 en una enzima madre diferente puede no ser 
leucina. 

Por esta razón, cuando se explica la sustitución de un aminoácido en el resto 118, aunque se puede hacer 
referencia a L118, el experto en la técnica debe entender rápidamente que cuando la enzima madre es diferente a la 
mostrada en la SEQ ID n.º 34, el aminoácido a sustituir puede no ser leucina. Por lo tanto, es posible que, cuando se 40 
sustituya una secuencia de aminoácidos en una enzima original que no es la enzima que tiene la secuencia de 
aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 34, el nuevo (sustituyente) aminoácido puede ser el mismo que se explica 
en la SEQ ID n.º 34. Este puede ser el caso, por ejemplo, cuando el aminoácido en dicho resto 118 no es leucina y 
es, por tanto, diferente del aminoácido en el resto 118 en la SEQ ID n.º 34. En otras palabras, en el resto 118, por 
ejemplo, si la enzima madre tiene en esta posición un aminoácido que no es leucina, este aminoácido se puede 45 
sustituir por leucina de acuerdo con la presente invención. 
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Para los propósitos de la presente invención, el grado de identidad se basa en el número de elementos de la 
secuencia que son iguales. El grado de identidad de acuerdo con la presente invención se puede determinar 
adecuadamente por medio de programas informáticos conocidos en la técnica, tal como GAP proporcionado por el 
paquete de programas del GCG (Manual del programa de paquete de Wisconsin, versión 8, agosto de 1994, 
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, US53711) (Needleman y Wunsch [1970], J of 5 
Molecular Biology 48, 443-445) usando los siguientes ajustes para la comparación de secuencias polipeptídicas: 
penalización por crear un hueco, 3,0, y penalización por extensión del hueco, 0,1. Convenientemente, el grado de 
identidad con respecto a una secuencia de aminoácidos se determina sobre al menos 20 aminoácidos contiguos, 
preferentemente sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, preferentemente sobre al menos 40 aminoácidos 
contiguos, preferentemente sobre al menos 50 aminoácidos contiguos, preferentemente sobre al menos 60 10 
aminoácidos contiguos. 

Convenientemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso de acuerdo con la presente invención se puede 
obtener, preferentemente se obtiene, de organismos de uno o más de los siguientes géneros: Aeromonas, 
Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, 
Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, 15 
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida y Corynebacterium. 

Convenientemente, la enzima lípido aciltransferasa para uso de acuerdo con la presente invención se puede 
obtener, preferentemente se obtiene, de uno o más de lo siguientes organismos: 

Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus, Mycobacterium, 
Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Streptomyces 20 
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. 25 

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

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

i) un grupo 3-�-hidroxilo o un grupo 3-�-hidroxilo; y/o 30 

ii) anillos A:B en la posición cis o anillos A:B en la posición trans o C5-C6 es insaturado. 

Los esteroles aceptores de acilo adecuados incluyen colesterol y fitoesteroles, por ejemplo �-sistosterol, �-sitosterol, 
estigmasterol, ergosterol, campesterol, 5,6-dihidrosterol, brassicasterol, �-espinasterol, �-espinasterol, �-
espinasterol, �-espinasterol, fucosterol, dimosterol, ascosterol, serebisterol, episterol, anasterol, hyposterol, 
condrilasterol, desmosterol, calinosterol, poriferasterol, clionasterol, glucósidos de esterol, tocoferol, tocotrienol y 35 
otros derivados o formas isoméricas sintéticos o naturales. 

Ventajosamente, en una realización, el esterol aceptor de acilo es el tocoferol. Convenientemente, el tocoferol puede 
ser uno o más de �-, �-, �- o d-�-tocoferol, que incluye el succinato de d-�-tocoferol, por ejemplo. En una realización, 
preferentemente el esterol aceptor de acilo es el �-tocoferol. 

En una realización, preferentemente, el método de acuerdo con la presente invención incluye la etapa de añadir 40 
tocoferol, preferentemente �-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 invención, convenientemente, puede actuar como el aceptor de acilo más de un 45 
esterol y/o estanol, convenientemente pueden actuar como el aceptor de acilo más de dos esteroles y/o estanoles. 
En otras palabras, en un aspecto de la presente invención, convenientemente se puede producir más 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 o más esteroles adicionales o uno o más estanoles. Por esta razón, en un aspecto, la 
presente invención da a conocer un método para la producción in situ tanto de un éster de tocoferol como al menos 50 
de otro éster de esterol o de estanol en combinación. En otras palabras, la lípido aciltransferasa para algunos 
aspectos de la presente invención puede transferir un grupo acilo desde un lípido 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 invención se podría utilizar para reducir el 
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riesgo de enfermedades cardiovasculares. 

En un aspecto, el aceite preparado de acuerdo con la presente invención se puede usar para reducir el colesterol en 
el suero sanguíneo y/o reducir la lipoproteína de baja densidad. Tanto el colesterol en el suero sanguíneo como las 
lipoproteínas de baja densidad se han asociado con determinadas enfermedades en los humanos, tales como 
aterosclerosis y/o cardiopatías, por ejemplo. Por esta razón, se contempla que los aceites preparados de acuerdo 5 
con la presente invención se puedan utilizar para reducir el riesgo de tales enfermedades. 

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

Por esta razón, en un aspecto de la presente invención se da a conocer el uso de un aceite comestible de acuerdo 
con la presente invención para uso en el tratamiento y/o prevención de aterosclerosis y/o cardiopatías. 10 

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

En un aspecto más, la presente invención da a conocer un método para tratar y/o prevenir una enfermedad en un 
paciente humano o animal, comprendiendo dicho método la administración al paciente de una cantidad eficaz de un 
aceite comestible de acuerdo con la presente invención. 15 

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

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

Cuando se da el caso de que un esterol y/o un estanol se añade a un aceite comestible, el esterol y/o estanol se 
puede añadir antes, a la vez, o después, de añadir la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención. 20 
Convenientemente, la presente invención puede abarcar la adición de estanoles/esteroles exógenos, en particular 
fitoesteroles/fitoestanoles, a un aceite comestible o vegetal antes de añadir, o a la vez que se añade, la enzima de 
acuerdo con la presente invención. 

Para algunos aspectos, uno o más esteroles presentes en el aceite comestible se pueden convertir en uno o más 
estanoles antes de añadir, o a la vez que se añade, la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención. 25 
Se puede emplear cualquier método adecuado para convertir esteroles en estanoles. Por ejemplo, la conversión se 
puede llevar a cabo mediante hidrogenación química, por ejemplo. La conversión se puede realizar antes de añadir 
la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención, o a la vez que se añade la lípido aciltransferasa de 
acuerdo con la presente invención. Las enzimas adecuadas para la conversión de esteroles en estanoles se 
explican en el documento WO00/061771. 30 

Convenientemente, la presente invención se puede utilizar para producir ésteres de fitoestanol in situ en un aceite 
comestible. Los ésteres de fitoestanol son más solubles en las membranas lipídicas, más biodisponibles y tienen 
mejores beneficios sobre la salud (véase, por ejemplo, el documento WO92/99640). 

Una ventaja de la presente invención 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 35 
sustancialmente, el contenido de ácidos grasos libres en el aceite comestible. La producción de ácidos grasos libres 
puede ser perjudicial para el aceite comestible. Preferentemente, el método de acuerdo con la presente invención da 
lugar al desgomado de un aceite comestible en el que la acumulación de ácidos grasos libres está reducida y/o 
eliminada. Sin querer atarse a ninguna teoría, de acuerdo con la presente intención, el ácido graso que se elimina 
del lípido se transfiere mediante la lípido aciltransferasa a un aceptor de acilo, por ejemplo un esterol y/o un estanol. 40 
Por esta razón, la cantidad global de ácidos grasos en los productos alimenticios para consumo humano no 
aumentan, o aumentan solo una cantidad insignificante. Esto está en una clara contraposición con la situación en la 
que las fosfolipasas, tales como la Lecitase Ultra, se utilizan en el desgomado enzimático de los aceites comestibles. 
En particular, el uso de tales fosfolipasas puede ocasionar un aumento de la cantidad de ácidos grasos libres en el 
aceite comestible, lo que puede ser perjudicial. De acuerdo con la presente invención, la acumulación de ácidos 45 
grasos libres se reduce y/o elimina cuando se compara la cantidad de ácidos grasos libres que se habrían 
acumulado cuando se haya utilizado una enzima fosfolipasa A, tal como la Lecitase UltraTM, en lugar de la lípido 
aciltransferasa de acuerdo con la presente invención. 

Una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención puede resultar adecuada para usar en el 
desgomado enzimático de los aceites vegetales o comestibles. Al procesar aceites vegetales o comestibles, el aceite 50 
vegetal o comestible se trata con una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención de manera que se 
hidrolice la mayor parte del fosfolípido. Preferentemente, los grupos acilo (ácidos grasos) se transfieren desde los 
lípidos polares a un aceptor de acilo. El proceso de desgomado da lugar típicamente a la reducción del contenido de 
los lípidos polares, en particular de los fosfolípidos, en un aceite comestible debido a la hidrólisis de la mayor parte 
(esto es, más del 50%) del fosfolípido. Típicamente, la fase acuosa que contiene el fosfolípido hidrolizado se separa 55 
del aceite. Convenientemente, el aceite comestible o vegetal puede tener inicialmente (tratamiento previo con la 

ES 2 367 511 T3



 

 

20 

enzima de acuerdo con la presente invención) un contenido de fósforo de 50 a 250 ppm. 

Como será consciente el experto en la técnica, la terminología «desgomado» tal y como se usa en la presente 
memoria significa el refinado de aceite mediante la conversión de los fosfátidos (tales como lecitina, fosfolípidos y 
aceite ocluido) en fosfátidos hidratables. El aceite que se ha desgomado es más fluido y por esta razón se maneja 
mejor que el aceite que no se ha desgomado. 5 

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

Convenientemente, la lípido aciltransferasa tal y como se define en la presente memoria cataliza una o más de las 
reacciones siguientes: interesterificación, transesterificación, alcohólisis, hidrólisis. 

La terminología «interesterificación» se refiere a la transferencia catalizada enzimáticamente de grupos acilo entre 10 
un lípido dador y un lípido aceptor, en donde el lípido dador no es un grupo acilo libre. 

La terminología «transesterificación» tal y como se utiliza en la presente invención significa la transferencia 
catalizada enzimáticamente de un grupo acilo desde un lípido dador (que no sea un ácido graso libre) a un aceptor 
de acilo (que no sea agua). 

Tal y como se usa en la presente invención, la terminología «alcohólisis» se refiere a la escisión enzimática de un 15 
enlace covalente de un derivado ácido mediante reacción 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 invención, la terminología «alcohol» se refiere a un compuesto alquilo que contiene 
un grupo hidroxilo. 

Tal y como se usa en la presente invención, la terminología «hidrólisis» se refiere a la transferencia catalizada 20 
enzimáticamente de un grupo acilo desde un lípido al grupo OH de una molécula de agua. 

La terminología «sin aumentar o sin aumento sustancial de los ácidos grasos libres» tal y como se utiliza en la 
presente memoria significa que, preferentemente, la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención 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 hidrolítica); sin embargo, la enzima podría transferir al aceptor de acilo menos 25 
del 100% de los grupos acilo presentes en el dador de acilo lipídico. En tal caso, la actividad aciltransferasa da 
cuenta de preferentemente al menos el 5%, más preferentemente al menos el 10%, más preferentemente al menos 
el 20%, más preferentemente al menos el 30%, más preferentemente al menos el 40%, más preferentemente al 
menos el 50%, más preferentemente al menos el 60%, más preferentemente al menos el 70%, más preferentemente 
al menos el 80%, más preferentemente al menos el 90% y más preferentemente al menos el 98%, de la actividad 30 
enzimática total. El porcentaje de actividad transferasa (esto es, la actividad transferasa como porcentaje de la 
actividad enzimática total) se puede determinar mediante el siguiente protocolo: 

La enzima adecuada para uso en los métodos de la invención tiene preferentemente actividad fosfolipasa en un 
ensayo de actividad fosfolipasa estándar que se explica a continuación. 

Determinación de la actividad fosfolipasa (ensayo de actividad fosfolipasa [PLU-7]): 35 

Sustrato:

Se dispersaron L-�-fosfatidilcolina 95% vegetal al 0,6% (Avanti #441601), Triton-X 100 al 0,4% (Sigma X-100) y 
CaCl2 a 5 mM en tampón HEPES a 0,05 M, pH 7. 

Procedimiento del ensayo: 

Se añadieron 400 μl del sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Thermomixer de Eppendorf a 37 40 
ºC durante 5 min. A tiempo t = 0 se añadieron 50 μl de la solución de enzima. También se analizó un blanco con 
agua en lugar de enzima. La muestra se mezcló 10 x 100 rpm en un Thermomixer de Eppendorf a 37 ºC durante 10 
min. A tiempo t = 10 se colocó el tubo Eppendorf en otro Thermomixer a 99 ºC durante 10 min para parar la 
reacción. 

Los ácidos grasos libres de las muestras se analizaron con el kit NEFA C de WAKO GmbH. 45 

La actividad enzimática PLU-7 a pH 7 se calculó como micromoles de ácidos grasos producidos por minuto en las 
condiciones del ensayo. 

Más preferentemente, la lípido aciltransferasa también tendrá actividad transferasa tal y como se define con el 
protocolo que viene a continuación: 

Protocolo para la determinación del porcentaje de actividad aciltransferasa: 50 
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Un aceite comestible al cual se le ha añadido una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención se 
puede extraer siguiendo la reacción enzimática con CHCl3:CH3OH 2:1 y la fase orgánica que contiene el material 
lipídico se aísla y analiza por cromatografía gas-líquido (GLC) y HPLC de acuerdo con el procedimiento detallado 
más adelante. De los análisis de HPLC y GLC se puede determinar la cantidad de ácidos grasos libres y uno o más 
ésteres de esterol/estanol. De la misma manera se analizó un control de aceite comestible al cual no se le había 5 
añadido la enzima de acuerdo con la presente invención. 

Cálculo: 

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

�% ácido graso = % ácido graso (enzima) – % ácido graso (control); Mv ácido graso = masa molecular media de los 10 
ácidos grasos; 

A = �% éster de esterol/Mv éster de esterol (donde �% 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 enzimática total: 

A+ �% ácido graso /(Mv ácido graso )  15 

Si aumentan los ácidos 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 ácidos 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 20 
ensayo se utilizó una dosis de enzima preferentemente de 0,2 PLU-7/g de aceite, más preferentemente 0,08 PLU-
7/g de aceite. La cantidad de fosfolípido presente en el aceite y/o el porcentaje de conversión de esterol se 
determinó preferentemente después de 4 horas, más preferentemente después de 20 horas. 

En algunos aspectos de la presente invención, la terminología «sin aumentar sustancialmente los ácidos grasos 
libres» tal y como se utiliza en la presente invención significa que la cantidad de ácidos grasos libres en un aceite 25 
comestible tratado con una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención está por debajo de la 
cantidad de ácidos grasos libres producidos en el aceite comestible cuando se ha utilizado una enzima diferente a la 
lípido aciltransferasa de la presente invención, tal como por ejemplo, cuando se compara con la cantidad de ácidos 
grasos libres producidos cuando se utiliza una enzima fosfolipasa convencional, por ejemplo Lecitase UtraTM 
(Novozymes A/S, Dinamarca). 30 

Además de ello, o en su lugar, la valoración del % de actividad transferasa en un aceite (más arriba), para identificar 
las enzimas lípido aciltransferasas más preferentes para uso en los métodos de la invención, se puede utilizar el 
ensayo titulado «Protocolo para identificar lípido aciltransferasas para uso en la presente invención» que viene a 
continuación. 

Protocolo para identificar lípido aciltransferasas 35 

Una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención es aquella que da lugar a: 

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

y/o 

ii) la conversión (% de conversión) a éster de esterol del esterol añadido cuando se usa el método explicado 40 
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 fosfolípidos presente en el aceite y/o en la conversión (% de la conversión) de esteroles se 
determina preferentemente después de 4 horas, más preferentemente después de 20 horas. 45 

En el protocolo para identificar las lípido aciltransferasas, después del tratamiento enzimático, se añade 
preferentemente un 5% de agua y se mezcla a fondo con el aceite. A continuación se separa el aceite de la fase 
acuosa mediante centrifugación (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 fósforo de la fase del aceite mediante el siguiente protocolo («Ensayo del contenido de fósforo»): 50 
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Ensayo del contenido de fósforo 

La cantidad de fosfolípidos presentes en un aceite después del desgomado se determina primero preparando la 
muestra de aceite de acuerdo con la preparación de la muestra explicada en el Método Oficial de la AOAC 999.10 
(>espectrofotometría de absorción atómica de los alimentos para plomo, cadmio, cinc, cobre e hierro después de 
digestión por microondas, primera acción 1999 del Método AOAC-NMKL). La cantidad de fosfolípidos en el aceite se 5 
mide así mediante el análisis del contenido de fósforo en la muestra de aceite después del desgomado de acuerdo 
con el Método Oficial de la AOAC 985.01 (>Método espectroscópico en plasma acoplado inductivamente para 
metales y otros elementos en plantas y alimentos para mascotas, primera acción 1985, última acción 1988). 

La cantidad de fósforo presente en el aceite después del desgomado está preferentemente por debajo de 50 ppm, 
preferentemente por debajo de 40 ppm, preferentemente por debajo de 30 ppm, preferentemente por debajo de 20 10 
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 fosfolípidos, esto es, contener menos 
de 1 ppm de fosfolípidos. 

El porcentaje de conversión 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%, 15 
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 realización, el porcentaje de conversión del esterol presente en el aceite es al menos del 5%, 
preferentemente al menos del 20%. 20 

Desgomado con poca agua 

Sorprendentemente, se ha encontrado que cuando una lípido aciltransferasa se utiliza en un procedimiento de 
desgomado enzimático de un aceite comestible, el desgomado enzimático se puede llevar a cabo en un medio con 
muy poca agua. Se sigue necesitando algo de agua, por ejemplo, cuando se añade la enzima al aceite la enzima se 
puede añadir en una cantidad pequeña de agua, tal como menos del 1%, preferentemente el 0,5%, más 25 
preferentemente menos del 0,2%, más preferentemente menos del 0,1%. 

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

Por esta razón, una ventaja de la presente invención es que cuando solo se usa una pequeña cantidad de agua (a 30 
saber, <5%, preferentemente <1%, preferentemente <0,5%, preferentemente <0.2%) durante el desgomado 
enzimático, las gomas (esto es, la porción que contiene el fósforo) se separan del aceite, por ejemplo en forma de un 
precipitado sólido. El precipitado sólido se puede eliminar fácilmente del aceite desgomado mediante métodos tales 
como simple decantación del aceite o eliminando la goma por filtración, por ejemplo. 

Esto contrasta enormemente con los procedimientos enzimáticos convencionales de desgomado, en los que se 35 
añade una cantidad significativa de agua al aceite. Esto se debe a que en los procedimientos enzimáticos 
convencionales de desgomado posteriores al desgomado en presencia de un alto contenido de agua, se produce 
una capa de agua que comprende la porción que contiene el fósforo (por ejemplo, la porción que comprende los 
lisofosfolípidos). Esta capa de agua se debe eliminar y se puede eliminar por centrifugación, por ejemplo. No 
obstante, la eliminación de la capa de agua es significativamente más difícil que la eliminación del precipitado sólido 40 
obtenido cuando se usa el procedimiento de la presente invención. 

Por lo tanto, el procedimiento enzimático de desgomado de acuerdo con la presente invención se podría considerar 
como un «procedimiento de desgomado con poca agua». 

En una realización de la presente invención, 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 45 
Wissenschaft Technologie (1993), 95(8), 300-4). 

Por lo tanto, la invención 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 añadida durante el desgomado, que se necesitan cuando se utilizan fosfolipasas convencionales 
tales como la fosfolipasa pancreática y la Lecitase UltraTM. 50 

Preferentemente, el aceite comestible tiene un contenido por debajo del 4,5% de agua, más 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% o 0,5%. 
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Las lípido aciltransferasas preferentes para uso en la presente invención se identifican como las que tienen una alta 
actividad, tal como actividad hidrolítica de fosfolípidos elevada o actividad transferasa de fosfolípidos elevada sobre 
los fosfolípidos en un medio oleoso, más preferentemente las lípido aciltransferasas para uso en el desgomado 
enzimático tienen una actividad transferasa elevada de fosfolípido a esterol. 

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

La presente invención se refiere al uso de una lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención en el 15 
desgomado de aceites vegetales comestibles y/o de aceites comestibles, y los métodos para desgomar aceites 
comestibles o vegetales. 

En un aspecto, la presente invención puede dar a conocer un método que comprende el uso de una lípido 
aciltransferasa para eliminar el contenido de fósforo no hidratable (NHP) en el aceite que comprende una cantidad 
relativamente alta de NHP. 20 

La terminología «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 invención comprende un 
contenido de fósforo no hidratable de 50 a 250 ppm, preferentemente al menos de 60 ppm, preferentemente al 
menos de 100 ppm, e incluso más preferentemente al menos de 200 ppm, incluso más preferentemente por encima 25 
de 250 ppm. 

Más preferentemente, el aceite comestible antes del tratamiento de acuerdo con la presente invención comprende 
un contenido de fósforo no hidratable en el margen 60 a 500 ppm, más preferentemente en el margen de 100 a 500 
ppm, e incluso más 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 30 
cantidad relativamente alta de fósforo no hidratable, pudiendo incluir aceite desgomado con agua, o más 
preferentemente se trata de un aceite crudo o semicrudo. 

En un aspecto, el aceite comestible crudo tiene, antes de realizar el método de la invención, un contenido de fósforo 
por encima de 350 ppm, más preferentemente por encima de 400 ppm, incluso más preferentemente por encima de 
500 ppm, y lo más preferentemente por encima de 600 ppm. 35 

Los aceites englobados por el método de acuerdo con la presente invención pueden incluir, pero sin limitarse a ellos, 
uno o más de aceite de soja, aceite de canola, aceite de maíz, aceite de semillas de algodón, aceite de palma, 
aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de cártamo, aceite de hueso de palma, aceite de colza y aceite de 
girasol. 

Preferentemente, el aceite es uno o más de aceite de soja, aceite de girasol y aceite de colza (a veces denominado 40 
aceite de canola). 

Más preferentemente, el aceite es uno o más de aceite de soja, aceite de girasol o aceite de colza. 

Lo más 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 invención, «aceite crudo» (también denominado en la presente memoria aceite 45 
sin desgomar) puede ser un aceite de extracción o de prensado o una mezcla de ambos a partir de, por ejemplo, 
colza, soja o girasol. El contenido de fosfátidos de un aceite crudo varía del 0,5% al 3% p/p, lo que se corresponde 
con un contenido de fósforo en el margen de 200 a 1200 ppm, más preferentemente en el margen de 250 a 1200 
ppm. Además de los fosfátidos, el aceite crudo también contiene una pequeña concentración de glúcidos, sacáridos 
y complejos de metal y ácido fosfatídico con Ca, Mg e Fe. 50 

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 fosfátidos por encima de 250 ppm, más preferentemente por encima de 500 
ppm. Tal aceite podría, por ejemplo, obtenerse al someter un aceite crudo a un procedimiento similar al 
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procedimiento de «desgomado con agua» descrito más adelante. 

Tal y como se usa en la presente invención, el «aceite de desgomado con agua» se puede obtener típicamente 
mediante un «procedimiento de desgomado con agua» que comprende mezclar 1-3% p/p de agua caliente con 
aceite crudo caliente (60-90 ºC). Los periodos de tratamiento habituales son de 30 a 60 minutos. La etapa de 
desgomado con agua elimina los fosfátidos y las gomas mucilaginosas que se han vuelto insolubles en el aceite 5 
cuando se hidrata. Los fosfátidos hidratados y las gomas se pueden separar del aceite por asentamiento, filtración o 
centrifugación, siendo la centrifugación la práctica más prevalente. El objetivo esencial de dicho procedimiento de 
desgomado con agua es el de separar los fosfátidos hidratados del aceite. La mezcla del agua caliente con el aceite, 
como está descrito más arriba, se debe entender en esta memoria de manera amplia como una mezcla de una 
solución acuosa con el aceite de acuerdo con los procedimientos estándares de desgomado con agua conocidos en 10 
la técnica. 

Ventajosamente, el método y los usos de la presente invención permiten el desgomado de los aceites comestibles 
con medios con muy poca agua (<5%, preferentemente menos del 2%, más preferentemente menos del 1%). Por lo 
tanto, el desgomado se puede realizar con la adición de menos agua que cuando se utilizan enzimas 
convencionales. Una ventaja adicional de la presente invención es la producción de ésteres de esteroles (en 15 
particular, ésteres de tocoferol) en el aceite. Otra ventaja más de la presente invención es la eliminación 
(preferentemente la eliminación total) de los fosfolípidos. Una ventaja adicional de la presente invención es la 
eliminación (preferentemente la eliminación total) de los fosfolípidos sin eliminar el fitoesterol, y en particular el 
tocoferol. Se prefiere que, debido a la esterificación del fitoesterol, no haya una eliminación significativa de 
fitoesteroles, tales como el tocoferol, del aceite y en su lugar están simplemente esterificados. Sin embargo, en una 20 
realización, 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 más del 10%, 
alternativamente en no más del 25%, alternativamente en no más del 50%, alternativamente en no más del 75%. 
Una ventaja adicional más de la presente invención es la eliminación (preferentemente la eliminación total) de los 
fosfolípidos sin hidrolizar los triglicéridos. 25 

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

DEFINICIÓN DE LOS CONJUNTOS 

Conjunto de aminoácidos 1: 30 

El conjunto de aminoácidos 1 es 

Gly8, Asp9, Ser10, Leu11, Ser12, Tyr15, Gly44, Asp45, Thr46, Glu69, Leu70, Gly71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75, 
Leu76, Gln106, Ile107, Arg108, Leu109, Pro110, Tyr113, Phe121, Phe139, Phe140, Met141, Tyr145, Met151, 
Asp154, His157, Gly155, Ile156, Pro158. 

Los motivos altamente conservados, tales como GDSx, y los restos catalíticos se quitaron de la selección del 35 
conjunto 1 (residuos subrayados). Para evitar dudas, el conjunto 1 define los restos aminoacídicos dentro de los 10 
Å del átomo de carbono central del glicerol en el centro activo del modelo 1IVN. 

Conjunto de aminoácidos 2: 

El conjunto de aminoácidos 2 (observe que la numeración de los aminoácidos se refiere a los aminoácidos de la 
secuencia de P10480 madura) es 40 

Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Vall12, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, 
Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, 
Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289 y Val290. 
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Tabla de los restos seleccionados en el conjunto 1 en comparación con el conjunto 2: 

Modelo IVN Número del resto en la 
secuencia madura de P10480 

IVN Homólogo hidr. A 

PFAM Estructura 

Gly8 
Asp9 
Ser10 
Leu1 1 
Ser12 
 
 
Tyr15 
Gly44 
Asp45 
Thr46 
 
 
Glu69 
Leu70 
Gly71 
Gly72 
Asn73 
Asp74 
Gly75 
Leu76 
Gln106 
Ile107 
Arg108 
Leu109 
Pro110 
Tyr113 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Phe121 
 
 
Phe139 
Phe140 
Met141 
Tyr145 
 
Met151 
Asp154 
Gly155 
Ile156 
His157 
Pro158 

Gly32 
Asp33 
Ser34 
Leu35 
Ser36 
 
 
Gly58 
Asn98 
Pro99 
Lys100 
 
 
Trp 129 
Val130 
Gly131 
Ala132 
Asn133 
Asp134 
Tyr135 
Leu136 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
His198 
 
 
Met227 
Leu228 
Arg229 
Asn233 
 
Met303 
Asp306 
Gln307 
Va1308 
His309 
Pro310 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pro174 
Gly177 
Gln178 
Asn179 
180 a 190 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tyr197 
His198 
Asn199 

 
 
 
Leu17 
Ser18 
Lys22 
Met23 
Gly40 
Asn80 
Pro81 
Lys82 
Asn87 
Asn88 
Trp111 
Val112 
 
Ala114 
 
 
Tyr117 
Leu118 
Pro156 
Gly159 
Gln160 
Asn161 
Pro162 
Ser163 
Ala164 
Arg165 
Ser166 
Gln167 
Lys168 
Val169 
Val170 
Glu171 
Ala172 
Tyr179 
His180 
Asn181 
Met209 
Leu210 
Arg211 
Asn215 
Lys284 
Met285 
 
Gln289 
Va1290 

Conjunto de aminoácidos 3: 

El conjunto de aminoácidos 3 es idéntico al conjunto 2, pero se refiere a la secuencia codificante de Aeromonas 
salmonicida (SEQ ID n.º 28), esto es, a los números de los restos aminoacídicos se les suma 18 en el conjunto 3 
puesto que esto refleja la diferencia entre la numeración de los aminoácidos de la proteína madura (SEQ ID n.º 2) en 5 
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comparación con la proteína que incluye la secuencia señal (SEQ ID n.º 28). 

Las proteínas maduras de Aeromonas salmonicida GDSX (SEQ ID n.º 28) y Aeromonas hydrophila GDSX (SEQ ID 
n.º 26) difieren en cinco aminoácidos. Estos son Thr3Ser, Gln182Ala, Ser310Asn, Gly31�-, donde el resto de A. 
salmonicida se recoge primero y el resto de A. hydrophila aparece después (figura 59). La proteína de A. hydrophila 
es de tan solo 317 aminoácidos de longitud y carece del resto en la posición 318. La Aeromonas salmonicida GDSX 5 
tiene una actividad considerablemente mayor sobre los lípidos polares, tales como sustratos galactolipídicos, que la 
proteína de Aeromonas hydrophila. Se realizó un barrido de sitio con las cinco posiciones de aminoácidos. 

Conjunto de aminoácidos 4: 

El conjunto de aminoácidos 4 es S3, Q182, E309, S310 y –318. 

Conjunto de aminoácidos 5: 10 

F13S, D15N, S18G, S18V, Y30F, D116N, D116E, D157N, Y226F, D228N Y230F. 

Conjunto de aminoácidos 6: 

El conjunto de aminoácidos 6 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111, 
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, 
Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, 15 
Asn215, Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318. 

La numeración de los aminoácidos del conjunto 6 se refiere a los restos aminoacídicos en P10480 (SEQ ID n.º 2); 
los aminoácidos correspondientes en otros esqueletos de secuencia se pueden determinar por alineamiento por 
homología y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1IVN. 

Conjunto de aminoácidos 7: 20 

El conjunto de aminoácidos 7 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111, 
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, 
Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, 
Asn215, Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (donde X se selecciona entre A, C, D, E, G, 
H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W), Y226X (donde X se selecciona entre A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, 25 
T, V, o W), Y230X (donde X se selecciona entre A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W), S18X (donde X 
se selecciona entre A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W), D157X (donde X se selecciona entre A, C, 
D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W). 

La numeración de los aminoácidos del conjunto 7 se refiere a los restos aminoacídicos en P10480 (SEQ ID n.º 2); 
los aminoácidos correspondientes en otros esqueletos de secuencia se pueden determinar por alineamiento por 30 
homología y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1IVN. 

AISLADO 

En un aspecto, el polipéptido o proteína para uso en la presente invención está preferentemente en una forma 
aislada. La terminología «aislado» significa que la secuencia está 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 35 
naturaleza. 

PURIFICADO 

En un aspecto, preferentemente, el polipéptido o proteína para uso en la presente invención está en una forma 
purificada. La terminología «purificado» significa que la secuencia está 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 40 
menos a aproximadamente el 90%, o puro al menos a aproximadamente el 95% o puro al menos a 
aproximadamente el 98%. 

CLONACIÓN DE UNA SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS QUE CODIFICA UN POLIPÉPTIDO DE ACUERDO CON 

LA PRESENTE INVENCIÓN 

Se puede purificar una secuencia de nucleótidos que codifica tanto un polipéptido que tiene las propiedades 45 
específicas que se definen en la presente memoria como un polipéptido que es adecuado para la modificación, a 
partir de cualquier célula u organismo que produzca dicho polipéptido. En la técnica se conocen diferentes métodos 
para aislar las secuencias de nucleótidos. 

Por ejemplo, se puede construir una genoteca de ADNc o de ADN genómico con ARN mensajero o ADN 
cromosómico del organismo que produce el polipéptido. Si se conoce la secuencia de aminoácidos del polipéptido, 50 
se pueden sintetizar sondas oligonucleotídicas marcadas y usarlas para identificar los clones que codifican el 
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polipéptido a partir de la librería genómica preparada del organismo. Alternativamente, se podría utilizar una sonda 
oligonucleotídica marcada que contenga secuencias homólogas a otro gen de polipéptido conocido para identificar 
los clones que codifican el polipéptido. En el último caso, se utilizan condiciones de hibridación y de lavado poco 
rigurosas. 

Alternativamente, se pueden identificar los clones que codifican el polipéptido mediante la inserción de fragmentos 5 
de ADN genómico en un vector de expresión, tal como un plásmido, la transformación de bacterias que no 
contengan la enzima con la genoteca de ADN genómico resultante, y luego sembrar las bacterias transformadas en 
placas de agar con una enzima inhibida por el polipéptido, de manera que permite la identificación de los clones que 
expresan el polipéptido. 

En otra alternativa más, se puede preparar sintéticamente la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido 10 
mediante los métodos estándares 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 oligonucleótidos, por ejemplo en un sintetizador automático de 
ADN, se purifican, se hibridan, se ligan y se clonan en los vectores apropiados. 

La secuencia de nucleótidos puede ser de origen mixto genómico y sintético, de origen mixto sintético y de ADNc, o 15 
de origen mixto genómico y de ADNc, se puede preparar mediante la ligación de fragmentos de origen sintético, 
genómico o de ADNc (según corresponda) de acuerdo con las técnicas estándares. Cada fragmento ligado 
corresponde a diferentes partes de la secuencia nucleotídica completa. La secuencia de ADN también se puede 
preparar mediante la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores específicos, 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, 20 
pp. 487-491). 

SECUENCIAS DE NUCLEÓTIDOS 

La presente invención también engloba el uso de secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen 
las propiedades específicas que se definen en la presente memoria. La terminología «secuencia de nucleótidos» o 
«secuencia nucleotídica» tal y como se utiliza en la presente memoria se refiere a una secuencia oligonucleotídica o 25 
a una secuencia polinucleotídica, y a variantes, homólogos, fragmentos y derivados de las mismas (tales como 
porciones de las mismas). La secuencia de nucleótidos puede ser de origen genómico o sintético o recombinante, 
que puede ser bicatenaria o monocatenaria según represente la cadena sentido o antisentido. 

La terminología «secuencia de nucleótidos» o «secuencia nucleotídica» en relación con la presente invención 
incluye ADN genómico, ADNc, ADN sintético y ARN. Preferentemente, se refiere a ADN, más preferentemente al 30 
ADNc de la secuencia codificante. 

En una realización preferente, la secuencia de nucleótidos que por sí misma codifica un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas que se definen en la presente memoria no cubre la secuencia de nucleótidos nativa en su 
medio natural cuando está unida a la secuencia o secuencias a las que se une de forma natural que están también 
en su medio natural. Para facilitar la referencia, llamaremos a esta realización preferente la «secuencia de 35 
nucleótidos no nativa». Bajo este punto de vista, la terminología «secuencia de nucleótidos nativa» significa una 
secuencia de nucleótidos entera que está en su medio nativo y cuando está operativamente unida a un promotor 
entero con el que está asociada de forma natural, estando dicho promotor también en su medio nativo. Por esta 
razón, el polipéptido de la presente invención puede ser expresado por una secuencia de nucleótidos en su 
organismo nativo, pero en donde la secuencia de nucleótidos no esta bajo el control del promotor con el que se 40 
asocia de forma natural dentro del organismo. 

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

Típicamente, la secuencia de nucleótidos que codifica polipéptidos que tienen las propiedades específicas que se 45 
definen en la presente memoria se prepara con las técnicas de ADN recombinante (esto es, ADN recombinante). Sin 
embargo, en una realización alternativa de la invención, la secuencia de nucleótidos se podría sintetizar, entera o 
parcialmente, mediante métodos químicos 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). 

EVOLUCIÓN MOLECULAR 50 

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

Las mutaciones se pueden introducir con oligonucleótidos sintéticos. Estos oligonucleótidos contienen las 55 
secuencias nucleotídicas 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 nucleótidos que codifican una enzima se describe en Nelson y Long 
(Analytical Biochemistry (1989), 180, p. 147-151). 

En lugar de la mutagénesis específica de sitio, tal como la descrita más 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 5 
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 análogos mutagénicos de 
ADN, tales como los descritos en la patente europea EP 0 866 796. Las tecnologías de PCR propensa a error son 
adecuadas para la producción de variantes de lípido aciltransferasas con las características preferentes. El 
documento de patente internacional WO0206457 se refiere a la evolución molecular de lipasas. 10 

Un tercer método para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias de nucleótidos distintas, tanto con una 
serie de enzimas de restricción como con una enzima tal como la ADNasa I, y reensamblar secuencias nucleotídicas 
completas que codifiquen proteínas funcionales. Alternativamente, se puede usar una o más secuencias 
nucleotídicas distintas e introducir mutaciones durante el reensamblaje de la secuencia nucleotídica completa. Las 
tecnologías de barajado de ADN y de barajado de familias son idóneas para la producción de variantes de las lípido 15 
aciltransferasas con las características preferentes. Los métodos adecuados para realizar el 'barajado' se pueden 
encontrar en las patentes europeas EP 0 752 008, 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 razón, en una secuencia de nucleótidos se pueden introducir numerosas mutaciones al azar o en sitios 20 
específicos, 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 recombinación 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 evolución molecular se puede llevar a cabo donde la variante producida retiene poca homología con 
las enzimas o proteínas conocidas. Tales variantes obtenidas de esta forma podrían tener una analogía estructural 25 
significativa con las enzimas transferasa, pero tienen una homología de secuencia aminoacídica muy baja. 

A modo de ejemplo no limitante, además, las mutaciones o las variantes naturales de una secuencia polinucleotídica 
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. 30 

La aplicación de los métodos de evolución molecular antes mencionados y similares permite identificar y seleccionar 
variantes de las enzimas de la presente invención que tengan las características preferentes sin ningún 
conocimiento previo de la estructura de la proteína ni de su función, y permite la producción de mutaciones o 
variantes impredecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicación de la evolución molecular 
en la técnica para optimizar o alterar la actividad enzimática, y tales ejemplos incluyen, sin limitarse a ellos, uno o 35 
más de los siguientes: optimización de la expresión y/o actividad en una célula huésped o in vitro, aumento de la 
actividad enzimática, alteración de la especificidad de sustrato y/o producto, aumento o disminución de la estabilidad 
enzimática o estructural, alteración de la actividad/especificidad de la enzima en las condiciones ambientales 
preferentes, por ejemplo, temperatura, pH y/o sustrato. 

Como le resultará obvio a un experto en la técnica, con las herramientas de evolución molecular se puede alterar 40 
una enzima para mejorar su funcionalidad. 

Convenientemente, la lípido aciltransferasa utilizada en la invención puede ser una variante, esto es, puede contener 
al menos una sustitución, deleción o adición de aminoácido, cuando se compara con la enzima madre. Las enzimas 
variantes retienen una homología 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 podrían incluir cualquier enzima 45 
con actividad lipasa o esterasa. Preferentemente, la enzima madre se alinea con la secuencia consenso de 
Pfam00657. 

En una realización preferente, una enzima variante de lípido aciltransferasa retiene o incorpora al menos uno o más 
de los restos aminoacídicos de la secuencia consenso de Pfam00657 encontrados en los bloques GDSx, GANDY y 
HPT. 50 

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

Convenientemente, la lípido aciltransferasa para uso en la invención puede ser una variante con actividad 55 
enzimática reforzada sobre los fosfolípidos cuando se compara con la enzima madre. Preferentemente, tales 
variantes también tienen una actividad baja o ausente sobre los lisolípidos polares. La actividad reforzada sobre los 
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fosfolípidos puede ser el resultado de la hidrólisis y/o la actividad transferasa o una combinación de ambas. 

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

Convenientemente, la enzima variante puede no presentar actividad sobre los triglicéridos y/o monoglicéridos y/o 
diglicéridos. 5 

Alternativamente, la enzima variante para uso en la invención puede ser más activa sobre los triglicéridos y/o puede 
ser más activa también sobre uno o más de los siguientes: lípidos polares, fosfolípidos, lecitina, fosfatidilcolina. 

Se conocen variantes de lípido aciltransferasas, y una o más de tales variantes puede ser adecuada para uso en los 
métodos y usos de acuerdo con la presente invención y/o en las composiciones enzimáticas de acuerdo con la 
presente invención. A modo de ejemplo sólo, las variantes de la lípido aciltransferasas que se describen en las 10 
siguientes referencias se pueden usar de acuerdo con la presente invención: 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 AMINOÁCIDOS 

La presente invención también engloba el uso de secuencias de aminoácidos de los polipéptidos que tienen las 15 
propiedades específicas que se definen en la presente memoria. 

Tal y como se usa en la presente memoria, la terminología «secuencia de aminoácidos» o «secuencia 
aminoacídica» es sinónima de la terminología «polipéptido» y/o la terminología «proteína». En algunos casos, la 
terminología «secuencia de aminoácidos» o «secuencia aminoacídica» es sinónima de la terminología «péptido». 

La secuencia de aminoácidos se puede preparar/aislar de una fuente adecuada, o se puede fabricar sintéticamente 20 
o se puede preparar mediante el uso de las técnicas de ADN recombinante. 

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

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

El polipéptido purificado se puede liofilizar y 100 μg del material liofilizado se pueden disolver en 50 μl de una mezcla 25 
de urea a 8 M e hidrogenocarbonato de amonio a 0,4 M, pH 8,4. La proteína disuelta se puede desnaturalizar y 
reducir durante 15 min a 50 ºC tras lo que se recubre con nitrógeno y se le añaden 5 μl de ditiotreitol a 45 mM. 
Después de enfriar a temperatura ambiente, se le pueden añadir 5 μl de yodoacetamida a 100 mM para modificar los 
restos de cisteína durante 15 min a temperatura ambiente en la oscuridad con nitrógeno. 

A la mezcla de reacción anterior se le pueden añadir 135 μl de agua y 5 μg de endoproteinasa Lys-C en 5 μl de 30 
agua, y la digestión se puede llevar a cabo a 37 ºC en nitrógeno 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 μm; 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 secuenciación se puede realizar 35 
con un secuenciador 476A de Applied Biosystems con ciclos rápidos pulsantes de acuerdo con las instrucciones del 
fabricante (Applied Biosystems, California, EE.UU.). 

IDENTIDAD DE SECUENCIA U HOMOLOGÍA DE SECUENCIA 

La presente invención también engloba el uso de secuencias que tienen un grado de identidad de secuencia o de 
homología de secuencia con la secuencia de aminoácidos de un polipéptido que tiene las propiedades específicas 40 
definidas en la presente memoria o de una secuencia de nucleótidos que codifica tal polipéptido (a partir de ahora se 
denominará una «secuencia o secuencias homólogas»). En la presente memoria, la terminología «homólogo» 
significa una entidad que tiene un cierto grado de homología con las secuencias de aminoácidos en cuestión y las 
secuencias de nucleótidos en cuestión. En la presente memoria, la terminología «homología» equivale a 
«identidad». 45 

La secuencia de nucleótidos y/o secuencia de aminoácidos homóloga 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 homóloga se supone que incluye una secuencia de aminoácidos que puede tener 
una identidad de al menos el 75, 85 o 90%, preferentemente al menos el 95 o 98%, con la secuencia en cuestión. 
Típicamente, los homólogos comprenderán los mismos centros activos, etc. que la secuencia de aminoácidos en 50 
cuestión. Aunque la homología también se puede considerar en términos de similitud (esto es, restos aminoacídicos 
que tienen propiedades o funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención se prefiere expresar 
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la homología en términos de identidad de secuencia. 

En el presente contexto, una secuencia homóloga se supone que incluye una secuencia de nucleótidos que puede 
tener una identidad de al menos el 75, 85 o 90%, preferentemente al menos el 95 o 98%, con la secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido de la presente invención (la secuencia en cuestión). Típicamente, los 
homólogos comprenderán las mismas secuencias que codifican los centros activos, etc. que la secuencia en 5 
cuestión. Aunque la homología también se puede considerar en términos de similitud (esto es, restos aminoacídicos 
que tienen propiedades o funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención se prefiere expresar 
la homología en términos de identidad de secuencia. 

Las comparaciones de homología se pueden realizar a simple vista, o más habitualmente, con la ayuda de 
programas de comparación de secuencias de fácil acceso. Estos programas informáticos disponibles en el mercado 10 
pueden calcular el porcentaje de homología entre dos o más secuencias. 

El porcentaje de homología se puede calcular sobre secuencias contiguas, esto es, una secuencia se alinea con la 
otra secuencia y cada aminoácido de una secuencia se compara directamente con el aminoácido correspondiente 
en la otra secuencia, de uno en uno. A esto se le denomina alineamiento «sin huecos». Típicamente, tales 
alineamientos sin huecos se realizan solo sobre un número relativamente pequeño de restos. 15 

Aunque se trata de un método muy simple y repetitivo, no tiene en consideración que, por ejemplo, en un par de 
secuencias que de otro modo serían idénticas, una inserción o deleción ocasionará que los siguientes restos 
aminoacídicos no estén alineados, lo que podría acabar dando lugar a una gran reducción del porcentaje de 
homología cuando se realiza el alineamiento global. Por consiguiente, la mayoría de los métodos de comparación de 
secuencias se diseñan para que produzcan alineamientos óptimos que tengan en cuenta las posibles inserciones o 20 
deleciones sin penalizar indebidamente la puntuación de homología global. Esto se consigue con la inserción de 
'huecos' en el alineamiento de las secuencias para intentar maximizar la homología local. 

Sin embargo, estos métodos más complejos asignan 'penalizaciones por hueco' a cada hueco que aparece en el 
alineamiento, de manera que, para el mismo número de restos aminoacídicos idénticos, un alineamiento de 
secuencias con el menor número posible de huecos (lo que refleja una mayor relación entre las dos secuencias 25 
comparadas) alcanzará una puntuación mayor que una con muchos huecos. Los 'costes por hueco afín' se usan 
típicamente para cargar un coste relativamente elevado a la existencia de un hueco y una menor penalización para 
cada resto posterior en el hueco. Se trata del sistema de puntuación que más se usa. Las penalizaciones por hueco 
muy altas producirán, por supuesto, alineamientos optimizados con menos huecos. La mayoría de los programas de 
alineamiento permiten la modificación de las penalizaciones por hueco. No obstante, se prefiere utilizar los valores 30 
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 penalización por hueco por 
defecto para las secuencias de aminoácidos es de –12 para el hueco y de –4 para cada extensión. 

Por lo tanto, calcular el porcentaje máximo de homología requiere en primer lugar la generación de un alineamiento 
óptimo que tenga en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informático adecuado para realizar tales 35 
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.ª edición, capítulo 18), FASTA (Altschul et al. 1990 J. Mol. Biol. 403-410) y el paquete integrado de 
herramientas de comparación GENEWORKS. Tanto BLAST como FASTA están disponibles para búsquedas en 40 
línea y fuera de línea (véase Ausubel et al. 1999, páginas 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 está disponible para comparar secuencias de proteínas y de nucleótidos (véase 
FEMS Microbiol Lett 1999, 174(2): 247-50; FEMS Microbiol Lett 1999, 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nlm.nih.gov). 

Aunque el porcentaje de homología final se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineamiento no se 45 
basa típicamente en una comparación por parejas de todo o nada. En su lugar, se utiliza generalmente una matriz 
de ponderación de similitud que asigna puntuaciones a cada comparación por parejas basándose en la similitud 
química 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 públicos como una tabla de comparaciones simbólicas 50 
personalizada, si se le proporciona (véase el manual del usuario para más información). Para algunas aplicaciones, 
se prefiere utilizar los valores por defecto públicos para el paquete del GCG, o en el caso de otros programas, la 
matriz por defecto, tal como BLOSUM62. 

Alternativamente, el porcentaje de homología se puede calcular con la aplicación de alineamiento múltiple de 
DNASISTM (Hitachi Software), basada en un algoritmo análogo a CLUSTAL (Higgins D. G. y Sharp P. M. (1988), 55 
Gene 73(1), 237-244). 

Una vez que el programa ha generado el alineamiento óptimo, se puede calcular el porcentaje de homología, 
preferentemente el porcentaje de identidad de secuencia. Típicamente, el programa lo realiza como parte de la 
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comparación de las secuencias y genera un resultado numérico. 

En un aspecto preferente de la presente invención, se usan los siguientes programas y ajustes para calcular el 
porcentaje de homología o identidad. Para las secuencias de aminoácidos, se calcula el porcentaje de identidad 
(homología) 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 aminoácidos. Los ajustes son los parámetros 5 
por defecto (penalización por apertura de hueco: –10; penalización de la extensión del hueco: 0,1). 

Las secuencias pueden tener también deleciones, inserciones o sustituciones de restos aminoacídicos que producen 
cambios silenciosos y dan lugar a una sustancia funcionalmente equivalente. Se pueden realizar sustituciones de 
aminoácidos deliberadas sobre la base de su similitud respecto a la polaridad, carga, solubilidad, hidrofilia, 
hidrofobia, y/o la naturaleza anfipática de los restos con tal de que se mantenga la actividad de fijación secundaria 10 
de la sustancia. Por ejemplo, los aminoácidos cargados negativamente incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; 
los aminoácidos cargados positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoácidos 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 15 
aminoácidos en el mismo bloque de la segunda columna y preferentemente en la misma línea de la tercera columna 
se pueden sustituir entre sí: 

ALIFÁTICOS Apolar G A P 

I L V 

Polar sin carga C S T M 

N Q 

Polar cargado D E 

K R 

AROMÁTICO  H F W Y 

La presente invención también engloba la sustitución homóloga (sustitución y reemplazo se utilizan ambos en la 
presente memoria para significar el intercambio de un resto de aminoácido existente por un resto alternativo) que se 
pueda producir, esto es, sustitución entre similares, tal como básico por básico, ácido por ácido, polar por polar, etc. 20 
También se puede producir la sustitución no homóloga, esto es, de una clase de resto por otra o alternativamente 
que implique la inclusión de aminoácidos no naturales tales como ornitina (de aquí en adelante citado como Z), 
diaminobutirato de ornitina (de aquí en adelante citado como B), norleucina ornitina (de aquí en adelante citado 
como O), pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina. 

También se pueden realizar reemplazos con aminoácidos no naturales. 25 

Las secuencias de aminoácidos de las variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que se pueden 
introducir entre dos restos aminoacídicos cualesquiera de la secuencia, que incluyen grupos alquilo tales como 
grupos metilo, etilo o propilo, además de espaciadores aminoacídicos tales como restos de glicina o de �-alanina. 
Otra forma más de variación, que implica la presencia de uno o más restos aminoacídicos en forma peptoide, será 
bien conocida para los expertos en la técnica. Para despejar las dudas, se utiliza «la forma peptoide» para referirse 30 
a variantes de restos aminoacídicos en los que el grupo sustituyente del carbono � se encuentra en el átomo de 
nitrógeno del resto en vez de en el carbono �. 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 nucleotídicas a utilizar en la presente invención o que codifican un polipéptido que tiene las 35 
propiedades específicas definidas en la presente memoria pueden incluir dentro de ellas nucleótidos sintéticos o 
modificados. En la técnica se conocen muchos tipos diferentes de modificaciones de oligonucleótidos. Estas 
incluyen esqueletos de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o polilisina en los 
extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los propósitos de la presente invención, hay que sobreentender que las 
secuencias nucleotídicas descritas en la presente memoria se pueden modificar por cualquier método disponible en 40 
la técnica. Tales modificaciones se pueden realizar para realzar la actividad in vivo o la duración esperada de las 
secuencias nucleotídicas. 
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La presente invención también engloba el uso de secuencias nucleotídicas 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 polinucleótidos que no son homólogos al 100% a las secuencias de la presente invención, pero que caen dentro 5 
del alcance de la invención, 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. Además, se pueden obtener otros homólogos celulares o víricos/bacterianos, en particular 
homólogos celulares encontrados en células de mamífero (por ejemplo células de rata, de ratón, bovinas y de 10 
primate), y tales homólogos y sus fragmentos serán 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 genómico 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 15 
consideraciones similares para obtener homólogos de especies y variantes alélicas del polipéptido o de las 
secuencias de nucleótidos de la invención. 

También se pueden obtener variantes y homólogos de cepas o especies utilizando la PCR degenerada que utilizará 
cebadores diseñados para hibridarse selectivamente sobre secuencias de las variantes y de los homólogos que 
codifican las secuencias aminoacídicas conservadas de las secuencias de la presente invención. Se pueden 20 
predecir las secuencias conservadas, por ejemplo, mediante el alineamiento de las secuencias de aminoácidos de 
varias variantes u homólogos. Se pueden realizar los alineamientos de las secuencias mediante los programas 
informáticos 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 contendrán una o más posiciones degeneradas y se utilizarán en 25 
condiciones de rigor más bajo que el empleado para clonar secuencias con cebadores de secuencias únicas frente a 
secuencias conocidas. 

Alternativamente, se pueden obtener tales polinucleótidos mediante mutagénesis específica de sitio de las 
secuencias caracterizadas. Esto puede ser útil 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 30 
expresar las secuencias polinucleotídicas. Se pueden desear otros cambios de secuencia para introducir sitios de 
reconocimiento de enzimas de restricción, o para alterar las propiedades o las funciones de los polipéptidos 
codificados por los polinucleótidos. 

Los polinucleótidos (secuencias nucleotídicas) de la invención se pueden utilizar para generar un cebador, por 
ejemplo un cebador de PCR, un cebador para una reacción de amplificación alternativa, una sonda, por ejemplo 35 
marcada con una marcación que se revela mediante los medios convencionales utilizando marcaciones radioactivas 
o no radioactivas, o se pueden clonar los polinucleótidos en vectores. Tales cebadores, sondas y otros fragmentos 
tendrán al menos 15, preferentemente al menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40, nucleótidos de longitud, y 
también quedan englobados por la terminología «polinucleótidos» de la invención tal y como se emplea en la 
presente memoria. 40 

Los polinucleótidos tales como polinucleótidos de ADN y sondas de acuerdo con la invención se pueden producir por 
recombinación, mediante síntesis o por cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También se 
pueden clonar mediante las técnicas estándares. 

En general, los cebadores se producirán por medios sintéticos, que implican una fabricación por etapas de la 
secuencia de ácido nucleico deseada, en la que se añade un nucleótido cada vez. Las técnicas para llevar a cabo 45 
esto mediante técnicas automatizadas están fácilmente disponibles en la técnica. 

Los polinucleótidos más largos se producirán por lo general utilizando medios recombinantes, por ejemplo mediante 
técnicas de clonación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa). Esto implicará la fabricación de un par de 
cebadores (por ejemplo de unos 15 a 30 nucleótidos) que flanqueen una región de la secuencia diana del lípido, que 
es lo que se desea clonar, haciendo que los cebadores entren en contacto con el ARNm o el ADNc obtenido de una 50 
célula humana o animal, realizando una reacción en cadena de la polimerasa en condiciones que provocan la 
amplificación de la región deseada, aislando el fragmento amplificado (por ejemplo mediante la purificación de la 
mezcla de reacción en un gel de agarosa), y recuperando el ADN amplificado. Los cebadores se pueden diseñar 
para que contengan sitios de reconocimiento adecuados para las enzimas de restricción, de modo que el ADN 
amplificado se pueda clonar en un vector de clonación adecuado. 55 

HIBRIDACIÓN 

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

La terminología «hibridación» tal y como se utiliza en la presente memoria incluiría «el procedimiento mediante el 
cual una hebra de ácido nucleico se junta con una hebra complementaria mediante el apareamiento de las bases», 
así como el procedimiento de amplificación como el llevado a cabo en las tecnologías de la reacción en cadena de la 5 
polimerasa (PCR). 

La presente invención también engloba la utilización de secuencias de nucleótidos que son capaces de hibridarse a 
las secuencias que son complementarias a las secuencias en cuestión que se explican en la presente memoria, o 
cualquier derivado, fragmento o derivado de las mismas. 

La presente invención también engloba las secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces 10 
de hibridarse a las secuencias de nucleótidos que se exponen en la presente memoria. 

Las condiciones de hibridación se basan en la temperatura de fusión (Tm) del complejo de unión de nucleótidos, 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 más adelante: 

El rigor máximo típicamente se produce a una Tm – 5 ºC (5 ºC por debajo de la Tm de la sonda); el rigor alto a unos 15 
5 ºC a 10 ºC por debajo de la Tm; el rigor intermedio a unos 10 ºC a 20 ºC por debajo de la Tm; y el rigor bajo a unos 
20 ºC a 25 ºC por debajo de la Tm. Como entenderá cualquier experto en la técnica, la hibridación con el rigor 
máximo se puede utilizar para identificar o detectar secuencias de nucleótidos idénticas, mientras que la hibridación 
con un rigor intermedio (o bajo) se puede utilizar para identificar o detectar secuencias polinucleotídicas relacionadas 
o parecidas. 20 

Preferentemente, la presente invención 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 nucleótidos 
que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas que están definidas en la presente memoria. 

Más preferentemente, la presente invención engloba las secuencias que son complementarias a las secuencias que 
son capaces de hibridarse en condiciones de rigor alto (por ejemplo, 65 ºC y SSC a 0,1X {SSC a 1X = NaCl a 0,15 25 
M, citrato de sodio a 0,015 M, pH 7,0}) con las secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las 
propiedades específicas que están definidas en la presente memoria. 

La presente invención también se refiere a las secuencias de nucleótidos que se hibridan con las secuencias de 
nucleótidos que se exponen en la presente memoria (incluidas las secuencias complementarias a las que se 
explican en la presente memoria). 30 

La presente invención también se refiere a las secuencias de nucleótidos que son complementarias a las secuencias 
que se hibridan a las secuencias de nucleótidos 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 invención las secuencias de polinucleótidos que son capaces 
de hibridarse con las secuencias nucleotídicas que se exponen en la presente memoria en condiciones de rigor de 35 
intermedio a máximo. 

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

En un aspecto más preferente, la presente invención cubre las secuencias de nucleótidos que se hibridan con las 40 
secuencias de nucleótidos que se exponen en la presente memoria, o el complemento de las mismas, en 
condiciones de rigor alto (por ejemplo, 65 ºC y SSC a 0,1X). 

EXPRESIÓN DE POLIPÉPTIDOS 

Una secuencia de nucleótidos para uso en la presente invención o que codifica un polipéptido que tiene las 
propiedades especificas que se definen en la presente memoria se puede incorporar a un vector replicable 45 
recombinante. Se puede utilizar el vector para replicar y expresar la secuencia nucleotídica, en forma de polipéptido, 
en una célula huésped compatible y/o a partir de ella. Se puede controlar la expresión mediante secuencias de 
control, que incluyen promotores/potenciadores y otras señales de regulación de la expresión. Se pueden utilizar 
promotores procariotas y promotores que funcionan en las células eucariotas. Se pueden utilizar promotores 
específicos de tejido o específicos de estímulo. También se pueden utilizar promotores quiméricos que comprenden 50 
elementos de secuencia de dos o más promotores diferentes que se describen más arriba. 

El polipéptido producido por una célula huésped recombinante mediante la expresión de la secuencia de nucleótidos 
se puede secretar o se puede mantener dentro de la célula según la secuencia y/o el vector utilizado. Las 
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secuencias codificantes se pueden diseñar con secuencias señal que dirigen la secreción de las secuencias 
codificantes de la sustancia a través de una membrana celular de determinados procariotas o eucariotas. 

VECTOR DE EXPRESIÓN 

La terminología «vector de expresión» significa una construcción capaz de producir expresión in vivo o in vitro. 

Preferentemente, el vector de expresión se incorpora en el genoma del organismo. La terminología «incorpora» 5 
cubre preferentemente la incorporación estable en el genoma. 

La secuencia de nucleótidos de la presente invención o que codifica un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas que se definen en la presente memoria puede estar presente en un vector, en el que la secuencia de 
nucleótidos está operativamente unida a secuencias reguladoras, de tal forma que las secuencias reguladoras son 
capaces de proporcionar la expresión de la secuencia de nucleótidos en un organismo hospedador adecuado, esto 10 
es, el vector es un vector de expresión. 

Los vectores de la presente invención se pueden introducir por transformación en una célula huésped adecuada 
como se describe más adelante para proporcionar la expresión de un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas que están definidas en la presente invención. 

La elección del vector, por ejemplo plásmido, cósmido o vector fágico, dependerá a menudo de la célula huésped en 15 
la que se introduce. 

Los vectores pueden contener uno o más genes marcadores de selección, tales como un gen que confiere 
resistencia a antibióticos, por ejemplo, resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. 
Alternativamente, se puede llevar a cabo la selección mediante cotransformación (como se describe en la patente 
internacional WO 91/17243. 20 

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

Por esta razón, en una realización más, la invención da a conocer un método para construir secuencias de 
nucleótidos de la presente invención o secuencias de nucleótidos que codifican polipéptidos que tienen las 
propiedades que se definen en la presente memoria mediante la introducción de una secuencia de nucleótidos en un 25 
vector replicable, mediante la introducción del vector en una célula huésped compatible, y haciendo crecer la célula 
huésped en condiciones que conllevan la replicación del vector. 

El vector puede comprender adicionalmente una secuencia de nucleótidos que permite que el vector se replique en 
la célula huésped en cuestión. Ejemplos de tales secuencias son los orígenes de replicación de los plásmidos 
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y pIJ102. 30 

SECUENCIAS REGULADORAS 

En algunas aplicaciones, una secuencia de nucleótidos para uso en la presente invención o una secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas que se definen en la presente memoria 
está operativamente unida a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresión de la secuencia 
de nucleótidos, tal como mediante la elección de la célula huésped. A modo de ejemplo, la presente invención cubre 35 
un vector que comprende la secuencia de nucleótidos de la presente invención operativamente unida a tal secuencia 
reguladora, a saber, el vector es un vector de expresión. 

La terminología «operativamente unido» se refiere a una yuxtaposición en la que los componentes descritos se 
encuentran en una relación que les permite funcionar en la manera para la que se diseñaron. Una secuencia 
reguladora «operativamente unida» a una secuencia codificante está ligada de tal modo que la expresión de la 40 
secuencia codificante se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control. 

La terminología «secuencias reguladoras» incluye promotores y potenciadores y otras señales de regulación de la 
expresión. 

La terminología «promotor» se utiliza en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de fijación de la ARN 
polimerasa. 45 

La potenciación de la expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tiene las propiedades 
específicas que están definidas en la presente memoria también se puede conseguir mediante la selección de 
regiones reguladoras heterólogas, por ejemplo promotores, péptido líder para la secreción, y regiones terminadoras. 

Preferentemente, la secuencia de nucleótidos de la presente invención está operativamente unida al menos a un 
promotor. 50 

Se conocen bien en la técnica ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de la secuencia de 
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nucleótidos en un huésped bacteriano, fúngico o de levadura. 

CONSTRUCCIONES 

La terminología «construcción», que es sinónima de términos tales como «conjugado», «casete» e «híbrido», incluye 
una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas que se definen en la 
presente memoria para uso de acuerdo con la presente invención directa o indirectamente unida a un promotor. Un 5 
ejemplo de una unión indirecta es la dotación de un grupo espaciador adecuado, tal como una secuencia intrónica, 
tal como el intrón de Sh1 o el intrón de ADH, intercalado entre el promotor y la secuencia de nucleótidos de la 
presente invención. Lo mismo es cierto para la terminología «fusionado» en relación con la presente invención, que 
incluye la unión directa o indirecta. En algunos casos, la terminología no cubre la combinación natural de la 
secuencia de nucleótidos que codifica la proteína normalmente asociada al promotor del gen de tipo salvaje ni 10 
cuando ambos se encuentran en su medio natural. 

La construcción puede incluso contener o expresar un marcador, lo que permite la selección de la construcción 
genética. 

Para algunas aplicaciones, la construcción comprende al menos una secuencia de nucleótidos de la presente 
invención o una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas que se 15 
definen en la presente memoria operativamente unida a un promotor. 

CÉLULAS HUÉSPED 

La terminología «célula huésped» en relación con la presente invención incluye cualquier célula que comprende o 
bien la secuencia de nucleótidos que tiene las propiedades específicas que se definen en la presente memoria, o 
bien un vector de expresión como se ha descrito más arriba y que se utiliza para la producción recombinante de un 20 
polipéptido que tiene las propiedades específicas que se describen en la presente memoria. 

Por este motivo, una realización adicional de la presente invención da a conocer células huésped transformadas o 
transfectadas con una secuencia de nucleótidos de la presente invención o una secuencia de nucleótidos que 
expresa un polipéptido que tiene las propiedades específicas descritas en esta memoria. Las células se elegirán 
para que sean compatibles con dicho vector y pueden, por ejemplo, ser células procariotas (por ejemplo, 25 
bacterianas), fúngicas, 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. 

Según la naturaleza de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido que tiene las propiedades específicas 
descritas en la presente invención, y/o si se desean procesamientos ulteriores de la proteína expresada, se podrían 30 
preferir hospedadores eucariotas tales como levaduras u otros hongos. En general, se prefieren las células de 
levadura sobre las células fúngicas porque son más fáciles de manipular. No obstante, algunas proteínas se 
secretan mal desde la célula de levadura, o en algunos casos no se procesan adecuadamente (por ejemplo, 
hiperglucosilación en la levadura). En estos casos se debe seleccionar un organismo huésped fúngico diferente. 

La utilización de células huésped adecuadas, tales como las células huésped de levadura, fúngicas y vegetales, 35 
produciría las modificaciones postraduccionales (por ejemplo miristoilación, glucosilación, truncamiento, lapidación y 
fosforilación de tirosina, serina o treonina) que se necesitarían para conferir la actividad biológica óptima a los 
productos de expresión recombinantes de la presente invención. 

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

ORGANISMO 40 

La terminología «organismo» en relación con la presente invención incluye cualquier organismo que pueda 
comprender una secuencia de nucleótidos de acuerdo con la presente invención o una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas que se definen en la presente invención y/o los 
productos obtenidos de la misma. 

Los organismos adecuados incluirían un procariota, un hongo, una levadura o una planta. 45 

La terminología «organismo transgénico» en relación con la presente invención incluye cualquier organismo que 
comprende la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas que se 
definen en la presente memoria y/o los productos obtenidos de ésta, y/o en donde un promotor puede permitir la 
expresión en el organismo de la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas que se definen en la presente memoria. Preferentemente, la secuencia de nucleótidos está incorporada 50 
en el genoma del organismo. 

La terminología «organismo transgénico» no cubre las secuencias codificantes nucleotídicas nativas en su medio 
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natural cuando están bajo el control de su promotor nativo que también está en su medio natural. 

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente invención incluye un organismo que comprende una 
cualquiera, o combinaciones, de una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas 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 plásmidos que se definen en la presente memoria, las células 5 
que se definen en la presente memoria, o sus productos. Por ejemplo, el organismo transgénico también puede 
comprender una secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido que tiene las propiedades específicas que se 
definen en la presente memoria bajo el control de un promotor heterólogo. 

TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS/ORGANISMO HUÉSPED 

Tal y como se indicó anteriormente, el organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota. Ejemplos 10 
de huéspedes procariotas adecuados incluyen E. coli y Bacillus subtilis. 

En una realización, 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. Aún más preferente son los Actinomicetales tales como las Corynebacteria, en 
particular Corynebacterium glutamicum y Nocardia. Particularmente preferente son las Streptomycetaceae, tales 15 
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 ácido láctico tales como 
especies de los géneros Lactobacillus y Lactococcus. 20 

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 expresión grampositivo tal como Aeromonas salmonicida, 
Streptomyces lividans o Corynebacterium glutamicum, tal y como se detalla en la solicitud de patente de Gran 25 
Bretaña número 0513859.9. 

En otra realización, 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 aisló 
el gen recombinante. 

En otra realización, la célula huésped es de la especie huésped nativa, esto es, el gen recombinante se vuelve a 30 
introducir y expresar en la misma especie de la cual se aisló el gen recombinante. 

En la técnica está bien documentado cómo se transforman los huéspedes procarióticos, por ejemplo véase 
Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.ª edición, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). 
Si se usa un huésped procariótico, entonces la secuencia de nucleótidos habría que modificarla convenientemente 
antes de la transformación, tal como para eliminar los intrones. 35 

En otra realización, 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 formación de protoplastos y la transformación de los protoplastos seguido por 
la regeneración 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. 40 

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

En los apartados siguientes se presentan explicaciones generales sobre la transformación de hongos, levaduras y 45 
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. 50 

Las explicaciones sobre la transformación de los hongos filamentosos se revisan en la patente de los Estados 
Unidos US-A-5741665 que declara que las técnicas estándares para la transformación de los hongos filamentosos y 
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el cultivo de los hongos se conocen bien en la técnica. Una revisión 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 más explicaciones sobre la transformación de los 
hongos filamentosos. 

En un aspecto, el organismo huésped puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger. 5 

También se puede preparar un Aspergillus transgénico de acuerdo con la presente invención 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, págs. 
641-666). 

Se ha revisado la expresión génica en los hongos filamentosos en Punt et al., (2002) Trends Biotechnol, 2002, 10 
mayo, 20(5): 200-6, Archer y Peberdy, Crit. Rev. Biotechnol. (1997), 17(4): 273-306. 

LEVADURA TRANSFORMADA 

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

Una revisión de los principios de la expresión génica heteróloga 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. 15 

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 vehículo para la expresión génica heteróloga. 

Una revisión de los principios de la expresión génica heteróloga en Saccharomyces cerevisiae y la secreción 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 edición, Academic Press 20 
Ltd). 

Para la transformación de la levadura se han desarrollado varios protocolos de transformación. Por ejemplo, se 
puede preparar una Saccharomyces transgénica de acuerdo con la presente invención 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). 25 

Las células transformadas de levadura se pueden seleccionar mediante diversos marcadores de selección, tales 
como los marcadores auxótrofos dominantes de resistencia a antibióticos. 

Se puede seleccionar un organismo huésped adecuado de levadura entre las especies de levadura relevantes 
desde el punto de vista biotecnológico, 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, 30 
o Schizosaccharomyces spp., que incluye Schizosaccharomyces pombe. 

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

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

CÉLULAS VEGETALES/PLANTAS TRANSFORMADAS 35 

Un organismo hospedador adecuado para la presente invención puede ser una planta. Se puede encontrar una 
revisión de las técnicas generales en los artículos 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. 

SECRECIÓN 40 

A menudo, es deseable que el polipéptido se secrete desde el huésped de expresión hacia el medio de cultivo 
donde la enzima se puede recuperar con más facilidad. De acuerdo con la presente invención, la secuencia del 
péptido líder para la secreción se puede seleccionar en función del huésped de expresión deseado. También se 
pueden utilizar secuencias señal híbridas en el contexto de la presente invención. 

Ejemplos típicos de secuencias de péptido líder para la secreción heteróloga son las que proceden del gen de la 45 
amiloglucosidasa (AG) fúngica (glaA, las dos versiones de 18 y 24 aminoácidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen 
de factor a (levaduras, por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de la �-amilasa 
(Bacillus). 
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DETECCIÓN

Se conocen en la técnica muy diversos protocolos para detectar y medir la expresión de la secuencia de 
aminoácidos. Los ejemplos incluyen el inmunoensayo enzimático (ELISA), el radioinmunoensayo (RIA) y la 
clasificación de células activadas por fluorescencia (FACS). 

Los expertos en la técnica conocen una amplia gama de marcadores y técnicas de conjugación, y se pueden utilizar 5 
en distintos ensayos de aminoácidos y de ácidos nucleicos. 

Una serie de compañías 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 radionúclidos, enzimas, fluoróforos, 
quimioluminiscentes o cromógenos, así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas magnéticas y similares. 10 
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. 

PROTEÍNAS DE FUSIÓN 15 

Se puede producir un polipéptido que tiene las propiedades específicas que se definen en la presente memoria 
como una proteína de fusión, por ejemplo, para ayudar a la extracción y a la purificación del mismo. Ejemplos de 
proteínas de fusión acompañantes incluyen glutatión-S-transferasa (GST), cola de hexahistidinas, GAL4 (dominio de 
fijación al ADN y/o dominio de activación transcripcional) y �-galactosidasa. También puede ser conveniente incluir 
un sitio de escisión proteolítica entre la proteína de fusión acompañante y la secuencia de la proteína de interés para 20 
permitir la eliminación de las secuencias de la proteína fusionada. Preferentemente, la proteína fusionada no 
estorbará para la actividad de la secuencia de la proteína. 

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

En otra realización de la invención, la secuencia de aminoácidos de un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas definidas en la presente memoria se puede ligar a una secuencia heteróloga para codificar una proteína 25 
de fusión. Por ejemplo, para detectar selectivamente en las colecciones peptídicas los agentes capaces de afectar a 
la actividad de la sustancia, puede resultar útil codificar una sustancia quimérica que expresa un epítopo heterólogo 
que es reconocido por un anticuerpo disponible en el mercado. 

La invención se describirá 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 lípido aciltransferasa (ensayo PNP-caprilato) obtenida después 30 
de la cromatografía de intercambio aniónico (CIA); 

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

Carril 1: muestra de la lípido aciltransferasa después de desalar, se aplicaron 40 μl al gel 

Carril 2: muestra de la lípido aciltransferasa después de desalar, se aplicaron 10 μl al gel 35 

Carril 3: purificación de la lípido aciltransferasa después de CIA (acumulados 27 a 39), se aplicaron 40 μl al gel; 

Carril 4: purificación de la lípido aciltransferasa después de CIA (acumulados 27 a 39), se aplicaron 10 μl al gel; 

En la figura 3 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja con la lípido aciltransferasa de acuerdo con la tabla 2. Se analizó también la fosfatidilcolina (PC) a modo de 
referencia; 40 

En la figura 4 se muestra una TLC (solvente 1) de los productos de reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja con la lípido aciltransferasa de acuerdo con la tabla 2. Se analizaron también los ácidos 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 reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja con la lípido aciltransferasa de acuerdo con la tabla 2. Se analizaron también el colesterol (CHL) y el éster de 45 
colesterol (CHL-éster) a modo de referencia; 

En la figura 6 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja con la lípido 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 reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja con la lípido 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 identificación de ácidos grasos libres (FFA); 

En la figura 8 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reacción del tratamiento de muestras de aceite 5 
de soja con la lípido 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 reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja con la lípido 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 identificación de ácidos grasos libres (FFA); 10 

En la figura 10 se muestra la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa (GCAT) madura mutante de 
Aeromonas salmonicida con una mutación de Asn80Asp (en concreto, el aminoácido 80 es de la secuencia madura); 

En la figura 11 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 1) de una lípido aciltransferasa de Aeromonas
hydrophila (ATCC #7965); 

En la figura 12 se muestra una secuencia consenso de Pfam00657 de la versión 6 de la base de datos (SEQ ID n.º 15 
2); 

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

En la figura 14 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 4) procedente del organismo Aeromonas 
salmonicida (AAG098404; GI:9964017); 20 

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

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

En la figura 17 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 7) precedente del organismo Saccharomyces 25 
cerevisiae (número de acceso de GenBank: P41734); 

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

En la figura 19 se muestra la SEQ ID n.º 10 Scoe1 en el NCBI con código de acceso CAB39707.1 GI:4539178 a 
proteína hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3 (2)]; 30 

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

En la figura 21 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 11) Scoe3 en el NCBI con código de acceso 
CAB88833.1 GI:7635996 a posible proteína excretada [Streptomyces coelicolor A3 (2)]; 

En la figura 22 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 12) Scoe4 en el NCBI con código de acceso 35 
CAB89450.1 GI:7672261 a posible proteína excretada [Streptomyces coelicolor A3 (2)]; 

En la figura 23 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 13) Scoe5 en el NCBI con código de acceso 
CAB62724.1 GI:6562793 a posible lipoproteína en el NCBI [Streptomyces coelicolor A3 (2)]; 

En la figura 24 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 14) Srim1 en el NCBI con código de acceso 
AAK84028.1 GI:15082088 a la proteína GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus]; 40 

En la figura 25 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 15) de una lípido 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 añadida a 5 concentraciones diferentes 
(material de referencia). 45 

En la figura 27 se muestra una TLC (solvente 5) de los productos de reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja crudo con la lípido 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 identificación de ácidos grasos libres (FFA); 
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En la figura 28 se muestra la SEQ ID n.º 17 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de 
Candida parapsilosis; 

En la figura 29 se muestra la SEQ ID n.º 18 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de 
Candida parapsilosis; 

En la figura 30 se muestra el alineamiento 1; 5 

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

En la figura 32 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 25) de la construcción de fusión utilizada para 
la mutagénesis del gen de la lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila. Los aminoácidos subrayados 
corresponden al péptido señal de una xilanasa; 10 

En la figura 33 se muestra una secuencia polipeptídica de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ 
ID n.º 26); 

En la figura 34 se muestra una secuencia polipeptídica de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ 
ID n.º 27); 

En la figura 35 se muestra una secuencia polipeptídica de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ 15 
ID n.º 28); 

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

En la figura 37 se muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Novosphingobium aromaticivorans 
GDSx de 284 aminoácidos (SEQ ID n.º 30); 20 

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

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

En la figura 40 se muestra un polipéptido de una lípido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID n.º 33); 25 

En la figura 41 se muestra una representación de cintas de la estructura cristalizada de 1IVN.PDB, que tiene un 
glicerol en el centro activo. La figura se realizó 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 10Å del glicerol en el centro activo aparecen 
coloreados de negro; 30 

En la figura 43 se muestra el alineamiento 2; 

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

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

En la figura 46 se muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID n.º 36) de Streptomyces thermosacchari; 

En la figura 47 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 37) de Streptomyces thermosacchari; 

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

En la figura 49 se muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID n.º 36) de Thermobifida fusca; 40 

En la figura 50 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 40) de Thermobifida fusca/GDSx; 

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

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

En la figura 53 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 43) de S. coelicolor/GDSx de 268 45 
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aminoácidos; 

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

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

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

En la figura 57 se muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID n.º 47) de Thermobifida fusca/GDSx; 5 

En la figura 58 se muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID n.º 48) de Thermobifida fusca/GDSx; 

En la figura 59 se muestra una TLC (solvente 4) de los productos de reacción del tratamiento de muestras de aceite 
de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Se analizó 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 reacción del tratamiento de muestras de aceite 10 
de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Se usó de referencia éster de colesterol, mono-, di- y triglicéridos, y esterol 
vegetal. También se indican los ácidos grasos libres (FFA); 

En la figura 61 se muestra un alineamiento de la L131 y los homólogos de S. avermitilis y T. fusca que ilustra la 
conservación 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 catalítica). Estos tres bloques conservados 15 
están resaltados. 

EJEMPLOS

El propósito de este estudio era investigar el posible uso de una lípido aciltransferasa (a veces denominada en la 
presente memoria glicerofosfolípido colesterol aciltransferasa [GCAT]) para el desgomado de aceites vegetales 
como el aceite de soja, el aceite de girasol o el aceite de colza. 20 

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

El presente estudio se realizó en un modelo basado en aceite de soja refinado al que se añaden fosfatidilcolina y 25 
esteroles vegetales. Se seleccionó este modelo porque el producto de reacción era más fácil de analizar en un 
sistema modelo en vez de usar aceite de soja crudo. 

Los procedimientos de desgomado enzimático de los aceites vegetales incluido el aceite de soja y el aceite de colza, 
se está expandiendo en los últimos años porque este procedimiento es más 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 30 
Ultra™ o la fosfolipasa A2 pancreática; Novozymes A/S, Dinamarca). 

Una ventaja de la enzima de la presente invención cuando se usa para el desgomado en comparación con la 
fosfolipasa A1 de la técnica anterior es que la enzima de acuerdo con la presente invención facilita la formación de 
ésteres de colesterol durante el desgomado y contribuye a la acumulación de ésteres de esterol, que no se consigue 
con el uso actual de la fosfolipasa A1 (Lecitase Ultra™). 35 

Materiales y métodos. 

Enzimas

• Lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención: enzima de Aeromonas salmonicida con una 
mutación Asn80Asp (aminoácido 80 de la enzima madura) (SEQ ID n.º 16 [véase la figura 10]); 

• Lecitase Ultra (#3108) de Novozymes, Dinamarca 40 

Aceite de soja: aceite de soja IP (artículo n.º 005018/lote n.º T-618-4) 

Lecitina: L-�-fosfatidilcolina 95% vegetal (Avanti #441601) 

Esterol vegetal: Generol 122 N de Henkel, Alemania. 

Tocoferol: �-tocoferol (artículo n.º 050908/lote n.º 4010140554) 

45 
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Actividad fosfolipasa 

Sustrato

En tampón HEPES a 0,05 M, pH 7, se disolvió L-�-fosfatidilcolina 95% vegetal (Avanti #441601) al 0,06%, Triton-X 
100 al 0,4 % (Sigma X-100) y CaCl2 a 5 mM. 

Procedimiento de ensayo: 5 

Se añadieron 400 μl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Thermomixer de Eppendorf a 37 
ºC durante 5 minutos. A tiempo t =0 min, se le añadieron 50 μl de la solución con la enzima. También se analizó un 
blanco con agua en lugar de la enzima. La muestra se mezcló a 10 * 100 rpm en un Thermomixer de Eppendorf a 37 
ºC durante 10 minutos. A tiempo t = 10 min, el tubo Eppendorf se colocó en otro Thermomixer a 99 ºC durante 10 
min para detener la reacción. 10 

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

La actividad enzimática PLU-NEFA a pH 7 se calculó como micromoles de ácido graso producidos por minuto en las 
condiciones del ensayo. 

HPTLC

Aplicador: Muestreador 4 automático de TLC, CAMAG. 15 

Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck n.º 1.05641. Activada durante 30 min a 160 ºC antes de usar. 

Aplicación: se aplica 1 μl de una solución al 8% de aceite en tampón a la placa de HPTLC con un aplicador 
automático de TLC. 

Tampón de cromatografía 1: P-éter:metil-terc-butil éter:ácido acético 60:40:1. 

Tampón de cromatografía 4: cloroformo:metanol:agua 75:25:4 20 

Tampón de cromatografía 5: P-éter:metil-terc-butil éter:ácido acético 70:30:1 

Tiempo de aplicación/elución: Tampón de cromatografía 1: 12 min 

     Tampón de cromatografía 4: 20 min 

     Tampón de cromatografía 5: 10 min 

Desarrollo 25 

La placa se secó en un horno a 160 ºC durante 10 min, se enfrió y se sumergió en acetato de cobre al 6% en H3PO4 
al 16%. Se secó 10 min más a 160 ºC y se evaluó directamente. 

EJEMPLO 1: purificación de la enzima 

Muestra: la lípido aciltransferasa (Asn80Asp) (SEQ ID n.º 16) de muestra se filtró por un filtro de 0,8/0,22 μm. Se 
recogió un filtrado de 510 ml. 30 

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

La columna de Sephadex se preparó como describe el fabricante (Amesham Biosciences). La columna se equilibró 
con tampón P-Na a 20 mM, pH 8,0. La muestra (510 ml) se aplicó a la columna a una velocidad de flujo de 25 
ml/min. Se recogió una muestra de 815 ml desalados y se mantuvo a +4 ºC. 

Etapa 2. La columna de cromatografía de intercambio aniónico, gel Q-Sepharose FF (XK 50), de 300 ml se preparó 35 
como describe el fabricante (Amersham Biosciences). La columna se equilibró con tampón P-Na a 20 mM, pH 8,0. 
La muestra desalada se aplicó a la columna a una velocidad de flujo de 15 ml/min. La columna se lavó con tampón 
A. La lipasa se eluyó con un gradiente lineal de NaCl 0-0,4 M en tampón P-Na a 20 mM (pH 8,0, tampón B). Se 
recogieron fracciones de 15 ml durante la cromatografía. La lipasa se eluyó a aproximadamente NaCl 0,2 M, y no se 
detectó ninguna actividad lipasa al ensayar las demás fracciones. 40 

Ensayo enzimático con PNP-caprilato 

El ensayo se realizó 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 tampón Tris-HCl a 50 mM (pH 7,3) que 
contenía TX100 a 0,4%. 
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Se incubaron 240 μl de sustrato a 35 ºC. La reacción se inició con la adición de 25 μl de muestra o blanco. La 
mezcla se incubó a 35 ºC durante 5 min con agitación. Con la ayuda de un espectrofotómetro, se midió 
continuamente a la formación de PNP 410 nm. La reacción de blanco contiene todos los componentes con tampón 
en lugar de muestra. Se define una unidad de lipasa como la cantidad de enzima que libera 1 μl de ácido caprílico 
libre por minuto a 35 ºC. 5 

Determinación de la masa molecular y de la pureza 

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

Resultados 10 

El cromatograma de la purificación por cromatografía de intercambio aniónico (CIA) de la lípido aciltransferasa 
mutante N80D se muestra en la figura 1. A las fracciones recogidas se les analizó la actividad lipasa (basándose en 
la actividad PNP-caprilato). La actividad de las fracciones se ilustra en la figura 1-a. 

Se agruparon las fracciones que contienen actividad lípido aciltransferasa (27 a 39, 150 ml). La recuperación final de 
la lípido aciltransferasa parcialmente purificada fue de aproximadamente el 80% (basándose en el ensayo de PNP-15 
caprilato). 

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

El gel de electroforesis en poliacrilamida con SDS reveló una proteína lípido aciltransferasa con una masa molecular 
de aproximadamente 28 kDa. La lípido aciltransferasa parcialmente purificada contenía una impureza menor de 
unos 10 kDa (véase la figura 2). 20 

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

El esquema de purificación global se presenta en la tabla 1, en la que la lípido aciltransferasa se purificó 
parcialmente con una recuperación del 80%. 

Tabla 1. Purificación de la lípido aciltransferasa 25 

Muestra Vol. Vmáx Dilución Unidades totales % de recuperación 

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 lípido aciltransferasa del ejemplo 1 se utilizó para los estudios de desgomado en las formulaciones mostradas en 
la tabla 2. 

Se disolvieron esterol vegetal, �-tocoferol y fosfatidilcolina en aceite de soja mediante el calentamiento del aceite a 
90 ºC. Entonces se enfrió el aceite a unos 40 ºC y se añadió la enzima. La muestra se colocó a 40 ºC durante 17 h 30 
con agitación y luego se sacó una muestra para análisis por HPTLC mediante la disolución de la muestra en 
cloroformo:metanol 2:1. 

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

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Aceite de soja % 98 97 97 96 97 96 96 95 96 92 

�-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 lípido 
aciltransferasa 

%  1  1  1  1  4 

Los resultados del análisis 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 adición de la lípido aciltransferasa al aceite. Solo la muestra n.º 10 contiene una pequeña 
cantidad de fosfatidilcolina. La muestra n.º 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, 5 
como la muestra n.º 10 contiene un 5% de agua, se forma un sistema de dos fases, que podría 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 pequeña cantidad de ácidos grasos, 
pero cuando también están disponibles el esterol o el �-tocoferol en el aceite, es menor la cantidad de ácidos grasos 
libres, porque los ácidos grasos de la fosfatidilcolina se transfieren al esterol o al �-tocoferol para formar ésteres de 10 
esterol y ésteres de tocoferol. 

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

EJEMPLO 3: experimento de desgomado (2) 15 

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

Tabla 3. Modelo de aceite de soja con esterol vegetal utilizado para analizar la lípido aciltransferasa y la Lecitase 20 
UltraTM. 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Aceite de soja % 96,6 96,6 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 lípido 
aciltransferasa 

%  0,4 0,4 0,4 1 1 2 2   

Lecitase UltraTM, solución al 1% %         0,3 0,3 

Agua % 0,4  0,6 4,6 0 4 0 3 0,7 4,7 

Unidades/g de aceite (PLU-7/g)  0 0,08 0,08 0,08 0,2 0,2 0,4 0,4 1,03 1,03 

El esterol vegetal y la fosfatidilcolina se disolvieron en aceite de soja mediante calentamiento a 95 ºC con agitación. 
El aceite se enfrió a 40 ºC y se le añadieron las enzimas. La muestra se mantuvo a 40 ºC con agitación magnética y 
las muestras se sacaron después de 4 y 20 horas, y se analizaron por TLC. Los resultados del análisis de HPTLC de 
las muestras sacadas a las 4 y 20 horas se muestra en las figuras 6 a 9. 25 

Los resultados de HPTLC indican que la dosificación más baja de la lípido 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 
reacción. También se observa que la dosis mayor de agua (5%) parece tener un efecto perjudicial sobre la hidrólisis 
de la fosfatidilcolina que lleva a cabo la lípido aciltransferasa en el aceite. Por tanto, cabe esperar que el menor 
grado de hidrólisis en la muestra con la mayor dosis de actividad lípido aciltransferasa se explique por el hecho de 30 
que se ha añadido más agua a la muestra. Se observa lo contrario con Lecitase UltraTM, que tiene un menor grado 
de hidrólisis de fosfatidilcolina en la menor cantidad de agua (1%), mientras que Lecitase UltraTM 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 lípido aciltransferasa, mientras que no se forma ningún éster de 
esterol en las muestras tratadas con Lecitase UltraTM. La figura 7 indica que Lecitase UltraTM produce más ácidos 
grasos libres (FFA) que la lípido aciltransferasa. 

Conclusión

Los experimentos de desgomado con un modelo de aceite de soja que contiene fosfatidilcolina, esterol vegetal y 5 
tocoferol han mostrado que una enzima lípido aciltransferasa parcialmente purificada es capaz de eliminar toda la 
fosfatidilcolina a la vez que forma ésteres de esterol vegetal, y solo se forma una pequeña cantidad de ácidos grasos 
libres. 

Una ventaja más de la lípido aciltransferasa es la formación 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 10 
la salud. En un procesado convencional de un aceite comestible, tras el desgomado, la fase acuosa que contiene los 
lípidos polares hidrolizados (por ejemplo, fosfolípidos y/o glucolípidos) está separada del aceite. Convencionalmente, 
los esteroles se eliminan del aceite comestible durante el refinado del aceite (lo que a veces se denomina 
desodorización). Sin embargo, los ésteres de esterol (y ésteres de tocoferol) resisten la desodorización y, por este 
motivo, permanecen en el aceite. La acumulación de ésteres de esterol en el aceite es atractiva porque se ha 15 
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 lípido aciltransferasa es capaz de sintetizar ésteres de tocoferol, que también 
se acumulan en el aceite. 

Esto contribuirá a mejorar la estabilidad oxidativa del aceite y, por esta razón, supone un beneficio adicional para el 20 
uso de la lípido aciltransferasa de acuerdo con la presente invención para el desgomado. 

EJEMPLO 4: experimento de desgomado en aceite crudo 

En otro experimento, el agrupamiento 27-39 de la lípido aciltransferasa tras la CIA se analizó 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 analizó una fosfolipasa comercial, Lecitase UltraTM, a una 25 
concentración recomendada por el proveedor para el desgomado. La composición de las muestras para este 
experimento se muestra en la tabla 4.  

Las muestras se colocaron en un bloque calefactor a 40 ºC con agitación con un agitador magnético. Las muestras 
para el análisis se tomaron después de 20 h. 

Tabla 4 30 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Aceite de soja crudo % 99,5 99,5 99 98 97 98 95 99,7 99 95 

Lípido aciltransferasa %  0,5 1 1 1 2 5    

Lecitase UltraTM #3108, solución 
al 1% 

%        0,3 0,3 0,3 

Agua % 0,5 0 0 1 2 0 0 0 0,7 4,7 

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

Los análisis de TLC de la figura 26 indican que la lípido aciltransferasa elimina con eficacia los fosfolípidos del aceite 
de soja crudo sin dejar ninguna lisolecitina en la muestra (muestras 3, 4, 6 y 7). La Lecitase UltraTM también elimina 
los fosfolípidos (PC), pero quedan algunas bandas en el cromatograma, que se espera que sea lisolecitina. También 
se observa que la lípido aciltransferasa funciona en un medio con muy poca agua, pero que la Lecitase UltraTM 35 
necesita de un 1% a un 5% de agua para funcionar. 

Los resultados de la figura 27 confirman que la lípido aciltransferasa convierte el esterol libre en ésteres de esterol, y 
que Lecitase UltraTM no actúa sobre los esteroles. La figura 27 también indica que se forman algunos ácidos grasos 
libres tanto en las muestras con lípido aciltransferasa como con Lecitase UltraTM. La razón para esta formación de 
ácidos grasos libres con la lípido aciltransferasa se explica por el hecho de que no hay suficientes dadores de acilo 40 
(esterol) disponibles, y por lo tanto se produce algo de hidrólisis.  
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Las muestras 1, 2, 3, 6, 8 y 10 de la tabla 4 se analizaron por GLC y se cuantificó la cantidad de esterol y ésteres de 
esterol. Los resultados se muestran en la tabla 5. 

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

Muestra 
n.º 

Enzima Esterol 
(%) 

Éster de 
esterol (%) 

1 Control 0,25 0,07 

2 Agrupamiento 27-39 de lípido aciltransferasa al 0,5% 0,13 0,13 

3 Agrupamiento 27-39 de lípido aciltransferasa al 1% 0 0,26 

6 Agrupamiento 27-39 de lípido aciltransferasa al 2% 0 0,22 

8 0,3% de solución de Lecitase UltraTM al 1% 0,25 0,03 

10 0,3% de solución de Lecitase UltraTM al 1% + agua al 5% 0,27 0,05 

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

CONCLUSIÓN

El efecto de la lípido aciltransferasa de la presente invención sobre el aceite de soja crudo confirma que la lípido 
aciltransferasa de la presente invención elimina con eficacia los fosfolípidos del aceite de soja crudo a la vez que 10 
forma ésteres de esterol. 

EJEMPLO 5 

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

Los resultados confirman que la fosfolipasa de Streptomyces thermosacchari L131 hidroliza con eficacia los 
fosfolípidos del aceite de soja crudo y es una enzima adecuada alternativa para el desgomado de los aceites 15 
vegetales. 

Los procesos de desgomado enzimático de los aceites vegetales, que incluyen el aceite de soja y el aceite de colza, 
se encuentran en expansión 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. 20 

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

Introducción 

El propósito de este estudio fue el de investigar el posible uso de una lípido aciltransferasa de Streptomyces 
thermosacchari L131 para desgomar los aceites vegetales como el aceite de soja, el aceite de girasol y el aceite de 25 
colza. 

Tradicionalmente se han utilizado dos procedimientos para el desgomado de aceites, a saber, el desgomado físico y 
el desgomado químico. El desgomado enzimático de los aceites se desarrolló en los años 90 del siglo XX, con el uso 
de una fosfolipasa pancreática. Como esta enzima no era kosher, se sustituyó la fosfolipasa por una fosfolipasa A1 
microbiana. El procedimiento enzimático posee varias ventajas sobre los procedimientos físico o químico de 30 
desgomado, que incluyen ahorro de costes, más rendimiento y un impacto medioambiental más deseable. 

El propósito de este estudio fue el de investigar si la lípido aciltransferasa de Streptomyces thermosacchari L131 
sería una enzima adecuada para el desgomado. De los estudios descritos más arriba se sabe que Streptomyces 
thermosacchari L131 tiene propiedades hidrolíticas frente a los galactolípidos y a los fosfolípidos sin mostrar ninguna 
actividad sobre los triglicéridos, y cabe esperar que esta enzima también facilite las reacciones transferásicas en 35 
determinados medios con poca agua. Este estudio se realizó con aceite de soja crudo con el contenido natural de 
fosfolípidos. 
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Materiales y métodos 

Enzima

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

Lecitase UltraTM (#3108) de Novozymes, Dinamarca. 5 

Colesterol, Fluka 26950 

Esterol vegetal: generol 122 N de Henkel, Alemania 

Aceite de soja crudo de The Solae Company, Aarhus, Dinamarca. 

Lecitina: L-�-fosfatidicolina 95% vegetal (Avanti #441601) 

Actividad fosfolipasa 10 

Sustrato:

En tampón HEPES a 0,05 M, pH 7, se disolvieron L-�-fosfatidicolina 95% vegetal (Avanti #441601) al 0,6%, Triton-X 
100 al 0,4% (Sigma X-100) y CaCl2 a 5 mM. 

Procedimiento del ensayo: 

Se añadieron 400 μl de sustrato en un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Thermomixer de Eppendorf a 37 15 
ºC durante 5 min. A tiempo t = 0 min se le añadieron 50 μl de la solución con la enzima. También se analizó un 
blanco con agua en lugar de enzima. La muestra se mezcló a 10*100 rpm en un Thermomixer de Eppendorf a 37 ºC 
durante 10 min. A tiempo t = 10 min, se detuvo la reacción al colocar el tubo Eppendorf en otro Thermomixer a 99 ºC 
durante 10 min. 

El contenido de ácidos grasos libres en las muestras se analizó con el kit NEFA C de WAKO GmbH. 20 

La actividad enzimática PLU-NEFA a pH 7 se calculó como micromoles de ácido graso producidos por minuto en las 
condiciones del ensayo. 

GLC (cromatografía de gases) 

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

Portador: Helio 

Inyección: 1,5 μl con división de flujo 

Detector: FID. 385 ºC. 

  Programa del horno:   1 2 3 4 

  Temperatura del horno [ºC]  80 200 240 360 30 

  Isotérmica, tiempo [min]  2 0 0 10 

  Velocidad de temperatura [ºC/min] 20 10 12 

Preparación de la muestra: los lípidos extraídos de una muestra de 0,2 g se disolvieron en 2 ml de heptano:piridina 
2:1 que contenía una estándar interno de heptadecano, 2 mg/ml. Los 500 μl de muestra se transfirieron a un vial con 
cierre a presión. Se le añadieron 100 μl de MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y la reacción se incubó a 35 
90 ºC durante 15 minutos. 

HPTLC

Aplicador: muestreador automático de TLC 4, CAMAG. 

Placa de HPTLC: 10 x 10 cm, Merck n.º 1.05641. Activación de 30 min a 160 ºC antes de usar. 

Aplicación: a la placa de HPTLC se le aplicó 1 μl de una solución al 8% de aceite en tampón con un aplicador 40 
automático de TLC. 

Tampón de cromatografía 4: cloroformo:metanol:agua 75:25:4 
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Tampón de cromatografía 5: P-éter:metil-terc-butil éter:ácido acético 70:30:1 

Tiempo de aplicación/elución: 

  Tampón de cromatografía 4: 20 min 

  Tampón de cromatografía 5: 10 min. 

Desarrollo 5 

La placa se secó en un horno durante 10 min a 160 ºC, se enfrió y se sumergió en acetato de cobre al 6% en H3PO4 
al 16%. Se secó otros 10 min más a 160 ºC y se evaluó directamente. 

Resultados 

Experimento de desgomado 

Para los estudios de desgomado de las formulaciones mostradas en la tabla 6 se utilizó Streptomyces 10 
thermosacchari L131.  

Las muestras se colocaron a 40 ºC durante 18 horas con agitación, después de lo cual se recogieron las muestras 
para el análisis de HPTLC mediante la disolución de la muestra en cloroformo:metanol 2:1. 

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

  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 UltraTM #3108, al 1% en 
agua 

%     0,3 0,3 

Agua % 1 0 0 0  0,7 

Los resultados del análisis de HPTLC se muestran en las figuras 59 y 60. 15 

En la figura 59 se muestra la TLC (solvente 4) de los productos de reacción del tratamiento enzimático de las 
muestras de aceite de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Como referencia también se analizó 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 reacción del tratamiento enzimático de la 
muestras de aceite de soja crudo de acuerdo con la tabla 6. Las referencias son éster de colesterol, monoglicéridos, 20 
diglicéridos, triglicéridos, y esterol vegetal. También se indican los ácidos grasos libre (FFA). 

Los resultados de la TLC en la figura 59 muestran claramente que las fosfatidilcolina se retiró completamente 
cuando se añadió al aceite Streptomyces thermosacchari L131. Solo la dosis más baja (muestra 2) no hidrolizó 
completamente los fosfolípidos. Lecitase UltraTM también hidrolizó los fosfolípidos en el aceite cuando había un 5% 
de agua (muestra 6), pero sin añadir más agua (muestra 5), solo se hidrolizaron parte de los fosfolípidos. 25 

Los resultados en la figura 60 indican que la hidrólisis de los fosfolípidos coincide con la formación de ácidos grasos 
libres. 

Conclusión. 

La lípido aciltransferasa de Streptomyces thermosacchari L131 hidroliza con eficacia los fosfolípidos en el aceite de 
soja crudo durante la formación de los ácidos grasos libres. 30 
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REIVINDICACIONES 

1. Un procedimiento de desgomado enzimático de aceites comestibles, que comprende tratar el aceite comestible 
con una lípido aciltransferasa de manera que se transfiere un grupo acilo desde una parte principal del fosfolípido a 
uno o más aceptores de acilo, en donde el aceptor de acilo es uno o más esteroles y/o estanoles, y en donde la 
lípido aciltransferasa se caracteriza por que: 5 

(a) la lípido aciltransferasa posee actividad aciltransferásica 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 lipídico se transfiere a un aceptor de 
acilo para formar un nuevo éster; y 

(b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los restos 
aminoacídicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, 10 

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

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

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 2, en el que el aceptor de acilo es un esterol. 15 

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

5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lípido 
aciltransferasa, además de ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido a un esterol y/o un estanol, 
también transfiere el grupo acilo desde un lípido a uno o más de un glúcido, una proteína, una subunidad proteica y 20 
glicerol. 

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

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la lípido 
aciltransferasa es una lípido aciltransferasa variante. 25 

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha lípido 
aciltransferasa se puede obtener a partir de un organismo de uno o más 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. 30 

9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha lípido 
aciltransferasa se puede obtener a partir de uno o más 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 35 
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 40 
GDSX es L. 

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

12. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la lípido aciltransferasa comprende una o más 
de las secuencias de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 3, SEQ ID No, 4, SEQ ID n.º 1 o SEQ ID n.º 15, o una 
secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 75% o más con ellas. 50 

13. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la lípido aciltransferasa comprende una o más 
de las secuencias de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 36, SEQ ID No, 38, SEQ ID n.º 40, SEQ ID n.º 41, SEQ ID 

ES 2 367 511 T3



 

 

62 

No 45, SEQ ID n.º 47, SEQ ID n.º 50, o una secuencia de aminoácidos que tiene una identidad del 70% o más con 
ellas. 

14. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la lípido aciltransferasa comprende una o más 
de las secuencias de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 17 o SEQ ID n.º 18, o una secuencia de aminoácidos que 
tiene una homología de al menos el 70% con ellas. 5 

15. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia 
de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16, o una secuencia de aminoácidos que tiene una homología del 75% 
o más con ella. 

16. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 11, en el que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia 
de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16. 10 

17. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 7, en el que la lípido aciltransferasa se caracteriza por que la 
enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que la X es uno o más de los restos 
aminoacídicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en el que la enzima variante comprende una o más 
modificaciones de aminoácido en comparación con una secuencia madre en uno cualquiera o varios de los restos 
aminoacídicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunto 4 o en el conjunto 6 o en el conjunto 7. 15 

18. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 17, en el que la lípido aciltransferasa comprende una 
secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 6, 
SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID n.º 
14, SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, SEQ 
ID n.º 30, SEQ ID n.º 31, SEQ ID n.º 32, o SEQ ID n.º 33, salvo por una o más modificaciones de aminoácido en uno 20 
cualquiera o varios de los restos aminoacídicos 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.º 34. 

19. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 18, en el que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia 
presentada como SEQ ID n.º 34 o SEQ ID n.º 35, salvo por una o más modificaciones de aminoácido en uno 
cualquiera o varios de los restos aminoacídicos definidos en el conjunto 2 o en el conjunte 4 o en el conjunto 6 o en 25 
el conjunto 7. 

20. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7, 17 o 18, en el que la lípido 
aciltransferasa comprende la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16 o una secuencia de 
aminoácidos con una homología del 75% o más con ella. 

21. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 7, 17 o 18, en el que la lípido 30 
aciltransferasa comprende la secuencia de aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 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 reivindicación 22, en el que hay menos del 0,5% de agua. 

24. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicación 23, en el que hay menos del 0,1% de agua. 35 

25. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el procedimiento 
comprende la eliminación de lisofosfolípidos producida por la acción de la lípido aciltransferasa por filtración. 

26. Uso de una lípido aciltransferasa caracterizado por que: 

(a) la lípido aciltransferasa posee actividad aciltransferásica 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 lipídico se transfiere a un aceptor de 40 
acilo para formar un nuevo éster; y 

(b) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los restos 
aminoacídicos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en donde cuando se alinea a la secuencia consenso de 
Pfam00657 y/o a la SEQ ID n.º 37, la lípido aciltransferasa tiene un bloque GANDY, en el desgomado de aceites 
comestibles para eliminar los fosfolípidos y para aumentar la formación de ésteres de esterol y/o ésteres de estanol 45 
en el aceite. 

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

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

29. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, en la que la lípido aciltransferasa es una 50 
lípido aciltransferasa natural. 
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30. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29, en la que la lípido aciltransferasa es una 
lípido aciltransferasa variante. 

31. Uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 30, en la que dicha lípido aciltransferasa se 
puede obtener de a partir de organismos de uno o más de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, 
Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, 5 
Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, 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 lípido aciltransferasa se puede 
obtener a partir de uno o más de: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, 
Streptomyces rimosus, Streptomyces thermosacchari. Streptomyces avermitilis, Mycobacterium, Streptococcus 10 
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. 15 

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 lípido aciltransferasa comprende 
una o más de las secuencias de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, 
SEQ ID n.º 6, SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 9, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 
13, SEQ ID n.º 14, o SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 16, SEQ ID n.º 17, SEQ ID n.º 18, SEQ ID n.º 36, SEQ ID n.º 38, 20 
SEQ ID n.º 40, SEQ ID n.º 41, SEQ ID No 45, SEQ ID n.º 47, SEQ ID n.º 50 o una secuencia de aminoácidos que 
tiene una identidad de al menos el 75% con ellas. 

35. Uso de acuerdo con la reivindicación 34, en a que la lípido aciltransferasa comprende una o más de las 
secuencias de aminoácidos siguientes: SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 1 o SEQ ID n.º 15, o una secuencia 
de aminoácidos que tiene una identidad del 75% o más con ellas. 25 

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

37. Uso de acuerdo con la reivindicación 34, en la que la lípido aciltransferasa comprende una o más de SEQ ID n.º 30 
17 o SEQ ID n.º 18, o una secuencia de aminoácidos que tiene una homología del 70% o más con ellas. 

38. Uso de acuerdo con la reivindicación 34, en la que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia de 
aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16, o una secuencia de aminoácidos que tiene una homología del 75% o 
más con ella. 

39. Uso de acuerdo con la reivindicación 34, en la que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia de 35 
aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16. 

40. Uso de acuerdo con la reivindicación 30, en la que la lípido aciltransferasa se caracteriza por que la enzima 
comprende el motivo de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los restos aminoacídicos 
siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y en donde la enzima variante comprende una o más modificaciones de 
aminoácido en comparación con la enzima madre en uno cualquiera o varios de los restos aminoacídicos definidos 40 
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 reivindicación 40, en la que la lípido aciltransferasa comprende una secuencia de 
aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 34, SEQ ID n.º 35, SEQ ID n.º 3, SEQ ID n.º 4, SEQ ID n.º 5, SEQ ID n.º 
6, SEQ ID n.º 7, SEQ ID n.º 8, SEQ ID n.º 19, SEQ ID n.º 10, SEQ ID n.º 11, SEQ ID n.º 12, SEQ ID n.º 13, SEQ ID 
n.º 14, SEQ ID n.º 1, SEQ ID n.º 15, SEQ ID n.º 25, SEQ ID n.º 26, SEQ ID n.º 27, SEQ ID n.º 28, SEQ ID n.º 29, 45 
SEQ ID n.º 30, SEQ ID n.º 31, SEQ ID n.º 32, o SEQ ID n.º 33, salvo por una o más modificaciones de aminoácido 
en uno cualquiera o varios de los restos aminoacídicos 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.º 34. 

42. Uso de acuerdo con la reivindicación 41, en la que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia presentada 
como SEQ ID n.º 34 o SEQ ID n.º 35, salvo en una o más modificaciones de aminoácido en uno cualquiera o varios 50 
de los restos aminoacídicos 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 reivindicación 30, en la que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia de 
aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 16 o una secuencia de aminoácidos con una homología del 75% o más 
con ella. 
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44. Uso de acuerdo con la reivindicación 43, en la que la lípido aciltransferasa comprende la secuencia de 
aminoácidos presentada como SEQ ID n.º 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 reivindicación 45, en la que hay menos de un 0,5% de agua. 5 

47. Uso de acuerdo con la reivindicación 46, en la que hay menos de un 0,1% de agua. 
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FIGURA 18 
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FIGURA 26 
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FIGURA 28 (SEQ ID n.º 17) 
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FIGURA 29 (SEQ ID n.º 18) 
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FIGURA 30 
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