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DESCRIPCION
Procedimiento para la produccion in situ de un emulsionante en un alimento.
Referencia a las solicitudes relacionadas
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a la utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material
alimenticio que contiene agua que comprende 10 a 98% de agua un producto de masa o un producto horneado que
comprende un emulsionante.

La presente invencién se refiere ademas a un procedimiento para la produccién de un producto de masa o un
producto horneado que comprende un emulsionante, y un producto horneado o de masa que comprende agua que
puede obtenerse mediante dicho procedimiento que comprende una lipido aciltransferasa y un emulsionante.

Antecedentes de la técnica

La utilizacion provechosa de las fosfolipasas y de las lipasas (denominadas enzimas lipoliticas, (EC.3.1.1.x)
utilizadas en aplicaciones industriales en alimentos y/o en piensos es conocida desde hace muchos afios.

Por ejemplo, en la patente EP 0 585 988 se reivindica que la adicién de lipasa a la masa producia una mejora en el
efecto antiendurecimiento. Se sugiere que una lipasa obtenida a partir de Rhizopus arrhizus cuando se afiade a la
masa puede mejorar la calidad del pan resultante cuando se utiliza combinada con manteca/grasa. El documento
WO 94/04035 da a conocer que puede obtenerse blandura mejorada afadiendo una lipasa a la masa sin afadir
grasal/aceite a la masa. Castello, P.ESEGP 89-10 Dic. 1999. Helsinki, demuestra que las lipasas exdgenas pueden
modificar el volumen del pan.

Las enzimas lipoliticas hidrolizan uno o mas de los acidos grasos procedentes de los lipidos presentes en el
alimento lo que puede producir la formacién de potentes moléculas emulsionantes en alimento lo que proporciona
funcionalidad comercialmente valiosa. Las moléculas que contribuyen a las caracteristicas emulsionantes mas
significativas son los productos de la hidrdlisis parcial, tales como las moléculas de liso-fosfolipidos, liso-glucolipidos
y monoglicéridos. Los productos polares de la hidrdlisis de los lipidos, tales como liso-fosfolipidos y liso-glucolipidos
presentan ventajas particularmente. En la elaboraciéon del pan, dichos emulsionantes modificados in situ pueden
proporcionar funcionalidad equivalente como emulsionantes, tal como DATEM.

Sin embargo, la actividad de las enzimas lipoliticas puede producir la acumulaciéon de acidos grasos libres que
pueden conducir a funcionalidad perjudicial en el alimento. Esta actividad propia de las enzimas lipoliticas limita su
funcionalidad.

Se han intentado numerosas soluciones a este problema en la técnica. Sin embargo, éstas producen un aumento
significativo en los acidos grasos libres en el alimento, particularmente alimentos con un alto contenido en agua,
incluyendo, pero sin limitarse, masas de pan y yema de huevo.

Las fosfolipasas, particularmente la fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4), se han utilizado durante muchos afios para el
tratamiento de los productos de huevo o a base de huevo (véanse por ejemplo el documento US n° 4.034.124 y
Dutihl & Groger 1981 J. Sci. Food Agric. 32, 451-458). La actividad de la fosfolipasa durante el tratamiento de los
productos de huevo o a base de huevo, produce la acumulacién de lisolecitina polar, que puede actuar como
emulsionante. El tratamiento de fosfolipasa de huevo o de productos a base de huevo puede mejorar la estabilidad,
la estabilidad térmica bajo tratamiento térmico tal como la pasteurizacion y da como resultado sustancial
engrosamiento. Los productos a base de huevo pueden incluir, pero no se limitan a pasteles, mayonesa, alifios para
ensaladas, salsas, helados y similares. La utilizacion de fosfolipasas produce la acumulacién de acidos grasos libres.
La acumulaciéon de los acidos grasos libres puede producir una significativa falta de sabor. Ademas, la acumulacion
de los acidos grasos libres puede producir un aumento de sensibilidad a la oxidacion, y por lo tanto producir poca
estabilidad al almacenaje, decoloracién del producto y alteracién de otras caracteristicas criticas del alimento tal
como sabor y textura. Recientemente, se han comercializado enzimas lipoliticas con mas amplia especificidad para
el sustrato para el tratamiento de productos alimenticios como yema de huevo y afines. Estas, tienen la ventaja de
que, a diferencia de la mayoria de las fosfolipasas A2 no proceden de ningun mamifero. Sin embargo producen una
significativa acumulacion de los acidos grasos libres no solamente debida a la hidrdlisis de fosfolipidos sino también
de triglicéridos.

Como se mencioné anteriormente, otra area donde se han utilizado extensamente las lipasas es la industria
panadera. La utilizacion de fosfolipasas en panificacion data del comienzo de 1980.

El sustrato para las lipasas en la harina de trigo es 1,5 a 3% de lipidos de trigo enddgenos, que son una mezcla
compleja de lipidos polares y apolares. Los lipidos polares pueden dividirse en glucolipidos y fosfolipidos. Estos
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lipidos estan constituidos por glicerol esterificado con dos acidos grasos y un grupo polar. El grupo polar contribuye
a la actividad superficial de estos lipidos. La escision enzimatica de uno de los acidos grasos en estos lipidos
conduce a lipidos con actividad superficial mucho mayor. Es bien sabido que los emulsionantes, tal como DATEM,
con gran actividad superficial son muy funcionales cuando se afiaden a la masa.

Sin embargo, la utilizacién de las lipasas (E.C. 3.1.1.X) en productos de masa puede tener un impacto perjudicial
sobre la actividad de la levadura y/o un efecto negativo sobre el volumen del pan. Un efecto negativo sobre el
volumen del pan se explica con frecuencia por sobredosis. La sobredosis puede conducir a una disminucion en la
elasticidad del gluten que produce una masa que es demasiado rigida y por tanto produce volumenes de pan
reducidos. Ademas, o alternativamente las lipasas pueden degradar la manteca, el aceite o la grasa de la leche
afadidos a la masa, produciendo falta de sabor en la masa y el producto horneado. La sobredosis y falta de sabor
se han atribuido a la acumulacién de acidos grasos libres en la masa.

En los documentos EP 1 193 314, EP 0 977 869 y también en WO 01/39602, se publicé que la utilizacién de
enzimas lipoliticas activas en glucolipidos era particularmente provechosa en la aplicacion de la elaboracién del pan
ya que los productos de la hidrdlisis parcial de los lisoglucolipidos se descubrié que tenian una muy alta
funcionalidad de emulsionante, lo que produce aparentemente una proporciéon mayor de funcionalidad de
emulsionante positiva en contraposicion con la acumulacion perjudicial de acidos grasos libres. Sin embargo, se
descubrié ademas que las enzimas tienen significativa actividad no selectiva sobre los triglicéridos lo que produce
innecesariamente muchos acidos grasos libres.

El mismo descubrimiento se publicé en el documento WO 00/32758, que dio a conocer variantes de la enzima
lipolitica con actividad mejorada sobre fosfolipidos y/o glucolipidos, ademas variantes que tenian preferencia por
acidos grasos de cadena larga sobre los de corta. Esta ultima propiedad, dada a conocer también en el documento
WO 01/39602, se estimé6 de particular importancia para prevenir la falta de sabores asociada a la acumulacion de
acidos grasos libres de cadena corta. Sin embargo, se producen significativos acidos grasos libres.

El problema de la alta actividad de triglicéridos se estudié en el documento WO 02/094123, en el que se da a
conocer la utilizacion de enzimas lipoliticas activas en los lipidos polares (es decir, glucolipidos y fosfolipidos) en una
masa, pero sustancialmente inactiva sobre triglicéridos o 1-monoglicéridos. Sin embargo, se producen acidos grasos
libres significativos.

Algunas enzimas lipoliticas tienen poca o ninguna actividad sobre la forma liso de lipidos polares (por ejemplo,
glucolipidos/fosfolipidos). La utilizacion de dichas enzimas, se ha estimado preferible, ya que garantizan la
acumulacién de lisolipidos polares, produciendo o6ptima funcionalidad. Sin embargo los acidos grasos libres se
acumulan. Esta funcionalidad selectiva es caracteristica de las enzimas fosfolipasa A2 y de las glucolipasas dadas a
conocer en los documentos EP 0 977 869, EP 1 193 314 y WO 01/39602. Se han producido enzimas variantes de
enzimas lipoliticas menos selectivas las cuales tiene una actividad enzimatica inferior sobre los lisolipidos polares en
comparacion con la enzima original (documento WO 03/060112). Sin embargo, se producen acidos grasos libres
significativos.

El documento WO 00/05396 da a conocer un procedimiento para la preparacion de un alimento que comprende un
emulsionante, en el que el material alimenticio estd en contacto con una enzima tal que la enzima genera un
emulsionante a partir de un éster de acido graso y un segundo constituyente genera un segundo ingrediente
funcional. El documento WO 00/05396 da a conocer la utilizacién de en particular una enzima lipasa o esterasa. En
ninguna parte del documento WO 00/05396 se da a conocer la utilizaciéon especifica de un lipido aciltransferasa.
Ademas, en los alimentos con alto contenido en agua, la utilizacion de las esterasas y lipasas como se da a conocer
en el documento WO 00/05396 produciria acumulacion significativa de acidos grasos libres.

Un inconveniente asociado a la utilizacién de las lipasas, incluyendo las fosfolipasas y las glucolipasas, puede
producirse por la construccion de acidos grasos libres liberados de los lipidos. Durante las pasadas dos décadas la
utilizacion de enzimas lipoliticas en alimentos se ha limitado debido que el equilibrio entre la acumulacién perjudicial
de acidos grasos libres y la produccién de lisolipidos proporciona funcionalidad positiva. Aunque se han intentado
numerosas estrategias en la materia, alguna de las cuales proporcionaron mejoras significativas en la funcionalidad,
en ninguna se ha estudiado completamente el problema fundamental en la técnica, es decir, la acumulacion
significativa de acidos grasos libres en los alimentos preparados utilizando enzimas lipoliticas in situ.

La presencia de grandes cantidades de acidos grasos libres (FFA) en las materias primas o los productos
alimenticios es reconocida generalmente como un defecto de calidad y los procesadores y clientes de alimentos
normalmente incluyen una cantidad maxima de FFA en las especificaciones de los alimentos. Los efectos
resultantes de cantidades de FFA en exceso pueden ser defectos organolépticos y/o funcionales.

Un resultado de la lipdlisis es el enranciamiento hidrolitico, con formacion del caracteristico sabor "a jabon". Este
sabor "a jabon" es especialmente agudo con acidos grasos de longitud de cadena intermedia (C8-C12), que, aunque
no presentes en altas concentraciones, pueden ser constituyentes importantes, por ejemplo, de productos lacteos o
aceites vegetales. Un defecto organoléptico mas frecuente se debe al efecto combinado de las enzimas lipoliticas y
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los procesos de oxidacion. Los acidos grasos insaturados son mas sensibles a la oxidaciéon enzimatica cuando estan
sin esterificar que cuando estan esterificados en lipidos de acilo.

Los defectos funcionales en alimentos debido a grandes concentraciones de FFA se reconocen pero son menos
faciles de explicar. Sin desear estar ligado por la teoria, la hidrélisis de lipidos inalterados a acidos carboxilicos
aumentara la [H'] y producira grupos carbonilo que pueden combinarse con otros compuestos o iones metalicos. Los
acidos grasos libres también se combinan con proteinas por interacciones hidréfobas y pueden acomplejarse con
almidén durante la coccion. Los FFA pueden interferir también con la accién de agentes tensoactivos, tales como
lipidos polares y emulsionantes (Lipid in Cereal Technology, P. J. Barnes, Academic Press 1983).

El documento WO 03/100044 da a conocer una clase de aciltransferasas conocidas como PDAT (o ATWAX). Estas
enzimas utilizan un monoglicérido o un diglicérido como molécula aceptadora, y fosfatidilcolina (PC) como molécula
donante para producir los productos siguientes: liso-fosfatidilcolina y triacilglicerol y/o diacilglicerol.

En una forma de realizacion, la presente invencién se refiere a mejoras en la incorporacién de proteinas del suero en
productos alimenticios, proporcionando mejores rendimientos sin alterar las calidades (tal como la textura) de las
composiciones y productos alimenticios.

Las composiciones con queso se preparan por lo general a partir de liquidos lacteos por procesos que incluyen el
tratamiento del liquido con un agente coagulante o cuajante. El agente coagulante puede ser una enzima
coagulante, un acido o un cultivo bacteriano adecuado o puede incluir dicho cultivo. El coagulo que resulta por lo
general incorpora caseina transformada, grasas que incluyen grasa de manteca natural y aderezos que aumentan
especialmente cuando se utiliza un cultivo bacteriano. El coagulo puede separarse del suero liquido, que contiene
proteinas solubles no afectadas por la coagulacion y que por consiguiente no estan incorporadas en el coagulo.

El suero es por tanto un subproducto de preparacion en los procesos comerciales que producen productos
alimenticios tales como quesos. Tradicionalmente, el suero esta dispuesto de un residuo inutilizado o utilizado como
fertilizante o pienso para animales o procesado en un ingrediente alimenticio.

La incapacidad de las proteinas del suero para mantenerse sustancialmente en el coagulo es un factor importante
que contribuye a una falta de eficacia en la produccién convencional de productos lacteos (tales como los coagulos
de queso) y a una reduccién en el rendimiento global en relacién con la incorporacion de todos los solidos de
proteinas que estan presentes en los liquidos lacteos de partida en los coagulos de queso resultantes.

Se han realizado numerosos intentos para incluir las proteinas del suero en el queso por ejemplo, por tratamiento
térmico de la leche, tratamiento térmico del queso o por filtracion, tal como por ultrafiltracion.

Existen ademas varias descripciones de la utilizacion de las proteasas especificas para provocar la acumulacion de
las proteinas del suero. Una serina proteasa procedente de Bacillus licheniformis se ha demostrado que tiene
capacidad para provocar la acumulacion de las proteinas del suero (documento US n° 5.523.237).

Sin embargo, sigue habiendo muchas dificultades asociadas a la adicion de las proteinas del suero en procesos
tales como el sabor y la sensaciéon en la boca del producto, y ademas tiende a interferir con la coagulaciéon y
posterior tratamiento del producto. Las proteasas que se han descrito anteriormente que pueden afadirse a la leche
del queso para la hidrolisis de las proteinas del suero producen hidrdlisis significativa de las caseinas tal como
describe Madsen, J. S. & Quvist, K. B. (1997) Hidrolysis of milk protein by Bacillus licheniformis protease specific for
acidic amino acid residues. J. Food Sci. 62, 579-582.

Por tanto, existe una necesidad en esta materia de procedimientos y composiciones que proporcionen la
incorporacion mejorada de la proteina del suero en los productos alimenticios a la vez que se mantienen las
propiedades organolépticas y otras deseables. Dicha optimizacién daria como resultado aumento de eficacia,
mayores rendimientos de productos alimenticios y costes reducidos de material total.

Las lipasa:colesterol aciltransferasas se conocen desde hace tiempo (véase por ejemplo Buckley-Biochemistry 1983,
22, 5490-5493). En particular, se han descubierto que las glicerofosfolipido:colesterol aciltransferasas (GCAT), como
las lecitina:colesterol aciltransferasas (LCAT) vegetales y/o de mamiferos, catalizaran la transferencia de &cidos
grasos entre la fostatidilcolina y el colesterol.

Upton y Buckley (TIBS 20, mayo de 1995, pags. 178-179) y Brumlik y Buckley (J. of Bacteriology, abril de 1996,
pags. 2060-2064) dan a conocer una lipasa/aciltransferasa de Aeromonas hydrophila que tiene la capacidad de
llevar a cabo la transferencia de acilo a los receptores de alcohol en medio acuoso.

Milton et al (Biochemistry, 1990, 29, 9072-9078) dan a conocer asimismo la purificacién de una acetiltransferasa
grasa a partir de Aeromonas salmonicida que contiene el gen estructural de A. hydrophila clonado.
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Ademas, la secuencia de aciltransferasa fue asimismo introducida en la base de datos EBI UNIPROT el 1 de marzo
de 2001 con el numero de registro Q9F7Y6.

Aspectos del sumario de la presente invencién

Segun un primer aspecto de la presente invencion estd prevista la utilizacion de una lipido aciltransferasa para
preparar a partir de material alimenticio que contiene agua que comprende 10 a 98% de agua un producto de masa
0 un producto horneado que comprende un emulsionante, en la que el emulsionante es generado a partir de
constituyentes del material alimenticio mediante una lipido aciltransferasa, en la que la lipido aciltransferasa es una
que cuando es sometida a prueba utilizando el ensayo de transferasa en sustrato tamponado presenta por lo menos
2% de actividad de aciltransferasa; comprendiendo dicho ensayo de transferasa las etapas que consisten en:

i) disolver 450 mg de fosfatidilcolina y 50 mg de colesterol en cloroformo, evaporar hasta sequedad al vacio;

ii) transferir 300 mg de la mezcla de colesterol/fosfatidilcolina a un vaso de Wheaton, afiadir 15 ml de tampon
HEPES 50mM pH 7 y dispersar el lipido en el tampdn durante la agitacion;

iii) calentar el sustrato hasta 35°C durante la mezcla con una agitador magnético y afadir 0,25 ml de solucion
enzimatica;

iv) tomar muestras de 2 ml en el tiempo de reaccion de 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos e interrumpir
inmediatamente la reaccion enzimatica mediante la adiciéon de 25 ul de HCI 4M para acidificar el acido graso libre;

v) afiadir 3 ml de cloroformo y agitar vigorosamente durante 30 segundos, centrifugar y aislar 2 ml de la fase de
cloroformo, filtrar a través de un filtro de 0,45 pl en un vaso Dram alquitranado de 10 ml;

vi) evaporar el cloroformo bajo una corriente de nitrégeno a 60°C, y pesar las muestras;
vii) analizar el lipido extraido mediante GLC.

Segun otro aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de produccién de un producto de masa o
un producto horneado que comprende un emulsionante, en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste
en anadir una lipido aciltransferasa a un producto de masa que contiene 10 a 98% de agua o un producto horneado,
en el que la lipido aciltranferasa es una que cuando es sometida a prueba utilizando el ensayo de transferasa en
sustrato tamponado presenta por lo menos 2% de actividad de aciltransferasa; comprendiendo dicho ensayo de
transferasa las etapas que consisten en:

i) disolver 450 mg de fosfatidilcolina y 50 mg de colesterol en cloroformo, evaporar hasta sequedad al vacio;

ii) transferir 300 mg de la mezcla de colesterol/fosfatidilcolina a un vaso Wheaton, afiadir 15 ml de tampén HEPES
50mM pH 7 y dispersar el lipido en el tampdn durante la agitacion;

iii) calentar el sustrato hasta 35°C durante la mezcla con una agitador magnético y afadir 0,25 ml de solucion
enzimatica;

iv) tomar muestras de 2 ml en el tiempo de reacciéon de 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos e interrumpir
inmediatamente la reaccién enzimatica mediante la adiciéon de 25 pl de HCI 4M para acidificar el acido graso libre;

v) afiadir 3 ml de cloroformo y agitar vigorosamente durante 30 segundos, centrifugar y aislar 2 ml de la fase de
cloroformo, filtrar a través de un filtro de 0,45 pl en un vaso Dram alquitranado de 10 ml;

vi) evaporar el cloroformo bajo una corriente de nitrégeno a 60°C, y pesar las muestras;

vii) analizar el lipido extraido mediante GLC.

Segun otro aspecto, la presente invencidn proporciona un producto de masa u horneado que contiene agua, en el
que el producto horneado o de masa comprende 10 a 98% de agua, que puede obtenerse mediante el
procedimiento de la presente invencién, en el que el alimento comprende una lipido aciltransferasa y un
emulsionante, en el que la lipido aciltransferasa es una que cuando es sometida a prueba utilizando el ensayo de
transferasa en sustrato tamponado presenta por lo menos 2% de actividad de aciltransferasa; comprendiendo dicho
ensayo de transferasa las etapas que consisten en:

i) disolver 450 mg de fosfatidilcolina y 50 mg de colesterol en cloroformo, evaporar hasta sequedad al vacio;

ii) transferir 300 mg de la mezcla de colesterol/fosfatidilcolina a un vaso Wheaton, afiadir 15 ml de tampén HEPES
50mM pH 7 y dispersar el lipido en el tampdn durante la agitacion;

i) calentar el sustrato hasta 35°C durante la mezcla con un agitador magnético y afiadir 0,25 ml de solucion
enzimatica;
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iv) tomar muestras de 2 ml en el tiempo de reaccidon de 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos e interrumpir
inmediatamente la reaccidon enzimatica mediante la adicion de 25 ul de HCI 4M para acidificar el acido graso libre;

v) afiadir 3 ml de cloroformo y agitar vigorosamente durante 30 segundos, centrifugar y aislar 2 ml de la fase de
cloroformo, filtrar a través de un filtro de 0,45 yl en un vaso Dram alquitranado de 10 ml;

vi) evaporar el cloroformo bajo una corriente de nitrégeno a 60°C, y pesar las muestras;
vii) analizar el lipido extraido mediante GLC.

Los procedimientos, utilizaciones, alimentos y lipido aciltransferasas siguientes se dan a conocer en la presente
memoria.

Un procedimiento de produccién in situ de un emulsionante en un alimento, en el que el procedimiento es tal que el
emulsionante es producido sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en los alimentos, y
en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccion in situ de un emulsionante y un éster de esterol y/o éster de estanol en un alimento,
en el que el procedimiento es tal que el emulsionante es producido sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los
acidos grasos libres en el alimento, y en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una
lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién in situ de un emulsionante y un éster de esterol y/o éster de estanol en un alimento,
en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccion in situ de por o menos dos emulsionantes en un alimento, en el que el
procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir al alimento una lipido aciltransferasa.

Un procedimiento de produccioén in situ de por lo menos dos emulsionantes y un éster de esterol y/o éster de estanol
en un alimento, en el que el procedimiento es tal que los emulsionantes son producidos sin aumentar o sin aumentar
sustancialmente los acidos grasos libres en el alimento, y en el que el procedimiento comprende la etapa que
consiste en anadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccion in situ de por lo menos dos emulsionantes y un éster de esterol y/o éster de estanol
en un alimento, en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al
alimento.

Un procedimiento para la produccion in situ de un éster de carbohidrato en un alimento, en el que el procedimiento
comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento para la produccion in situ de un éster de carbohidrato con un emulsionante en un alimento, en el
que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién in situ de un emulsionante, y uno o mas de entre un éster de carbohidrato, un éster
de esterol, un éster de etanol, un éster de proteina, un monoglicérido o un diglicérido en un alimento, y en el que el
procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltranferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién de un alimento que comprende un emulsionante, en el que el procedimiento
comprende la etapa que consiste en afiadir al alimento una lipido aciltransferasa como se ha definido en la presente
memoria.

Un procedimiento de produccién de un alimento que comprende un emulsionante, en el que el procedimiento es tal
que el emulsionante es producido sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en el
alimento, y en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al
alimento.

Un procedimiento de produccion de un alimento que comprende un emulsionante y un éster de esterol y/o un éster
de estanol, en el que el procedimiento es tal que el emulsionante es producido sin aumentar o sin aumentar
sustancialmente los acidos grasos libres en el alimento, y en el que el procedimiento comprende la etapa que
consiste en anadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién de un alimento que comprende un emulsionante y un éster de esterol y/o un éster
de estanol, en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al
alimento.
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Un procedimiento para la produccion de un alimento que comprende por lo menos dos emulsionantes, en el que el
procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir al alimento una lipido aciltransferasa.

Un procedimiento de produccion de un alimento que comprende por lo menos dos emulsionantes y un éster de
esterol y/o un éster de estanol, en el que el procedimiento es tal que los emulsionantes son producidos sin aumentar
0 sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en el alimento, y en el que el procedimiento comprende la
etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccion de un alimento que comprende por lo menos dos emulsionantes y un éster de
esterol y/o un éster de estanol, en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afadir una lipido
aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento para la produccion de un alimento que comprende un éster de carbohidrato, en el que el
procedimiento comprende la etapa que consiste en afadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento para la produccion de un alimento que comprende un éster de carbohidrato y un emulsionante, en
el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién de un alimento que comprende un emulsionante y uno o0 mas de entre un éster de
carbohidrato, un éster de esterol, un éster de estanol, un éster de proteina, un monoglicérido o un diglicérido, y en el
que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende un emulsionante, en la que el emulsionante es generado a partir de constituyentes del material
alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciliransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende un emulsionante, en la que el emulsionante es producido sin aumentar o sin aumentar sustancialmente
los acidos grasos libres en el alimento, y en la que el emulsionante es generado a partir de los constituyentes del
material alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende un emulsionante y un éster de esterol y/o éster de estanol, en la que el emulsionante es producido sin
aumentar o sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en un alimento, y en la que el emulsionante y/o el
éster de esterol y/o éster de estanol es/son generado/s a partir de constituyentes del material alimenticio mediante la
lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende un emulsionante y un éster de esterol y/o éster de estanol, en la que el emulsionante y/o el éster de
esterol y/o el éster de estanol es/son generado/s a partir de los constituyentes del material alimenticio mediante la
lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciliransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende por lo menos dos emulsionantes, en la que los dos son generados a partir de los constituyentes del
material alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende por lo menos dos emulsionantes y un éster de esterol y/o un éster de estanol, en la que los
emulsionantes son producidos sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en el alimento,
y en la que uno o ambos de los emulsionantes y/o el éster de esterol y/o el éster de estanol es/son generado/s a
partir de los constituyentes del material alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciliransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende por lo menos dos emulsionantes y un éster de esterol y/o éster de estanol, en la que uno o ambos de los
emulsionantes y/o el éster de esterol y/o el éster de estanol es/son generado/s a partir de los constituyentes del
material alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende un éster de carbohidrato, en la que el éster de carbohidrato es generado a partir de los constituyentes
del material alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende por lo menos un éster de carbohidrato y un emulsionante adicional, en la que el éster de carbohidrato y
el emulsionante son generados a partir de los constituyentes del material alimenticio mediante la lipido
aciltransferasa.
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La utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio un alimento que
comprende un emulsionante y uno o mas de entre un éster de carbohidrato; un éster de esterol; un éster de estanol;
un éster de proteina; un monoglicérido o un diglicérido, y en la que el emulsionante y/o el éster de carbohidrato y/o el
éster de esterol y/o el éster de estanol y/o el éster de proteina y/o el monoglicérido y/o el diglicérido es/son
generado/s a partir de los constituyentes del material alimenticio mediante la lipido aciltransferasa.

Un procedimiento de produccién in situ de un emulsionante, preferentemente una lisolecitina y un éster de esterol en
un alimento a base de huevo, en el que el procedimiento es tal que el emulsionante es producido sin aumentar o sin
aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en el alimento, y en el que el procedimiento comprende la etapa
que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccion in situ de un emulsionante, preferentemente una lisolecitina, y un éster de esterol
en un alimento a base de huevo, en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido
aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién de un alimento a base de huevo que comprende un emulsionante, preferentemente
una lisolecitina, y un éster de esterol en un alimento a base de huevo, en el que el emulsionante es producido sin
aumentar o sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en el alimento, y en el que el procedimiento la
etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Un procedimiento de produccién de un alimento a base de huevo que comprende un emulsionante, preferentemente
una lisolecitina, y un éster de esterol en un alimento a base de huevo, en el que el procedimiento comprende la
etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa al alimento.

Alimento que puede obtenerse mediante, que es preferentemente obtenido mediante, un procedimiento segun la
presente invencion.

Una composicion enzimatica para alimentos y/o una composicion enzimatica para piensos, que contienen una lipido
aciltransferasa, y la utilizacién de dicha composicion en los procedimientos de la presente invencion.

Un procedimiento de identificacion de una lipido aciltransferasa adecuada para su utilizacion segun la presente
invencién, que comprende las etapas que consisten en someter a prueba la enzima de interés utilizando uno o mas
de entre el “ensayo de transferasa en un medio con bajo contenido en agua”, el “ensayo de transferasa en yema de
huevo con alto contenido en agua ”, o el “ensayo de transferasa en sustrato tamponado”, y seleccionar una lipido
aciltransferasa si se trata de una que presenta una o mas de las caracteristicas siguientes: (a) cuando se somete a
prueba utilizando el “ensayo de transferasa en un medio con bajo contenido en agua”, medido tras un periodo de
tiempo seleccionado de entre 30, 20 6 120 minutos, presenta una actividad de transferasa relativa de por lo menos
1%; (b) cuando es sometida a prueba utilizando el “ensayo de transferasa en una yema de huevo con alto contenido
en agua ” en una yema de huevo con 54% de agua, presenta hasta 100% de actividad de transferasa relativa; o (c)
cuando es sometida a prueba utilizando el “ensayo de transferasa en un sustrato tamponado” presenta una actividad
de aciltransferasa de por lo menos 2%.

Una lipido aciltransferasa identificada utilizando un procedimiento dado a conocer en la presente memoria.
Una enzima lipido aciltransferasa inmovilizada como se ha definido en la presente memoria.
Aspectos detallados de la presente invencién

La expresion "lipido aciltransferasa" tal como se utiliza en la presente memoria significa una enzima que asimismo
tiene actividad de lipasa (generalmente clasificada como E.C.3.1.1.x segun las Recomendaciones para
Nomenclatura de Enzimas (1992) del Comité de Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular) ademas tiene actividad de aciltransferasa (generalmente clasificada como E.C.2.3.1.x) por lo que la
enzima puede transferir un grupo acilo desde un lipido a uno o mas sustratos receptores, tales como uno o mas de
los siguientes: un esterol; un estanol; un carbohidrato; una proteina; una subunidad proteica; glicerol.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa para su utilizacion en los procedimientos y/o utilizaciones de la presente
invencién puede transferir un grupo acilo desde un lipido (definido en la presente memoria) a uno o mas de los
siguientes sustratos de receptor acilo: un esterol, un estanol; un carbohidrato; una proteina o subunidades de los
mismos, o un glicerol.

Para algunos aspectos el "receptor de acilo" segun la presente invencion puede ser cualquier compuesto que
comprenda un grupo hidroxi (-OH), tal como por ejemplo, alcoholes polivalentes, incluyendo glicerol; esterol;
estanoles; carbohidratos; hidroxiacidos incluyendo acidos de frutas, acido citrico, acido tartarico, acido lactico y acido
ascorbico; proteinas o una subunidad de las mismas, tales como aminoacidos, hidrolizados de proteinas y péptidos
(proteinas parcialmente hidrolizadas) por ejemplo; y mezclas y derivados de los mismos. Preferentemente, el
"receptor de acilo" segun la presente invencién no es el agua.

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2374132 T3

En una forma de realizacion, el receptor de acilo preferentemente no es un monoglicérido ni un diglicérido.
En otro aspecto, preferentemente la enzima puede transferir un grupo acilo desde un lipido a un esterol y/o estanol.
En un aspecto, preferentemente la enzima puede trasferir un grupo acilo desde un lipido a un carbohidrato.

En un aspecto, preferentemente la enzima puede trasferir un grupo acilo desde un lipido a una proteina o una
subunidad de la misma. Apropiadamente la subunidad proteica puede ser una o mas de las siguientes: un
aminoacido, un hidrolizado de proteina, un péptido, un dipéptido, un oligopéptido y un polipéptido.

Apropiadamente en la proteina o la subunidad proteica el receptor acilo puede ser uno o mas de los siguientes
constituyentes de la proteina o subunidad proteica: una serina, una treonina, una tirosina o una cisteina.

Cuando la subunidad proteica es un aminoacido, apropiadamente el aminoacido puede ser cualquier aminoacido
adecuado. Apropiadamente el aminoacido puede ser por ejemplo uno o mas de entre una serina, una treonina, una
tirosina o una cisteina.

En un aspecto, preferentemente, la enzima puede transferir un grupo acilo desde un lipido a un glicerol.
En un aspecto, preferentemente, la enzima puede transferir un grupo acilo desde un lipido a un hidroxiacido.
En un aspecto, preferentemente, la enzima puede transferir un grupo acilo desde un lipido a un alcohol polivalente.

En un aspecto, la lipido aciltransferasa puede, asimismo ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a un
esterol y/o un estanol, ademas puede ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a uno o mas de los
siguientes: un carbohidrato, una proteina; una subunidad proteica, glicerol.

Preferentemente, el sustrato lipidico en el que actia la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, es uno o
mas de los lipidos siguientes: un fosfolipido, tal como una lecitina, por ejemplo, fosfatidilcolina, un triacilglicérido, una
cardiolipina, un diglicérido o un glucolipido, tal como por ejemplo digalactosildiglicérido (DGDG). El sustrato lipidico
puede denominarse en la presente memoria "donante acil lipidico". El término lecitina tal como se utiliza en la
presente memoria comprende fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y
fosfatidilglicerol.

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

Para algunos aspectos, preferentemente el sustrato lipidico es un glucolipido, tal como por ejemplo DGDG.
Preferentemente el sustrato lipidico es un lipido alimenticio, es decir un componente lipidico de un alimento.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciliransferasa segun la presente invencién, es incapaz, o
sustancialmente incapaz, de actuar sobre un triglicérido y/o un 1-monoglicérido y/o 2-monoglicérido.

Apropiadamente, el sustrato lipidico o donante acil lipidico puede ser uno o mas lipidos presentes en uno o mas de
los sustratos siguientes: grasas, incluyendo manteca, cebo y grasa de mantequilla; aceites incluyendo los aceites
extraidos o precedentes de aceite de palma, aceite de girasol, aceite de soja, aceite de cartamo, aceite de semillas
de algodon, aceite de nuez, aceite de maiz, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de coco y aceite de linaza.
La lecitina de soja, la semilla de linaza o la yema de huevo es también un sustrato lipidico adecuado. Sustrato
lipidico puede ser un lipido de avena o de otro material vegetal que contenga galactolipidos.

En un aspecto, el donante de acilo lipidico es preferentemente lecitina (tal como fosfatidilcolina) en la yema de
huevo.

Para algunos aspectos de la presente invencion, el lipido puede seleccionarse de entre los lipidos que tienen una
longitud de cadena del acido graso de 8 a 22 carbonos.

Para algunos aspectos de la presente invencion, el lipido puede seleccionarse de entre los lipidos que tienen una
longitud de cadena del acido graso de 16 a 22 carbonos, mas preferentemente de 16 a 20 carbonos.

Para algunos aspectos de la presente invencion, el lipido puede seleccionarse de entre los lipidos que tienen una
longitud de cadena del acido graso no superior a 14 carbonos aproximadamente de lipidos que presentan una
longitud de cadena de acidos grasos de 4 a 14 carbonos, apropiadamente de 4 a 10 carbonos, apropiadamente de 4
a 8 carbonos.
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Apropiadamente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede presentar una o mas de las siguientes
actividades de lipasa: actividad de glucolipasa (E.C. 3.1.1.26), actividad de triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3),
actividad de fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4) o actividad de fosfolipasa A1 (E.C.3.1.1.32). La expresion "actividad de
glucolipasa" tal como se utiliza en la presente memoria comprende la "actividad de galactolipasa".

Apropiadamente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede tener por lo menos una o mas de las
siguientes actividades: actividad de glucolipasa (E.C. 3.1.1.26) y/o actividad de fosfolipasa A1 (E.C.3.1.1.32) y/o
actividad de fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4).

Para algunos aspectos, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede tener al menos actividad de
glucolipasa (E.C.3.1.1.26).

Apropiadamente, para algunos aspectos la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede ser capaz de
transferir un grupo acilo desde un glucolipido y/o un fosfolipido a uno o mas de los siguientes sustratos receptores:
un esterol, un estanol, un carbohidrato, una proteina y un glicerol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede transferir un
grupo acilo desde un glucolipido y/o un fosfolipido a un esterol y/o un estanol para formar por lo menos un éster de
esterol y/o un éster de estanol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa segun la presente invencién, puede transferir un
grupo acilo desde un glucolipido y/o un fosfolipido a un carbohidrato para formar por lo menos un éster de
carbohidrato.

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa segun la presente invencién, puede transferir un
grupo acilo desde un glucolipido y/o un fosfolipido a una proteina para formar por lo menos una proteina éster (o un
condensado proteina acido graso).

Para algunos aspectos, preferentemente la lipido aciltransferasa segun la presente invencién, puede transferir un
grupo acilo desde un glucolipido y/o un fosfolipido a un glicerol para formar por lo menos un diglicérido y/o un
monoglicérido.

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

En algunos aspectos, la lipido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a un
esterol 0 a un estanol o a una combinacion de un esterol y un estanol. Por lo tanto, en una forma de realizacion el
“receptor de acilo” segun la presente invencién puede ser un esterol o un estanol o una combinacion de un esterol y
un estanol.

En una forma de realizacién, apropiadamente el esterol y/o estanol puede comprender una o mas de las siguientes
propiedades estructurales:

i) un grupo 3-beta hidroxi o un grupo 3-alfa hidroxi, y/o
ii) los anillos A:B en posicion cis o los anillos A:B en la posicion trans o Cs-Cg esta insaturado.

Los receptores de esterol acilo adecuados incluyen colesterol y fitosteroles, por ejemplo alfa-sitosterol, beta-
sitosterol, estigmasterol, ergosterol, campesterol, 5,6-di-hidrosterol, brasicasterol, alfa-espinasterol, beta-
espinasterol, gamma-espinasterol, delta-espinasterol, fucosterol, dimosterol, ascosterol, serebisterol, episterol,
anasterol, hiposterol, condrilasterol, desmosterol, chalinosterol, poriferasterol, clionasterol, glucosidos de esterol y
otras formas y derivados isoméricos naturales o sintéticos.

En un aspecto de la presente invencion apropiadamente mas de un esterol y/o estanol puede actuar como receptor
de acilo, apropiadamente mas de dos esteroles y/o estanoles pueden actuar como receptor de acilo. En otras
palabras en un aspecto de la presente invencion, puede producirse apropiadamente mas de un éster de esterol y/o
de un éster de estanol. Apropiadamente cuando el colesterol es el receptor de acilo uno o mas esteroles adicionales
0 uno o mas estanoles pueden actuar como receptor de acilo. Por tanto, en un aspecto, la presente invencion
proporciona un método para la produccion in situ tanto del éster de colesterol como al menos de un esterol o de un
éster de estanol en combinacién. En otras palabras, la lipido aciltransferasa para algunos aspectos de la presente
invencion puede transferir un grupo acilo desde un lipido tanto a un colesterol como al menos a un esterol adicional
y/o al menos a un estanol.

En un aspecto, preferentemente el receptor de esterol acilo es uno mas de los siguientes: alfa-sitosterol, beta-
sitosterol, estigamasterol, ergosterol y campesterol.
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En un aspecto, preferentemente el receptor de esterol acilo es el colesterol. Cuando el caso es que el colesterol es
el receptor de acilo para la lipido aciltransferasa, la cantidad de colesterol libre en el alimento se reduce en
comparacion con el alimento antes de la exposiciéon a la lipido aciltransferasa en comparacion con un alimento
equivalente que no ha sido tratado con la lipido aciltransferasa.

Los receptores adecuados de estanol acilo incluyen fitostanoles, por ejemplo beta-sitostanol o ss-sitostanol.

En un aspecto, preferentemente el receptor de esterol y/o estanol acilo es un esterol y/o un estanol distinto del
colesterol.

En algunos aspectos, el alimento preparado segun la presente invencion puede utilizarse para reducir el colesterol
del suero sanguineo y/o para reducir la lipoproteina de baja densidad. El colesterol del suero sanguineo y las
lipoproteinas de baja densidad se han asociado ambos a determinadas enfermedades en seres humanos, tales
como, por ejemplo, la ateroesclerosis y/o cardiopatias. Por tanto, esta previsto que los alimentos preparados segun
la presente invencion pueden utilizarse para reducir el riesgo de dichas enfermedades.

Por tanto, en un aspecto la presente invencion proporciona la utilizacion de un alimento segun la presente invencion
para su utilizacion en el tratamiento y/o prevencion de la ateroesclerosis y/o cardiopatias.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un medicamento que comprende un alimento segun la
presente invencion.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona un procedimiento de tratamiento y/o presentacion de una
enfermedad en un paciente humano o animal cuyo procedimiento comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz de un alimento segun la presente invencion.

Apropiadamente, el esterol y/o el estanol "receptor de acilo" puede encontrarse de forma natural en el alimento.
Alternativamente, el esterol y/o el estanol puede afadirse al alimento. Cuando es el caso que un esterol y/o un
estanol se afiade al alimento, el esterol y/o el estanol pueden afadirse antes, simultdneamente y/o después de la
adicion de la lipido aciltransferasa segun la presente invencion. Apropiadamente, la presente invencion puede
comprender la adicion de esteroles/estanoles exdgenos, particularmente sitosteroles/fitoestanoles al alimento antes
o simultdneamente que la adicion de la enzima segun la presente invencion.

Para algunos aspectos, uno o mas esteroles presentes en el alimento pueden transformarse en uno o mas estanoles
antes 0 a la vez que se afiade la lipido aciltransferasa segun la presente invencion. Puede emplearse cualquier
procedimiento adecuado para convertir los esteroles en estanoles. Por ejemplo, puede llevarse a cabo la conversion
por hidrogenacion quimica. La conversién puede realizarse antes de la adicion de la lipido aciltransferasa segun la
presente invencion o a la vez que la adicién de la lipido aciltransferasa segun la presente invencion. Apropiadamente
las enzimas para la conversion de esterol en estanoles, se dan a conocer en el documento WO 00/061771.

Apropiadamente la presente invencidon puede emplearse para producir ésteres de fitoestanol in situ en un alimento.
Los ésteres de fitoestanol han aumentado la solubilidad a través de las membranas lipidicas, la biodisponibilidad y
aumentado la utilidad sanitaria (véase por ejemplo el documento WO 92/99640).

En algunas formas de realizacion de la presente invencion el éster de estanol y/o el éster de esterol puede ser un
aromatizante y/o un producto que da textura. En cuyos casos, la presente invencion comprende la produccion in situ
de aromatizantes y/o productos que dan textura.

Para algunos aspectos de la presente invencion, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede utilizar
un carbohidrato como receptor de acilo. El carbohidrato receptor de acilo puede ser uno o mas de entre los
siguientes: un monosacarido, un disacarido, un oligosacarido o un polisacarido. Preferentemente, el carbohidrato es
uno o mas de los siguientes: glucosa, fructosa, anhidrofructosa, maltosa, lactosa, sacarosa, galactosa, xilosa,
xilooligosacaridos, arabinosa, maltooligosacaridos, tagatosa, microtecina, ascopirona P, ascopirona T o cortalcerona.

Apropiadamente, el carbohidrato "receptor de acilo" puede encontrarse de forma natural en el alimento.
Alternativamente, el carbohidrato puede afadirse al alimento. Cuando es el caso que el carbohidrato se afiade al
alimento, el carbohidrato puede afiadirse antes, a la vez y/o después de la adicién de la lipido aciltransferasa segun
la presente invencion.

Los ésteres de carbohidrato pueden funcionar como emulsionantes valiosos en los alimentos. Por tanto, cuando se
da el caso que la enzima funciona para transferir el grupo acilo a un azucar, la invencion comprende la produccion
de un segundo emulsiénate in situ en el alimento.

En algunas formas de realizacién, la lipido aciltransferasa puede utilizar tanto un esterol como u estanol y un
carbohidrato como receptor de acilo.
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La utilizaciéon de la lipido aciltransferasa que puede transferir a continuacidon un grupo acilo a un carbohidrato asi
como a un esterol y/o un estanol es particularmente ventajosa para los alimentos que contienen huevo. En particular,
la presencia de azucares, en particular glucosa, en huevos y en productos de huevo se observa con frecuencia
como desventajosa. La yema de huevo puede comprender hasta el 1% de glucosa. Por lo general, el huevo o los
productos a base de huevo pueden tratarse con glucosa oxidasa para eliminar algo de glucosa o toda ella. Sin
embargo, segun la presente invencion este azucar indeseado puede eliminarse facilmente "esterificando" el azucar
para formar un éster del azucar.

Para algunos aspectos de la presente invencion, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede utilizar
una proteina componente receptor de acilo. Apropiadamente, la proteina puede ser una o mas de las proteinas
encontradas en un producto alimenticio, por ejemplo en un producto lacteo y/o un producto carnico. A modo de
ejemplo solamente, las proteinas adecuadas pueden ser las encontradas en la cuajada o en el suero de la leche, tal
como la lactoglobulina. Ofras proteinas adecuadas incluyen la ovoalbumina del huevo, gliadina, glutenina,
puroindolina, proteinas de granos de transferencia de lipidos y miosina de la carne.

Por tanto segun la presente invencion, pueden conseguirse una o mas de las siguientes propiedades ventajosas:
produccién in situ de un emulsionante sin aumento de acidos grasos libres; una reducciéon en la acumulacion de
acidos grasos libres en el alimento, una reduccién en las concentraciones de colesterol libre en el alimento; un
aumento en los ésteres de esterol y/o ésteres de estanol; una reduccion en el colesterol del suero sanguineo y/o de
lipoproteinas de baja densidad; un aumento en los ésteres de carbohidrato; una reduccién en los carbohidratos
libres indeseados.

Una ventaja de la presente invencion es que el/los emulsionante(s) se prepara(n) in situ en el alimento sin aumento,
0 aumento sustancial, en el contenido en acido graso libre en el alimento. La produccién de acidos grasos libres
puede ser perjudicial para los alimentos. En particular, los acidos grasos libres han estado ligados a falta de olor y/o
falta de aromas en los alimentos, asi como otros efectos perjudiciales, incluyendo, por ejemplo, un sabor jabonoso
en el queso. Preferentemente, el método segun la presente invencion da como resultado la preparacion in situ de un
o unos emulsionante(s) en el/los que la acumulacion de acidos grasos libres se reduce y/o elimina. Sin desear estar
ligado por la teoria, segun la presente invencion el acido graso que es eliminado del lipido es transferido por la lipido
aciltransferasa a un receptor de acilo, por ejemplo un esterol y/o un estanol. De este modo, la concentracién total de
acidos grasos libres en el alimento no aumentan o aumenta solamente en un grado insignificante. Esto esta en
contraposicion tajante con la situacién cuando se utilizan lipasas (E.C.3.1.1.x) para producir emulsionantes in situ.
En particular, la utilizacion de lipasas puede producir un aumento de la cantidad de acido graso libre en el alimento,
que puede ser perjudicial. Segun la presente invencion, la acumulacion de acidos grasos libres se reduce y/o elimina
en comparacion con la cantidad de acidos grasos libres que habrian sido acumulados si habria una enzima lipasa,
en particular, se ha utilizado una enzima fosfolipasa A, en lugar de la lipido aciltransferasa segun la presente
invencion.

La utilizacion de una lipido aciltransferasa que puede transferir el grupo acilo a un esterol y/o estanol puede ser
particularmente ventajosa para los alimentos que contienen huevos. En particular, se ha descubierto que puede
obtenerse un producto a base de huevo con propiedades significativamente mejores siguiendo el tratamiento con
una lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria en comparacion con los productos a base de
huevo tratados con la fosfolipasa convencional, tal como, por ejemplo, Lipopan F® (Novozymes A/S, Dinamarca)),
Lecitase Ultra® (Novozymes A/S, Dinamarca) o Lipomod 22 L de Biocatalysts.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invenciéon puede caracterizarse utilizando los
siguientes criterios:

(i) la enzima posee actividad de aciltransferasa que puede definirse como actividad de transferencia del éster por
lo que la parte acilo de un enlace éster original de un donante de lipido acilo se transfiere a un receptor de acilo
para formar un nuevo éster; y

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

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

El motivo GDSX se compone de cuatro aminoacidos conservados. Preferentemente, la serina dentro del motivo es
una serina catalitica de la enzima lipido aciltransferasa. Apropiadamente, la serina del motivo GDSX puede estar en
una posicion correspondiente a Ser-16 en la enzima lipolitica Aeromonas hydrophila dada a conocer en Brumlik &
Buckley (Journal of Bacteriology, abril de 1966, Vol.178, n° 7, pags.2060-2064).

Para determinar si una proteina tiene el motivo GDSX segun la presente invencion, la secuencia se compara
preferentemente con los perfiles ocultos del modelo Marcov (perfiles HMM) de la base de datos pfam.
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La Pfam es una base de datos de las familias de dominio proteico. Pfam contiene multiples alineaciones de la
secuencia curadas para cada familia asi como modelos de perfil Marcov ocultos (perfiles HMM) para identificar estos
dominios en nuevas secuencias. Una introduccion de Pfam puede encontrarse en Bateman A. et al. (2002) Nucleic
Acids Res. 30, 276-280. Los modelos ocultos de Markov se utilizan en numerosas bases de datos que ayudan a
clasificar proteinas, para estudios véase 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_=12230032&dopt=Abstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list_uids =11752314&dopt=Abstract

Para una explicacion detallada de los modelos ocultos de Marcov y cdmo se aplican en la base de datos Pfam véase
Durbin R., Eddy S. y Krogh A., (1998) Biological sequence analysis; probabilistics models of proteins and nucleic
acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4. El paquete informatico Hammer puede adquirirse en la
Universidad de Washington St. Louis, USA.

Alternativamente, el motivo GDSX puede identificarse utilizando el paquete informatico Hammer, las instrucciones se
proporcionan en Durbin R., Eddy S. y Krogh A., (1998) Biological sequence analysis; probabilistics models of
proteins and nucleic acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4 y las referencias en ésta, y el perfil
HMMERZ2 proporcionado en esta memoria.

A la base de datos PFAM puede accederse, por ejemplo, mediante varios servidores que estan situados
actualmente en las siguientes paginas web.

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

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

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

La base de datos ofrece una facilidad de busqueda déonde se puede introducir una secuencia de proteinas.
Utilizando los parametros por defecto de la base de datos en la secuencia de proteinas se analizara a continuacion
la presencia de dominios Pfam. El dominio GDSX es un dominio creado en la base de datos y como tal se
reconocera su presencia en cualquier secuencia buscada. La base de datos volvera la alineacion de la secuencia de
consenso Pfam00657 a la secuencia de consulta.

Una alineacién mudltiple, que incluye Aeromonas salmonicida o Aeromonas hydrophila puede obtenerse:

a) en manual

se obtiene una alineacién de la proteina de interés con la secuencia de consenso Pfam00657 y se obtiene una
alineacion de P10480 con la secuencia de consenso Pfam00657 siguiendo el procedimiento descrito anteriormente;
o}

b) mediante la base de datos

Tras la identificacion de la secuencia de consenso Pfam00657 la base de datos ofrece la opcién de mostrar una
alineacion de la secuencia de consulta para la alineacion sembrada de la secuencia de consenso Pfam00657.
P10480 es una parte de esta alineacion en ciernes y esta indicada por GCAT_AERHY. Tanto la secuencia de
consulta como P10480 se presentaran en el mismo intervalo.

Secuencia de referencia de Aeromonas hydrophila

Los restos de la GDSX lipasa de Aeromonas hydrophila estan numerados en el archivo P10480 de NCBI, las cifras
en este texto se refieren a los nimeros dados en este archivo que se utiliza en la presente invencién para determinar
los restos de aminoacidos especificos que, en una forma de realizacion preferida estan presentes en las enzimas
lipido aciltransferasa de la invencion.

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

Los restos conservados siguientes pueden ser reconocidos y en una forma de realizacion preferida pueden estar
presentes en las enzimas para su utilizacion en las composiciones y procedimientos de la invencion;

Bloque 1 - Bloque GDSX
hid hid hid hid Gly Asp Ser hid

28 29 30 31 32 33 34 35
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Bloque 2 - Bloque GANDY

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

Bloque 3 - Bloque HPT
His
309

En los que "hid" significa un resto hidréfobo seleccionado de entre Met, lle, Leu, Val, Ala, Gly, Cys, His, Lys, Trp, Tyr,
Phe.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa para su utilizacién en las composiciones o procedimientos de la
invencién puede alinearse utilizando la secuencia de consenso Pfam00657.

Preferentemente, un emparejamiento positivo con el perfil (perfii HMM) oculto del modelo Marcov de la familia del
dominio pfam00657 indica la presencia del dominio GDSL o GDSX segun la presente invencién.

Preferentemente cuando se alinea con la secuencia de consenso Pfam00657 la lipido aciltransferasa para su
utilizacién en las composiciones o procedimientos de la invencion tiene por lo menos uno, preferentemente mas de
uno, preferentemente mas de dos, de los bloques siguientes, un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT.
Apropiadamente, la lipido aciltransferasa puede tener un bloque GDSx y un bloque GANDY. Alternativamente, la
enzima puede tener un bloque GDSx y un bloque HPT. Preferentemente la enzima comprende por lo menos un
bloque GDSx.

Preferentemente, cuando se alinean con la secuencia de consenso de Pfam00657 las enzimas para utilizacién en
las composiciones o procedimientos de la invencion tienen por lo menos uno, preferentemente mas de uno,
preferentemente mas de dos, preferentemente mas de tres, preferentemente mas de cuatro, preferentemente mas
de seis, preferentemente mas de siete, preferentemente mas de ocho, preferentemente mas de nueve,
preferentemente mas de diez, preferentemente mas de once, preferentemente mas de doce, preferentemente mas
de trece, preferentemente mas de catorce, de los siguientes restos de aminoacido en comparacion con la secuencia
polipeptidica de A. hydrophila de referencia, es decir la SEC. ID. n® 32: 28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly, 33Asp,
348Ser, 35hid, 130hid, 131Gly, 132Hid, 133Asn, 134Asp, 135hid, 309His.

El dominio GDSX de pfam00657 es un identificador exclusivo que distingue las proteinas que posee este dominio de
otras enzimas.

La secuencia de consenso de Pfam00657 se presenta en la figura 1 como SEC. ID. n°® 1. Esta procede de la
identificacion de la familia 00657 de pfam, base de datos version 6, que puede denominarse también pfam00657.6
en la presente memoria.

La secuencia de consenso puede actualizarse utilizando mas ediciones de la base de datos pfam.

Por ejemplo, las figuras 33 y 34 presentan la alineacion pfam de la familia 00657 de la base de datos version 11, que
puede denominarse también pfam 00657.11 en la presente memoria.

La presencia de los bloques GDSx, GANDY y HPT se descubrieron en la familia 00657 de pfam procedente de
ambas ediciones de la base de datos. Pueden utilizarse ediciones futuras de la base de datos pfam para identificar
la familia 00657 de pfam.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede caracterizarse utilizando los
criterios siguientes:

(i) la enzima posee actividad de aciltransferasa que puede definirse como actividad para transferencia de éster
por lo que la parte acilo del enlace éster original de un donante lipido de acilo se transfiere al receptor de
acilo para formar un nuevo éster;

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

(iii) la enzima comprende His-309 o comprende un resto de histidina en una posicion correspondiente a His-309

en la secuencia de aminoacidos de la enzima lipolitica de Aeromonas hydrophila mostrada en la figura 2
(SEC. ID. n°. 2 0 SEC. ID. n°. 32).
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Preferentemente, el resto de aminoacidos del motivo GDSX es L.

En la SEC. ID. n°. 2 o SEC. ID. n°. 32, los primeros 18 restos de aminoacidos forman una secuencia sefial. His-309
de la secuencia completa, que es la proteina que incluye la secuencia sefial, es igual a His-291 de la parte madura
de la proteina, es decir la secuencia sin secuencia sefial.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién comprende la siguiente triada
catalitica: Ser-34, Asp-134 y His-309 o comprende un resto de serina, un resto de acido aspartico y un resto de
histidina, respectivamente, en las posiciones correspondientes a Ser-34, Asp-134 e His-309 en la enzima lipolitica de
Aeromonas hydrophila mostrada en la figura 2 (SEC. ID. n°. 2) o en la figura 28 (SEC. ID. n°. 32). Como se indico
anteriormente, en la secuencia mostrada en SEC. ID. n°. 2 o SEC. ID. n°. 32 los primeros 18 restos de aminoacidos
forman una secuencia sefial. Ser-34, Asp-134 e His-309 de la secuencia completa, que es la proteina que incluye la
secuencia final es igual a Ser-16, Asp-116 y His-291 de la parte madura de la proteina, es decir la secuencia sin la
secuencia sefal. En la secuencia de consenso Pfam00657, como se proporciona en la figura 1 (SEC. ID. n°. 1) los
restos de la zona activa corresponden a Ser-7, Asp-157 y His-348.

Preferentemente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede caracterizarse utilizando los
criterios siguientes:

(i) la enzima posee actividad de aciltransferasa que puede definirse como actividad para transferencia de éster
por lo que la parte acilo del enlace éster original de un primer donante de lipido acilo se transfiere al
receptor de acilo para formar un nuevo éster;

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

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

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

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

Apropiadamente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencidon, comprende uno o mas de las
siguientes secuencias de aminoacidos:

(i) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n°® 2 (véase la figura 2)
(i) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 3 (véase la figura 3)
(iii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 4 (véase la figura 4)
(iv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 5 (véase la figura 5)
(v) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 6 (véase la figura 6)
(vi) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 12 (véase la figura 14)
(vii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 20 (véase la figura 16)

(viii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 22 (véase la figura 18)
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(ix) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n°® 24 (véase la figura 20)
(x) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n°® 26 (véase la figura 22)
(xi) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 28 (véase la figura 24)
(xii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 30 (véase la figura 26)
(xiii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n°® 32 (véase la figura 28)

(xiv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 34 (véase la figura 30) o una secuencia de
aminoacidos que tiene 75% o mas de identidad con cualquiera de las secuencias mostradas como SEC. ID.
n® 2, SEC. ID. n® 3, SEC. ID. n° 4, SEC. ID. n° 5, SEC. ID. n° 6, SEC. ID. n® 12, SEC. ID. n°® 20, SEC. ID. n°
22, SEC. ID. n° 24, SEC. ID. n° 26, SEC. ID. n°® 28, SEC. ID. n° 30, SEC. ID. n° 32 0 SEC. ID. n° 34.

Apropiadamente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion, comprende ya sea la secuencia de
aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 2 o como SEC. ID. n° 3, o SEC. ID. n° 32 o SEC. ID. n° 34 0 comprende
una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas, preferentemente 80% o mas, preferentemente 85% o mas,
preferentemente 90% o mas, preferentemente 95% o mas, de identidad con la secuencia de aminoacidos mostrada
como SEC. ID. n° 2 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n° 3 o la secuencia de aminoacidos
mostrada como SEC. ID. n° 32 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEC. ID. n°® 34.

En aras de la presente invencion, el grado de identidad se basa en el nimero de elementos de secuencia que son
iguales. El grado de identidad segun la presente invenciéon puede determinarse adecuadamente mediante
programas informaticos conocidos en la materia tal como GAP suministrado en el paquete del programa GCG
(Program Manual for the Wisconsin Package, version 8, agosto de 1994, Genetics Computer Group, 575 Science
Drive, Madison, Wisconsin, US53711) (Needleman & Wunsch (1970), J. of Molecular Biology 48, 433-45) utilizando
los siguientes conjuntos para comparacion de la secuencia de polipéptidos: penalizacién por creacion de GAP de 3,0
y penalizacion por ampliacion de GAP de 0,1.

Apropiadamente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion, comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene 80% o mas, preferentemente 85% o mas, mas preferentemente 90% o més, y aun mas
preferentemente 95% o mas identidad que cualquiera de las secuencias mostradas como SEC. ID. n° 2, SEC. ID. n°®
3, SEC. ID. n° 4, SEC. ID. n° 5, SEC. ID. n° 6, SEC. ID. n® 12, SEC. ID. n° 20, SEC. ID. n° 22, SEC. ID. n° 24, SEC.
ID. n° 26, SEC. ID. n° 28, SEC. ID. n° 30, SEC. ID. n°® 32 0 SEC. ID. n°® 34.

Apropiadamente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién, comprende uno o mas de las
siguientes secuencias de aminoécidos:

(a) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 1 a 100 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 0 la
SEC. ID. n° 32;

(b) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 101 a 200 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 o la
SEC. ID. n° 32;

(c) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 201 a 300 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 o la
SEC.ID.n°32;0

(d) una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas, preferentemente 85% o mas, mas preferentemente
90% o mas, y aun mas preferentemente 95% o mas identidad que cualquiera de las secuencias de
aminoacidos definidas en los apartados (a) a (c) anteriormente.

Apropiadamente, la enzima lipido aciliransferasa segun la presente invenciéon, comprende uno o mas de las
siguientes secuencias de amino4cidos:

(a) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 28 a 39 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 o la
SEC. ID. n° 32;

(b) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 77 a 78 de aminoacidos de la SEC. ID.n° 2 o la
SEC. ID. n° 32;

(c) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 126 a 136 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 o la
SEC. ID. n° 32;

(d) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 163 a 175 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 o la
SEC. ID. n° 32;
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(e) una secuencia de aminoacidos mostrada como los restos 304 a 311 de aminoacidos de la SEC. ID.n°2 o la
SEC.ID.n°32;0

(f) una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas, preferentemente 85% o mas, mas preferentemente
90% o mas, y aun més preferentemente 95% o mas identidad que cualquiera de las secuencias de
aminoacidos definidas en los apartados (a) a (e) anteriormente.

Apropiadamente, la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion, puede comprender una secuencia de
aminoacidos producida por la expresién de uno o mas de las siguientes secuencias nucleotidicas:

(a) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n° 7 (véase la figura 9);
(b) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 8 (véase la figura 10);
(c) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n® 9 (véase la figura 11);
(d) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 10 (véase la figura 12);

) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 11 (véase la figura 13);
(f) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n° 13 (véase la figura 15);
(g9) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 21 (véase la figura 17);
(h) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n° 23 (véase la figura 19);
(i) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 25 (véase la figura 21);
(i) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 27 (véase la figura 23);
(k) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 29 (véase la figura 25);
(I) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 31 (véase la figura 27);
(m) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 33 (véase la figura 29);
(n) la secuencia nucleotidica mostrada como SEC. ID. n°® 35 (véase la figura 31);
(o) o

una secuencia nucleotidica que tiene 75% o mas de identidad con cualquiera de las secuencias mostradas como
SEC. ID. n°7, SEC. ID. n° 8, SEC. ID. n°9, SEC. ID. n° 10, SEC. ID. n° 11, SEC. ID. n® 13, SEC. ID. n° 21, SEC. ID.
n° 23, SEC. ID. n° 25, SEC. ID. n° 27, SEC. ID. n° 29, SEC. ID. n° 31, SEC. ID. n° 33 0 SEC. ID. n°® 35.

Apropiadamente, la secuencia nucleotidica puede tener 80% o mas, preferentemente 85% o mas, mas
preferentemente 90% o mas, y aun mas preferentemente 95% o mas identidad que cualquiera de las secuencias
mostradas como SEC. ID. n° 7, SEC. ID. n° 8, SEC. ID. n° 9, SEC. ID. n° 10, SEC. ID. n° 11, SEC. ID. n° 13, SEC.
ID. n° 21, SEC. ID. n°® 23, SEC. ID. n° 25, SEC. ID. n° 27, SEC. ID. n° 29, SEC. ID. n° 31, SEC. ID. n° 33 o SEC. ID.
n° 35.

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

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

En una forma de realizacion de la invencion la enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede ser la
lipido aciltransferasa que puede obtenerse, se obtiene preferentemente, a partir de las cepas TOP 10 de E. coli que
albergan pPet12aAhydro y pPet12aASalmo depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001,
Copenhaguen, K, Dinamarca bajo el tratado de Budapest en Reconocimiento Internacional del Depésito de
Microorganismos para el Procedimiento de Patente en la National Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria
(NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen, Escocia, GB; el 22 de diciembre de 2003 con los numeros de registro
NICMB 41204 y NCIMB 41205, respectivamente.

Preferentemente, al realizar un procedimiento segun la presente invencién el producto se produce sin aumentar o
aumentar sustancialmente los acidos grasos libres en el producto alimenticio.

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

Apropiadamente, la lipido aciltransferasa definida en la presente memoria cataliza una o mas de las reacciones
siguientes: interesterificacion, transesterificacion, alcoholisis e hidrdlisis.

El término "interesterificacion" se refiere a la transferencia enzimatica catalizada de grupos acilo entre un donante
lipido y un receptor de lipido, en el que el donante lipido no es un grupo acilo libre.
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El término "transesterificacion" tal como se utiliza en la presente memoria, significa la transferencia enzimatica
catalizada de un grupo acilo entre un donante lipido (distinto de un acido graso libre) a un receptor de acilo (distinto
del agua).

Tal como se utiliza en la presente memoria el término "alcohdlisis" se refiere a la escisidon enzimatica de un enlace
covalente de un derivado acido por reaccién con un alcohol ROH de modo que uno de los productos se combina con
el H del alcohol y el otro producto se combina con el grupo OR del alcohol.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "alcohol" se refiere a un compuesto alquilo que contiene un
grupo hidroxilo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "hidrélisis" se refiere a la transferencia enzimatica catalizada
de un grupo acilo desde de un lipido hasta el grupo OH de una molécula de agua. La transferencia del acilo que
procede de la hidrdlisis requiere la separacion de la molécula de agua.

La expresién "sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los &cidos grasos libres" tal como se utiliza en la
presente memoria, significa que preferentemente la lipido aciltransferasa segun la presente invencion tiene el 100%
de actividad de transferasa (es decir transfiere el 100% de los grupos acilo de un donante acilo al receptor de acilo,
sin actividad hidrolitica); sin embargo, la enzima puede transferir menos del 100% de los grupos acilo presentes en
el donante acilo lipido al receptor de acilo. En cuyo caso, preferentemente la actividad de aciltransferasa supone por
lo menos el 5%, mas preferentemente por lo menos el 10%, mas preferentemente por lo menos el 20%, mas
preferentemente por lo menos el 30%, mas preferentemente por lo menos el 40%, mas preferentemente por lo
menos el 50%, méas preferentemente por lo menos el 60%, més preferentemente por lo menos el 70%, mas
preferentemente por lo menos el 80%, mas preferentemente por lo menos el 90% y mas preferentemente por lo
menos el 98% de la actividad enzimatica total. El % de actividad de transferasa (es decir la actividad de transferasa
en % de la actividad enzimatica total) puede determinarse por el siguiente protocolo:

Protocolo para la determinacién del % de actividad de aciltransferasa:

Un alimento al que se ha afiadido una lipido aciltransferasa segun la presente invencién, puede extraerse siguiendo
la reaccion enzimatica con CHCI3:CH3OH 2:1 y la fase organica que contiene el material lipidico se aisla y se analiza
por GLC y HPLC segun el procedimiento descrito en la presente memoria a continuacién. A partir de los analisis
GLC y HPLC se determina la cantidad de acidos grasos libres y uno o mas de ésteres de esterol/estanol; ésteres de
carbohidrato, ésteres de proteina; diglicéridos; o monoglicéridos. Se analiza de la misma manera un alimento de
referencia al que no se ha afiadido ninguna enzima segun la presente invencion.

Célculo

A partir de los resultados de los analisis GLC y HPLC puede calcularse el aumento de acidos grasos libres y de
ésteres esterol/estanol y/o ésteres de carbohidrato y/o ésteres de proteinas y/o diglicéridos y/o monoglicéridos:

A % de acidos grasos = % de acido graso (enzima) - % de acido graso (referencia); Mv acido graso = peso
molecular medio de los acidos grasos;

A = A% de éster de esterol/Mv éster de esterol (en la que A% de éster de esterol = % de éster de esterol/estanol
(enzima) - % éster de esterol/estanol (referencia) y Mv éster de esterol = peso molecular medio de los ésteres
esterol/estanol) - aplicable cuando el receptor de acilo es un esterol y/o estanol;

B = A % de éster de carbohidrato/Mv del éster de carbohidrato (en la que A % éster de carbohidrato = % éster de
carbohidrato (enzima) - % de éster de carbohidrato (referencia) y Mv éster de carbohidrato = peso molecular medio
del éster de carbohidrato - aplicable cuando el receptor de acilo es un carbohidrato;

C = A % éster de proteina/Mv del éster de proteina (en la que A % éster de proteina = % éster de proteina (enzima) -
% éster de proteina (referencia) y Mv éster de proteina = peso molecular medio del éster de proteina - aplicable
cuando el receptor de acilo es una proteina; y

D = valor absoluto de glicérido y/o monoglicérido/Mv di/monoglicérido (cuando A % de diglicérido y/o monoglicérido =
% diglicérido y/o monoglicérido (enzima) - % diglicérido y/o monoglicérido (referencia) y Mv di/monoglicérido = peso
molecular medio del diglicérido y/o monoglicérido) aplicable cuando el receptor de lipidos es el glicerol.

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

A* + B*+ C*+ D*x 100
A* + B* + C*+ D* + A % &cido graso/(Mv acido graso)

% de actividad de transferasa =

* - eliminar cuando proceda.
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Si los acidos grasos libres aumentan en el alimento no aumentan con preferencia sustancialmente, es decir en un
grado significativo. Los autores quieren decir con esto, que el aumento en acido graso libre no afecta
desfavorablemente la calidad del alimento.

En algunos aspectos de la presente invencion, la expresion "sin aumentar sustancialmente los acidos grasos libres"
tal como se utiliza en la presente invencidon significa que la cantidad de acido graso libre en el alimento o en la
composicion tratada con una lipido aciltransferasa segun la presente invencién es inferior a la cantidad del acido
graso libre producida en el alimento o en una composicion cuando se ha utilizado una enzima distinta de una lipido
aciltransferasa segun la presente invencion, tal como por ejemplo en comparacion con la cantidad de acido graso
libre producido cuando se ha utilizado una enzima fosfolipasa convencional, por ejemplo LipopanF® (Novozymes
A/S, Dinamarca).

La expresioén "in situ" tal como se utiliza en la presente memoria significa que el o los emulsionantes y/o los ésteres
de esterol/estanol y/o los ésteres de carbohidrato y/o los mono o diglicéridos se producen en el alimento o una
fraccion del alimento. Esto contrasta con la situacion en la que, el o los emulsionantes y/o los ésteres de
esterol/estanol y/o los ésteres de carbohidrato y/o los ésteres de proteina y/o los mono o diglicéridos se producen
independientemente del alimento y se afaden como productos formados al alimento durante la preparacion del
mismo. En otras palabras, "in situ" tal como se utiliza en la presente memoria significa que mediante la adicion de la
enzima lipido aciltransferasa segun la presente invencion a un alimento, o a los ingredientes o materiales del
alimento que constituyen el alimento, un emulsionante y/o un éster de esterol y/o un éster de estanol y/o un éster de
carbohidrato y/o un éster de proteina y/o un mono- o diglicérido puede producirse a partir de los compuestos del
alimento. Apropiadamente, los componentes del alimento puede(n) ser el/los sustrato(s) para la enzima. Si es
necesario, los componentes del alimento pueden enriquecerse por adicion de uno o mas componentes adicionales
cuyos componentes adicionales pueden ser los mismos que los presentes en el alimento o pueden ser adicionales a
estos componentes ya presentes en el alimento. Para evitar dudas, en una forma de realizacion el procedimiento
segun la presente invencion puede ser un procedimiento para la produccién de un emulsionante y/o de un éster de
esterol y/o de un éster de estanol y/o un éster de carbohidrato y/o un éster de proteina y/o un mono- o diglicérido in
situ en un alimento y no es un procedimiento para preparar un emulsionante y/o de un éster de esterol y/o de un
éster de estanol (por ejemplo es una forma aislada y/o purificada) para la adicién posterior a un alimento.

En otra forma de realizacion la lipasa acil-transferasa puede utilizarse durante el tratamiento del alimento, pero no
queda en el alimento. Por ejemplo, la lipasa aciltransferasa puede inmovilizarse, permitiendo que se reutilice.

Preferentemente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede transferir un grupo acilo de un lipido a
un esterol y/o estanol y/o un carbohidrato y/o una proteina y/o glicerol cuando esta presente en un medio polar,
preferentemente en un medio acuoso, preferentemente un alimento que contiene agua. Apropiadamente, el medio
acuoso puede ser un tampdn acuoso o puede ser la fase acuosa en un alimento. La expresion "medio acuoso" tal
como se utiliza en la presente memoria significa preferentemente un medio que esta ausente de disolvente organico,
preferentemente ausente de disolvente organico polar, mas preferentemente ausente de disolvente organico no
comestible. En particular, la expresiéon "medio acuoso” puede referirse a un medio al que ningun disolvente organico
exogeno, preferentemente ningun disolvente organico polar, se ha afiadido. La expresién "disolvente organico" tal
como se utiliza en la presente memoria no comprende aceites alimenticios, preferentemente no comprende aceites
alimenticios que sean altos en lipidos apolares. En una forma de realizaciéon la expresion "disolvente organico"
puede excluir disolventes organicos comestibles, tales como etanol, propilenglicol y/o glicerol. Apropiadamente, el
medio acuoso segun la presente invencion puede comprender menos del 80% en volumen de disolventes organicos,
menos del 70% en volumen de disolventes organicos, menos del 50% en volumen de disolventes organicos, menos
del 30% en volumen de disolventes organicos, mas preferentemente menos del 15% en volumen de disolventes
organicos, mas preferentemente menos del 5%. Apropiadamente el alimento puede comprender entre el 1y el 5%
de disolvente organico, por ejemplo etanol. Sin embargo, cuando el alimento comprende dicho disolvente organico,
preferentemente es producido de forma endégena en el alimento. Es decir, cuando el alimento comprende dicho
disolvente organico, preferentemente el disolvente organico no es un disolvente organico exégeno.

El término "alimento" tal como se utiliza en la presente memoria significa una sustancia que es adecuada para
consumo humano y/o animal.

Apropiadamente, el término "alimento" tal como se utiliza en la presente memoria puede significar un alimento en
una forma que esta lista para el consumo. Alternativamente, o ademas, sin embargo, el término "alimento" tal como
se utiliza en la presente memoria puede significar uno o mas materiales alimenticios que se utilizan en la
preparacion de un alimento. A modo de ejemplo, solamente, el término "alimento" comprende tanto los articulos
horneados producidos a partir de la masa como la masa utilizada en la preparacién de dichos articulos horneados.

La presente invencién proporciona un alimento como se ha definido anteriormente en el que el alimento es un

producto de masa u horneado que comprende uno o mas de entre los siguientes: panes, pasteles, productos dulces
de masa, masas laminadas, mantequillas liquidas, panes dulces, roscos, galletas, galletas saladas y dulces.
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Apropiadamente el alimento segun la presente invencion pueden ser "alimentos refinados", incluyendo pasteles,
reposteria y similares.

En un aspecto, el alimento segun la presente invencion es un producto de masa o un producto horneado, tal como
un pan, un producto frito, un aperitivo, pasteles, tortas, bizcochos de chocolate y nueces (brownies), pastas de té,
fideos, articulos de aperitivo tales como galletas saladas, galletas de harina de trigo integral (graham crackers),
galletas saladas en forma de ocho (pretzels) y patatas fritas y pastas.

Se dan a conocer asimismo en la presente memoria un producto alimenticio procedente de plantas tales como
harinas, premezclas, aceites, grasas, manteca de cacao, crema no lactea para café, alifos para ensaladas,
margarina, cremas para untar, manteca de cacahuete, mantecas, helados y aceites de cocinar, y un producto lacteo,
incluyendo mantequilla, leche, crema, queso tal como los quesos naturales, procesados y de imitacién en varias
formas (incluyendo queso desmenuzado, en bloque, lonchas o rallado), queso cremoso, helado, postres congelados,
yogur, yogures liquidos, grasa de leche en polvo y otros productos lacteos. La enzima segun la presente invencién
puede mejorar la estabilidad de la grasa en los productos lacteos.

Se da a conocer asimismo un producto alimenticio que contiene ingredientes derivados de animales, tales como
productos carnicos procesados, aceites de cocina, y mantecas.

Se da a conocer asimismo una bebida, una fruta, una mezcla de frutas, un vegetal o vino. En algunos casos la
bebida puede contener hasta 20 g/l de fitosteroles afiadidos.

Se da ademas a conocer un pienso para animales. El pienso para animales puede estar enriquecido con fitosterol
y/o fitostanoles, preferentemente con beta-sitosterol/estanol. Apropiadamente, el pienso para animales puede ser un
pienso para aves de corral.

El alimento segun la presente invencidn es un alimento que contiene agua. Apropiadamente el articulo puede estar
compuesto del 10 al 98% de agua, apropiadamente del 14 al 98%, apropiadamente del 18 al 98% de agua,
apropiadamente del 20 al 98%, apropiadamente del 40 al 98%, apropiadamente del 50 al 98%, apropiadamente del
70 al 98% y apropiadamente del 75 al 98%.

Para algunos aspectos, preferentemente el alimento segun la presente invencién no es un aceite derivado vegetal
puro, tal como por ejemplo, aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de cacahuete, aceite de colza. Para evitar
dudas, en algunos aspectos de la presente invencion el alimento segun la presente invencion puede comprender un
aceite, pero preferentemente el alimento no estd compuesto principalmente de aceite o mezclas de aceite. Para
algunos aspectos, preferentemente el alimento comprende menos del 95% de lipidos, preferentemente menos del
90% de lipidos, preferentemente menos del 85%, preferentemente menos del 80% de lipidos. De este modo, para
algunos aspectos de la presente invencion el aceite puede ser un componente del alimento, pero preferentemente el
alimento no es un aceite por si mismo.

Cuando se da el caso que se produce un éster de carbohidrato segun la presente invencioén el éster de carbohidrato
es preferentemente un éster de oligosacarido, un éster de monosacarido o un éster de disacarido.

Apropiadamente el éster de carbohidrato cuando se produce segun la presente invenciéon puede ser uno 0 mas de
los siguientes: éster de glucosa, éster de fructosa, éster de anhidrofructosa, éster de maltosa, éster de lactosa, éster
de galactosa, éster de xilosa, éster de xilooligosacérido, éster de maltooligosacarido, éster de arabinosa, éster de
maltooligosacarido, éster de tagatosa, éster de sacarosa, éster de microtecina, éster de ascopirona P, éster de
ascopirona T o éster de cortalcerona.

Preferentemente, el éster de carbohidrato cuando se produce segun la presente invencion es uno de los siguientes:
un monoéster de carbohidrato, un monoéster de azucar, un monoéster de oligosacarido, un monoéster de
trisacarido, un monoéster de disacarido, un monoéster de monosacarido, un monoéster de glucosa, un monoéster
de fructosa, monoéster de anhidrofructosa, monoéster de maltosa, monoéster de lactosa, monoéster de galactosa,
monoéster de xilosa, monoéster de xilooligosacarido, monoéster de arabinosa, monoéster de maltooligosacérido,
monoéster de maltooligosacérido, monoéster de tagatosa, monoéster de sacarosa, éster de microtecina, éster de
ascopirona P, éster de ascopirona T o éster de cortalcerona.

En una forma de realizacion, el éster de microtecina, el éster de ascopirona P, el éster de ascopirona T y/o el éster
de cortalcerona pueden funcionar como agentes antimicrobianos. Alternativamente, o ademas de esto el éster de
microtecina, el éster de ascopirona P, el éster de ascopirona T y/o el éster de cortalcerona pueden funcionar como
uno o ambos antioxidantes y/o emulsionantes.

Preferentemente, la formacion del éster de carbohidrato (si existe) segun la presente invencién es independiente de
UDP-glucosa.
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Preferentemente, el alimento segun la presente invencion no comprende UDP-glucosa, o solamente comprende
UDP-glucosa en cantidades insignificantes.

Apropiadamente, el emulsionante segun la presente invencién puede ser por ejemplo uno o mas de los siguientes:
un diglicérido, un monoglicérido, tal como 1-monoglicérido o una lisolecitina, tal como lisofosfatidilcolina por ejemplo,
un digalactosil monoglicérido (DGMG). El emulsionante se produce preferentemente a partir del donante de lipido
acilo después de la eliminacién de uno o mas grupos acilo de dicho donante de lipido acilo. El termino lisolecitina tal
como se usa en la presente memoria comprende lisofosfatidilcolina, lisofosfatidiletanolamina, lisofosfatidilinositol,
lisofosfatidilserina y lisofosfatidilglicerol.

Cuando uno de los emulsionantes es un éster de carbohidrato, el segundo emulsionante puede ser por ejemplo uno
o mas de los siguientes: un diglicérido, un monoglicérido, tal como 1-monoglicérido, lisofosfatidilcolina o digalactosil
monoglicérido (DGMG). El segundo emulsionante se produce preferentemente a partir del donante de lipido acilo
después de la eliminaciéon de uno o mas grupos acilo de dicho donante de acilo lipido. El término lisofosfatidilcolina
tal como se utiliza en la presente memoria es sinénimo del término lisolecitina y estos términos pueden utilizarse en
la presente memoria indistintamente.

Preferentemente el segundo emulsionante es el DGMG. Apropiadamente, el DGMG se produce in situ por
eliminacion de un grupo acilo procedente de DGDG con la transferencia del grupo acilo eliminado en un carbohidrato
para formar un éster de carbohidrato.

Cuando uno de los emulsionantes es un éster de proteina y/o un diglicérido y/o un monoglicérido, el segundo
emulsionante puede ser por ejemplo uno mas de los siguientes: un diglicérido, un monoglicérido, tal como 1-
monoglicérido, lisofosfatidilcolina o digalactosil monoglicérido (DGMG). El segundo emulsionante se produce
preferentemente a partir del donante de lipido acilo después de la eliminacién de uno o mas grupos acilo de dicho
donante de acilo lipido. El término lisofosfatidilcolina tal como se utiliza en la presente memoria es sinénimo del
término lisolecitina y estos términos pueden utilizarse en la presente memoria indistintamente.

En una forma de realizacién la lipido aciltransferasa de la invenciéon puede utilizarse en un procedimiento para la
preparacién de un alimento tal como un aceite para cocinar, margarina o crema para untar, mediante la cual el
alimento contiene de forma natural o ha sido enriquecido con glicerol, por lo menos un fosfolipido (por ejemplo
lecitina) y/o un glucolipido (por ejemplo digalactosil diglicérido), y opcionalmente un fitosterol o fitostanol.

Cuando se utiliza como aceite de cocinar o margarina el alimento puede tener propiedades anti-incrustantes
mejoradas. Ademas o alternativamente el alimento puede tener una o mas propiedades técnicas provechosas, por
ejemplo estabilidad oxidativa mejorada, propiedades de emulsificacién mejoradas o utilidades sanitarias.

La lipido aciltransferasa de la invencion puede estar en la preparacion de alimentos con poca grasa, tales como las
cremas de untar con poca grasa, los alifios para ensalada con poca grasa, la mayonesa con poca grasa, etc. En
dichos productos alimenticios con poca grasa, el contenido en grasa se reduce por lo general mediante la adicién de
emulsionantes y de agua adicional en comparacién con el equivalente con mas grasa.

Se ha descubierto que las lipido aciltransferasas utilizadas en las composiciones y procedimientos de la invencion
tienen propiedades exclusivas cuando se comparan con las enzimas lipoliticas en las que tienen una marcada
preferencia para la transferencia de grupos acilos procedentes de lipidos a otros receptores aparte del agua, incluso
en presencia de agua en cantidad significativa. En una comparacion con las enzimas de la técnica anterior, la lipido
aciltransferasa utilizada en la invencién se descubriéd que tiene una actividad de transferasa relativamente alta en
presencia de 6% de agua, 54% de agua, 73% de agua, 89% de agua y aproximadamente 95% de agua. Las
enzimas lipoliticas probadas no tenian practicamente ninguna actividad significativa afin a la transferasa a estas
concentraciones de agua.

La actividad de lipasa y aciltransferasa de una enzima pueden evaluarse utilizando los siguientes ensayos: De esta
manera una lipido aciltransferasa que presenta las caracteristicas enzimaticas definidas en la presente memoria
puede obtenerse e identificarse.

Ensayo de transferasa en sustrato tamponado (véase el Ejemplo 12)

Las enzimas, que funcionan como lipido aciltransferasas para su utilizacion en las composiciones y procedimientos
de la invencion pueden identificarse de manera rutinaria utilizando el analisis dado a conocer en la presente
memoria en el Ejemplo 12. Este ensayo se denominara en lo sucesivo en la presente memoria como "Ensayo de
transferasa en sustrato tamponado”. En el Ejemplo 12 la enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida
segun la presente invencién se analiz6 y compard con una gama de enzimas lipoliticas no comprendidas por la
presente invencién. Como puede apreciarse, se descubrid que de las enzimas lipoliticas solamente LIPOPAN® F
(Novozymes, Dinamarca) presenta alguna actividad de transferasa y a continuacién solamente una concentracion
muy baja (1,3%).
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Las enzimas adecuadas para su utilizacion en las composiciones y procedimientos de la invencién pueden
identificarse de manera rutinaria utilizando el ensayo de la transferasa en sustrato tamponado. Utilizando este
ensayo, en el que hay un contenido en agua muy alto, aproximadamente 95%, las lipido aciltransferasas segun la
presente invencion son las que tienen por lo menos 2% de actividad de aciltransferasa (actividad relativa de
transferasa), preferentemente por lo menos 5% de actividad relativa de transferasa, preferentemente por lo menos
10% de actividad relativa de transferasa, por lo menos 15%, 20%, 25%, 26%, 28%, 30%, 40%, 50%, 60% 6 75% de
actividad relativa de transferasa. Apropiadamente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencién puede tener
menos del 28%, menos del 30%, preferentemente menos del 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 6 100% de actividad
de aciltransferasa.

Ensayo de transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua (véase el Ejemplo 11)

Como alternativa a (o ademas de) utilizar el "Ensayo de transferasa en sustrato tamponado" (véase anteriormente),
una lipido aciltransferasa para su utilizacion segun la presente invencion puede identificarse utilizando el "Ensayo
con transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua " dada a conocer en el Ejemplo 11.

En una forma de realizacién, la lipido aciltransferasa adecuada para su utilizacion en los procedimientos y/o las
composiciones segun la presente invencion es la que cuando se prueba utilizando el ensayo de transferasa en yema
de huevo rica en agua en una yema de huevo con 54% de agua, tiene hasta el 100% de actividad de transferasa
relativa. De hecho, los experimentos en yema de huevo con alto contenido en agua ha demostrado que al comienzo
del experimento se calculé que la cantidad inicial de transferasa era del 100% de actividad de transferasa, es decir
no se observo actividad hidrolitica. En cambio, las enzimas lipoliticas utilizadas como referencia, es decir LIPOPAN®
F y fosfolipasa A2 presentaron actividad de transferasa no detectable en la yema de huevo con 54% de agua, o la
yema de huevo con contenido enriquecido en agua (es decir yema de huevo con 73% de agua o 89% de agua).
Preferentemente el aumento en el contenido de agua no disminuye significativamente el porcentaje de actividad de
aciltransferasa de una lipido aciltransferasa para su utilizacion en los procedimientos o composiciones segun la
presente invencion.

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, con un contenido en agua del 54%, una lipido aciltransferasa para su utilizacion en la presente invencion
tendra un porcentaje inicial de actividad de aciltransferasa (actividad inicial de transferasa relativa) medida después
del 10% del consumo de la molécula del donante (es decir fosfolipidos) de por lo menos 0,1% de actividad de
transferasa relativa, preferentemente por lo menos 1% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo
menos 5% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 10% de actividad de transferasa
relativa, preferentemente por lo menos 20% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 30%
de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 40% de actividad de transferasa relativa,
preferentemente por lo menos 50% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 60%,
preferentemente por lo menos 70%, preferentemente por lo menos 80%, preferentemente por lo menos 90%,
preferentemente por lo menos 95%, preferentemente por lo menos 99%, preferentemente aproximadamente 100%
de actividad de transferasa relativa.

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, con un contenido en agua del 54%, y medido después del 10% de consumo de la molécula donante (es decir
fosfolipido), la lipido aciltransferasa para su utilizacién en las composiciones y procedimientos de la invencién tiene
actividad de transferasa detectable, es decir actividad de transferasa relativa entre 0,1% y 100%, preferentemente
por lo menos 1% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 5% de actividad de transferasa
relativa, preferentemente por lo menos 10% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 20%
de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 30% de actividad de transferasa relativa,
preferentemente por lo menos 40% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 45%, 50%,
60%, 70%, 80% o 90% de actividad de transferasa relativa. Apropiadamente, la lipido aciltransferasa segun la
presente invencién puede tener, cuando se utiliza el ensayo con transferasa en yema de huevo rica en agua, con un
contenido en agua del 54%, y medida después del 10% de consumo de la molécula donante (es decir fosfolipido),
un porcentaje de actividad de aciltransferasa (actividad de transferasa relativa) inferior al 45%, 47%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% o 100%.

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, con un contenido en agua del 73%, y medido después del 10% de consumo de molécula donante (es decir
fosfolipido), la lipido aciltransferasa para su utilizacién en las composiciones y procedimientos de la invencién tiene
actividad de transferasa detectable, es decir actividad de transferasa relativa entre 0,1% y 100%, preferentemente
por lo menos 1% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 5% de actividad de transferasa
relativa, preferentemente por lo menos 10% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 20%
de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 30% de actividad de transferasa relativa,
preferentemente por lo menos 40% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 45%, 50%,
58%, 60%, 70%, 80% o 90% de actividad de transferasa relativa. Apropiadamente, la lipido aciltransferasa segun la
presente invencién puede tener, cuando se utiliza el ensayo con transferasa en yema de huevo rica en agua, con un
contenido en agua del 73%, y medida después del 10% de consumo de la molécula donante (es decir fosfolipido),
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un porcentaje de actividad de aciltransferasa (actividad de transferasa relativa) inferior al 45%, 47%, 50%, 58%,
60%, 70%, 80%, 90% o 100%.

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, con un contenido en agua del 89%, y medido después del 10% de consumo de la molécula donante (es decir
fosfolipido), la lipido aciltransferasa para su utilizacién en las composiciones y procedimientos de la invencién tiene
actividad de transferasa detectable, es decir actividad de transferasa relativa entre 0,1% y 100%, preferentemente
por lo menos 1% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 5% de actividad de transferasa
relativa, preferentemente por lo menos 10% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 20%
de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 30% de actividad de transferasa relativa,
preferentemente por lo menos 40% de actividad de transferasa relativa, preferentemente por lo menos 45%, 50%,
60%, 70%, 80% o 90% de actividad de transferasa relativa. Apropiadamente, la lipido aciltransferasa segun la
presente invencion puede tener, cuando se utiliza el ensayo con transferasa en yema de huevo rica en agua, con un
contenido en agua del 89%, y medida después del 10% de consumo de la molécula donante (es decir fosfolipido),
un porcentaje de actividad de aciltransferasa (actividad de transferasa relativa) inferior al 45%, 47%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% o 100%.

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, una lipido aciltransferasa para su utilizacion en las composiciones y procedimientos de la invencion tiene
actividad de transferasa relativa significativa (es decir por lo menos del 0,1% en ambos contenidos de agua) y tiene
una actividad de transferasa relativa significativa en yema de huevo con un contenido en agua del 54% como en una
yema de huevo con un contenido en agua del 73%, cuando se mide después del 10% de consumo de la molécula
donante (es decir, fosfolipido).

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, una lipido aciltransferasa para su utilizacion en las composiciones y procedimientos de la invencion tiene
actividad de transferasa relativa significativa (es decir por lo menos del 0,1% en ambos contenidos de agua) y tiene
una actividad de transferasa relativa significativa en yema de huevo con un contenido en agua del 54% como en una
yema de huevo con un contenido en agua del 89%, cuando se mide después del 10% de consumo de la molécula
donante (es decir, fosfolipido).

En una forma de realizacion preferida, haciendo referencia al ensayo con transferasa en yema de huevo rica en
agua, una lipido aciltransferasa para su utilizacion en las composiciones y procedimientos de la invencion tiene
actividad de transferasa relativa significativa (es decir por lo menos del 0,1% en ambos contenidos de agua) y tiene
una actividad de transferasa relativa significativa en yema de huevo con un contenido en agua del 73% como en una
yema de huevo con un contenido en agua del 89%, cuando se mide después del 10% de consumo de la molécula
donante (es decir, fosfolipido).

La expresion "actividad equivalente relativa de transferasa" como se denomina en la presente memoria, significa que
la enzima tiene una actividad relativa de transferasa (% de actividad de aciltransferasa) que es por lo menos 2%
inferior, preferentemente por o menos 5%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90% inferior, en la yema
de huevo con el contenido en agua mayor en comparacion con el de la yema de huevo con el contenido menor de
agua.

Ensayo de transferasa en un medio con bajo contenido en agua

Ademas de utilizar el "Ensayo de transferasa en sustrato tamponado” y como una alternativa a (o ademas de) utilizar
el "Ensayo de transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua ", la lipido aciltransferasa para su utilizacién
segun la presente invencion puede identificarse utilizando el "Ensayo de transferasa en medio con poco contenido
en agua".

Para determinar si una enzima es una lipido aciltransferasa segun la presente invencion, se puede realizar un
"Ensayo de transferasa en un medio con bajo contenido en agua", es decir en un medio aceitoso con 6% de agua
como se da a conocer en el Ejemplo 22. Este ejemplo ilustra que en un medio aceitoso con un contenido en agua
del 6% la lipido aciltransferasa de la invencion tiene una actividad de transferasa muy relativa, en la que las enzimas
lipoliticas de la técnica anterior presentan actividad hidrolitica.

En una forma de realizacién, la lipido aciltransferasa adecuada para su utilizacion en los procedimientos y/o las
composiciones segun la presente invencion es la que cuando se analiza utilizando el "Ensayo de transferasa en un
medio con bajo contenido en agua" medida después de un periodo seleccionado de entre 30, 20 6 120 minutos,
tiene una actividad relativa de transferasa de por lo menos 1%, preferentemente por lo menos 2%, preferentemente
por lo menos 5%, preferentemente por lo menos 10%, preferentemente por lo menos 20%, preferentemente por lo
menos 30%, preferentemente por lo menos 40%, preferentemente por lo menos 50%, preferentemente por lo menos
60%, preferentemente por lo menos 70% y preferentemente por lo menos 75%. Apropiadamente, la lipido
aciltransferasa segun la presente invencién, puede tener menos del 30%, 40%, 50%, 60%, 70% u 80% de actividad
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cuando se mide después de un periodo de 10, 20, 30 6 120 minutos, utilizando el "Ensayo de transferasa en un
medio con con bajo contenido en agua".

Como se describié anteriormente, la lipasa aciltransferasa de la invencion, puede identificarse utilizando ya sea
"Ensayo de transferasa en sustrato tamponado” o en el "Ensayo con transferasa en un medio con bajo contenido en
agua" utilizando colesterol como receptor de acilo. Desde luego, el experto se enterara facilmente de que, con
correcciones obvias a los métodos analiticos, puede utilizarse el "Ensayo con transferasa en sustrato tamponado” o
el "Ensayo con transferasa en medio con bajo contenido en agua" para determinar la actividad de lipido
aciltransferasa para cualquier donante de acilo o cualquier combinacion de receptor de acilo. El experto sustituiria
simplemente, si es necesario, el sustrato donante de acilo (por ejemplo, fosfolipido) por un sustrato donante de acilo
alternativo (por ejemplo, glucolipido, triacilglicéridos) y/o remplazaria el receptor de acilo (por ejemplo colesterol) por
un sustrato receptor de acilo alternativo (por ejemplo, un carbohidrato, una proteina, otro esterol, un estanol o
glicerol).

La expresion "con alto contenido en agua " tal como se utiliza en la presente memoria significa cualquier sustrato o
alimento con més del 2% de contenido en agua, preferentemente mas del 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80% 6 90%.

La expresion "con bajo contenido en agua" tal como se utiliza significa cualquier sustrato o alimento con menos del
6% de contenido en agua, preferentemente menos del 5%, 4%, 3%, 2%, 1% 6 0,5%.

Preferentemente el procedimiento y/o la utilizacién segun la presente invencion puede realizarse, por ejemplo, en un
alimento a una temperatura entre 15 y 60°C, preferentemente a una temperatura entre 20 y 60°C, preferentemente
entre 20 y 50°C, preferentemente entre 20 y 45°C, preferentemente entre 20 y 40°C. Para algunos aspectos, por
ejemplo en la masa, preferentemente la temperatura del alimento durante el que tiene lugar la reaccién de
aciltransferasa esta comprendida entre 20 y 40°C. Para otros aspectos, por ejemplo, con respecto a los productos
lacteos, tales como el queso, la temperatura del alimento puede estar comprendida apropiadamente entre 30°C y
60°C. En otros aspectos todavia, por ejemplo con respecto a la mayonesa, la temperatura del alimento puede estar
comprendida apropiadamente entre 20 y 40°C, mas preferentemente entre 25 y 30°C.

Preferentemente, el emulsionante producido segun la presente invencion comprende menos del 5% en peso del
alimento.

Preferentemente, el emulsionante producido segun la presente invencion comprende del 0,01% al 4% en peso del
alimento.

Preferentemente, el emulsionante producido segun la presente invencion comprende del 0,01% al 2% en peso del
alimento.

Preferentemente, el emulsionante producido segun la presente invencion comprende del 0,01% al 1% en peso del
alimento.

Preferentemente, el emulsionante producido segun la presente invencion comprende del 0,01% al 0,5% en peso del
alimento.

Preferentemente, el emulsionante producido segun la presente invencién comprende de 0,01 a 0,3% en peso del
producto alimenticio.

Apropiadamente, el procedimiento segun la presente invencion incluye inactivar o desnaturalizar la enzima para
proporcionar un alimento que comprende la enzima y una forma inactiva o desnaturalizada. Apropiadamente la
enzima puede desnaturalizarse por coccién o por pasteurizacion.

La presente invencion puede comprender ademas la utilizacion de una lipido aciltransferasa tal como se define en la
presente memoria en composiciones enzimaticas para alimentos y/o piensos, y puede comprender composiciones
enzimaticas para alimentos y/o piensos que comprenden una lipido aciltransferasa tal como se define en la presente
memoria. Dichas composiciones pueden contener una o mas enzimas adicionales, tales como las listadas en la
presente memoria. Alternativamente, la composiciéon enzimatica de la invencion puede utilizarse combinada con
otros ingredientes y aditivos alimenticios tales como los listados en la presente memoria, incluyendo otras
composiciones enzimaticas. Por la formulacién de la lipido aciltransferasa de la invenciéon en una composicion para
alimentos y/o piensos, la enzima puede estabilizarse para permitir el almacenamiento prolongado en condiciones
adecuadas (en condiciones adecuadas) antes de su utilizaciéon en la produccién de alimentos y/o piensos. Ademas,
la composicién enzimatica de la presente invenciéon proporciona la enzima en una forma adecuada para su
utilizacién segura durante la aplicacion in situ en la preparacion de alimentos y/o piensos o ingredientes para su
utilizacion en la preparacion de alimentos y/o piensos. Dichas composiciones pueden estar en forma liquida,
semiliquida o sdlido/granular.
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En una forma de realizacion la composicion enzimatica del alimento puede apropiadamente ser una composicion
mejoradora de la masa. La composicion mejoradora de la masa puede comprender otros componentes Utiles tales
como un emulsionante y/o otras enzimas como las listadas en la presente memoria.

Las enzimas para alimentos estan comercializadas como concentrados liquidos estabilizados o como soélidos en
particulas. La formulacién en la composicidon enzimatica del alimento minimiza las pérdidas en actividad enziméatica
durante el transporte, almacenamiento y utilizacion. Las enzimas con frecuencia estan expuestas a medios
humedos, calidos u oxidantes en el tratamiento de los alimentos y las bebidas. Las formulaciones mejoran la
estabilidad contrarrestando las fuerzas primarias de desactivacion: desnaturalizacién, desactivacion catalitica en el
sitio y protedlisis. La desnaturalizacion sucede por desplegamiento fisico de una estructura proteica terciaria de la
enzima bajo tensién térmica o quimica. Una vez una enzima comienza a desplegarse resulta drasticamente mas
vulnerable a la desactivacion y a la protedlisis. Para minimizar el desplegamiento, el formulador puede alterar el
medio de la proteina a fin de producir una estructura proteica compacta; esto se hace mas eficazmente por
"exclusion preferencial” del agua desde la superficie de la proteina afiadiendo compuestos que se asocian al agua
tales como azucares, alcoholes polihidricos y sales liotrépicas. Las mejores maneras de combatir la inactivaciéon
activa en el sitio son para asegurar concentraciones suficientes de algunos cofactores requeridos, para anadir
inhibidores reversibles y para excluir especies oxidantes o reactivas en la formulacion.

Ademas de la estabilidad enzimatica, una formulacién reuniria varios requisitos secundarios clave incluyendo la
preservacion contra la contaminaciéon microbiana, el impedimento de la precipitacion fisica o de la formacién de
niebla, minimizando la formacién de polvos o aerosoles sensibilizantes, y la optimizacion de criterios estéticos tales
como el color y el olor. Muchos de estos problemas estan mejor estudiados enfocando "corriente arriba" tan lejos
como sea posible, incluyendo la seleccién de las materias primas en la fermentacién o el proceso de recuperacion
de enzimas. Las operaciones corriente abajo tales como diafiltracion, adsorcién, cromatografia, cristalizacion y
extraccidon pueden utilizarse para eliminar impurezas responsables de color, olor y precipitacion. El riesgo de
precipitacion fisica se minimiza formulando cerca del punto isoeléctrico de la enzima con disolventes hidréfilos tales
como glicerol o propilenglicol. Se puede afadir también de manera eficaz concentraciones moderadas de sales de
solvatacion para evitar el desalado o "el salado inverso". Para prevenir la contaminacion microbiana, se puede
utilizar una combinacién de filtracion, acidificacion y la minimizacién del agua libre; los biocidas pueden ser eficaces,
pero el intervalo de productos quimicos aceptables para controlar o destruir los microbios esta cada vez mas
circunscrito por las reglamentaciones de sanidad y seguridad.

Dos procedimientos que producen los granulos mas resistentes a la erosion hasta la fecha son la granulaciéon por
alto cizallamiento y el revestimiento por pulverizacién en lecho fluidizado, véase por ejemplo T. Becker: "Separation
and Purification Processes for Recovery of Industrial Enzymes" en R. K. Singh, S. S. H. Rizvi (eds.): Bioseparation
Processes in Foods. Marcel Dekker, Nueva York, pags. 427-445. Estos procedimientos utilizan varios aglutinantes,
revestimientos y morfologias de particulas para producir particulas no disgregables que todavia protegen las
enzimas durante el almacenamiento pero permiten su facil liberacién en solucién durante su utilizacién.

Las composiciones enzimaticas para alimentos que contienen la lipido aciltransferasa de la invencion, pueden
prepararse utilizando técnicas de formulacion convencionales, tales como secado por pulverizacion o formulacion
liquida.

La lipido aciltransferasa de la invencion puede expresarse en cualquier hospedador de expresion adecuada. Por
ejemplo la lipido aciltransferasa de la invencion puede expresarse en Bacillus subtilis y puede purificarse por
ultrafiltracién y/o por precipitaciéon en etanol y/o centrifugacion, y puede liofilizarse posteriormente usando almidon
(maltodextrina) como vehiculo para la enzima. La enzima liofilizada puede estandarizarse para la actividad PLU
especifica afiadiendo ademas vehiculo en forma de polvo. Las técnicas implicadas estan bien demostradas y son
rutinarias en la técnica.

Alternativamente, la lipido aciltransferasa para su utilizacion segun la presente invencion, por ejemplo la lipido
aciltransferasa producida de manera heterogénea de la invencion, una vez purificada puede estabilizarse en una
formulacion liquida adecuada tal como la basada en un glicerol. Otros procedimientos de preparacion de
formulaciones enzimaticas estabilizadas estan descritos en las patentes EP 0 770 037 y EP 0 702 712.

La aciltransferasa en forma de polvo puede utilizarse también combinada con otras enzimas tales como las listadas
en la presente memoria, para la produccidn de composiciones enzimaticas con actividad definida segun la
especificacion del producto.

Por lo general la dosificacién de la formulacion enzimatica para el alimento esta comprendida entre 10 gy 1.000 g
por cada 1000 kg de producto alimenticio, preferentemente entre 50 y 200 g por 1000 kg de producto alimenticio,
preferentemente entre 75y 125 g por 1000 kg de producto alimenticio.

Preferentemente la enzima segun la presente invencion esta presente en una forma inactiva o en una forma
desnaturalizada en el alimento.
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En una forma de realizacion, la enzima segun la presente invencion esta preferentemente no inmovilizada, en
particular no esta inmovilizada en un soporte sélido.

En una forma de realizacién alternativa, puede inmovilizarse la enzima.

La lipido aciltransferasa inmovilizada puede prepararse utilizando técnicas de inmovilizacion conocidas en la
materia. Existen numerosos procedimientos de preparacion de enzimas inmovilizadas que son evidentes para un
experto en la materia (por ejemplo las técnicas mencionadas en la patente EP 0 746 608; o Balcao VM, Paiva A.L.,
Malcata F.X., Enzyme Microb. Technol. mayo de 1996, 1; 18(6): 392-416; o Reetz M.T., Jaeger KE. Chem. Phys.
Lipids. junio de 1998, 93(1-2): 3-14; o Bornscheuer U.T., Bessler C., Srinivas R., Krishna S.H., Trends Biotechnol.,
Oct. de 2002; 20(10): 433-7.

En una forma de realizacion, el alimento de la invenciéon puede contener ingredientes alimenticios, que han sido
preparados utilizando lipido aciltransferasa inmovilizada, pero no contienen la lipido aciltransferasa en el ingrediente
alimenticio o en el alimento. Por ejemplo, el alimento puede contener uno o mas de los siguientes componentes: un
emulsionante, mas de un emulsionante, uno o mas agentes aromatizantes, uno o mas mejoradores de textura y/o
uno o mas ésteres de esterol tales como los ésteres de fitosterol o los ésteres de fitostanol.

La enzima segun la presente invencidon puede utilizarse con uno o0 mas emulsionantes convencionales, incluyendo
por ejemplo monoglicéridos, ésteres de acido diacetiltartarico, de mono y diglicéridos de acidos grasos, y lecitinas
por ejemplo, obtenidas de la soja.

La enzima segun la presente invencién puede utilizarse con una u otras enzimas mas de calidad alimenticia
adecuadas. Por lo tanto esta dentro del alcance de la presente invencion que, ademas de la enzima de la invencion,
por lo menos una enzima mas se afiade al alimento. Dichas enzimas adicionales incluyen enzimas degradadoras del
almidoén tales como las endo- o exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadoras, hemicelulasas incluyendo las
xilanasas, celulasas, lipasas, fosfolipasas y proteasas.

La enzima segun la presente invencion puede utilizarse con una enzima u otras méas de calidad alimenticia
adecuada. Por tanto, esta comprendido dentro del alcance de la presente invencidon que ademas de la enzima de la
invencién, por lo menos una enzima mas se afnada al alimento. Dichas enzimas adicionales incluyen enzimas
degradadoras del almidén tales como las endo-o exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadoras,
hemicelulasas incluyendo xilanasas, celulasas, oxido-reductasas por ejemplo, glucosa oxidasa, piranosa oxidasa,
sulfhidril oxidasa o una carbohidrato oxidasa, tal como la que oxida la maltosa, por ejemplo hexosa oxidasa (HOX),
lipasas, fosfolipasas y hexosa oxidasa y proteasas.

En una forma de realizacion preferida la lipido aciltransferasa se utiliza junto con una lipasa que tiene una o mas de
las siguientes actividades de la lipasa: actividad de glucolipasa (E.C.3.1.1.26), actividad de triacilglicerol lipasa
(E.C.3.1.1.3), actividad de fosfolipasa A2 (E.C.3.1.1.4), actividad de fosfolipasa A1 (E.C.3.1.1.32). Apropiadamente,
las enzimas lipasa son muy conocidas en la materia e incluyen a modo de ejemplo las lipasas siguientes:
LIPOPAN® F y/o LECITASE® ULTRA (Novozymes A/S, Dinamarca), Fosfolipasa A2 (por ejemplo, fospolipasa A2 de
LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts, LIPOMAX™ de Genecor), LIPOLASE® (Novozymes A/S, Dinamarca), las lipasas
dadas a conocer en los documentos WO 03/97835, EP 0 977 869 o EP 1 193 314. Esta combinacion de una lipido
aciltransferasa tal como se define en la presente memoria y una lipasa puede ser particularmente preferida en
productos de masa u horneados o en los alimentos tales como pasteles y reposteria.

La utilizacion de lipasas combinadas con la enzima de la invencidn puede ser particularmente ventajosa en los casos
en los que puede desearse alguna acumulacion de acidos grasos libres, por ejemplo en los quesos en los que los
acidos grasos libres pueden comunicar un sabor deseable, o en la preparacion de alimentos finos. El experto en la
materia podra combinar proporciones de enzimas lipoliticas, por ejemplo LIPOPAN® F y/o LECITASE® ULTRA
(Novozymes A/S, Dinamarca), fosfolipasa A2 (por ejemplo, fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts,
LIPOMAX™ de Genecor), LIPOLASE® (Novozymes A/S, Dinamarca), las lipasas dadas a conocer en los
documentos WO 03/97835, EP 0 977 869 o EP 1 193 314 y la lipido aciltransferasa de la presente invencién para
proporcionar la relacion deseada de actividad hidrolitica a la transferasa lo que produce un efecto técnico preferido o
la combinacién de efector técnicos en el alimento (tales como los listados en la presente memoria en "Efectos
Técnicos".

Tradicionalmente la industria pastelera utiliza mejoras en los pasteles para la produccién de pasteles y para
asegurar pasteles de alta calidad desde el punto de vista de sabor, estructura, calidad comestible y aspecto. Estos
mejoradores de pasteles se basan normalmente en emulsionantes liofilizados en un vehiculo como almidén y
maltodextrina. Algunos mejoradores de pasteles estan también en forma de gel a base de emulsionantes, azlicares
y agua. Estos mejoradores de pasteles son muy importantes en la industria pastelera para producir pasteles de alta
calidad. Los mejoradores de pasteles sin embargo contienen emulsionantes y otros ingredientes "no naturales" con
un numero E. A causa de la demanda de los consumidores para reducir las cantidades de numeros E, la industria
pastelera ha pedido de maneras alternativas producir pasteles de alta calidad sin utilizar emulsionantes.
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Una manera alternativa de producir pasteles es utilizar una enzima, es decir la lipido aciltransferasa definida en la
presente memoria 0 una composicion enzimatica segun la presente invencion.

La lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria y/o la composicion de la enzima del alimento de
la presente invencién puede utilizarse en la preparacion de un alimento refinado, tal como un pastel. En tales casos,
los constituyentes siguientes pueden formarse en el alimento refinado:

i) ésteres de azucar y lisolecitina (del carbohidrato y de la receta del pastel y la lecitina en el huevo que forma
también parte de la receta del pastel); y/o

i) péptidos acilados y lisolecitina (transformando un acido graso de la lecitina en una proteina o péptido
durante la formacién de los condensados de proteina-acido graso, que se conocen por ser emulsionantes
muy eficaces (Herstellung und Anvendungmdglichkeiten von Eiweiss-Fettsaurekondensaten. Andreas
Sander, Eberhard Eilers, Andrea Heilemann, Edhit von Kreis. Fett/lipid 99 (1997) n° 4, 115-120).

Se considera en la produccion de algunos alimentos refinados, particularmente los alimentos refinados con mucha
grasa, tales como pasteles, puede ser deseable tener alguna acumulacion de acidos grasos. Por consiguiente la
combinacién de la utilizacion de enzimas lipoliticas y de la lipido aciltransferasa tal como se define en la presente
memoria puede ser particularmente provechosa para la produccion de alimentos muy refinados. Alternativamente,
los acidos grasos libres adicionales o el jabon de acido graso (E470a) pueden seleccionarse y utilizarse combinados
con la lipido aciltransferasa.

El alimento segun la presente invenciéon puede comprender apropiadamente uno o mas de los aditivos siguientes:

Material de proteina de soja; carotenoides, flavonoides, antioxidantes y fitoquimicos (especialmente antocianonida,
carotenoide, bioflavinoide, glutatiéon, catequina,. isoflavona, licopeno, ginsendsido, picnogenol, alcaloides, fitosterol
de pygeum, sulforazona, resveretol, extracto de semillas de uva o alimento que contiene ésteres de estanol),
vitaminas (especialmente la vitamina C, la vitamina A, vitamina B3, vitamina D, vitamina E, tiamina, riboflavina,
niacina, piridoxina, cianocobalamina, acido félico, biotina, acido pantoténico o vitamina K), minerales (especialmente
calcio, yodo, magnesio, zinc, hierro, selenio, manganeso, cromo, cobre, cobalto, molibdeno o fésforo), acidos grasos
(especialmente acido gamma-linoleico, acido eicosapentanoico o acido decosahexanoico), aceites (especialmente
aceite de borraja, aceite de canola rico en carotenoides o aceite de linaza), aminoacidos (especialmente triptéfano,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, valina, leucina, isoleucina, alanina, arginina, acido aspartico, cisteina, cistina,
acido glutamico, glutamina, glicina, histidina, prolina, hidroxiprolina, serina, taurina o tirosina), enzimas
(especialmente bromelaina, papaina, amilasa, celulasa o coenzima Q), lignina, éster de estanol o bacterias
adecuadas (especialmente Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus bifidus, Lactobacillus
plantarum o Streptococcus faecium), acido félico y fibra soluble.

Efecto técnico

Sorprendentemente las lipido aciltransferasas tienen actividad significativa de aciltransferasa en los alimentos. Esta
actividad tiene sorprendentes aplicaciones provechosas en procedimientos de preparacion de alimentos.

La presente invencion esta implicada en el sorprendente descubrimiento de que las lipido aciltransferasas segun la
presente invencion pueden realizar la esterificacion de carbohidratos por alcohdlisis, es decir la transferencia de
acilo de un lipido, en un alimento con un contenido en agua significativo. La técnica anterior sugiere que dichas
enzimas si funcionasen completamente de esta manera funcionarian solamente en un medio disolvente (es decir en
medios con poco o hingun contenido de agua).

La presente invencion puede suministrar uno o mas de los efectos técnicos inesperados siguientes en productos con
huevo, particularmente la mayonesa: una estabilidad térmica mejorada durante la pasteurizacion; propiedades
organolépticas mejoradas, una consistencia mejorada.

La presente invencion puede proporcionar uno o mas de los siguientes efectos técnicos inesperados en la masa y/o
en los productos horneados: un volumen especifico mejorado de la masa o de los productos horneados (por ejemplo
del pan y/o del pastel); una estabilidad mejorada de la masa; una puntuacion mejorada de la corteza (por ejemplo
una corteza de pan mas fina y/o més crujiente), una puntuacion de la miga mejorada (por ejemplo un distribucién de
la miga mas homogénea y/o una estructura mas fina de la miga y/o una miga mas blanda); un aspecto mejorado (por
ejemplo una superficie lisa sin ampollas u orificios o sustancialmente sin ampollas u orificios); un endurecimiento
reducido, un aumento de la blandura; un olor mejorado; un sabor mejorado.

La presente invencion puede proporcionar un efecto provechoso en la formacion de materiales muy activos en
superficie en un alimento sin formacion de cantidad sustancial de acidos grasos libres, que reducen la capacidad del
alimento de oxidar durante el almacenaje porque los acidos grasos libres son mas propensos a la oxidacion que los
correspondientes ésteres de acido graso.
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Apropiadamente, la presente invencion puede proporcionar uno o mas de los siguientes efectos técnicos
inesperados en un alimento: un aspecto mejorado, una sensacion en la boca mejorada, una estabilidad mejorada, en
particular una estabilidad térmica mejorada, un sabor mejorado, una blandura mejorada, una resiliencia mejorada y
una emulsificaciéon mejorada.

Apropiadamente, la presente invencion puede proporcionar uno o mas de los siguientes efectos técnicos
inesperados en productos lacteos, tales como helados por ejemplo: una sensacién en la boca mejorada
(preferentemente una sensacion en la boca mas cremosa; un sabor mejorado; una fusion del nucleo mejorada.

Apropiadamente, la presente invencidon puede proporcionar uno o mas de los siguientes efectos técnicos
inesperados en el huevo o en los productos de huevo: estabilidad mejorada de la emulsién; estabilidad térmica de la
emulsién; sabor mejorado; mal olor reducido; propiedades de espesamiento mejoradas, consistencia mejorada.

Los efectos técnicos especificos asociados a la utilizacion de una lipido aciltransferasa como la definida en la
presente memoria en la preparacién de un alimento se listan en la tabla siguiente:

Alimento Efecto

1 Pan, panes dulces y roscos Refuerza la masa y aumenta la resistencia mecanica y aumenta la
capacidad de absorcién de agua. Aumenta el volumen de los
productos lacteos y mantiene la blandura de la miga

2 Masa congelada Impide la descomposicién durante la refrigeracion
3 Bizcocho Mejora el volumen del pastel y la textura blanda uniforme
4 Galletas, galletas saladas vy | Estabiliza las emulsiones de grasa y evita la pegajosidad a la
dulces maquina. Impide el florecimiento de productos ricos en grasa
5 Masa de harina, leche y huevos | Mejora la textura de los productos fritos
y empanado
6 Fideos Impide que la masa se pegue a la maquina. Aumenta el contenido
en agua y disminuye la falta de coccién
7 Fideos instantaneos Impide que se formen filamentos que se adhieren unos a otros
8 Pastas Acondicionador de la masa impide la adherencia durante la coccién
9 Natillas Hace la pasta de almidén con una textura lisa y cremosa e impide la
deshidratacion
10 Decolorante de café Impide la separacion del aceite y agua
11 Crema batida Proporciona emulsién estable
12 Chocolate Impide o reduce el florecimiento
13 Caramelo, confites y turrones Mejora la emulsificacion del azicar molido y del aceite. Impide la
separacion del aceite
14 Carne procesada y salchichas Mejora la capacidad de soporte del agua de las salchichas y de la

mermelada prensada e impide la separaciéon de la fase aceite de
pastas y paté

Apropiadamente, la presente invencion puede proporcionar uno o mas de los siguientes efectos técnicos en el
queso: una disminucién del efecto de pérdida de aceite en el queso; un aumento del rendimiento en queso; una
mejora de sabor; un mal olor reducido; un sabor "a jabon" reducido.

En la produccién de alimentos, en particular en la produccion de queso, la utilizacion de la lipido aciltransferasa
segun la presente invencion proporciona una ventaja significativa en la capacidad de recuperar proteinas solubles en
productos lacteos. Por ejemplo, en la produccion de queso casi el 20% de toda la proteina de la leche se elimina ene
le suero (es decir, la parte acuosa de la leche que queda después de la formacion de grumos). El suero comprende
las proteinas solubles de la leche, mientras que las proteinas hidr6fobas se mantienen en la cuajada. Mediante la
utilizacién de la lipido aciltransferasa segun la presente invencion es posible transferir un grupo acilo desde un lipido
(preferentemente desde un glucolipido o un fosfolipido) a una proteina (en particular a una proteina del suero tal
como la lactoglobulina) para formar una proteina en el condensado de acido graso. Por tanto, produciendo un
producto que es mas hidréfobo y que permanece en la cuajada en lugar de eluirse en el suero. De esta manera, mas
proteina de la leche puede mantenerse en el producto alimenticio final, es decir, el producto lacteo final tal como el
queso.

En un aspecto, la presente invencion se basa en parte en la realizacién de que los rendimientos de alimentos (tal
como en quesos) puede mejorarse mediante la utilizacion de una lipido aciltransferasa. Ademas o alternativamente,
puede mejorarse el sabor, la textura, la estabilidad oxidante y/o la estabilidad al almacenaje del alimento. Ademés o
alternativamente, el alimento puede tener una concentracion reducida en colesterol o un contenido mejorado de
ésteres de fitoesterol/estanol.
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Sin querer estar ligado a una teoria determinada se considera que el aumento en el rendimiento puede ser el
resultado de la transesterificacion de los productos del suero y los péptidos, dando como resultado un aumento
significativo en la hidrofobia de las proteinas del suero y en la precipitacion de las proteinas aciladas del suero en la
cuajada.

En los sistemas bioldgicos, por ejemplo, la deposicion de las proteinas unidas a la membrana y las enzimas se
consigue por dos mecanismos diferentes. Las proteinas unidas a la membrana poseen numerosas extensiones de la
membrana o dominios hidréfobos, o tienen alternativamente unido un acido graso a la cadena polipeptidica. Los
acidos grasos tienen normalmente una cadena de 14 6 16 atomos de carbono de longitud. Los acidos grasos estan
unidos por enlace covalente a la cadena polipeptidica en 3 posiciones diferentes, el aminoacido N-terminal como
enlace amida, un resto de cisteina como enlace tioéster o un aminoacido serina o treonina como enlace éster.
Unicamente un acido graso por molécula polipeptidica es necesario para incorporar la proteina a la membrana
celular.

Cuando un acido graso esta unido por enlace covalente a una proteina no membranaria, las propiedades fisica y
funcionales cambiaran drasticamente. El documento WO 97/14713 describe las proteinas transformadas de la soja y
del gluten en derivados de acilo por tratamiento con una lipasa de Mucor miehei (Lipozyme™, Novozymes) y un
acido graso en disolvente organico. La lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede utilizarse en la
produccién de proteinas aciladas en un medio con poca o alto contenido en agua .

Se observa que las proteinas aciladas forman complejos anfifilos que pueden utilizarse para numerosos productos
cosméticos. La proteina acilada puede formar geles, unirse al agua reteniendo la humedad, tiene propiedades
emulsionantes y son muy activas en la interfase entre el agua y el lipido.

Por tanto, la presente invenciéon puede proporcionar en un aspecto una composicion cosmética que comprende una
lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria.

Ademas, la presente invencion puede proporcional la utilizacion de una aciltransferasa tal como se define en la
presente memoria para producir una composicion cosmeética.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método de produccion in situ de un éster de proteina
en una composicion cosmética, en la que el procedimiento comprende la etapa de adicion a la composicion
cosmética (o a los componentes de la misma) una lipido aciltransferasa como se define en la presente memoria.

Muchas proteinas alimenticias son solubles en soluciones acuosas y por consiguiente son adecuadas para la
modificacién in situ por la lipasa aciltransferasa. En la produccién de queso, la B-lactoglobulina se pierde en la
fraccion de suero. Después de la acilacion con una lipasa aciltransferasa, o una variante de lipasa aciltransferasa,
los resultados iniciales indican que B-lactoglobulina puede depositarse sin embargo en la superficie de las micelas
de caseina durante la coagulaciéon con cuajo. La B-lactoglobulina tiene tres puntos potenciales de acilacién (restos
de serina) en tres bucles superficiales. La leche contiene cantidades suficientes de lecitina, un sustrato adecuado
para que una enzima lipido aciltransferasa acile la B-lactoglobulina. La lisolecitina formada puede tener un efecto
emulsionante adicional.

Las mejoras observadas con la lipido aciltransferasa segun la presente invencion estan en comparaciéon cuando se
utilizan enzimas lipoliticas sin actividad de aciltransferasa, tales como las triacilglicerol lipasas y fosfolipasas.

Ventajas

La regeneracion de un emulsionante y de un éster de esterol/estanol in situ procedente de por lo menos un
constituyente del material alimenticio, significa que el material alimenticio contendra un aditivo material menos. Esto
es ventajoso debido a la mejora en la facilidad de produccién. Por ejemplo, ningun tratamiento o adicidn adicional de
ingredientes o adicion de emulsionantes pueden necesitarse. Ademas, el alimento puede contener menos "aditivos".
La reduccién o eliminacién de "aditivos" es deseable para los consumidores y la inclusion de aditivos con frecuencia
debe declararse al consumidor en los ingredientes que se listan en el alimento. De este modo, la presente invencion
presenta mas ventajas.

Una ventaja de la presente invencion puede ser la produccion in situ de un emulsionante en un alimento sin aumento
perjudicial en el contenido en acidos grasos libres del alimento.

La generaciéon de dos emulsionantes y/o un éster de carbohidrato in situ de al menos un constituyente del material
alimenticio, significa que el material alimenticio contendra por lo menos un material aditivo menos.

Ademas, cuando la lipido aciltransferasa actia sobre un glucolipido es posible producir de manera ventajosa el

emulsionante DGMG in situ sin un aumento perjudicial en el contenido en acido graso del material alimenticio. De
este modo, reduciendo los efectos perjudiciales atribuidos a un aumento en los acidos grasos libres, incluyendo pero
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sin limitarse a una reduccion del sabor "a jabén" en electroforesis queso, la prevencion de la sobredosis en la masa y
propiedades de la masa cocida.

En algunos aspectos, una ventaja de la presente invencién es la reduccién en las concentraciones de colesterol libre
en el alimento.

En otro aspecto, una ventaja de la presente invencion es el aumento en los ésteres de esterol/estanol en el alimento.
Algunos ésteres de esterol/estanol pueden ser aromatizantes y/o texturizantes eficaces. De este modo, la presente
invencion puede no solamente dar como resultado la produccion in situ de un emulsionante en un alimento, sino
también la produccion in situ de un aromatizante y/o un texturizante. Algunos ésteres de esterol/estanol son
conocidos porque reducen el colesterol en el suero sanguineo y/o las lipoproteinas de baja densidad cuando se
consumen en un alimento. De este modo, la presente invencién puede utilizarse para preparar un alimento con
concentraciones aumentadas de ésteres de esterol y/o ésteres de estanol.

Para algunos aspectos, particularmente cuando la enzima segun la presente invencion se utiliza en productos a
base de huevo, una ventaja es la eliminacion de carbohidratos libres no deseados.

Ademas, de manera ventajosa las propiedades de emulsificacion del alimento aumentan, conduciendo a un aspecto
mejorado y/o a propiedades de manipulacion y/o estructura y/o consistencia y/o estabilidad térmica sin un impacto
negativo sobre el sabor.

Ademas, para algunas formas de realizacion ventajosamente el efecto de "sobredosis" observado cuando se utilizan
lipasas por si mismas, se resuelve eficazmente mediante la adicion de una enzima segun la presente invencion.
Esto es debido al menos en parte al hecho de que los acidos grasos libres no se producen o solamente se producen
en un grado insignificante cuando se utiliza la enzima segun la presente invencion.

AISLADA

En un aspecto, preferentemente el polipéptido o la proteina para su utilizacién en la presente invencion es una forma
aislada. El término "aislada" significa que la frecuencia esta al menos sustancialmente exenta de al menos otro
componente con el que la secuencia estd naturalmente asociada en la naturaleza y tal como se encuentra en la
naturaleza.

PURIFICADA

En un aspecto, preferentemente el polipéptido o la proteina para su utilizacién en la presente invencion estan en
forma purificada. El término "purificada" significa que la secuencia esta en un estado relativamente puro, por
ejemplo, al menos aproximadamente 51% puro, o al menos aproximadamente 75%, o al menos aproximadamente
80%, o al menos aproximadamente 90% puro o al menos aproximadamente 95% puro o al menos aproximadamente
98% puro.

CLONACION DE UNA SECUENCIA NUCLEOTIDICA QUE CODIFICA UN POLIPEPTIDO SEGUN LA PRESENTE
INVENCION

Una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la
presente memoria o un polipéptido que es adecuado para la modificacién puede aislarse a partir de cualquier célula
u organismo que produzca dicho polipéptido. Varios procedimientos son muy conocidos en la técnica para el
aislamiento de secuencias nucleotidicas.

Por ejemplo, un ADN gendmico y/o un banco de ADNc puede construirse utilizando ADN cromosémico o ARN
mensajero del organismo que produce el polipéptido sondas de oligonucledtidos marcadas, pueden sintetizarse y
utilizarse para identificar clones que codifican polipéptidos del banco genémico preparado a partir del organismo.
Alternativamente, una sonda oligonucleotidica marcada que contiene secuencias homélogas a otro gen de
polipéptido conocido podria utilizarse para identificar clones que codifican polipéptidos. En este ultimo caso, se
utilizan las condiciones de hibridacién y de lavado de menor severidad.

Alternativamente, podrian identificarse clones que codifican polipéptidos insertando fragmentos de ADN genémico
en un vector de expresion, tal como un plasmido, transformando bacterias negativas a enzimas con el banco de
ADN gendmico resultante y a continuacién colocando en placas las bacterias transformadas en agar-agar que
contienen enzima inhibida por el polipéptido, permitiendo de este modo clones que expresan el polipéptido que va a
identificarse.

En una alternativa adicional todavia, la secuencia nucleotidica que codifica al polipéptido puede prepararse por
sintesis por procedimientos estandar demostrados, por ejemplo, el procedimiento de la fésforoamidita descrito por
Beucage S. L. et al., (1981) Tetrahedron Letters, 22, pags. 1859-1869, o el procedimiento descrito por Matthes et al.,
(1984), EMBO J. 3, pags. 801-805. En el procedimiento de fosforoamidita, se sintetizan oligonucleétidos, por
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ejemplo, en un sintetizador de ADN automatico, se purifican, se hibridan, se ligan y se clonan en vectores
apropiados.

La secuencia nucleotidica puede ser de origen gendmico y sintético mixto, de origen sintético y de ADNc mixto o de
origen genémico y de ADNc mixto, preparada ligando fragmentos de origen sintético, genémico o de ADNc (segun
proceda) de acuerdo con técnicas convencionales. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la
secuencia nucleotidica completa. La secuencia de ADN puede preparase también por reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) utilizando cebadores especificos, por ejemplo, tal como se describe en el documento US n°
4.683.202 o en Saiki R.K. et al. (Science (1988), 239, pags. 487-491).

SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS

La presente invencién comprende también secuencias nucleotidicas que codifican polipéptidos que tienen las
propiedades especificas definidas en la presente memoria. La expresién "secuencia nucleotidica" tal como se utiliza
en la presente memoria, se refiere a una secuencia oligonucleotidica o a una secuencia polinucleotidica, y a
variantes, homologos, fragmentos y derivados de la misma (tales como fragmentos de la misma). La secuencia
nucleotidica puede ser de origen gendmico, sintético o recombinante, que puede ser bicatenaria 0 monocatenaria si
representa la cadena transcrita o complementaria.

La expresion "secuencia nucleotidica" en relacion con la presente invencién incluye ADN gendémico, ADNc, ADN de
sintesis y ARN. Preferentemente significa ADN, mas preferentemente ADNc para la secuencia de codificacion.

En una forma de realizacion preferida, la secuencia nucleotidica por si misma que codifica un polipéptido que tiene
las propiedades especificas definidas en la presente memoria no comprende la secuencia nucleotidica natural en su
medio natural cuando esta ligada a su(s) secuencia(s) asociada(s) de forma natural que esta(n) también en su medio
natural. Para facilidad de referencia, los autores podran denominar a esta forma de realizaciéon preferida la
"secuencia nucleotidica no natural". A este respecto, la expresidon "secuencia nucleotidica natural" significa una
secuencia nucleotidica completa que esta en su medio natural y cuando esta operativamente ligada a un activador
completo con el que esta asociada de forma natural, cuyo activador estd también en su medio natural. De este
modo, el polipéptido de la presente invencion puede ser expresado por una secuencia nucleotidica en su organismo
natural pero en el que la secuencia nucleotidica no estd bajo el control del activador con el que esta asociada de
forma natural dentro de este organismo.

Preferentemente el polipéptido no es un polipéptido natural. A este respecto, la expresion "polipéptido natural”
significa un polipéptido completo que esta en su medio natural y cuando ha sido expresado por su secuencia
nucleotidica natural.

Por lo general la secuencia nucleotidica que codifica polipéptidos que tienen las propiedades especificas definidas
en la presente memoria se prepara utilizando técnicas de ADN recombinante (es decir ADN recombinante). Sin
embargo, en una forma de realizacion alternativa de la invencion, la secuencia nucleotidica podria sintetizarse en su
totalidad o en parte, utilizando procedimientos quimicos bien conocidos en la materia (véase Caruthers M.H. et al.
(1980), Nuc. Acids Res. Symp. Ser., 215-23 y Horn T. et al. (1980), Nuc. Acids Res. Symp. Ser, 225-232).

EVOLUCION MOLECULAR

Una vez se ha aislado la secuencia nucleotidica que codifica la enzima, o una supuesta la secuencia nucleotidica
que codifica la enzima se ha identificado, puede ser deseable modificar la secuencia nucleotidica seleccionada, por
ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia con objeto de preparar una enzima segun la presente invencion.

Pueden introducirse mutaciones utilizando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonucleétidos contienen secuencias
nucleotidicas adyacentes a las zonas de mutacion deseadas.

Un procedimiento adecuado se da a conocer en Morinaga et al. (Biotechnology (1984) 2, pags.646-649). Otro
procedimiento de introduccién de mutaciones en secuencias nucleotidicas que codifican enzimas se describe en
Nelson y Long (Analytical Biochemistry (1989) 180, pags. 147-151).

En lugar de la mutagénesis dirigida al sitio, tal como se describié anteriormente, se pueden introducir mutaciones al
azar, por ejemplo utilizando un kit comercial tal como el kit de mutagénesis por PCR GeneMorph de Stratagene, o el
kit de mutagénesis al azar para PCR Diversify de Clontech. La patente EP 0 583 265 se refiere a procedimientos de
optimizaciéon de mutagénesis basada en PCR, que pueden también combinarse con la utilizaciéon de analogos de
ADN mutagénicos como los descritos en la patente EP 0 866 796. Las tecnologias e PCR propensas a errores son
adecuadas para al produccién de variantes de lipido aciltransferasas con las caracteristicas preferidas. El
documento WO 0206457 se refiere a la evolucién molecular de las lipasas.

Un tercer procedimiento para obtener nuevas secuencias es fragmentar las secuencias nucleotidicas no idénticas,
ya sea utilizando cualquier numero de enzimas de restriccion o una enzima tal como ADNasa |, y reagrupando las
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secuencias nucleotidicas completas que codifican proteinas funcionales. Alternativamente se puede utilizar una o
multiples secuencias nucleotidicas no idénticas e introducir mutaciones durante la reuniéon de la secuencia
nucleotidica completa. Las tecnologias de reordenamiento de ADN y reordenamiento de la familia son adecuadas
para la produccién de variantes de lipido aciltransferasas con caracteristicas preferidas. Los procedimientos
adecuados para llevar a cabo el "reordenamiento" pueden encontrarse en las patentes EP 0 752 008, EP 1 138 763
y EP 1 103 606. El reordenamiento puede combinarse también con otras formas de mutagénesis de ADN tal como
se describe en los documentos US n° 6.180.406 y WO 01/34835.

Por lo tanto, es posible producir numerosas mutaciones dirigidas al sitio o al azar en una secuencia nucleotidica,
bien in vivo o in vitro, y para identificar posteriormente la funcionalidad mejorada del polipéptido codificado por varios
medios. Utilizando métodos de recombinacion mediada por simulacién informatica y exo (véanse los documentos
WO 00/58517, US n° 6.344.328, US n° 6.361.974), por ejemplo, puede llevarse a cabo la evolucién molecular en la
que la variante producida conserva muy poca homologia con las enzimas o proteinas conocidas. Dichas variantes
obtenidas de este modo pueden tener analogia estructural significativa con conocidas enzimas de transferasa, pero
tienen muy poca homologia con la secuencia de aminoacidos.

Como ejemplo no limitativo, ademas, las mutaciones o las variantes naturales de una secuencia de polinucledtidos
pueden recombinarse con las variantes de tipo natural o con otras mutaciones o variantes naturales para producir
nuevas variantes. Dichas nuevas variantes pueden identificarse ademas la funcionalidad mejorada del polipéptido
codificado.

La aplicaciéon de los procedimientos de evolucién molecular mencionados anteriormente y similares permite la
identificacion y seleccion de variantes de las enzimas de la presente invencion, que tienen caracteristicas preferidas
sin ningun conocimiento previo de la estructura o funcién de la proteina y permite la produccion de mutaciones o
variantes no predecibles pero provechosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicacion de la evolucién molecular
en la técnica para la optimizacion o alteracion de la actividad enzimatica, tales ejemplos incluyen pero no se limitan a
uno o mas de los siguientes: expresion y/o optimizada en una célula hospedadora o actividad enzimatica in vitro
aumentada, sustrato alterado y/o especificidad del producto, estabilidad estructural enzimatica aumentada o
disminuida, actividad/especificidad enzimatica alterada en condiciones ambientales preferidas, por ejemplo, de
temperatura, pH, sustrato.

Como sera evidente para un experto en la materia que utiliza herramientas de evolucién molecular una enzima
puede alterarse para mejorar su funcionalidad.

Apropiadamente, la lipido aciltransferasa utilizada en la invencion puede ser una variante, es decir, puede contener
por lo menos una sustitucion, supresion o adicion de aminoacidos, cuando se compara con una enzima original.
Varias enzimas conservan por lo menos el 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% 70%, 80%,
90%, 95%, 97%, 99% de homologia con la enzima original. Las enzimas precursoras adecuadas pueden incluir
cualquier enzima con actividad de esterasa o lipasa. Preferentemente, la enzima original se alinea con la secuencia
de consenso pfam00657.

En una forma de realizacion preferida, una variante de la enzima lipido aciltransferasa conserva o incorpora por lo
menos uno o mas de los restos de aminoacidos de la secuencia de consenso pfam00657 encontrados en los
bloques GDSx, GANDY y HPT.

Las enzimas, tales como las lipasas sin ninguna o poca actividad de lipido aciltransferasa en un medio acuoso
puede mutarse utilizando herramientas de evolucién molecular para introducir o potenciar la actividad de transferasa,
produciendo de este modo una enzima lipido aciltransferasa con actividad significativa de transferasa adecuada para
la utilizacién en las composiciones y procedimientos de la presente invencion.

Apropiadamente, la lipido aciltransferasa para su utilizacion en la invencién puede ser una variante con actividad
enzimatica aumentada en lipidos polares, preferentemente fosfolipidos y/o glucolipidos cuando se compara con la
enzima original. Preferentemente, dichas variantes también tienen poca o ninguna actividad sobre los lisolipidos
polares. La actividad aumentada sobre los lipidos polares, fosfolipidos y/o glucolipidos puede ser el resultado de la
hidrolisis y/o de la actividad de la transferasa o una combinacion de ambos.

Las variantes de lipido aciltransferasas para su utilizacion en la invencidon pueden haber disminuido la actividad
sobre los triglicéridos, monoglicéridos y/o diglicéridos en comparacién con la enzima original.

Apropiadamente, la enzima variante puede no tener ninguna actividad sobre los triglicéridos y/o monoglicéridos y/o
diglicéridos.

Alternativamente, la variante de la enzima para su utilizacion en la invencién puede haber aumentado la actividad

sobre los triglicéridos, y/o puede también haber aumentado la actividad en uno o més de los siguientes, lipidos
polares, fosfolipidos, lecitina, fosfatidilcolina, glucolipidos, digalactosilmonoglicérido y monogalactosilmonoglicérido.
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Se conocen variantes de lipido aciltransferasa, y una o mas de dichas variantes puede ser adecuada para su
utilizacién en los procedimientos y utilizaciones segun la presente invencion y/o en las composiciones enzimaticas
segun la presente invencion. A modo de ejemplo solamente, la variante de lipido aciltransferasas se describen en las
referencias siguientes puede utilizarse segun la presente invencion: Hilton & Buckley, J. Biol. Chem., enero de 1991,
15:266(2):997-1000; Robertson et al., J. Biol. Chem., 21 de enero 1994; 269(3): 2146-50; Brumlik et al., J. Bacteriol.,
abril de 1996, 178(7): 2060-4; Peelman et al., Protein Sci., marzo de 1998; 7(3):587-99.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

La presente invencion también comprende secuencia de aminoacidos de polipéptidos con las propiedades
especificas definidas en la presente memoria.

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

La secuencia de aminoacidos puede prepararse/aislarse de una fuente adecuada, o puede prepararse por sintesis o
puede prepararse mediante la utilizacion de técnicas de ADN recombinante.

Apropiadamente, las secuencias de aminoacidos pueden obtenerse de péptidos aislados dados a conocer en la
presente memoria por técnicas habituales.

Un procedimiento adecuado para determinar las secuencias de aminoacidos de péptidos aislados es el siguiente:

El polipéptido purificado puede liofilizarse y 100 pg del material secado por congelacion puede disolverse en 50 pl de
una mezcla de urea 8 M y bicarbonato amoénico 0,4 M, pH 8,4. La proteina disuelta puede desnaturalizarse y
reducirse durante 15 minutos a 50°C, después de la cubierta con nitrégeno y adicién de 5 ul de ditiotreitol 45 mM.
Después del enfriamiento a temperatura ambiente, pueden anadirse 5 pl de yodoacetamida 100 mM para modificar
los restos de cisteina, durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad bajo nitrégeno.

Pueden afadirse a la mezcla de reaccion anterior 135 pl de agua y 5 pg de endoproteinasa Lys-C en 5 pl de agua y
la digestion puede realizarse a 37°C bajo nitrégeno durante 24 horas.

Los péptidos resultantes pueden separarse por HPLC en fase inversa en una columna VYDAC C18 (0,46 x 15 cm;
10 um; The Separation Group, California, USA) utilizando disolvente A: 0,1% de TFA en agua y disolvente B: 0,1%
de TFA en acetonitrilo. Los péptidos seleccionados se pueden volver a cromatografiar en una columna Develosil C18
utilizando el mismo sistema disolvente, antes del secuenciado de N-terminal. El secuenciado puede hacerse
utilizando un secuenciador 476A de Applied Biosystems, utilizando ciclos rapidos en liquido pulsado segun las
instrucciones del fabricante (Applied Biosystems, California, USA).

INTENSIDAD DE LA SECUENCIA U HOMOLOGIA DE LA SECUENCIA

La presente invencion comprende ademas la utilizacion de secuencias con un grado de identidad de secuencia u
homologia de secuencia con la(s) secuencia(s) de aminoacidos de un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria o de cualquier secuencia nucleotidica que codifica dicho polipéptido
(en lo sucesivo denominado "secuencia(s) homdloga(s)"). En la presente, el término "homdlogo" significa una
entidad que tiene una determinada homologia con las presentes secuencias de aminoacidos y las presentes
secuencias nucleotidicas. En la presente, el término "homologia" puede considerarse equivalente a "identidad".

La secuencia homologa de aminoacidos y/o la secuencia nucleotidica deberia proporcionar y/o codificar un
polipéptido que conserva la actividad funcional y/o mejora la actividad de la enzima.

En el presente contexto, una secuencia homoéloga se considera que incluye una secuencia de aminoacidos que
puede ser por lo menos 75%, 85% o 90% idéntica, preferentemente por lo menos 95 o 98% idéntica con la presente
secuencia. Por lo general los homdlogos comprenderan las mismas zonas activas, etc. que la presente secuencia de
aminoacidos. Aunque la homologia puede considerarse también desde el punto de vista de similitud (es decir restos
de aminoacidos con similares propiedades/funciones quimicas), en el contexto de la presente invencién se prefiere
expresar homologia desde el punto de vista de identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homodloga se considera que incluye una secuencia de aminoacidos que
puede ser por lo menos 75%, 85% o 90% idéntica, preferentemente por lo menos 95 o 98% idéntica a una secuencia
nucleotidica que codifica un polipéptido de la presente invencién (la presente secuencia). Por lo general los
homologos comprenderan las mismas secuencias que codifican las zonas activas, etc. que la presente secuencia.
Aunque la homologia puede considerarse también desde el punto de vista de similitud (es decir, restos de
aminoacidos con similares propiedades/funciones quimicas), en el contexto de la presente invenciéon se prefiere
expresar homologia desde el punto de vista de identidad de secuencia.
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Las comparaciones de homologias pueden realizarse a simple vista, 0 mas habitualmente, con ayuda de programas
de comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles en el mercado
pueden calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia puede calcularse en las secuencias contiguas, es decir una secuencia estad alineada con otra
secuencia y cada aminoéacido en una secuencia se compara directamente con el correspondiente aminoacido en la
otra secuencia, un residuo a la vez. Esto se denomina una alineacion "sin hueco". Por lo general, dichas
alineaciones sin hueco se realizan Unicamente en un nimero relativamente corto de restos.

Aunque éste es un procedimiento muy sencillo y Idgico, no puede tener en consideracion que, por ejemplo, en un
par idéntico de otro modo de secuencias, una insercion o supresién dé lugar a que los siguientes restos de
aminoacidos se coloquen fuera de la alineacion, dando como resultado de este modo potencialmente una gran
reduccion en el % de homologia cuando se lleva a cabo una alineacién global. En consecuencia, la mayoria de los
procedimientos para comparacion de secuencias se disefian para producir las alineaciones éptimas que tienen en
consideracion posibles inserciones y supresiones sin penalizar indebidamente la puntuacion global de la homologia.
Esto se consigue insertando "huecos" en la alineacién de la secuencia para tratar de maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos procedimientos mas complejos asignan "penalizaciones por hueco" a cada hueco que se
produce en la alineacion de modo que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, una alineaciéon de la
secuencia con tan pocos huecos como sea posible (reflejando mayor relevancia entre las dos secuencias
comparadas), conseguira una puntuacién mayor que una con muchos huecos. Se utilizan por lo general "costes por
hueco afines" que cargan un coste relativamente alto por existencia de un hueco y una penalidad mas pequefa por
cada resto posterior en el hueco. Este es el sistema de puntuacién de huecos mas frecuentemente utilizado. Las
penalizaciones altas por hueco produciran desde luego alineaciones optimizadas con menos huecos. La mayor parte
de los programas de alineacién permiten modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere utilizar los
valores por defecto al utilizar dicho programa informatico para comparaciones de secuencias. Por ejemplo, al utilizar
el paquete GCG Wisconsin Bestfit la penalizacién por hueco por defecto para las secuencias de aminoacidos es -12
para un hueco y -4 para cada ampliacion.

El calculo del % maximo de homologia por consiguiente requiere en primer lugar la produccién de una alineacion
Optima, tomando en consideracion las penalizaciones por hueco. Un programa informatico adecuado para llevar a
cabo dicha alineacion es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Devereux et al., 1984, Nuc. Acids Research 12 pag.
387). Ejemplos de otro programa informatico que puede realizar comparaciones de frecuencias incluyen pero no se
limitan al, paquete BLAST (véase Ausubel et al., 1999, Short Protocols in Molecular Biology, 42 ed., capitulo 18),
FASTA (Altschul et al., J. Mol. Biol. 403-420) y lel juego de herramientas de comparacion GENEWORKS. Tanto
BLAST como FASTA estan disponibles para la investigacién fuera de linea y en linea (véase Ausubel et al., 1999,
pags. 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones se prefiere utilizar el programa GCG Bestfit. Una nueva
herramienta denominada BLAST 2 Secuences esta también disponible para comparar las secuencias de proteinas y
nucleétidos (véase FEMS Microbiol. Lett, 1999, 174(2): 247-50; FEMS Microbiol. Lett, 1999, 177(1): 187-8 y
tatiana@ncbi.nim.nih.gov).

Aunque el % de homologia final puede medirse desde el punto de vista de identidad, el propio procedimiento de
alineacion no esta basado por lo general en una comparacion del par todo o nada. En su lugar, se utiliza
generalmente una matriz de puntuacion de similitud escalonado que asignha puntuaciones a cada comparacién de
pares basada en la similitud quimica o en la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz utilizada frecuentemente
es la matriz BLOSUM62, matriz por defecto para la serie de programas BLAST. Los programas GCG Wisconsin
utilizan generalmente los valores publicos por defecto y una tabla de comparacién de simbolos habituales si se
suministra (véase el manual del usuario para mas detalles). Para algunas aplicaciones se prefiere utilizar los valores
publicos para el paquete GCG o en el caso de otro programa informatico, la matriz por defecto, tal como
BLOSUM®62. .

Alternativamente, puede calcularse el porcentaje de homologias utilizando la caracteristica de la alineacion multiple
en DNASIS™ (Hitachi Software), basado en un algoritmo basado en CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez el programa informatico ha producido una alineacién optima, es posible calcular el % de homologia,
preferentemente el % de identidad de secuencias. El programa informatico por lo general realiza esto como parte de
la comparacioén de secuencias y genera un resultado numérico.

Las secuencias pueden presentar también supresiones, inserciones o sustituciones de restos de aminoacidos que
producen un cambio imperceptible y dan como resultado una sustancia funcionalmente equivalente. Pueden hacerse
sustituciones deliberadas de aminoacidos basandose en la similitud en la polaridad, carga, solubilidad, hidrofobia,
hidrofilia y/o la naturaleza anfipatica de los restos con tal que se conserve la actividad de enlace secundaria de la
sustancia. Por ejemplo, los aminoacidos con carga negativa incluyen &cido aspartico y acido glutamico; los
aminoacidos con carga positiva incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos principales polares sin carga
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con valores de hidrofilia similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, fenilalanina y tirosina.

Pueden hacerse sustituciones conservadoras, por ejemplo segun la Tabla siguiente. Los aminoacidos en el mismo
bloque en la segunda columna y preferentemente en la misma linea y en la tercera columna pueden sustituirse entre
si:

GAP
Apolar LV
ALIFATICO Polar sin carga C ﬁ -IQ—M
Polar con carga DE
9 KR
AROMATICO HFWY

La presente invencion comprende ademas la sustitucion homadloga (sustitucion y reemplazamiento se utilizan ambas
en la presente memoria para significar el intercambio de un resto de aminoacidos existente, por un resto alternativo)
que puede ocurrir es decir sustituciéon semejante por semejante, tal como basico por basico, acido por acido, polar
por polar, etc. La sustitucion no homédloga también puede ocurrir es decir de una clase de resto a otra o
alternativamente que implica la inclusion de aminoacidos artificiales tales como ornitina (en lo sucesivo denominada
Z), acido diaminobutirico ornitina (en lo sucesivo denominado B), norleucina ornitina (en lo sucesivo denominado O),
pirilalanina, tienilalanina, naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazamientos pueden hacerse también por aminoacidos artificiales.

Las secuencias variantes de aminoacidos pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse
entre cualesquiera dos restos de aminoacidos de la secuencia incluyendo los grupos alquilo tales como los grupos
metilo, etilo o propilo, ademas de espaciadores de aminoacidos, tales como los restos de glicina o B-alanina. Una
forma adicional de variacion, implica la presencia de uno o mas restos de aminoacidos en forma peptoide, sera bien
entendida por los expertos en la materia. Para evitar dudas, "la forma peptoide" se utiliza para referirse a restos
variantes de aminoacido en los que el grupo sustituyente carbono-a esta en el atomo de nitrégeno del resto en lugar
de en el carbono-a. Los procedimientos para preparar péptidos en forma peptoide son conocidos en la técnica, por
ejemplo Simon, R. J. et al., PNAS (1992), 89(20), 9367-9371 y Horwell DC., Trends Biotechnol. (1995), 13(4), 132-
134.

Las secuencias nucleotidicas para su utilizacion para la presente invencién pueden incluir en ellas nucledtidos
sintéticos o modificados. Numerosos tipos diferentes de modificacion para oligonucleétidos son conocidos en la
técnica. Estos incluyen ejes centrales de fosfonato de metilo y de fosforotioato y/o la adicién de cadenas de acridina
o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’ de la molécula. En aras de la presente invencién, debe sobreentenderse que las
secuencias nucleotidicas descritas en la presente pueden ser modificadas por cualquier procedimiento disponible en
la técnica. Dichas modificaciones pueden realizarse para aumentar la actividad in vivo o la duracién de la vida de las
secuencias nucleotidicas.

La presente invencion comprende también la utilizacion de secuencias nucleotidicas que son complementarias a las
secuencias presentadas en la presente memoria o cualquier derivado, fragmento o sus derivados. Si la secuencia es
complementaria a un fragmento de la misma entonces esta frecuencia puede utilizarse como sonda para identificar
secuencias de codificacién similares en otros organismos, etc.

Los polinucledtidos que no son 100% homodlogos a las secuencias de la presente invencidon pero que estan
comprendidos dentro del alcance de la invencion pueden obtenerse de numerosas maneras. Pueden obtenerse
otras variantes de las secuencias descritas en la presente memoria por ejemplo, sondando bancos de ADN
preparados a partir de una variedad de individuos, por ejemplo individuos de diferentes poblaciones. Ademas,
pueden obtenerse otros homdlogos viricos, bacterianos o celulares, particularmente homdélogos celulares hallados
en células de mamiferos (por ejemplo células de rata, de ratén, de ganado bovino y de primates) y dichos
homadlogos y sus fragmentos en general seran capaces de hibridar selectivamente a las secuencias mostradas en el
listado de secuencias en la presente memoria. Dichas secuencias pueden obtenerse sondando bancos de ADNc
preparados a partir de bancos de ADN gendémicos procedentes de otras especies animales, y sondando dichos
bancos con las sondas que comprenden toda o parte de alguna de las secuencias en los listados de secuencias
adjuntos en condiciones del medio para alta severidad. Similares consideraciones se aplican para obtener especies
homdlogas y variantes alelas de las secuencias polipeptidicas o nucleotidicas de la invencion.

Pueden obtenerse también variantes y los homdlogos de cepas/especies utilizando PCR degenerada que utilizara
los cebadores disefiados para las secuencia dianas dentro de las variantes y homdlogos que codifican secuencias
de aminoacidos conservadas dentro de las secuencias de la presente invencién. Las secuencias conservadas
pueden predecirse, por ejemplo, alineando las secuencias de aminoacidos procedentes de varias
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variantes/homaologos. Las alineaciones de secuencias pueden realizarse utilizando el programa informatico conocido
en la técnica. Por ejemplo se utiliza extensamente el programa GCG Wisconsin PileUp.

Los cebadores utilizados en la PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se utilizaran en
condiciones de severidad inferiores a las utilizadas para clonar secuencias con cebadores de una sola secuencia
frente a secuencias conocidas.

Alternativamente, dichos polinucleétidos pueden obtenerse por mutagenia dirigida a zonas especificas de
secuencias caracterizadas. Esto puede ser util cuando, por ejemplo, se necesitan cambios de la secuencia de codén
imperceptible para optimizar las preferencias de codén para una célula hospedadora especifica en la que se estan
expresando secuencias polinucleotidicas. Otros cambios de secuencia pueden desearse para introducir las
secuencias de reconocimiento de la enzima de restriccion, o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos
codificados por los polinucleétidos.

Pueden utilizarse polinucleétidos (secuencias nucleotidicas) de la invencion para producir un cebador, por ejemplo,
un cebador para PCR, un cebador para una reaccion de ampliacion alternativa, una sonda por ejemplo, marcada con
un marcador de revelado por medios convencionales utilizando marcadores radioactivos o no radioactivos, o los
polinucledtidos pueden clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendran por o menos
15, preferentemente por lo menos 20, por ejemplo por lo menos 25, 30 6 40 nucledtidos de longitud, y estan también
comprendidos por la expresion polinucleétidos de la invencién tal como se utiliza en la presente memoria.

Los polinucledtidos tales como los polinucledtidos y sondas de ADN segun la invenciéon se pueden producir de
manera recombinante, por sintesis, o por cualquier medio disponible por los expertos en la materia. Ademas pueden
clonarse por técnicas convencionales.

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

Los polinucleétidos mayores se produciran generalmente utilizando medios recombinantes, por ejemplo utilizando
técnicas de clonacion de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Esto implicara la preparacion de un par de
cebadores (por ejemplo de aproximadamente 15 a 30 nucleétidos) que flanquean una zona de la secuencia que se
dirige al lipido que se desea clonar, poniendo los cebadores en contacto con el ARNm o el ADNc extraidos de una
célula de animal o humana, realizando una reaccion en cadena de la polimerasa en condiciones que producen la
ampliacién de la zona deseada, aislando el fragmento ampliado (por ejemplo purificando la mezcla de reaccion en
un gel de agarosa) y recuperando el ADN ampliado. Los cebadores pueden disefiarse para que contengan
secuencias de reconocimiento adecuadas de la enzima de restriccion, de modo que el ADN ampliado pueda
clonarse en un vector de clonacién adecuado.

HIBRIDACION

La presente invencion comprende ademas secuencias que son complementarias con las secuencias de acido
nucleico de la presente invencién o secuencias que pueden hibridarse ya sea con las secuencias de la presente
invencién o con secuencias que son complementarias de éstas.

El término "hibridacion" tal como se utiliza en la presente memoria incluira "el procedimiento mediante el cual una
cadena de &cido nucleico se une a una cadena complementaria por emparejamiento de bases" asi como el
procedimiento de ampliacién tal como se realiza en las tecnologias de la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR).

La presente invencion comprende ademas la utilizacion de secuencias nucleotidicas que son capaces de hibridarse
con las secuencias que son complementarias de las secuencias presentadas en la presente memoria, o cualquier
derivado, fragmento o derivado de las mismas.

La presente invencién comprende ademas secuencias que son complementarias de las secuencias que son
capaces de hibridarse con las secuencias nucleotidicas expuestas en la presente memoria.

Las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusion ™ del complejo de unién al nucleétido, como
se da a conocer en Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Tecniques, Methods in Enzymology, Vol.
152, Academic Press, San Diego CA) y proporciona una " severidad" definida como se explica a continuacion.

La maxima severidad por lo general tiene lugar a aproximadamente Tm-5°C (5°C por debajo de la Tm de la sonda);
alta severidad a aproximadamente 5°C hasta 10°C por debajo de Tm; severidad intermedia a aproximadamente
10°C hasta 20°C por debajo de Tm; y baja severidad a aproximadamente 20°C hasta 25°C por debajo de Tm. Como
sobre entenderan los expertos en la materia, una hibridacion de maxima severidad puede utilizarse para identificar o
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detectar secuencias nucleotidicas idénticas mientras que una hibridacion de severidad intermedia (o baja) puede
utilizarse para identificar o detectar secuencias polinucleotidicas similares o relacionadas.

Preferentemente, la presente invencion comprende secuencias que son complementarias de las secuencias que son
capaces de hibridar en condiciones de alta severidad o severidad intermedia a secuencias nucleotidicas que
codifican a polipéptidos que tienen las propiedades especificas definidas en la presente memoria.

Mas preferentemente, el término "variante" comprende secuencias que son complementarias de las secuencias que
son capaces de hibridarse en condiciones severas (por ejemplo, 65°C y 0,1 x SSC {1 x SSC = NaCl 0,15 M, citrato-
Na 0,015 M pH 7,0}) a las secuencias nucleotidicas que codifican polipéptidos que tienen las propiedades
especificas definidas en la presente memoria.

La presente invencién se refiere ademas a secuencias nucleotidicas que pueden hibridarse con las secuencias
nucleotidicas de la presente invencién (incluyendo las secuencias complementarias de las expuestas en la presente
memoria).

La presente invencion se refiere ademas a secuencias nucleotidicas que son complementarias de las secuencias
que pueden hibridarse con las secuencias nucleotidicas de la presente invencion (incluyendo las secuencias
complementarias de las presentadas en la presente memoria).

Ademas dentro del alcance de la presente invencion estan incluidas las secuencias polinucleotidicas que son
capaces de hibridar las secuencias nucleotidicas presentadas en la presente memoria en condiciones de severidad
intermedia a maxima.

En un aspecto preferido, la presente invencién comprende las secuencias nucleotidicas que pueden hibridarse con
las secuencias nucleotidicas de la presente invencion, o el complemento de las mismas, en condiciones severas
(por ejemplo, 50°C y 0,2 x SSC).

En un aspecto mas preferido, la presente invencién comprende las secuencias nucleotidicas que pueden hibridarse
con las secuencias nucleotidicas expuestas en la presente memoria, o el complemento de las mismas, en
condiciones severas (por ejemplo, 65°C y 0,1 x SSC).

EXPRESION DE POLIPEPTIDOS

Una secuencia nucleotidica para su utilizaciéon en la presente invencién o para codificar un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente memoria puede incorporarse en un vector recombinante replicable.
El vector puede utilizarse para replicar y expresar la secuencia nucleotidica en forma de polipéptido, en y/o desde
una célula hospedadora compatible. La expresion puede controlarse utilizando secuencias de control que incluyen
activadores y potenciadores y otras sefiales de regulacion de la expresién. Pueden utilizarse activadores
procarioticos y activadores funcionales en células eucariéticas. Pueden utilizarse activadores especificos para tejidos
0 especificos para estimulos. Pueden utilizarse también activadores hibridos que comprenden elementos de
secuencia de dos o mas activadores diferentes descritos anteriormente.

El polipéptido producido por una célula hospedadora recombinante por expresion de la secuencia nucleotidica puede
segregarse o puede estar contenido dentro de la célula dependiendo de la secuencia y/o del vector utilizado. Las
secuencias de codificacion pueden disefiarse con secuencias sefial que dirigen la secrecion de la sustancia que
codifica secuencias a través de una membrana celular especifica procariética o eucariotica.

VECTOR DE EXPRESION
La expresion "vector de expresion" significa un montaje capaz de expresion in vivo o in vitro.

Preferentemente, el vector de expresion esta incorporado en el genoma de un organismo hospedador adecuado. La
expresion incorporado comprende preferentemente la incorporacion estable en el genoma.

La secuencia nucleotidica de la presente invencion o que codifica un polipéptido con las propiedades especificas
definidas en la presente memoria puede estar presente en un vector, en el que la secuencia nucleotidica esta
operativamente unida a secuencias reguladoras capaces de proporcionar la expresion de la secuencia nucleotidica
por un organismo hospedador adecuado, es decir el vector es un vector de expresion.

Los vectores de la presente invencidon pueden transformarse en una célula hospedadora adecuada tal como se
describe a continuacion para proporcionar la expresién de un polipéptido con las propiedades especificas definidas
en la presente memoria.

La eleccion del vector, por ejemplo, un plasmido, césmido o vector de fago con frecuencia dependera de la célula
hospedadora en la que se va a introducir.
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Los vectores pueden contener uno 0 mas genes marcadores seleccionables, tales como un gen que proporciona
resistencia a antibioticos, por ejemplo, resistencia a la ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina.
Alternativamente, la seleccion puede realizarse por transformacion conjunta (tal como se describe en el documento
WO 91/17243).

Los vectores pueden utilizarse in vitro, por ejemplo para la produccién de ARN o utilizarse para transfectar o
transformar una célula hospedadora.

Por lo tanto, en una forma de realizaciéon adicional, la invencién proporciona un procedimiento de preparacion de
secuencias nucleotidicas de la presente invencion introduciendo una secuencia nucleotidica de la presente
invencién en un vector replicable, introduciendo el vector en una célula hospedadora compatible y cultivando la
célula hospedadora en condiciones que producen la replicacion del vector.

El vector puede comprender ademas una secuencia nucleotidica que permite al vector replicarse en la célula
hospedadora en cuestion. Ejemplos de dichas secuencias son los origenes de replicacion de los plasmidos pUC19,
pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y plJ702.

SECUENCIAS REGULADORAS

En algunas aplicaciones, la secuencia nucleotidica para su utilizacién en la presente invencién o una secuencia
nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la presente memoria
puede estar operativamente unida a una secuencia reguladora que puede proporcionar la expresiéon de la secuencia
nucleotidica, tal como mediante la célula hospedadora seleccionada. A modo de ejemplo, la presente invencion
comprende un vector que comprende la secuencia nucleotidica de la presente invencion operativamente unida a
dicha secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de expresion.

La expresion "operativamente unida" se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos esta en una
relaciéon que les permite funcionar de la manera deseada. Una secuencia reguladora "operativamente unida" a una
secuencia de codificacion esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia de codificacion se consigue en
condiciones compatibles con las secuencias de referencia.

La expresién "secuencias reguladoras" incluye activadores y potenciadores y/otras sefiales de regulacion de la
expresion.

El término "activador" se utiliza en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, una secuencia de fijacion de la ARN
polimerasa.

La expresion aumentada de la secuencia nucleotidica que codifica la enzima de la presente invencién puede
conseguirse también mediante la seleccién de zonas reguladoras heterdlogas, por ejemplo, activadoras, zonas
principal y terminadora de la secrecion.

Preferentemente, la secuencia nucleotidica segun la presente invencion esta operativamente unida por lo menos a
un activador.

Ejemplos de activadores adecuados para dirigir la transcripcion de la secuencia nucleotidica en un hospedador
bacteriano, fungico o de levadura son bien conocidos en la técnica.

MONTAJES

El término "montaje" (que es sindnimo de términos tales como "conjugado”, "casete" e "hibrido") incluye una
secuencia nucleotidica para su utilizacion segun la presente invencion directa o indirectamente unida a un activador.
Un ejemplo de un acoplamiento indirecto es el aporte de un grupo espaciador adecuado tal como una secuencia
intrénica tal como la Sh1-intrén o la ADH intrén, intermedian el activador y la secuencia nucleotidica de la presente
invencion. Lo mismo es cierto para el término "fusionado" en relacién con la presente invencién que incluye el
acoplamiento directo o indirecto. En algunos casos, los términos no comprenden la combinacién natural de la
secuencia nucleotidica que codifica la proteina normalmente asociada con el activador del gen natural y cuando
ambos estan en su medio natural.

El montaje puede incluso contener o expresar un marcador, lo que permite la seleccién del montaje genético.
Para algunas aplicaciones, preferentemente el montaje comprende al menos una secuencia nucleotidica de la

presente invencion o una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas
definidas en la presente memoria operativamente unido a un activador.
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CELULAS HOSPEDADORAS

La expresién "célula hospedadora”, en relacién con la presente invencion incluye cualquier célula que comprenda
bien una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la
presente memoria o un vector de expresion tal como se describié anteriormente y que se utiliza en la produccion
recombinante de un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas en la presente memoria.

De este modo, una forma de realizacion adicional de la presente invencion proporciona células hospedadoras
transformadas o transfectadas con una secuencia nucleotidica que expresa un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria. Las células se seleccionaran para que sean compatibles con dicho
vector y pueden ser por ejemplo células procaridticas (por ejemplo bacterianas), fungicas, levaduras o vegetales.
Preferentemente, las células hospedadoras no son células humanas.

Ejemplos de organismos hospedadores bacterianos adecuados son las especies bacterianas gram negativas o gram
positivas.

Dependiendo de la naturaleza de la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria, y/o la conveniencia de procesar mas la proteina expresada, pueden
preferirse hospedadores eucarioticos tales como levaduras u otros hongos. En general, se prefieren células de
levadura sobre las células de hongos porque son mas faciles de manipular. Sin embargo algunas proteinas se
segregan poco en la célula de la levadura, o en algunos casos no se procesan apropiadamente (por ejemplo,
hiperglucosilacion en levaduras). En estos casos, deberia seleccionarse un organismo hospedador fungico diferente.

La utilizaciéon de células hospedadoras adecuadas (tales como células de hospedadores de levaduras, de hongos y
de vegetales) pueden proporcionar modificaciones tras la traduccion (por ejemplo, miristoilacion, glucosilacion,
truncamiento, lapidacion y fosforilacion de tirosina, serina o treonina) ya que puede ser necesario proporcionar
actividad biolégica 6ptima en los productos de expresion recombinante de la presente invencion.

La célula hospedadora puede ser una cepa con insuficiente proteasa o sin proteasa.
ORGANISMO

El término "organismo" en relacion con la presente invencién incluye cualquier organismo que pueda comprender
una secuencia nucleotidica segun la presente invenciéon o una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido
que tiene las propiedades especificas definidas en la presente memoria y/o los productos obtenidos a partir de la
misma.

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

La expresion "organismo transgénico" en relacién con la presente invencién incluye cualquier organismo que
comprenda una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas
en la presente memoria y/o los productos obtenidos a partir de la misma y/o en la que un activador puede permitir la
expresion de la secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas definidas
en la presente memoria en el organismo. Preferentemente la secuencia nucleotidica esta incorporada en el genoma
del organismo.

La expresién "organismo transgénico" no comprende las secuencias de codificacion nucleotidicas naturales en su
medio natural cuando estan bajo el control de su activador natural que esta también en su medio natural.

Por consiguiente, el organismo transgénico de la presente invencion incluye un organismo que comprende alguna
de, o las combinaciones de, una secuencia nucleotidica que codifica un polipéptido que tiene las propiedades
especificas definidas en la presente memoria, montajes como los definidos en la presente memoria, vectores como
los definidos en la presente memoria, plasmidos como los definidos en la presente memoria, células como los
definidos en la presente memoria, o los productos de los mismos. Por ejemplo el organismo transgénico puede
contener ademas la secuencia nucleotidica que codifica | un polipéptido que tiene las propiedades especificas
definidas en la presente memoria bajo el control de un activador heterélogo.

TRANSFORMACION DE LAS CELULAS/ORGANISMOS HOSPEDADORES

Como se indico al principio, el organismo hospedador puede ser un organismo procariético o eucariético. Ejemplos
de hospedadores procarioticos incluyen E. coli y Bacillus subtilis.

Lo dado a conocer en la transformacién de hospedadores procariéticos esta muy documentado en la técnica, por
ejemplo véase Sambrook et al., (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Si se utiliza un hospedador procaridtico, entonces puede ser necesario que la secuencia
nucleotidica se modifique adecuadamente antes de la transformacion, tal como por eliminacion de intrones.
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En otra forma de realizacion el organismo transgénico puede ser una levadura.

Las células de hongos filamentosos pueden transformarse utilizando varios procedimientos conocidos en la técnica,
tales como los procedimientos que conllevan la formacion del protoplasto y la transformacién de los protoplastos
seguidos de la regeneracion de la pared celular de una manera conocida. La utilizacién de Aspergillus como
microorganismo hospedador esta descrita en la patente EP 0 238 023.

Otro organismo hospedador puede ser una planta. Un estudio de las técnicas generales utilizadas para transformar
plantas puede encontrarse en los articulos de Potrykus (Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol. [1991], 42: 205-
225) y Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech, marzo/abril de 1994, 17-27). Ensefianzas adicionales sobre la
transformacion de la planta pueden encontrarse en el documento EP A-0449375.

Las ensefianzas generales sobre la transformacion de hongos, levaduras y plantas se presentan en los apartados
siguientes.

HONGO TRANSFORMADO

Un organismo hospedador puede ser un hongo, tal como un hongo filamentoso. Ejemplos de dichos hospedadores
adecuados incluyen cualquier miembro que pertenece a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y similares.

Las ensefianzas sobre transformacion de hongos filamentosos se estudian en el documento US-A-5.741.665 que
explica que las técnicas convencionales para la transformacién de hongos filamentosos y el cultivo de hongos son
bien conocidas en la materia. Un extenso estudio de las técnicas aplicadas a N. crassa se encuentra, por ejemplo en
Davis y de Serres, Methods Enzymol. (1971) 17A:79-143.

Mas ensefianzas sobre la transformacion de hongos filamentosos se estudian en el documento US-A-5.674.707.
En un aspecto, el organismo hospedador puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger.

Un Aspergillus transgénico segun la presente invencion puede prepararse también, siguiendo, por ejemplo, las
ensefianzas de Turner, G. 1994 (Vectors for genetic manipulation. En: Martinelli S.D., Kinghorn J.R. (editores)
Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology. Vol.29. Elsevier Amsterdam 1994. pags. 641-666).

La expresién génica en hongos filamentosos ha sido estudiada en Punt et al., (2002) Trends Biotechnol. Mayo de
2002. 20(5): 200-6. Archer & Peberdy Crit. Rev. Biotechnol. (1997) 17(4): 273-306.

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

Un estudio de los principios de expresion génica heteréloga en levadura se proporciona, por ejemplo, en Methods
Mol. Biol. (1995), 49:341-54, y Curr. Opin. Biotechnol. (1997) Oct; 8(5): 554-60.

A este respecto, puede utilizarse levadura (tal como la especie Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (véase
FEMS Microbiol. Rev. (2000 24(1): 45-66)), como vehiculo para la expresion génica heterologa.

Un estudio de los principios de la expresion génica heteréloga en Saccharomyces cerevisiae y de la secrecion de los
productos génicos es proporcionado por E. Hinchcliffe, E. Kenny (1993), "Yeast as a vehicle for the expression of
heterologous genes", Yeasts, Vol. 5. Anthony H. Rose y J. Stuart Harrison, editores, 22 edicion. Academic Press
Ltd.).

Para la transformacién de levaduras, se han desarrollado varios protocolos de transformacion. Por ejemplo, puede
preparase un Saccharomyces transgénico segun la presente invencién siguiendo las ensefianzas de Hinnen et al.,
(1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75, 1929); Beggs, J. D. (1978, Nature, Londres,
275, 104); e Ito, H. et al., (1983, J. Bacteriology 153, 163-168).

Las células de levadura transformadas pueden seleccionarse utilizando varios marcadores selectivos, tales como los
marcadores auxotrofos, marcadores con resistencia a antibidticos dominante.

Un organismo hospedador de levadura adecuado puede seleccionarse de entre especies de levaduras tales como,
pero sin limitarse a, las especies de levadura seleccionadas de entre Pichia spp., Hansenula spp., Kluyveromyces,
Yarrowinia spp., Saccharomyces spp., incluyendo S. cerevisiae, o Schizosaccharomyce spp., incluyendo
Schizosaccharomyce pombe.
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Una cepa de la especie de levadura metilotrépica Pichia pastoris puede utilizarse como organismo hospedador.

En una forma de realizacién el organismo hospedador puede ser una especie Hansenula, tal como H. polymorpha
(tal como se describe en el documento WO 01/39544).

PLANTAS/CELULAS VEGETALES TRANSFORMADAS

Un organismo hospedador adecuado para la presente invencién puede ser una planta. Un estudio de las técnicas
generales puede encontrarse en los articulos de Potrykus (Annu. Rev. Plant. Physiol. Plant. Mol. Biol. [1991], 42:
205-225) y Christou (Agro-Food-industry Hi-Tech, marzo/abril de 1994, 17-27), o en el documento WO 01/16308. La
planta transgénica puede producir concentraciones aumentadas de ésteres de fitosterol y ésteres de fitostanol, por
ejemplo.

Por tanto la presente invencién se refiere ademas a un procedimiento para la produccién de una planta transgénica
con concentraciones aumentadas de ésteres de fitosterol y ésteres de fitostanol, que comprende las etapas de
transformacion de una célula vegetal con una lipido aciltransferasa tal como se define en la presente memoria (en
particular con un vector de expresion o un montaje que comprende una lipido aciliransferasa como se define en la
presente memoria ) y cultivar una planta procedente de la célula vegetal transformada.

SECRECION

A menudo, es deseable que el hospedador de expresion segregue la enzima en el medio de cultivo de donde puede
recuperarse la enzima mas facilmente. Segun la presente invencion, la secuencia principal de secrecién puede
seleccionarse basandose en el hospedador de expresion deseado. Pueden utilizarse también secuencias de sefal
hibridas en el contexto de la presente invencion.

Ejemplos tipicos de secuencias principales de secrecion heterélogas son las que se originan a partir del gen de
amiloglucosidasa fungica (AG) (glaA, ambas versiones de 18 y 24 aminoacidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen
del factor a (levaduras por ejemplo, Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de a-amilasa (Bacillus).

DETECCION

Se conocen en la técnica varios protocolos para detectar y medir la expresion de la secuencia de aminoacidos. Los
ejemplos incluyen el ensayo de inmunosorbente con enzima ligada (ELISA), radioinmunoanalisis (RIA) y clasificacion
de células activadas fluorescentes (FACS).

Una extensa variedad de marcadores y de técnicas de conjugacion son conocidas por los expertos en la materia y
pueden utilizarse en varios analisis de 4cido nucleicos y aminoacidos.

Numerosas compafiias, tales como Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega, Madison, Wi) y US Biochemical
Corp. (Cleveland, OH) suministran kits comerciales y protocolos para estos procedimientos.

Las moléculas indicadoras o marcadores adecuados incluyen los radionuclidos, enzimas, agentes fluorescentes,
quimioluminiscentes o cromdgenos, asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y similares.
Las patentes que dan a conocer la utilizacion de dichos marcadores incluyen los documentos US-A-3.817.837,
US-A-3.850.752, US-A-3.939.350, US-A-3.996.345, US-A-4.227.437, US-A-4.275.149 y US-A-4.366.241.

Ademas, las inmunoglobulinas recombinantes pueden producirse como se muestra en el documento US-A-
4.816.567.

PROTEINAS DE FUSION

Un polipéptido con las propiedades especificas definidas en la presente memoria puede producirse como proteina
de fusién, por ejemplo para ayudar a la extraccién y purificacion del mismo. Ejemplos de acompafiantes de la
proteina de fusién incluyen la glutation-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de fijacion del ADN y/o de
activacion de la transcripcién) y B-galactosidasa. Puede ser conveniente ademas incluir una secuencia de escision
proteolitica entre el acompafante de la proteina de fusion y la secuencia proteica de interés que permite la
eliminacion de las secuencias de la proteina de fusion. Preferentemente, la proteina de fusiéon no impedira la
actividad de la secuencia proteica.

Los sistemas de expresion de la fusiéon génica, en E. coli han sido estudiados en Curr. Opin. Biotechnol. (1995),
6(5):501-6.

En otra forma de realizaciéon de la invencién, la secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene las

propiedades especificas definidas en la presente memoria puede estar ligada a una secuencia heterdloga para
codificar una proteina de fusién. Por ejemplo, para el cribado de bancos de péptidos por agentes capaces de afectar
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la actividad de la sustancia, puede ser util codificar una sustancia hibrida que expresa un epiteto heterélogo que es
reconocido por un anticuerpo disponible en el mercado.

La invencion se describe a continuacién, a modo de ejemplo solamente, haciendo referencia a las siguientes figuras
y Ejemplos.

La figura 1 presenta una secuencia de consenso pfam00657 de la version 6 de la base de datos (SEC. ID. n° 1);

La figura 2 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n°® 2) extraida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480; GI:121051);

La figura 3 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n°® 3) extraida del organismo Aeromonas salmonicida
(AAG098404; GI:9964017);

La figura 4 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n°® 4) extraida del organismo Streptomyces coelicolor
A3(2) (numero de registro NP_631558 en el Genbank);

La figura 5 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n°® 5) extraida del organismo Streptomyces coelicolor
A3(2) (numero de registro CAC42140 en el Genbank);

La figura 6 presenta una secuencia de nucledtidos (SEC. ID. n°® 4) extraida del organismo Saccharomyces cerevisiae
(numero de registro P41734 en el Genbank);

La figura 7 presenta una alineacion de las secuencias seleccionadas para la secuencia de consenso pfam00657;

La figura 8 presenta una alineacion por pares de la SEC. ID. n° 3 con la SEC. ID. n° 2 que presenta el 93% de
identidad en la secuencia de aminoacidos. La secuencia sefal esta subrayada. + indica las diferencias. El motivo
GDSX que contiene la serina 16 de la zona activa y el acido aspartico 116 y la histidina 291 de las zonas activas
estan subrayados (véanse las zonas sombreadas). Las cifras después del aminoacido es menos la secuencia sefal;

La figura 9 presenta una secuencia nucleotidica (SEC. ID. n° 7) que codifica una lipido aciltransferasa segun la
presente invencion extraida del organismo Aeromonas hydrophila;

La figura 10 presenta una secuencia nucleotidica (SEC. ID. n° 8) que codifica una lipido aciltransferasa segun la
presente invencion extraida del organismo Aeromonas salmonicida;

La figura 11 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n° 9) que codifica una lipido aciltransferasa segun la
presente invencidon extraida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (ndmero de registro
NC_003888.1:8327480...8328367) en el Genbank;

La figura 12 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n® 10) que codifica una lipido aciltransferasa segun la
presente invencidon extraida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (numero de registro
AL939131.1:265480...266367) en el Genbank;

La figura 13 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n° 11) que codifica una lipido aciltransferasa segun la
presente invencion extraida del organismo Saccharomyces cerevisiae (numero de registro Z75034 en el Genbank);

La figura 14 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n° 12) extraida del organismo Ralstonia (numero de
registro AL646052 en el Genbank);

La figura 15 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n® 13) que codifica una lipido acil transferasa segun
la presente invencion extraida del organismo Ralstonia;

La figura 16 presenta la SEC. ID. n° 20. Codigo de registro de la proteina hipotética conservada, proteina Scoe1
NCBI cddigo de registro CAB39707.1 GI1:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 17 presenta una secuencia de nucleédtidos presentada como SEC. ID. n°® 21 que codifica la proteina
hipotética conservada, proteina NCBI codigo de registro CAB39707.1 G1:4539178 [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 18 presenta una secuencia de aminodacidos presentada como SEC. ID. n° 22 de la hipotética proteina
conservada, codigo de registro CAC01477.1 Gl:9716139 de la proteina Scoe2 NCBI. [Streptomyces coelicolor
A3(2)];

La figura 19 presenta una secuencia de nucledtidos presentada como SEC. ID. n° 23 que codifica la hipotética

proteina conservada, codigo de registro CAC01477.1 GI:9716139 de la proteina Scoe2 NCBI. [Streptomyces
coelicolor A3(2)];
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La figura 20 presenta una secuencia de aminodcidos (SEC. ID. n° 24) de la supuesta proteina segregada, cédigo de
registro CAB88833.1 Gl:7635996 de la proteina Scoe3 NCBI [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 21 presenta una secuencia de nucledtidos presentada como SEC. ID. n® 25 de la supuesta proteina
segregada, codigo de registro CAB88833.1 GI:7635996 de la proteina Scoe3 NCBI [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 22 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n°® 26) de la supuesta proteina segregada codigo de
registro CAB89450.1 GI:7672261 de la proteina Scoe4 NCBI . [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 23 presenta una secuencia de nucledtidos presentada como SEC. ID. n° 27 que codifica la supuesta
proteina segregada codigo de registro CAB89450.1 Gl:7672261 de la proteina Scoe4 NCBI. [Streptomyces
coelicolor A3(2)];

La figura 24 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n°® 28) de la supuesta lipoproteina cédigo de registro
CAB62724.1 G1:6562793 de la proteina Scoe5 NCBI [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 25 presenta una secuencia de nucledtidos presentada como SEC. ID. n° 29 que codifica la supuesta
lipoproteina coédigo de registro CAB62724.1 G1:6562793 de la proteina Scoe5 NCBI. [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La figura 26 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n° 30) de GDSL-lipasa codigo de registro
AAKB84028.1 GI:15082088 de la proteina Srim1 NCBI [Streptomyces rimosus];

La figura 27 presenta una secuencia de nucledtidos presentada como SEC. ID. n° 31 que codifica la GDSL-lipasa
codigo de registro AAK84028.1 GI:15082088 de la proteina Srim1 NCBI [Streptomyces rimosus];

La figura 28 presenta una secuencia de aminodacidos (SEC. ID. n° 32) de una lipido aciltransferasa procedente de
Aeromonas hydrophila (ATCC n°® 7965);

La figura 29 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n° 33) que codifica una lipido aciltransferasa
procedente de Aeromonas hydrophila (ATCC n° 7965);

La figura 30 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n° 34) de una lipido aciltransferasa procedente de
Aeromonas salmonicida subesp. Salmonicida (ATCC n° 14174);

La figura 31 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n° 35) de una lipido aciltransferasa procedente de
Aeromonas salmonicida subesp. Salmonicida (ATCC n° 14174);

La figura 32 demuestra que los homdlogos de los genes de Aeromonas pueden identificarse utilizando el servicio de
herramientas para busqueda de la alineacion local basica en el National Center for Biotechnology Information, NIH,
MD, USA vy las bases de datos completas del genoma. El motivo GDSX se utilizé en la biusqueda de la base de
datos y se identificaron numerosas secuencias y genes que codifican potencialmente enzimas con actividad
lipolitica. Se identificaron genes del género Streptomyces, Xanthomonas y Ralstonia. Como ejemplo a continuacion,
la Ralstonia solanacearum se alined al gen (satA) de Aeromonas salmonicida. La alineacién por parejas presento el
23% de identidad. La serina de la zona activa esta presente en el terminal amino y la esterina y el acido aspartico de
los restos cataliticos pueden identificarse.

La figura 33 muestra la secuencia de consenso pfam00657.11 [familia 00657, versién 11 de la base de datos] (en lo
sucesivo denominada consenso Pfam) y la alineacion de varias secuencias a la secuencia de consenso Pfam. Las
flechas indican los restos del sitio activo, las casillas subrayadas indican tres de las casillas de homologia indicadas
por [Upton C y Buckley J.T (1995), Trends Biochem. Sci., 20; 179-179]. Las letras mayusculas en el consenso Pfam
indican restos conservados en muchos miembros de la familia. El simbolo - indica una posicién en la que el modelo
de Markov oculto del consenso Pfam que cabe esperar que se una a un resto pero no lo hace, de forma que se
inserta en un hueco. El simbolo indica un resto sin un resto correspondiente en el consenso Pfam. Las secuencias
son las secuencias de aminoacidos listadas en las figuras 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 y 30.

La figura 34 muestra la secuencia de consenso pfam00657.11 [familia 00657, versién 11 de la base de datos] (en lo
sucesivo denominada consenso Pfam) y la alineacion de varias secuencias a la secuencia de consenso Pfam. Las
flechas indican los restos del sitio activo, las casillas subrayadas indican tres de las casillas de homologia indicadas
por [Upton C y Buckley J.T (1995), Trends Biochem. Sci., 20; 179-179]. Las letras mayusculas en el consenso Pfam
indican restos conservados en muchos miembros de la familia. El simbolo - indica una posicién en la que el modelo
de Markov oculto del consenso Pfam que cabe esperar que se una a un resto pero no lo hace, de forma que se
inserta en un hueco. El simbolo indica un resto sin un resto correspondiente en el consenso Pfam. Las secuencias
son las secuencias de aminoacidos listadas en las figuras 2, 16, 18, 20, 26, 28 y 30. Se descubri6é que todas estas
proteinas eran activas contra sustratos lipidicos.
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La figura 35 presenta un vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM que contiene el gen de lipido aciltransferasa
de Aeromonas salmonicida activado por His con terminal C;

La figura 36 presenta los resultados de la experimentaciéon con extractos celulares en un kit de analisis nEFA, lo que
representa la actividad de una lipido aciltransferasa recombinante de A. salmonicida, para con la lecitina. Los
pocillos de izquierda a derecha indican: un control positivo, un control negativo (es decir extractos de plasmido
vacio) y las muestras recogidas después de 0, 1, 2 y 3 horas de cultivo después de la induccion de IPTG.

La figura 37 presenta la optimizacion del crecimiento de BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12-
AsalGCAT = pSM que presenta el cultivo a 30°C, resultado en la producciéon de la enzima con gran actividad para
con la lecitina. Se determiné la actividad de fosfolipasa en extractos celulares utilizando el kit de ensayo NEFA.
Pocillos de izquierda a derecha: referencia positiva; referencia negativa; 20°C; 30°C;

La figura 38 presenta extractos celulares en bruto de BL21(DE3)pLysS que expresan la lipido aciltransferasa activa
incubada con el sustrato lecitina y la mezcla de reaccion se analizé utilizando la cromatografia en capa fina que
muestra la presencia de productos de degradacion. Bandas: 1. sin enzima; 2. +A.sal-10 pl 37°C; 3.+ A.sal-20 pl
37°C; 4. +A.sal-10 pl 24°C; 5. +A.sal-20 pl 24°C;

La figura 39 presenta la purificacion parcial de la aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que muestra la actividad
de fosfolipasa asociada a la proteina purificada con etiqueta His. SE = extractos sometidos a ultrasonidos, His =
purificado con kit de rotacion Ni-NTA de Qiagen;

La figura 40 presenta el vector de expresién pet12-A.h.GCAT = pSMa que contiene el gen de glicerolipido
aciltransferasa (GCAT) de Aeromonas hydrophila activado por His en el terminal C se utilizé para transformar la
cepa BL21(DE3) pLysS de E. colj;

La figura 41 presenta la actividad de los extractos en bruto (5 y 10 ul) que contiene la enzima GCAT de Aeromonas
hydrophila recombinante se determiné para con la lecitina utilizando el kit del acido graso no esterificado (NEFA)
(Roche, Suiza) se demuestra la presencia de la enzima activa para con el fosfolipido lecitina;

La figura 42 presenta la optimizacion del crecimiento de BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12-
AsalGCAT = pSM que presenta el cultivo a 30°C, resultado en la produccién de la enzima con gran actividad para
con la lecitina. Se determind la actividad de fosfolipasa en extractos celulares utilizando el kit de ensayo NEFA.

La figura 43 presenta la purificacion parcial de las aciltransferasas de Aeromonas hydrophila y Aeromonas
salmonicida que presentan la actividad de fosfolipasa asociada a la proteina purificada con etiqueta His. SE =
extractos sometidos a ultrasonidos, His = purificado con kit de rotacion Ni-NTA de Qiagen;

La figura 44 presenta la expresion de los genes de Aeromonas en Bacillus subtilis 163 que presenta la produccion
de la enzima segregada con actividad para con tanto la lecitina como con DGDG. pUB-AH = montaje que contiene el
gen de A. hydrophila y pUB-AS, montaje con el gen de A. salmonicida. El filtrado del cultivo se incubd con los
sustratos durante 60 minutos.

La figura 45 y la figura 46 presentan una placa de TLC en el disolvente IV de revelado (cloroformo:metanol:agua
(65:25:4)); Banda 1: 40 mg sitosterol 30 min.; Banda 2: transferasa + 40 mg de sitosterol 30 min.; Banda 3:
transferasa + 80 mg de sitosterol 30 min.; Banda 4: transferasa + 40 mg de sitosterol 120 minutos; Banda 5:
transferasa + 80 mg de sitosterol 120 minutos; Banda 6: transferasa + 40 mg de sitosterol 300 minutos; Banda 7:
transferasa + 40 mg de sitosterol 300 minutos; Banda 8: colesterol; Banda 9: sitosterol;

La figura 47 representa la reaccion entre la fosfatidilcolina y el colesterol que esta catalizada por una lipido
aciltransferasa;

La figura 48 presenta un andlisis por TLC de los lipidos extraidos de la yema de huevo tratada o sin tratar con la
enzima, 6) 0,31 PLU/g de transferasa n°® 179, 7) 1,25 PLU/g de transferasa n° 178-9, 8) 23,25 PLU/g de fosfolipasa
n°® 3108, 9) referencia.

La figura 49 presenta muestras de mayonesa para analisis producidas por yema de huevo tratada o sin tratar con la
enzima: 5) 0,31 PLU/g de Transferasa n® 179,. 6) 1,25 PLU/g de transferasa n° 178-9, 7) 23,3 PLU/g de fosfolipasa
n°® 3108, 8) referencia, agua.

La figura 50 presenta una TLC (en disolvente I) del lipido de yema de huevo tratado con una lipido aciltransferasa
procedente de A. hydrophila;

La figura 51 presenta una TLC (en disolvente 1V) del lipido de yema de huevo tratado con una lipido aciltransferasa
procedente de A. hydrophila;
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La figura 52 presenta un analisis por TLC de transferasa tratada con lipido de yema de huevo a lo largo del tiempo;

La figura 53 presenta la cantidad de acido graso de éster de colesterol producida en funcién del tiempo cuando se
utiliza una lipido aciltransferasa (transf. n® 178-9) en comparacion con cuando se utiliza una enzima lipolitica de
referencia, Thermomyces lanuginosus;

La figura 54 presenta la actividad relativa de la transferasa como % de transferasa y la actividad hidrolitica en las
reacciones enzimaticas en la yema de huevo con alto contenido en agua, n° 1991 (fosfolipasa A2) y n°® 2427
(fosfolipasa A1), son fosfolipasas de referencia, n°® 178 es una lipido aciltransferasa;

La figura 55 presenta el efecto del contenido de agua en el ensayo de actividad en transferasa; de la transferasa n°®
178 en las reacciones de la transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua;

La figura 56 presenta la actividad en transferasa para una lipido aciltransferasa (n° 178) en funcién del tiempo de
reaccion en las reacciones de transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua;

La figura 57 y la figura 58 presentan los graficos que representan el acido graso y el éster de colesterol en funcion
del tiempo. Los graficos representan los resultados obtenidos por analisis de GLC en el ensayo para la medicidon de
la actividad de aciltransferasa utilizando lecitina y colesterol en tampén como sustrato;

La figura 59 presenta una TLC en el disolvente I. Yema de huevo tratada con lipido aciltransferasa n® 138
procedente de Aeromonas salmonidica (Banda n° 1 y n° 2) o con una fosfolipasa n° 2938 (LIPOPAN® F) (Banda n°
3) o yema de huevo sin tratar (Banda n° 4);

La figura 60 presenta una TLC en el disolvente IV. Yema de huevo tratada con lipido aciltransferasa n° 138 (banda
n® 1y n° 2) o con fosfolipasa n° 2938 (banda n° 3) o yema de huevo sin tratar (banda n° 4);

la figura 61 presenta una yema de huevo tratada con lipido aciltransferasa n® 138 (muestras n°® 1 y n® 2) y con
fosfolipasa n® 2938 (muestra n° 3) o yema de huevo sin tratar (muestra n° 4);

la figura 62 presenta una emulsion alimenticia después de 2 horas a 100°C. 0) yema de huevo sin tratar. 1) yema de
huevo tratada con lipido aciltransferasa n® 138 durante 210 minutos. 3) yema de huevo tratada con fosfolipasa n°
2938 de referencia durante 210 minutos;

la figura 63 presenta placas de TLC que presentan la identificacion de la actividad de transferasa en esterol vegetal y
glicerol. PC = fosfatidilcolina; LPC = lisofosfatidilcolina; PE = fosfatidiletanolamina; monogl = monoglicérido;

la figura 64 presenta una placa de TLC en disolvente |, muestras 1 a 6 después de 24 horas y muestras 1 a 4
después de 4 horas de tiempo de reaccion. El analisis de TLC confirma la formacion del éster de esterol en las
muestras 1, 2, 5y 6;

la figura 65 presenta una placa de TLC en disolvente | cuando la actividad de transferasa de una aciltransferasa
inmovilizada procedente de Aeromonas salmonicida se determind en una mezcla de aceite, con las muestras
tomadas a 0,5, 1, 3,6 y 24 h;

las figuras 66 y 67 presentan las placas de TLC en los disolventes | y IV. Banda 1 = lecitina; Banda 2 = referencia-10
min.; Banda 3 = 0,75 PLU, 10 min.; Banda 4 = 0,75 PLU, 60 min. ; Banda 5 = 0,75 PLU, 220 min.; Banda 6 =
referencia, 20 h; Banda 7 = 0,75 PLU, 20 h; y Banda 8 = éster de colesterol;

las figuras 68 y 69 presentan placas de TLC en el disolvente IV. Banda 1 = lecitina; Banda 2 = referencia-10 min.;
Banda 3 = 1 PLU, 10 min.; Banda 4 = 1 PLU, 60 min. ; Banda 5 = 1 PLU, 180 min.; Banda 6 = 1 PLU, 220 min.;
Banda 7 = 1 PLU, 1.200 min.; Banda 8 = referencia, 1200 min; Banda 9 = éster de glucosa; Banda 10 = colesterol; y
Banda 11= glucosa;

la figura 70 presenta la reaccion entre DGDG y glucosa cuando esta catalizada por una lipido aciltransferasa;

la figura 71 presenta una secuencia de aminoacidos (SEC. ID. n° 36) del montaje de fusién utilizado para la
mutagénesis del gen de lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila en el Ejemplo 17. Los aminoacidos
subrayados son un péptido senal de xilanasa;

la figura 72 presenta una secuencia de nucleétidos (SEC. ID. n° 45) que codifica una enzima de Aeromonas
hydrophila que incluye un péptido sefal de xilanasa; y

la figura 73 presenta una placa de TLC que presenta claramente la formacion del éster de sterol vegetal y de
monoglicérido. La Banda 1 es después de un tiempo de reaccion de 1 hora, la Banda 2 es después de un tiempo de
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reaccion de 4 horas, la Banda 3 es después de un tiempo de reaccion de 24 horas y la Banda 4 es un esterol
vegetal.

Ejemplos

Excepto donde se indica, el analisis de TLC se realizé como se describe en el Ejemplo 6 y el andlisis de GLC se
realizé6 como se describe en el Ejemplo 11.

Ejemplo 1: Clonacién, secuenciado y expresiéon heter6loga de una transferasa procedente de Aeromonas
salmonicida subesp. Salmonicida

Cepas utilizadas

Aeromonas salmonicida subesp. Salmonicida (ATCC 14174) se adquirié en el ATCC y se cultivd durante la noche a
30°C en medio de Luria-Bertani (LB). Se centrifugaron las células y se aisl6 el ADN gendmico utilizando los
procedimientos para el aislamiento de ADN gendmico de Qiagen Ltd.; juego de tampén de ADN gendmico (cat.
19060), proteasa K (cat. 19131) y ARNasa A (cat. 19101) se adquirieron todos en Qiagen Ltd. (Boundary court
Gatwick Court, West Sussex, RH10 2AX).

La cepa bacteriana BL21 del hospedador (DE3)pLysS (Novagen) se utilizé para la producciéon de las enzimas de
Aeromonas recombinantes. Se utilizaron células competentes de BL21(DE3)pLysS como hospedador para la
transformacion con el vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM. Los transformados que contienen el plasmido
apropiado se cultivaron a 37°C en medio LB con agar-agar que contenia 100 pug de ampicilina/ml.

Construccion del vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM

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

La ampliacion por PCR del gen de transferasa procedente de A. salmonicida se llevd a cabo en 2 reacciones de
PCR por separado. La reaccion 1 de PCR se llevd a cabo utilizando pares de cebadores, como
1USNEW(5’AGCATATGAAAA AATGGTTTGT TTGTTTATTG GGG3' [SEC. ID. n° 36]) y asls950new (5° GTG ATG
GTG GGC GAG GAA CTC GTA CTG3 [SEC. ID. n° 37]). Se llevé a cabo una segunda reaccion de PCR para
incorporar una etiqueta de histidina en el terminal C utilizando el producto de la PCR procedente de la primera
reaccion y los cebadores: as1TUSNEW(5’AGCATATGAAAA AATGGTTTGT TTGTTTATTG GGG3' [SEC. ID. n° 38]) y
AHLS1001 (5 TTGGATCC GAATTCAT CAATG GTG ATG GTG ATG GTG GGC3' [SEC. ID. n° 39]). El producto de
la PCR procedente de la segunda reaccion se purificod y se digirié con las enzimas de restriccion Nde1 y BamHI. 2 pg
del vector ADN pET12a se digirié también con las enzimas de restriccion Nde1 y BamHI y se traté con fosfatasa. El
pet12a tratado con la enzima de restriccion y el producto de la PCR de la reacciéon 2 se purificaron y se ligaron
utilizando un kit de ligadura rapida (Roche, Suiza). Se utilizd la mezcla de ligadura para transformar las células
TOP10 de E. coli. Los transformados se colocaron en placa en medio LB agar-agar que contenia 100 ug/ml de
ampicilina.

El cebador del activador T7 (5'TAATACGACTCACTATAGS3 [SEC. ID. n° 40]) y el cebador del terminador T7
(5’CTAGTTATTGCTCAGCGGS [SEC. ID. n° 41]) se utilizaron para verificar las secuencias y la orientacién de los
genes de transferasa clonados en el vector pET12a. El kit de secuenciado de ADN del ciclo de terminadores se
realizé utilizando ABI Prism® BigDye™ con 500 ng de ADN plasmido como plantilla y 3,2 pmoles de activador T7 y
cebadores del terminador.

El montaje mostrado en la figura 35 se utilizé para transformar la cepa BL21(DE3)pLysS (Novagen) competente del
hospedador bacteriano y se seleccionaron transformados resistentes a ampicilina y se utilizaron para el andlisis de la
expresion.

Expresién de la lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida recombinante

La cuantificacion de la actividad enzimatica para con la lecitina se determiné en extractos celulares utilizando el kit
de acido graso no esterificado (NEFA) (Roche, Suiza).

En la figura 36, BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM se cultivd en medio LB

+ 100 pg/ml de ampicilina y se incubd con agitacion a 37°C hasta que se alcanza la DOgoo = 0,6 a 1,0. Los cultivos
se indujeron a continuacioén utilizando IPTG (0,4 mM) y se continué la incubacion durante las 3 horas siguientes. Se
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tomaron muestras a las 0, 1, 2 y 3 horas después de la induccion con IPTG. Se determiné la actividad enzimatica
utilizando el kit NEFA vy lecitina como sustrato.

Optimizacion del crecimiento para la produccién de mas enzimas activas

BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM se cultivd en medio LB +100 pug/ml de
ampicilina y se incubd con agitacién a diferentes temperaturas de cultivo (37°C, 30°C y 20°C). La condicion 6ptima
para la produccion de la enzima lipido aciltransferasa activa fue cuando los cultivos se cultivan 30°C como se
muestra en la figura 37.

Purificacidn parcial de transferasa de Aeromonas salmonicida recombinante

La cepa BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM se cultivd a 37°C y se
prepararon extractos celulares en bruto por tratamiento con ultrasonidos. La enzima recombinante se purificé mas a
partir de los extractos celulares en bruto tratados con ultrasonidos utilizando el kit de rotacion Ni-NTA de Qiagen. Se
determind la actividad de fosfolipasa utilizando el kit NEFA y lecitina como sustrato. Los extractos celulares en bruto
de BL21(DE3)pLysS que expresa la transferasa activa incubada con el sustrato de lecitina y la mezcla de reaccion
se analiz6 utilizando la cromatografia en capa fina que presenta la presencia de productos de degradacion (véase la
figura 38).

Purificacion parcial de la transferasa recombinante de Aeromonas salmonicidae. La cepa BL21(DE3)pLysS que
alberga el vector de expresion pet12-AsalGCAT = pSM se cultivd a 37°C y se prepararon extractos celulares en
bruto por tratamiento con ultrasonidos. La enzima recombinante se purific6 mas a partir de los extractos celulares en
bruto tratados con ultrasonidos utilizando el kit de rotacion Ni-NTA de Qiagen. Se determind la actividad de
fosfolipasa utilizando el kit NEFA y lecitina como sustrato (véase la figura 39).

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

Aeromonas hydrophila (ATCC n° 7965) se adquirid en el ATCC y se cultivd durante la noche a 30°C en medio de
Luria-Bertani (LB). Se centrifugaron las células y se aisléd el ADN gendmico utilizando los procedimientos para el
aislamiento de ADN gendmico de Qiagen Ltd.; juego de tampdn de ADN gendmico (cat. 19060), proteasa K (cat.
19131) y ARNasa A (cat. 19101) se adquirieron todos en Qiagen Ltd. (Boundary court Gatwick Court, West Sussex,
RH10 2AX).

La cepa bacteriana BL21 del hospedador (DE3)pLysS (Novagen) se utilizé para la producciéon de las enzimas de
Aeromonas recombinantes. Se utilizaron células competentes de BL21(DE3)pLysS como hospedadoras para la
transformacion con el vector de expresiéon pet12a-A.h.GCAT=pSMa. Los transformados que contienen el plasmido
apropiado se cultivaron a 37°C en medio LB con agar-agar que contenia 100 ug de ampicilina/ml.

Construccion del vector de expresion petl2a-AsalGCAT = pSMa:

Para todas las ampliaciones en ADN de los genes de transferasa procedentes de Aeromonas, se utilizé ADN
gendémico (0,2-1 ul) como plantilla y pfu ADN polimerasa (2,5 unidades) se utilizaron con 10 pl de 10 x tampdn pfu,
1 ul de cada cebador (50 pmoles/ul), dNTP 200 uM en un volumen total de reacciéon de 100 pl. Las reacciones de
PCR se llevaron a cabo en un ciclador térmico programable utilizando las siguientes condiciones: 95°C durante 30
segundos, 30 ciclos a 95°C durante 30 segundos, 60°C durante 1 minuto y 68°C durante 2 minutos. Se aplicé una
prolongacion adicional de 5 minutos a 72°C.

La ampliaciéon por PCR del gen de transferasa procedente de A. hydrophila (ATCC n° 7965) se llevd a cabo en 2
reacciones de PCR por separado.

La reaccion 1 de la PCR se realiz6 utilizando pares de cebadores, AHUS1
(5’GTCATATGAAAAAATGGTTTGTGTGTTTATTGGGATTGGTC3, SEC. ID. n° 42) y ahls950
(5’ATGGTGATGGTGGGCGAGGAACTCGTACTG3, SEC. ID. n° 43).

Se realizé una segunda reaccion PCR para incorporar la etiqueta histidina en el terminal C utilizando el producto de
la PCR de la primera reaccion y los pares de cebador:

AHUS1(5’GTCATATGAAAAAATGGTTTGTGTGTTTATTGGGATTGGTC3’ SEC ID n° 44,) y
AHLS1001(5 TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGGTGATGGTGGGC3’ SEC ID n° 45).

El producto de la PCR procedente de la segunda reaccion se purifico y se digirid con las enzimas de restriccion
Nde1 y BamHI. 2 pg del vector ADN pET12a se digirié también con las enzimas de restriccion Nde1 y BamHI y se
traté con fosfatasa. El pet 12a tratado con la enzima de restriccion y el producto de la PCR de la reaccion 2 se
purificaron y se ligaron utilizando un kit de ligadura rapida (Roche, Suiza). Se utilizé la mezcla de ligadura para
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transformar las células TOP10 de E. coli. Los transformados se colocaron en placa de medio agar-agar LB que
contenia 100 pg/ml de ampicilina.

El cebador del activador T7 (5TAATACGACTCACTATAG3 y el cebador del terminador T7
(5’CTAGTTATTGCTCAGCGG3 se utilizaron para verificar las secuencias y la orientacion de los genes clonados
GCAT en el vector pET12a. El secuenciado de ADN del ciclo de terminadores se realizé utilizando el kit de
secuenciado del ciclo de terminadores ABI Prism® BigDyeTM con 500 ng de ADN plasmido como plantilla y
3,2 pmoles de activador T7 y cebadores del terminador.

El montaje mostrado en la figura 40 se utilizé para transformar la cepa BL21(DE3)pLysS (Novagen) competente del
hospedador bacteriano y se seleccionaron transformados resistentes a ampicilina y se utilizaron para el analisis de la
expresion.

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

La cepa de E. coli BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresiéon pet12a-A.h.GCAT = pSMa se cultivé en
medio LB + 100 pg/ml de ampicilina y se incubd con agitacién a 37°C hasta que se alcanza una D.O.g00 = 0,6 a 1,0.
Los cultivos se indujeron a continuacion utilizando IPTG (0,4 mM) y se continué la incubacion durante las 3 horas
siguientes. Se tomaron muestras a las 0, 1, 2 y 3 horas después de la induccién con IPTG. Se determiné la actividad
enzimatica utilizando el kit NEFA y lecitina como sustrato (figura 41).

Optimizacion del crecimiento para la produccién de mas enzimas activas

BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12a-A.h.GCAT = pSMa se cultivé en medio LB +100 pg/ml
de ampicilina y se incub6 con agitacion a diferentes temperaturas de cultivo (37°C, 30°C y 20°C). La condicién
Optima para la produccion de la enzima GCAT activa fue cuando los cultivos se cultivan a 30°C como se muestra en
la figura 42.

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

La cepa BL21(DE3)pLysS que alberga el vector de expresion pet12a-A.h.GCAT = pSMa se cultivd a 37°C y se
prepararon extractos celulares en bruto por tratamiento con ultrasonidos. La enzima recombinante se purificé mas a
partir de los extractos celulares en bruto tratados con ultrasonidos utilizando el kit de rotacién Ni-NTA de Qiagen. Se
determind la actividad de fosfolipasa utilizando el kit NEFA y lecitina como sustrato. (figura 43).

Ejemplo 3: Expresion de transferasas de Aeromonas en Bacillus subtilis 163
Construccion del plasmido

Se utilizaron dos vectores de expresion diferentes de Bacillus subtilis (pUB 110 y pBES5) para la expresion heteréloga
de los genes de Aeromonas en Bacillus subtilis. El vector pUB110 contiene el activador de alfa-amilasa mientras que
el vector pBE tiene el activador P32 como zona reguladora para la expresion de los genes fusionados de
Aeromonas. En el pUB110 el primer aminoacido de los genes de GCAT maduros de Aeromonas se fusionaron en el
marco con el ultimo aminoacido de la secuencia del péptido sefial de xilanasa de Bacillus subtilis mediante la
secuencia de restriccion Nhe1, creando 2 aminodcidos adicionales en frente de las proteinas maduras. El pBE5
contiene la fusion de la secuencia sefial cgtase en la secuencia Ncol para la secrecién de las proteinas
recombinantes en el filtrado del cultivo.

Se realizaron las reacciones de PCR para obtener la fusion de los genes de Aeromonas en el marco para las
secuencias sefal de los vectores pUB 110 y los pBE5. Las PCR se realizaron utilizando los pares de cebadores
siguientes para el gen de A. hydrophila:

Reaccion 1 de PCR: usAHncol (5’ATGCCATGGCCGACAGCCGTCCCGCC3, SEC ID n° 46) y IsAH
(5’ TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATG3’, SEC ID n° 47)

Reaccion 2 de PCR: US-Ahnhel (5TTGCTAGCGCCGACAGCCGTCCCGCC3’, SEC ID n°® 48.) y IsAH
(5’TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATGS, SEC ID n° 49)

Las PRC se realizaron utilizando los pares de cebadores siguientes para el gen de A. salmonicida:

Reaccion 3 de PCR: US-Asncol (5TTGCCATGGCCGACACTCGCCCCGGC3, SEC ID n° 50) vy
ISAH(5 TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATG3’, SEC ID n° 51)

Reaccién 4 de PCR: US-ASnhe1 (5’TTGCTAGCGCCGACACTCGCCCCGCC3’, SEC ID n° 52) and 1Sah
(5’TTGGATCCGAATTCATCAATGGTGATG3’, SEC ID n° 53)
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Todos los productos de la PCR se clonaron en el truncamiento Il de la PCR (vector TOPO) y se secuenciaron con
cebadores de secuenciado complementarios y transcritos.

Los clones procedentes de las reacciones 1 y 3 de la PCR se cortaron con Nco1 y Bam HI y se utilizaron como
inserciones para la ligadura del vector pBE5 cortado con Nco1/BamH1/fosfatasa. Los clones procedentes de las
reacciones 2 y 4 de la PCR se cortaron con Nhe1 y Bam H1 y se utilizaron como inserciones para la ligadura del
vector pUB que se corté con Nhe1/BamH1/fosfatasa.

Expresion de los genes de la transferasa de Aeromonas en Bacillus subtilis y caracterizacién de la actividad
enzimatica

Las aciltrasnfersas de las dos especies de Aeromonas se han expresado con éxito en E. coli (resultados
anteriormente). Los montajes génicos de la fusion pUB110 y pBE5 de Bacillus se utilizaron para transformar Bacillus
subtilis y se seleccionaron los transformados por colocacién en placas con kanamicina. Los transformados
resistentes a la kanamicina aislados y cultivados en 2 x YT son capaces de expresiéon heteréloga de los genes de
Aeromonas en Bacillus. Los filtrados del cultivo tiene actividad de digalactosildiacilglicerol (DGDG) galactolipasa,
ademas de tener actividades tanto de aciltransferasa como de fosfolipasa. La actividad hacia el
digalactosildiacilglicerol (DGDG) se midio después de 60 minutos de incubacion del sobrenadante del cultivo con el
sustrato. DGDG procedente de harina de trigo (puede adquirirse en Sigma) asi como la actividad hacia la lecitina
como se muestra en la figura 44. Bacillus produjo la enzima después de toda la noche (20 a 24 horas) a las 48 horas
de cultivo en el medio de cultivo como una proteina segregada. En algunos casos, la expresion de los genes de
Aeromonas se ha demostrado que interfiere con la viabilidad celular y el crecimiento en Bacillus y E. coli, es por
consiguiente necesario seleccionar minuciosamente las cepas de expresion y optimizar las condiciones del cultivo
para garantizar la expresion,. Por ejemplo, varias cepas hospedadoras de Bacillus (B.s 163, DB104 y OS 21) se
transformaron con los vectores de expresion para la comparacion del crecimiento. B.s163 se puede transformar con
2 genes de Aeromonas y puede expresar la proteina activa. DB104 se puede transformar con todos los montajes
pero solamente puede expresar la transferasa de A. salmonicida.

Ejemplo 4: Fermentacién y purificacion de lipido aciltransferasas de Aeromonas producidas en E. coli
Fermentaciones de E. coli:
Microorganismos

Se utilizaron en este estudio dos cepas de Escherichia coli, una que contenia una lipido aciltransferasa de
Aeromonas hydrophila (Ejemplo 2) y dos que contenian lipido aciltransferasas de Aeromonas salmonicida (Ejemplo

1).

La cepa de E. coli que contenia el gen de A. hydrophila se denominé DIDK0124 y la cepa de E. coli que contenia el
gen de A. salmonicida se denominé DIDK0125. La fermentaciéon con DIDK0124 se denominé HYDROO0303 y la
fermentacion con DIDK0125 se denomind SAL0302. La proteina purificada de HYDROO025 se denomind REFn°138.
La proteina purificada de HYDROO0303 se denomind REFn°135.

Medios de cultivo y condiciones de cultivo
LB con agar-agar

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

Matraz en agitacion con LB

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

Cultivo en biorreactor

Se llevaron a cabo cultivos en biorreactores de 6 | construidos en planta rellenos con 4 | de medio que contenia:
10 g/l de triptona, 5 g/l de extracto de levadura, 5 g/l de NaCl, 8 g/l de KH;PO,, 0,9 g/l MgS04-7H,0, 40 g/l de
glucosa monohidratada, 0,4 ml/ ADD APT® Foamstop Sin 260 (ADD APT Chemicals AG, Helmond, Holanda),
10 mg/l de (NH4)2Fe(S04)2-6H20, 0,7 mg/l de CuSO4-5H20, 3 mg/l de ZnSO4-7H,0, 3 mg/l de MnSO4-H20, 10 mg/l
de EDTA, 0,1 mg/l de NiSO4-6H,0, 0,1 mg/l de CoCly, 0,1 mg/l de H3BO4 0,1 mg/l de KI, 0,1 mg/l de NazMoQO4-2H,0,
1 g/l de ampicilina y 35 mg/I de cloranfenicol.
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Los biorreactores se inocularon con una cantidad de cultivo LB que garantiza el final del cultivo después de
aproximadamente 20 horas de cultivo (calculado a partir de la tasa de crecimiento especifico maxima de 0,6 h™, la
D.0.600 del matraz en agitacion con LB y la D.O.gno final en el biorreactor de aproximadamente 20).

Se inoculé SAL0302 con 10 ml de cultivo LB y se inoculé HYDROO0303 con 4 ml de cultivo LB.

Los biorreactores se operaron en las condiciones siguientes: temperatura 30°C, agitacion entre 800 y 1000 rpm
(dependiendo del experimento), 5 I/min de aireacion, pH 6,9, pH de control 8,75% (p/v), NHs-agua y H2SO42 M. La
induccién se consiguié mediante adicién de isopropil B-D-tiogalactésido a una concentracion final de 0,6 mM cuando
se produjeron 0,4 moles (HYDROO0303) y 0,7 moles de CO; respectivamente.

Recoleccién

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

1) El caldo de cultivo de fermentacién de las fermentaciones se centrifugé a 5.000 x g y 4°C durante 10
minutos, y se descargd el sobrenadante. La biomasa se almacend a -20°C hasta su utilizaciéon. Se
descongeld la biomasa y se volvié a poner en suspension en 500 ml de NaH,PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl
500 mM, imidazol 10 mM e inhibidor de proteasa completo (sin EDTA) (Roche, Alemania).

2) La biomasa en suspension se homogeneiz6 a 2 kbares y 4°C en un destructor celular de Constant Systems
Ltd. (Warwick, U.K.)

3) Los detritos celulares se separaron por centrifugacion a 10.000 x g y 4°C durante 30 minutos seguido de la
recoleccion del sobrenadante.

4) EIl sobrenadante se clarificé mas por centrifugacion a 13.700 x g y 4°C durante 60 minutos seguidos de
recoleccion del sobrenadante.

5) Se filtr6 el sobrenadante a través de filtros Vacu Cap de 0,2 ym (Pall Life Sciences, U.K.) y el filtrado se
recogi6 para su purificacion cromatografica inmediata.

Purificacion cromatogréfica de las transferasas

Se rellend una columna (2,5 x 10 cm) con 50 ml de gel Sefarosa Quelante ff. y se cargoé con sulfato de niquel (segun
el procedimiento descrito por el fabricante Amersham Biosciences). Se equilibré la columna con 200 ml de NaH;PO,4
20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM. Se aplicaron 400 ml de producto en crudo a la columna a un caudal
de 5 ml/min. Se lavo a continuacién la columna con NaH>PO4 20 mM, pH 7,4, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM hasta
que el UV alcanzé la linea de referencia. El GCAT se eluyd a continuacion con 40 ml de NaH2PO4 20 mM, pH 7,4,
NaCl 500 mM e imidazol 500 mM.

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

Fermentaciones

BAC0318-19, BAC0323-24

Microorganismos

Los microorganismos utilizados en este estudio se originan en la transformacion de una cepa del hospedador
Bacillus subtilis, n°® 163 con un plasmido que contiene el gen que codifica la transferasa de Aeromonas salomonicida
insertada en el vector pUB1100IS. La expresiéon del gen esta controlada por un activador de alfa-amilasa, y la
secrecion de la transferasa esta mediada por la secuencia sefial de la xilanasa de Bacillus subtilis (Ejemplo 3). La
cepas se denominaron DIDK0138 (fermentacion de BAC0318-19) y DIDK0153 (fermentacion de BAC0323-24).
Medios de cultivo y condiciones del cultivo

Medio de precultivo

A un matraz en agitacion (volumen total de 500 ml, con tabiques) se afiadieron 100 ml de un medio que contenia:
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NaCl 54l

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

el pH se ajustd a 7,0 antes de la esterilizacion en el autoclave.

Después de la esterilizacién en autoclave se afadieron 6 ml de Nutriose al 50% (p/p) por matraz. Se afiadié
kanamicina a una concentracion de 50 mg/l después de la esterilizacion en autoclave.

Inoculacion

Un matraz de precultivo en agitacién se inoculdé con cultivo congelado directamente en una solucién madre en
glicerol al 25% (p/v). El matraz en agitacion se incub6 a 33°C y 175 rpm durante aproximadamente 16 horas, durante
las que se utilizaron 50 ml para inocular el fermentador.

Fermentaciones

Las fermentaciones se realizaron en fermentadores de 6 | construidos en planta.

El medio (3 I) del lote contenia:

Licor de maiz fermentado (50% de w) 40 g/l
Extracto de levadura BioSpringer 153 (50% de w) 10 g/l
NaCl 54l
CaCl2:2H20 0,25 g/l
Mn(N03)2'H20 0,2 g/|
Antiespumante SIN260 1 ml/l
Kanamicina (esterilizada en filtro para el fermentador después de 50 mg/l
esterilizacion en autoclave

La alimentacion contenia:
Glucosa monohidratada 540 g/kg
MgSO,-7H20 4,8 g/kg
Antiespumante SIN260 4 mi/kg
Extracto de levadura BioSpringer 153 (50% de w) (esterilizado en 150 g/kg

autoclave por separado)

La alimentacién en la fermentacion de BAC0318 y BAC0323 se comenzo6 basandose en el CO, acumulado, segun
las ecuaciones siguientes:

Alimentacion - Caudal [g/h] = 0, AcCO» < 0,15
Alimentacion - Caudal [g/h] = 2,85 + 11,54, AcCO, 20,15y t< 12
Alimentacion - Caudal [g/h] = 21,3, t> 12

t: tiempo (en horas) desde el momento en que el COz acumulado (AcCO>) alcanzé 0,15 moles.

La alimentacion en la fermentacion de BAC0319 y BAC0324 se inicié basandose en el CO, acumulado segun las
ecuaciones siguientes:

Alimentacion - Caudal [g/h] = 0, AcCO» < 0,15
Alimentacion - Caudal [g/h] =2,0 +1:1,08, AcCO, 20,15y t< 12
Alimentacion - Caudal [g/h] = 15, t > 12

t: tiempo (en horas) desde el momento en que el CO, acumulado (AcCO3) alcanzé 0,15 moles.
El pH se control6 en 7,0 afiadiendo 12,5% (p/v) de NHs-agua o acido fosforico 2 M.
La aireacion fue de 3 I/min correspondiente a 1 vvm.
La temperatura fue de 33°C.

El fermentador estaba equipado con dos agitadores Rushton de 8 cm @ colocados a una distancia de 10 cm.
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Recolecciéon

La biomasa se separ6 por centrifugacion a 16.000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se esterilizd por
filtracion el sobrenadante y el filtrado se utilizo para la purificacion y pruebas de aplicacion.

Ejemplo 6. Pruebas de aplicacion en yema de huevo

En los experimentos siguientes la transferasa aislada de Aeromonas salmonicida expresada en E. coli se probo en
yema de huevo sola y en yema de huevo a la que se habia afiadido un esterol vegetal.

Material
Transferasa procedente de Aeromonas salmonicida Ref. n® 138
Yema de huevo: de huevo fresco (huevos de gallinas)
Esterol vegetal: B-sitosterol, Sigma, S 5753
Placas de TLC: Placas de silice Merck n° 1.05715.0001.
Analisis de TLC.

Se activé la placa de TLC en una estufa (110°C) durante %2 h.

Se vertieron 100 ml de disolvente de revelado en una camara de cromatografia con tapa. Las paredes de la camara
estaban cubiertas con papel de filtro (Whatman 2) con objeto de saturar la camara con el vapor de disolvente.

La placa de TLC se colocé en un marco y la muestra se aplico sobre la placa de TLC 2 cm desde el fondo. La placa
de TLC se colocé a continuaciéon en la camara de TLC con el disolvente de revelado. Cuando el disolvente de
revelado llevd 14 cm desde el fondo de la placa, la placa de TLC se sacé y se seco en una tabla de vapores, y a
continuacion se colocé en la estufa a 110° durante 10 minutos.

La placa de TLC se sumergi6é a continuacion en el reactivo de revelado y se secé en la estufa a 110°C durante 15
minutos.

Disolvente de revelado:

n° IV: cloroformo:metanol:H,0 (65:25:4)
n° |: P-éter:MTBE:acido acético (60:40:1)

Tampén de revelado (tampoén de vanadato):
32 g de NaxCO3y 300 ml de H,O (1 M)
18,2 g de pentdxido de vanadato (V20s) se afiaden y se disuelve durante el calentamiento suave.
La solucién se enfria hasta temperatura ambiente.
Se afiaden con cuidado 460 ml de H,SO4 2,5 M (460 ml de H20 + 61 ml de HxSO,).
Se afiade agua hasta 1000 ml.
Actividad de fosfolipasa

Sustrato:

0,6% de L-a fosfatidilcolina al 95% vegetal (Avanti n°® 441601) + 0,4% de Triton-X 100 (Sigma-X-100) + CaCl, 5 mM
se disuelve en tampon HEPES 0,05 M, pH 7.

Procedimiento

Se afiadieron 400 yl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocaron en un termomezcaldor Eppendorf a
30°C durante 5 minutos.

En el tiempo T = 0 se afiadieron 50 pl de solucidon enzimatica. También se analizé un blanco con agua en lugar de la
enzima.

Se mezclé la muestra a 1000 rpm en el termomezclador Eppendorf a 30°C durante 10 minutos. En el tiempo T = 10
min. se coloco el tubo Eppendorf en otro termomezclador a 99°C durante 10 minutos para interrumpir la reaccién.

Se analizaron los acidos grasos libres en las muestras utilizando un kit NEFA de WAKO GmbH.
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Se calculd la actividad enzimatica de PLU-7 a pH 7 como micromoles de acido graso producidos por minuto en las
condiciones del ensayo.

Extraccion de lipidos

Se mezcl6 1 g de yema de huevo y 7,5 ml de cloroformo:metanol 2:1 en un Whirley y se centrifugd a 750 x g durante
10 minutos.

Se aislaron 3 ml de la fase de cloroformo y se utilizaron para analisis de lipidos posterior.
Resultados:
Se analiz6 la actividad de fosfolipasa en la transferasa (REF. n° 138) de Aeromonas salmonicida expresada en E.

coli como se describié anteriormente y se determind también en la yema de huevo con o sin -sitosterol. La muestra
se agité con un agitador magnético durante la reaccién. El disefio experimental se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1
Prueba Tiempo de reaccién a 37°C Yema de huevo Sitosterol Transferasa n® 138

n° minutos gramos mg Unidades
1 30 1 40

2 30 1 40 0,75 PLU
3 30 1 80 0,75 PLU
4 120 1 40 0,75 PLU
5 120 1 80 0,75 PLU
6 300 1 40 0,75 PLU
8 300 1 40

Se interrumpid la reacciéon anadiendo 7,5 ml de cloroformo:metanol (2:1) y se mezclé en un mezclador Whirley
durante 30 segundos. Se aisl6 la fase de cloroformo por centrifugacion y se transfirieron 2 pl de la fase de cloroformo
a una placa de TLC de silice activada previamente y se eluyé con disolvente de revelado n° |, y otra placa de TLC en
disolvente de revelado n° IV.

Los resultados de loa analisis de TLC se muestran en las figuras 45 y 46.

La reaccion de transferasa con una transferasa procedente de Aeromonas salmonicida en yema de huevo en la que
se anadio esterol vegetal ha demostrado que la enzima transfiere acido graso de la lecitina en la yema de huevo al
colesterol durante la formacion del éster de colesterol. El cromatograma por TLC indicé ademas, que la parte del
esterol afiadida a la yema de huevo se transferia al éster de esterol.

La cantidad de éster de esterol en relacion con la cantidad de éster de colesterol formado durante la reaccion puede
analizarse por HPLC o GLC.

Es sabido que los ésteres de esterol vegetales reducen la absorcion del colesterol en el intestino. Se indica ademas
en la bibliografia que los ésteres de colesterol se absorben menos que el colesterol libre en el intestino. Cuando una
transferasa y esterol vegetal se afiaden a la yema de huevo se obtiene un producto que causa absorciéon reducida
del colesterol, y al mismo tiempo se produce lisolecitina que mejora las propiedades de emulsificacion de la yema de
huevo. Una ventaja adicional de afiadir transferasa y esterol vegetal a la yema de huevo es que el éster de esterol
vegetal es ingerido junto con el colesterol natural disponible, que cabe esperar que tenga el mayor efecto sobre la
reduccion de la absorcion del colesterol.

Ejemplo 7: Modificacién de la yema de huevo por la lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas
salmonicida

Segun la presente invencién se ha demostrado ahora que es posible producir lisolecitina de la yema de huevo sin
formacion sustancial de acido graso libre mediante la utilizacion de una transferasa.

El contenido en lecitina de la yema de huevo es un emulsionante importante para la produccién de mayonesa con la
limitacion de que la mayonesa no es estable al calor. Se ha sabido por consiguiente durante varios afos utilizar un
fosfolipasa del pancreas para modificar la lecitina en la yema de huevo a lisolecitina, que es un emulsionante mas
eficaz. La utilizacion de la yema de huevo modificada por enzimas en la produccion de la mayonesa contribuye a
una mejor estabilidad al calor de la mayonesa durante la pasteurizaciéon. Una limitacion de la utilizacion de la
fosfolipasa del pancreas en la yema de huevo es que la cantidad de acido graso aumenta también, lo que contribuye
a una estabilidad oxidativa reducida porque los acidos grasos libres son mas propensos a la oxidacion que el éster
correspondiente. El acido graso libre puede contribuir también a un sabor a jabon.
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La transferasa procedente de Aeromonas salmonicida se expresé con éxito en B.subtilis y se fermenté a escala de
laboratorio como se describe en el Ejemplo 5, se purificé por cromatografia de liquidos y se utilizé para modificar los
lipidos de la yema de huevo. La yema de huevo modificada por enzimas se utilizd para producir mayonesa estable al
calor.

La transferasa de A. salmonicida puede utilizarse para producir lisolecitina y colesterol en la yema de huevo sin la
produccién de cantidades significativas de acidos grasos libres. Es decir, sin aumentar o aumentar sustancialmente
los acidos grasos libres en el alimento.

La yema de huevo modificada por enzimas producida por la transferasa presentaba propiedades mejoradas de
emulsificacion y puede utilizarse para la produccién de mayonesa estable al calor.

Esta enzima era muy funcional en la modificacién de la yema de huevo catalizando la reaccién de transferencia de
lipidos entre la lecitina y el colesterol, figura 47.

Este estudio investigd mas la utilizacion de transferasa para la modificacion de la yema de huevo y la utilizacion de
la yema de huevo modificada en la produccion de mayonesa estable al calor.

Este ejemplo describe la fermentacion, aislamiento y aplicaciéon de la transferasa en las yemas de huevo, asi como
la aplicacion de la yema de huevo modificada por enzimas en la mayonesa. El ejemplo se divide en dos partes:

A. Aplicacioén de la transferasa en la yema de huevo

B. Experimento de la yema de huevo modificada por enzimas en la mayonesa
Parte experimental

A. Aplicacion

Enzimay sustrato

Transferasa n°® 178-9 de A. salmonicida, purificacion 2554-100 C73, 15 PLU-7/ml. Transferasa n° 179 de A.
salmonicida, 18,5 PLU-7/ml.

Fosfolipasa A1 LECITASE™ ULTRA (Novozymes A/S, Dinamarca)
Yema de huevo: yema de huevo liquida con 8% de sal, SANOVA FOODS, DK

El analisis de TLC se realizé como se describié anteriormente (véase el Ejemplo 6 anterior).
Actividad de la fosfolipasa: véase los ejemplos anteriores.
Extraccién de lipidos

1g de yema de huevo, 7,5ml de cloroformo:metanol 2:1 se mezclaron en un Whirley durante 30 s. y se
centrifugaron a 750 durante x g durante 10 minutos.

Se aislaron 4 ml de la fase de cloroformo y se utilizaron para el analisis de lipidos posterior.
Prueba de estabilidad a la oxidacion

La estabilidad a la oxidacion de la mayonesa se midié en un equipo ML OXIPRESS en el que la muestra es oxidativa
tensionada mediante calor a presidén en una atmésfera de oxigeno.

Después de un cierto tiempo, denominado periodo de induccién (IP), la oxidacion de la muestra produce un
determinado consumo de oxigeno, que es registrado como cambio de presién de un transductor de presion. El
periodo de induccion mas elevado indica mejor estabilidad a la oxidacién.

Procedimiento
Se colocan 5 gramos de mayonesa en un recipiente de vidrio y se cierra el recipiente de vidrio con el transductor de
presion. Se llena el recipiente con oxigeno a 5 bares. Se abre la valvula para vaciar el recipiente. Este procedimiento

se repite dos veces y la muestra con atmoésfera de oxigeno a 5 bares se coloca a 80°C. La presion de oxigeno se
mide en funcidn del tiempo y se calcula el periodo de induccién (IP) en horas.
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Resultados

La transferasa purificada procedente de Aeromonas salmonicida de las muestras n°® 179 y n° 178-9 se utilizaron para
tratar la yema de huevo como se resume en la Tabla 2. La prueba inicial ha demostrada que la GCAT transferasa
deberia afiadirse con mucha menos actividad de fosfolipasa (PLU), que una fosfolipasa comercial. Esto se explica
por el hecho de que GCAT es una transferasa y por consiguiente tiene mucha menos actividad hidrolitica que una

fosfolipasa normal.

Tabla 2
Yema de huevo 2344-44 C89 Transferasa n° 3108, Lecitasa agua

Sanofo 8% de sal 18,5 PLU-7/ml n° 178-9 Ultra

n° Yema de huevo Transferasa n°® 179 18,5 PLU-7/ml 1500 PLU-7/ml
7/ml
gramos gramos gramos ml gramos PLU-7/ml

6 120 2,00 8,00 0,31
7 120 10 0 1,25
8 120 1,86 8,14 23,25
9 120 10 0

Se realizaron las reacciones enzimaticas pesando la yema de huevo y la enzima en un vaso de precipitados. Se
colocaron las muestras en una estufa a 37°C durante la agitacion lenta. Después de 1, 2 y 4 horas de tiempo de
reaccion se extrajo una muestra para analisis de TLC. Después de 4 horas de tiempo de reaccién se almacend el
producto a 5°C y se utilizé para los experimentos con mayonesa.

El analisis TLC de los lipidos extraidos de la yema de huevo tratada con enzimas se presenta en la figura 48.

Los analisis de TLC de la figura 48 presentan un efecto hidrolitico claro de la fosfolipasa n°® 3108 en ftriglicérido
durante la formacion de acidos grasos libres, asi como de algunos mono- y diglicéridos. La fosfolipasa n° 3108
parece no tener ningun efecto sobre el colesterol. Ambas muestras de transferasa contribuyen evidentemente a la
formacion de éster de colesterol correspondiente con la reduccion de contenidos de colesterol.

D. Yema de huevo modificada con enzimas en mayonesa

Para investigar el efecto de la modificacion de las muestra con yema de huevo mencionadas en la Tabla 2, se
realizaron pruebas de aplicacion en la mayonesa con un contenido en grasa del 50%. Una mayonesa que contiene
yema de huevo sin tratar se produjo también.

El objetivo de la investigacion fue determinar el impacto de las propiedades de emulsificacion de la yema de huevo
modificada con enzimas y el impacto en la estabilidad térmica. Todas las muestras de mayonesa contenian la misma
cantidad de aceite y se emulsionaron sélo con yema de huevo. Todas las muestras de mayonesa se produjeron
utilizando un mezclador Koruma (Disho V60/10) y se calentd durante el tratamiento a 95°C durante 5 minutos.

Las muestras de las mayonesas (figura 49) producidas por la yema de huevo tratada con enzimas eran adecuadas y
homogéneas sin separacion de aceite. La muestra de referencia se separd en un aceite y en una fase acuosa.

El tamario de particula de la gotita de aceite en las muestras de mayonesa con yema de huevo tratadas con enzimas
se midié en un Mastersizer Malvern. Se mezclé la muestra con 0,1% de SDS en tampdn fosfato 0,1 M, pH 7, antes
de la medicion. La lectura fue el tamafio medio de todas las particulas mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3
Experimento Enzima Tamafo medio de particula ym
6 Transferasa n® 179, 0,31 PLU-7/g 12,9
7 Transferasa n® 178-9, 1,25 PLU-7/g 72
8 Lecitasa Ultra n® 3108, 23 PLU-7/g 5,2

Los resultados de la medicidon del tamafio de particula demuestran claramente el efecto de la dosis aumentada de
transferasa procedente de A. salmonicida. Con la dosis alta de transferasa el tamafio de particula esta préximo al de
la mayonesa producida por Lecitasa Ultra. Debe retenerse en mente sin embargo que la Lecitasa Ultra produce
muchos acidos grasos, que pueden contribuir a una distribucion de particulas mas fina.

El tamafio de la gotita de aceite de la mayonesa preparada con la enzima es significativamente mas pequefo que el
tamanfo de la gotita de aceite de la mayonesa preparada sin la enzima (es decir, la mayonesa de referencia).
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Estabilidad a la oxidacion

La estabilidad a la oxidacién de las muestras 7 y 8 de mayonesa se analizé en un ML OXIPRESS con los resultados
mostrados en la Tabla 4.

Tabla 4
Muestra Periodo de induccién Periodo de induccién
1. determinacion de horas 2. determinacion de horas
7 37,44 38,08
8 35,68 35,52

La medicion de la estabilidad a la oxidacidon proporcioné una diferencia significativa clara en la estabilidad a la
oxidacion. La mayonesa con yema de huevo tratada con transferasa 179-8 tenia una estabilidad a la oxidacion
significativa mejor que la mayonesa con yema de huevo tratada con Lecitasa Ultra. Esto puede explicarse por el
hecho que la Lecitasa Ultra produce mas acidos grasos libres que son mas propensos a la oxidacion que los
correspondientes ésteres de acidos grasos.

Una muestra de las yemas de huevo utilizadas para la produccion de mayonesa se extrajo con cloroformo, y los
lipidos de la yema de huevo se analizaron por GLC utilizando los resultados presentados en la Tabla 5.

Tabla 5
Experimento Enzima Acido graso | Colesterol Ester de colesterol Triglicérido
6 Transferasa n® 179, 0,96 0,94 0,49 23,95
7 Transferasa n° 178-9 1,84 0,60 1,06 24,54
8 Lecitasa Ultra n® 3108 14,05 1,16 0,12 2,45
9 Referencia 0,48 1,16 0,13 22,87

Los resultados de la GLC en la Tabla 5 confirman en los resultados del analisis de TLC que la Lecitasa Ultra produce
un cantidad muy elevada de acidos grasos libres y una gran parte del triglicérido esta hidrolizado. Por otra parte la
transferasa produce solamente una modesta cantidad de acidos grasos libres y ningun triglicérido se hidroliza. Esta
también demostrado claramente que la transferasa produce éster de colesterol procedente del colesterol.

Los resultados indican que la cantidad de PC en la mayonesa "tratada con enzimas" es reducida en comparacion
con la mayonesa de referencia, mientras que la cantidad de LPC aumenta en la mayonesa con enzima tratada en
comparacién con la mayonesa de referencia. El aumento de la cantidad de LPC puede explicar bien las propiedades
mejoradas de emulsificacion de la mayonesa tratada con enzimas en comparaciéon con la mayonesa de referencia.
Los analisis de HPLC y GLC indican ademas un nivel menos de colesterol libre en la mayonesa tratada con enzimas
en comparaciéon con la mayonesa de referencia, probablemente debido al colesterol que se esta utilizando como
molécula receptora en la reaccién de transferasa que produce un aumento en la cantidad de ésteres de colesterol en
la mayonesa tratada con enzimas en comparacion con la mayonesa de referencia. Ademas, los resultados indican
que la cantidad de acidos grasos libres no aumenta de manera significativa cuando la yema de huevo se trata con la
transferasa. Los resultados indican ademas que la cantidad de acidos grasos libres producidos en el alimento
tratado con la lipido aciltransferasa es significativamente menor que en el alimento tratado con la fosfolipasa de
referencia, esto es cierto incluso si la cantidad de lisolecitina formada en los alimentos es la misma.

Ejemplo 8: Efecto de la transferasa de Aeromonas salmonicida en pasteles

El efecto de la acil-transferasa de GCAT procedente de Aeromonas salmonicida se prueba en una receta de pastel.
La enzima se prueba sola y combinada con otras enzimas lipoliticas. Las enzimas se afiaden a alguno de los
ingredientes del pastel o se afiaden juntos con los demas ingredientes del pastel antes de mezclar en el pastel.

Los resultados preliminares demuestran que la acil-transferasa combinada con una enzima de hidrélisis de
triglicéridos mejora el volumen del pastel y la estructura de la miga en comparacién con una referencia.

En los siguientes experimentos una transferasa producida procedente de A. salmonicida y sus variantes se prueban
solas y combinadas con enzimas hidrolizantes de triglicéridos. Estas enzimas son activas en los componentes
lipidicos en el huevo y la manteca asi como en los carbohidratos, proteinas, glicerol y colesterol (en el huevo), lo que
forma parte de la receta del pastel.
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Materiales y procedimiento
Enzima

Acil-transferasa n° 179 de Aeromonas salmonicida
Grindamyl EXEL 16, Lipasa procedente de Thermomyces lanuginosus

Receta del pastel:

Ingredientes % g
Azucar 35/20 20,37 204
Harina para pastel, Albatros 18,11 181
Almidén de trigo 5,21 52
Levadura de panadero 0,36 4
Huevo entero liquido pasteurizado 22,63 226
Manteca Vegao (Aarhus United) 18,11 181
Suero en polvo 0,68 7
Jarabe de glucosa 75% 42 DE 4,53 45
Glicerol 1,36 14
Sal 0,32 3
Aceite de semillas de colza 6,34 63
Sorbato de potasio 0,18 1,8

Equipo

Mezclador: Hobart N50 con una espatula
Estufa: estufa para pasteles Simon

Procedimiento:
Todos los ingredientes deben estar a temperatura ambiente.
1. Quemar azucar y manteca durante 3 minutos, empezar a la 22 velocidad y mover a la 32 velocidad en 30 s.

2. Anadir los ingredientes restantes y empezar a la 12 velocidad y mover a la 22 velocidad en 30 s.-5 min. de
mezcla total.

3. Medir el volumen de la mantequilla en una copa de 1 dl.

4. Los moldes del pastel golpeado se pulveriza con aceite "Babette" pulverizado y se cubre con papel.
5. Sepesan 2 x 350 g en los moldes de la tarta golpeados.

6. Se extiende la masa uniformemente con una espatula.

7. Antes de ponerla en el horno se afiade un chorro de aceite en la parte superior del pastel (en el medio) para
partir el pastel por la mitad.

8. Hornear durante 50 min a 180°C.

9. Después del horneado sacar el molde del horno y "dejarlo caer” en la tabla antes de sacar los pasteles de
los moldes.

10. Sacar el papel de los pasteles y dar la vuelta cara arriba.
11. Se enfrian los pasteles en una parrilla durante 60 min. antes de pesar y medir el volumen
Observaciones

La(s) enzima(s) utilizada(s) se afiade(n) al comienzo del mezclado o se afiade(n) a algunos de los ingredientes del
pastel antes de afadirla(s) a otros ingredientes del pastel.

Las enzimas son solamente activas durante el mezclado o la reaccion de los componentes del pastel y las enzimas
se inactivan durante la coccion del pastel.
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Resultados

Se realizan los siguientes experimentos como se muestra en la tabla siguiente:

1 2 3 4
Huevo entero G 250 250 250 250
Jarabe de glucosa, 75% DE 42 G 10 10 10 10
Acil-transferasa n® 179, 26 PLU/ml Mi 25 25
Gryndamil EXEL 16 Mg 37,5 37,5
Agua 25

Se hacen reaccionar huevo, jarabe de glucosa y enzima durante 30 minutos a 37°C y podo después los huevos se
utilizan para producir pastel segun la receta mencionada anteriormente.

Los resultados preliminares demuestran que una combinacién de aciltransferasa y un glicérido que hidroliza la lipasa
procedente de Thermomyces lanoginosus mejora el volumen del pastel, y ademas la estructura de la miga, la
calidad y aspecto del alimento se mejora en comparacién con una referencia con agua. Los resultados preliminares
indican en el pastel que puede preferiblemente utilizarse una combinacion de lipido aciltransferasa y una lipasa.

Ejemplo 9: El objeto de estos experimentos fue probar una transferasa de A. hydrophila expresada en E.coli

La reaccién con transferasa de A. hydrophila n° 135 (0,5 NEFA-PLU/mI) se prob6 en yema de huevo. El montaje
experimental se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6
Tiempo de reaccion Yema de huevo n® 135 conc.
n° minutos gramos Unidades PLU-NEFA
1 30 1 0,000
2 30 2 0,100
3 60 2 0,100
4 150 2 0,100
5 240 2 0,100
6 1560 2 0,100
7 1560 1 0,000

Se calenté a 37°C la yema de huevo y se afadio la enzima. Después del tiempo de reaccion se afiadieron 7 ml de
CHCls:metanol 2:1 y se mezclo en un Whirley durante 30 segundos.

Se centrifugd la muestra a 800 x g durante 10 minutos y se aisl6 la fase disolvente inferior. Se aplicaron 2 pl de esta
muestra sobre una placa de silice de TLC y se eluyd en el disolvente IV de elucién. Los resultados del analisis TLC
se muestran en las figuras 50 y 51.

Los procedimientos y materiales mencionados en este ejemplo son los detallados en los ejemplos anteriores.

Las muestras de este experimento se analizaron bien por GLC como derivados de TMS. Los resultados del analisis
GLC se presentan en la Tabla 7.

Tabla 7. Analisis GLC de lipidos de la yema de huevo

n° Reaccioén Transferasa n°®
135 conc.

tiempo Unidades/g yema Acido graso libre Colesterol Ester de

de huevo colesterol
min % % %
7 Referencia 0 0,25 2,88 0,34
3 60 0,025 0,25 2,68 0,56
4 150 0,025 0,29 1,85 1,72
5 240 0,025 0,53 1,42 3,54
6 1560 0,025 0,95 0,3 443

A partir del analisis GLC del acido graso libre, del colesterol y del éster del colesterol es posible calcular la

concentracion molar de cada componente y calcular el % de actividad de transferasa como se muestra en la Tabla 7.

58



ES 2374132 T3

Calculo del % de actividad de transferasa

A partir de los resultados se calculan los aumentos en acido graso libre y ésteres de esterol:
5 A% acido graso = % acido graso (enzima) - % acido graso (referencia)
A% éster de esterol = % esterol/éster de estanol (enzima) - % esterol/ éster de estanol (referencia)

La actividad de la transferasa se calcula en % de la actividad enzimatica total:

10
% de actividad de _ A% éster de esterol/(Mv éster de esterol) x 100
transferasa A% éster de esterol/(Mv éster de esterol) + A% acido graso/(Mv &cido graso)
en la que:
Mv éster de esterol = peso molecular medio de los ésteres de esterol
15 Mv acido graso = peso molecular medio de los acidos grasos

Tabla 8. Actividad de transferasa en la yema de huevo de A.hydrophila n® 135

Ne° Reaccién Transferasa n°
135 conc.
tiempo Unidades/g yema Acido graso Colesterol Ester de Actividad de
de huevo libre colesterol transferasa
min mM mM mM %
7 Control 0 8,9 74,5 5,3 -
3 60 0,05 8,9 69,3 8,7 100
4 150 0,05 10,4 47,8 26,5 93
5 240 0,05 18,9 36,7 54,6 77
6 1560 0,05 33,9 7,8 68,4 48

20 Los andlisis tanto por TLC como por GLC confirman que inicialmente la reaccion de la transferasa de A.hydrophila n°®
135 es la reaccién dominante. Después de 150 minutos de tiempo de reaccion se produce alguna actividad
hidrolitica. Después de 1560 minutos la reaccion de transferasa y la reaccion hidrolitica han alcanzado casi el mismo
nivel. Los resultados indican ademas que siempre y cuando la molécula receptora de colesterol esté disponible la
reaccion de transferasa es la reaccion dominante. Cuando la concentracion de colesterol disminuye la actividad

25 hidrolitica se hace mas dominante.

Ejemplo 10: Ensayo para la medicién de la actividad de transferasa utilizando yema de huevo como sustrato-

denominado en lo sucesivo "Ensayo con yema de huevo"

30 Se aisl6 una lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas salmonicida y se expres6 en Bacillus subtilis. El objeto
de este trabajo es desarrollar un método analitico, que sea capaz de mejorar la actividad tanto de transferasa como
hidrolitica de las enzimas, y a partir de estos analisis es posible definir la actividad tanto de transferasa como la

hidrolitica de las enzimas utilizando un sustrato que contiene lecitina y colesterol.

35 En este trabajo se utiliz6 yema de huevo como sustrato para el ensayo enzimatico porque la yema de huevo
contiene tanto lecitina como colesterol y es sabido que las transferasas y las fosfolipasas actian muy bien en este

sustrato.

El inconveniente de utilizar yema de huevo es que este sustrato es una mezcla compleja de agua, lipidos y
40 proteinas. Los componentes lipidicos incluyen 66,2% de glicéridos; 29,6% de fosfolipidos y 4,2% de colesterol. Los
fosfolipidos estan constituidos por 73% de lecitina, 15% de cefalina y 12% de otros fosfolipidos. De los acidos
grasos, el 33% estan saturados y el 67% insaturados, incluyendo 42% de acido oleico y 7% de acido linoleico (ref.

Kirk-Othmer Encyclopedia of Chemical Technology, John Wiley & Sons, Inc.).

45 Cabe esperar algunas variaciones en la composicion de la yema de huevo. En la bibliografia (Biochimica et
Biophysica Acta, 1124 (1992) 205-222) se menciona sin embargo que: "La yema de huevo madura de las gallinas
domésticas poseen una composicion de lipidos y lipoproteinas notablemente constante a pesar de la mucha
variacion en la dieta y en las condiciones ambientales" y ademas se cita "Como resultado la yema de huevo contintia
proporcionando un alimento de composicidon casi constante que sirve para mantener sus propiedades quimicas y

50 fisico-quimicas para la utilizacion fiable en las industrias de panificacidon, cosmética y farmacéutica”.

Esta referencia indica que la composicién de la yema de huevo es muy constante y se decidié por consiguiente

utilizar yema de huevo de gallinas como sustrato para el ensayo con yema de huevo.
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La cuantificacion de los productos de la reaccién de lipidos a partir del tratamiento enzimatico de la yema de huevo
se realizé6 mediante extraccion de lipidos del sustrato seguido de analisis GLC de los componentes lipidicos.

Procedimiento
Materiales
Yema de huevo: yema de huevo liquida pasteurizada de Danaeg Products A/S, DK-4000 Roskilde. Tampén
HEPES, Sigma cat. n°® H 3375.
Cloroformo, grado analitico
Enzimas
Lipido aciltransferasa purificada de A. salmonicida n® 178-9.

Lipasa de Thermomyces lanuginosus. GRINDAMYL EXEL 16, n° de articulo 147060 (referencia).

Ensayo enzimatico con sustrato de yema de huevo

En un vaso Wheaton de 20 ml se pesaron 5 g de yema de huevo liquido y se calenté a 35°C. 0,25 ml de solucion
enzimatica se anadidé y se puso en marcha un cronémetro.

A intervalos regulares se transfirieron muestras de 0,5 g a un vaso Dram de 10 ml.
Se afiadieron 20 pl de HCI 4 M para interrumpir la reaccion enzimatica y acidificar el jabdn de acido graso.
Se anadieron 3 ml de cloroformo y la muestra se mezclé en un mezclador Whirley durante 30 s.

Se centrifugd la muestra a 3000 g durante 10 min y se transfirieron 0,8 ml de la fase cloroformo a un vaso Dram
alquitranado. Se evapord el cloroformo a 60°C bajo una corriente de nitrégeno. Se pesé de nuevo el vaso Dram.

Se analizaron los lipidos aislados por GLC y TLC.
Analisis por TLC, como se describe en la presente memoria.
Anadlisis por GLC, como se describe en la presente memoria.

Resultados

En la Tabla 9 se muestra el experimento realizado para el ensayo con yema de huevo utilizando yema de huevo
como sustrato.

Tabla 9
1 2 3
Yema de huevo, liquida gramos 5 5 5
Transferasa n® 178-9, 32 PLU-7/ml * ml 0,25
Lipasa de T. lanuginosus, 200 LIPU/mI ml 0,25
Agua ml 0,25

Se tomaron muestras de 0,5 g después de 15. 30, 60, 120 y 1.080 minutos, y se aislo el lipido por extracciéon con
disolvente. Se analizaron los lipidos por TLC utilizando el disolvente | y IV respectivamente. La fotografia de la placa
de la TLC se muestra en la figura 52.

El analisis por TLC indica claramente la actividad de la transferasa n° 178-9 de A. salmonicida (muestra 3). Esta se
aprecia por la disminucion de los fosfolipidos PC y PE. Los resultados indican ademas que la cantidad de lisolecitina
LPC no es tan alta como era de esperar. Esto puede indicar actividad hidrolitica en la lisolecitina o puede también
ser causado por extraccion insuficiente porque la lisolecitina es muy polar y por consiguiente podria distribuirse
parcialmente en la fase acuosa.

Los lipidos aislados por extraccion con disolvente se analizaron también por GLC con objeto de cuantificar la
cantidad de acido graso libre, colesterol y éster de colesterol. Los resultados de la GLC se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Analisis por GLC del lipido procedente de la yema de huevo tratada con enzimas. Los resultados se
expresan en % basados en el contenido en lipidos

15 30 60 120 1080
Minutos Minutos Minutos | Minutos |Minutos
Acidos grasos libres Referencia 1 0,328 0,304 0,332 0,333 0,369
T. lanuginosus 2 0,391 0,376 0,459 0,627 22,909
A. salmonicida n°178-9 3 1,007 1,668 4,013 6,761 15,098
Colesterol Referencia 1 3,075 2,968 3,103 3,056 3,099
T. lanuginosus 2 3,130 3,032 3,045 3,026 3,225
A. salmonicida n°® 178-9 3 2,835 1,912 0,356 0,220 0,206
Ester de colesterol Referencia 1 0,416 0,397 0,422 0,408 0,437
T.lanuginosus 2 0,436 0,400 0,425 0,419 0,416
A. salmonicida n°® 178-9 3 1,414 2,988 6,107 6,694 5,760
Triglicérido Referencia 1 |76,153 73,505 75,565 79,344 77,382
T. lanuginosus 2 | 74,099 74,413 77,079 74,284 21,781
A. salmonicida n° 178-9 3 |73,781 73,342 77,857 82,040 72,117

A partir de los resultados se observé que casi todo el colesterol estaba esterificado después de 60 minutos en la
muestra 3. Se concluyé que en los primeros 30 minutos habia sustrato en exceso para la reaccion. Los resultados
de las muestras tomadas después de 15 y 30 minutos se utilizaron por consiguiente para calcular las actividades de

las enzimas.

Basandose en la informacion de la Tabla 10 y en el hecho que la yema de huevo contiene 27% de lipidos, la
cantidad de acido graso y éster de colesterol en micromoles producida por ml de enzimas se calculé con los
resultados mostrados en la Tabla 11.

Los resultados en la Tabla 11 se obtuvieron en los célculos siguientes de los resultados de los &cidos grasos en la
muestra n° 3 (A. Salmonicida, 15 min.).

Lipido en 5 g en yema de huevo = 5 x 0,27 = 1,35 gramos

1,35 gramos de lipido contienen 1,007% de acidos grasos = 1,35 x 1,007/100 = 0,01359 gramos.

Peso molecular medio de los acidos grasos es 272.
0,01350 gramos = 0, 01359 x 1.000.000/272 pmoles = 49,9798 umoles
Se anaden 0,25 ml de enzima
pmoles de acido graso/ml de enzima = 49,9798/0,25 = 199,9

Tabla 11
Micromoles/ml de enzima

0 min 15 min 30 min

Acido graso libre Referencia 65,01 60,37

T. lanuginosa 77,61 74,71

Transferasa n° 178-9 199,86 331,06

Ester de colesterol Referencia 35,09 33,50

T. lanuginosa 36,77 33,73

Transf. n°178-9 119,29 252,15

A partir de los resultados de la Tabla 11 es posible calcular el cambio en la cantidad de acido graso y de éster de
colesterol producido por la enzima con respecto a la referencia como se muestra en la Tabla 12:

Tabla 12
A Micromoles/ml de enzima 0 min 15 min 30 min
Acido graso libre T. lanuginosus 0 12,593 14,340
Transf. n°178-9 0 134,843 270,691
Ester de colesterol T. lanuginosus 0 1,677 0,235
Transf. n°178-9 0 84,196 218,652
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A partir de la pendiente de la curva se calcul6 la actividad hidrolitica (formacién de FFA) y la actividad de lipido
aciltransferasa (formacién de éster de colesterol) en funcién del tiempo. La actividad de transferasa relativa (% de
actividad de aciltransferasa) y la actividad hidrolitica relativa se calcularon a continuacién como se muestra en la
Tabla 13. La actividad de transferasa relativa se determiné utilizando el protocolo para la determinacién del % de
actividad de actividad de aciltransferasa como se describid anteriormente. Por ejemplo, el calculo de la actividad
relativa para el n°® 178-9. La actividad total es la actividad de FFA + actividad de transferasa = 9,023+7,2884
16,311 ymoles/min/ml. Actividad relativa de transferasa = 7,2884 x 100/16,311 = 44,7, actividad hidrolitica relativa
9,023 x 100/16,311 = 55,3.

Tabla 13

T. lanuginosus Actividad de FFA 0,4780 umol/min/ml
A. salmonicida #178-9 Actividad de FFA 9,0230 umol/min/ml
T. lanuginosus Actividad del éster de colesterol 0,0078 | pmol/min/ml

A. salmonicida #178-9 Actividad del éster de colesterol 7,2884 | umol/min/ml

T. lanuginosus Actividad de transferasa relativa 1,6

A. salmonicida #178-9 447

T. lanuginosus Actividad hidrolitca relativa 98,4

A. salmonicida #178-9 55,3

Los resultados en la Tabla 13 confirmaron que la enzima transferasa de A. salmonicida tiene una actividad
significativa de transferasa, pero los resultados confirmaron también que esta enzima tiene una actividad hidrolitica
significativa.La lipasa procedente de T. lanuginosus principalmente tiene actividad hidrolitica y la actividad de
transferasa relativa 1,6 no fue prueba de actividad de transferasa alguna pero se explicé por la incertidumbre de los
analisis.

Conclusién

Se utiliz6 yema de huevo como sustrato para la medicién de actividad de transferasa e hidrolasa de la lipido
aciltransferasa de Aeromonas salmonicida y de una lipasa procedente de Thermomyces lanuginosus. En las
condiciones del ensayo hubo inicialmente una relacion lineal entre el éster de colesterol y la formacién de acido
graso libre y tiempo para la enzima lipido aciltransferasa. Basandose en esta relacion lineal fue posible calcular la
actividad hidrolitica (formacion de FFA) y la actividad de transferasa (formacion de éster de colesterol). Se calculd
también la actividad hidrolitica relativa y de transferasa. La lipido aciltransferasa (en este caso una GCAT) de
Aeromonas salmonicida, demostrd casi igual actividad hidrolitica y de transferasa en estas condiciones de ensayo.

La lipasa de Thermomyces lanuginosus presenté muy poca actividad hidrolitica y la actividad de transferasa no fue
significativa.

Ejemplo 11: Ensayo con transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua

Introduccion

Se aislé una lipido aciltransferasa segun la presente invencion de Aeromonas salmonicida y se expresé en Bacillus
subtilis. Los experimentos iniciales han demostrado que esta enzima es muy eficaz en la transferencia de acidos

grasos desde la lecitina al colesterol utilizando yema de huevo como sustrato.

En los experimentos siguientes la reaccién de la transferasa se estudié con mas detalle utilizando yema de huevo
como sustrato con atencion especial a la concentracion de agua en el sustrato.

Procedimiento

Materiales

Yema de huevo: Yema de huevo liquida pasteurizada de Danaeg Products A/S, DK-4000 Roskilde.
Tampén HEPES,. n° cat. H 3375 de Sigma
Cloroformo, calidad analitica
Escualeno, calidad analitica

Enzimas

n° 178-9 lipido aciltransferasa segun la presente invencion de A. salmonicida
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n® 2427 Fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum. LIPOPAN®F de Novozymes, DK (enzima lipolitica
comparativa)

n° 1991 fosfolipasa A2 del pancreas, LIPOMOD 22L de Biocatalysts, U.K. (enzima lipolitica comparativa).

Ensayo enzimatico con sustrato de yema de huevo

Se pesaron 5 gramos de yema de huevo liquida en un vaso Wheaton de 20 ml y se calent6 a 35°C.

Se anadié agua y solucién enzimatica y se puso en marcha un cronémetro.

A intervalos regulares se transfirieron 0,5 g de muestras a un vaso Dram de 10 ml.

Se afiadieron 20 pl de HCI 4 M para interrumpir la reacciéon enzimatica y acidificar el jabén de acido graso.
Se afiadieron 3 ml de cloroformo y la muestra se mezcl6é en un mezclador Whirley durante 30 s.

Se centrifugé la muestra a 3.000 g durante 10 min y se transfirieron 0,8 ml de la fase cloroformo a un vaso Dram
alquitranado. Se evapor6 el cloroformo a 60°C bajo vapor de nitrégeno. El vaso Dram se pesa de nuevo.

Se analizan los lipidos aislados por GLC.

Andlisis GLC

Un cromatografo de gases capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con una columna de silice fundida
WCOT de 12,5 m x 0,25 mm de DI x 5% de fenil-metilsilicona de 0,1 u de espesor de pelicula (CP Sil 8 CB de
Chrompack).

Gas portador: helio

Inyector. Inyeccion dividida en frio inyeccidon PSSI (temp. inicial 50°C calentada hasta 385°C), volumen 1,0 pl
detector FID: 395°C

Programa en la estufa: 1 2 3
Temperatura de la estufa, °C 90 280 350
Isoterma, tiempo min. 1 0 10
Ritmo de temperatura, °C/min. 15 4

Preparacién de la muestra: Se disolvieron 30 mg de muestra en 9 ml de heptano:piridina, 2:1 que contenia el patron
interno heptadecano, 0,5 mg/ml. Se transfirieron 300 pl de la solucién de la muestra a un vial con tapdn hermético,
se afadieron 300 yl de MSTFA (N-metil-N-trimetilsililtrifluoroacetamida) y se hicieron reaccionar durante 20 minutos
a 60°C.

Calculo: Se determinaron los factores de respuesta para mono-di-triglicéridos y acidos grasos libres del Patron 2
(mono-di-triglicéridos), en colesterol, palmitato de colesterilo y estearato de colesterilo y se determinaron los factores
de respuesta del material de referencia puro (pesada del material puro 10 mg).

Resultados

Se utilizé6 yema de huevo que contenia 2% de escualeno como sustrato particularmente as reacciones. Se afiadid
escualeno como patrén interno para el analisis por GLC, para cuantificar los componentes lipidicos en la yema de
huevo.

El experimento se monté como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14
1 2 3 4 5 6 7 8

Sustrato, yema de huevo con
2% de escualeno 9 5 5 5 5 5 5 25 25
Transferasa n® 178-9, 14 PLU-7/ml ml 0,25 0,25 0,13
Solucién de LIPOPAN® F, 200 PLU-7/ml ml 0,25 0,13
Fosfolipasa A2 n® 1991, 6300 PLU/ml ml 0,25 0,25
Agua ml 0,25 3,8 3,8 8,75 | 8,75
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Se tomaron muestras después de 30, 60 y 120 minutos y se analizaron segun el procedimiento descrito
anteriormente (0,5 ml (exp. 1-4) 0,86 ml (exp. 5-6) y 2,2 ml (exp. 7-8) se tomaron las muestras).

Los resultados del analisis GLC se muestran en la Tabla 15. Los resultados de GLC se expresaron en porcentaje del
sustrato (yema de huevo). La tabla indica también el tiempo de reaccion y la cantidad total de agua en la mezcla de
reaccion.

Tabla 15
Enzima Tiempo de reaccion % de agua GLC GLC GLC
minutos en la reaccion % de acido % de % de éster de
graso colesterol colesterol

Referencia 120 54 0,247 0,863 0,083
#178 30 54 0,422 0,669 0,445
#178 60 54 0,515 0,549 0,672
#178 120 54 0,711 0,364 1,029
#2427 30 54 2,366 0,848 0,090
#2427 60 54 3,175 0,837 0,088
#2427 120 54 3,926 0,833 0,082
#1991 30 54 1,606 0,911 0,083
#1991 60 54 1,701 0,838 0,080
#1991 120 54 1,781 0,763 0,053
#178 30 73 0,377 0,764 0,495
#178 60 73 0,488 0,665 0,719
#178 120 73 0,626 0,426 0,931
#2427 30 73 2,471 0,853 0,092
#2427 60 73 3,284 0,858 0,087
#2427 120 73 4,176 0,837 0,081
#178 30 89 0,344 0,720 0,308
#178 60 89 0,443 0,725 0,446
#178 120 89 0,610 0,597 0,607
#2427 30 89 0,510 0,167 0,010
#2427 60 89 0,602 0,133 0,010
#2427 120 89 0,867 0,147 0,009

Basandose en los analisis de acido graso, colesterol y éster de colesterol fue posible calcular la cantidad de acido
graso libre y éster de colesterol producida en funcion del tiempo de reaccién y del contenido de agua. Basandose en
estos resultados fue posible calcular la actividad enzimatica total como la suma de la formacién de acido graso y la
formacion de éster de colesterol. La actividad hidrolitica relativa y la actividad de transferasa relativa (es decir, el %
de actividad de aciltransferasa) se calcularon a continuacion con los resultados presentados en la Tabla 16.

Los resultados en la Tabla 16, se analizaron también estadisticamente utilizando un Statgraphic Multifactor ANOVA.
Los resultados estadisticos en la figura 54 confirman que la fosfolipasa A1, n° 2427 y la fosfolipasa A2, n°® 1991 no
tienen actividad de transferasa mientras que la transferasa n°® 178-9 presenté casi el 50% de actividad de transferasa
en estas condiciones analiticas.

El efecto del contenido de agua en el ensayo sobre la actividad de la transferasa n® 178 se analizé6 también
estadisticamente como se muestra en la figura 55. Estos resultados indican que en el intervalo entre 54 y 89% de
agua en el ensayo no existia ningun efecto fuerte del contenido de agua sobre la actividad de la transferasa relativa.

El impacto del tiempo de reaccién de la actividad de la transferasa para la transferasa n° 178 se evalu6é con los
resultados mostrados en la Tabla 16 y figura 56. Los resultados en la figura 56 indican que la actividad relativa de la
transferasa disminuye en funcién del tiempo de reaccion. Esto puede explicarse por el hecho de que la mayor parte
del receptor molecular de colesterol se consume y por consiguiente aumenta la actividad hidrolitica relativa. Los
valores negativos para la reaccion de transferasa para el n°® 2427 solo indican que no hay actividad de transferasa
dentro de la variacion del método analitico.
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Tabla 16
Enzima | Tiempo de |% de agua Acido Colesterol Ester de Actividad % de
reaccion | en mezcla graso consumido colesterol hidrolitica actividad de
minutos de producido producido % transferasa
reaccion
#178 30 54 0,175 0,194 0,362 53 47
#178 60 54 0,268 0,314 0,589 52 48
#178 120 54 0,464 0,499 0,946 53 47
#2427 30 54 2,119 0,015 0,007 100 0
#2427 120 54 2,928 0,026 0,005 100 0
#2427 60 54 3,679 0,030 -0,001 100 0
#1991 30 54 1,359 -0,048 0,000 100 0
#1991 60 54 1,454 0,025 -0,003 100 0
#1991 120 54 1,534 0,100 -0,030 101 -1
#178 30 73 0,130 0,099 0,412 42 58
#178 60 73 0,241 0,198 0,636 47 53
#178 120 73 0,379 0,437 0,848 51 49
#2427 30 73 2,224 0,410 0,009 100 0
#2427 60 73 3,037 0,005 0,004 100 0
#2427 120 73 3,929 0,026 -0,002 100 0
#178 30 89 0,097 0,143 0,225 50 50
#178 60 89 0,196 0,138 0,363 56 44
#178 120 89 0,363 0,266 0,524 62 38
#2427 30 89 0,263 0,696 -0,073 113 -13
#2427 60 89 0,355 0,730 -0,073 110 -10
#2427 120 89 0,620 0,716 -0,074 105 -5

Conclusién

La lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida se analizé en la yema de huevo como sustrato y con diferentes
cantidades de contenido en agua. Esta enzima se compard con las enzimas lipoliticas de referencia, es decir
fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum y una fosfolipasa A2 del pancreas.

Los resultados han demostrado que solamente la transferasa cataliz6 la reaccion de transferasa entre la lecitina y el
colesterol durante la formacion del éster de colesterol. Los resultados demostraron que en el intervalo entre el 54% y
el 89% de agua en el sustrato la actividad relativa de la transferasa fue casi la misma que para la transferasa de
Aeromonas salmonicida.

Ejemplo 12: "Ensayo de transferasa en sustrato tamponado"” para la medicion de la actividad de
aciltransferasa (por ejemplo, para la utilizacion en un alimento que utiliza lecitina y colesterol)

Se aislé lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas salmonicida y se expresé en Bacillus subtilis. Esta enzima
es muy eficaz para transferir los acidos grasos de la lecitina al colesterol durante la formacion de ésteres de
colesterol. Se ha demostrado ademas que la enzima tiene alguna actividad hidrolitica, que se observa por la
formacion de acido graso libre. Las fosfolipasas tradicionales (EC 3.1.1.4 y EC 3.1.1.32) tienen capacidad de
hidrolizar lecitina durante la formacion de los acidos grasos libres y de lisolecitina, y no se han descrito reacciones
de transferasa para estas enzimas.

Se detalla en la presente memoria un ensayo que puede medir la actividad tanto de transferasa como hidrolitica de
las enzimas y de este modo identificar lipido aciltransferasas segun la presente invencion, el ensayo utiliza un
sustrato que contiene lecitina y colesterol. En este trabajo se utilizé un sustrato a base de fosfatidilcolina y colesterol
dispersado en un tampon. La cuantificacion de los productos de reaccion se hizo mediante extraccion de los lipidos
del sustrato seguido de analisis por GLC de los componentes lipidicos.

Procedimiento
Materiales

L-alfa-fosfatidilcolina al 95% (vegetal) Avanti n® 441601
Colesterol: Cat.C 8503 de Sigma

Palmitato de colesterilo, Sigma C 6072

Estearato de colesterilo, Sigma C 3549

Tampén HEPES, cat. n° H 3375 de Sigma

Cloroformo, calidad analitica.
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Enzimas

GCAT purificada de A. salmonicida n® 178-9

El analisis por TLC se realiz6 tal como se describe en el Ejemplo 6.

El analisis por GLC se realizé tal como se describe en el Ejemplo 11.

Resultados: ensayo de transferasa basado en fosfatidilcolina y colesterol como sustratos.

A continuacion se determind la actividad de transferasa de la transferasa en un sustrato a base de fosfatidilcolina y
colesterol segun el procedimiento siguiente.

450 mg de fosfatidilcolina (> 95% PC Avanti articulo n® 441601) y 50 mg de colesterol se disolvieron en cloroformo y
se evaporo a sequedad al vacio. Se transfirieron 300 mg de la mezcla colesterol/fosfatidilcolina a un vaso Wheaton y
se afiadieron 15 ml de tampon HEPES 50 mM, pH 7. Se disperso el lipido en el tampdn durante la agitacion.

Se calento el sustrato a 35°C durante el mezclado con un agitador magnético y se afiadieron 0,25 ml de enzima.
Este es un medio abundante en agua con aproximadamente 95% de agua.

Se tomaron muestras de 2 ml después de 0, 5, 10, 15, 25 y 60 minutos de tiempo de reaccion.

Inmediatamente se afiadieron 25 pl de HCI 4 M para acidificar el acido graso libre y se interrumpié la mezcla de
reaccion. Se afadieron 3,00 ml de cloroformo y la muestra se agité intensamente en un Whirley durante 30
segundos. Se centrifugd la muestra y se aislaron 2 ml de la fase de cloroformo y se filtraron a través de filtros de
0,45 pm en un vaso Dram alquitranado de 10 ml. El cloroformo se evaporé bajo una corriente de nitrégeno a 60°C, y
las muestras se pesaron de nuevo. Se analiz6 el lipido extractado por GLC.

Los resultados del analisis GLC se muestran en la Tabla 17. Los resultados se expresan en % calculado sobre el
lipido extraido. La cantidad de acido graso y éster de colesterol formado en funcion del tiempo se ilustra en la figura
57. Puede concluirse de la figura 57 que la reaccidon enzimatica no es lineal en funcién del tiempo, porque se
observa una actividad hidrolitica y de transferasa inicialmente fuerte. Después de aproximadamente 10 minutos y
hasta aproximadamente 60 minutos la reaccion presenta una respuesta casi lineal de formacién de acido graso y
éster de colesterol en funcion del tiempo. Se decidié por tanto observar en la reaccion enzimatica en este intervalo
de tiempo.

Tabla 17
Minutos 0 5 10 15 25 40 60
Colesterol, % 10,064 8,943 8,577 8,656 8,102 7,856 7,809
Colesterol ester, % 0,000 1,571 2,030 2,058 2,282 2,659 3,081
FFA total, % 0,260 1,197 1,239 1,466 2,445 2,943 3,940

A partir del conocimiento acerca de la cantidad de lipido en la mezcla de reaccion y de la cantidad de enzima
afadida fue posible calcular la formacion de acido graso y de éster de colesterol expresado en pmoles/ml de enzima

(Tabla 18 y figura 58)

Tabla 18
Minutos 10 15 25 40 60
pmol/ml umol/ml umol/ml umol/ml umol/ml
FFA total 58,1 68,7 114,6 138,0 184,7
Colesterol ester 88,8 90,0 99,3 115,6 133,8

A partir de los resultados de la Tabla 18 y de la pendiente de las curvas en la figura 58, fue posible calcular la
cantidad de acido graso y éster de colesterol en funcién del tiempo expresado en ymoles/min por ml de enzima.

El calculo de la actividad hidrolitica y de la actividad de transferasa se presenta en la Tabla 19. La actividad relativa

de la transferasa se determiné utilizando el protocolo para la determinacion del % de actividad de aciltransferasa
como se describe en la presente anteriormente.
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Tabla 19
Actividad hidrolitica (acido graso) 2,52 Pmol/min por ml de enzima
Actividad de transferasa (éster de colesterol) 0,94 Pmol/min por ml de enzima
Actividad total 3,45 Pmol/min por ml de enzima
Actividad relativa de transferasa 271 %
Actividad hidrolitica relativa 72,9 %

Identificacidon de otras enzimas por la actividad de transferasa

El procedimiento mencionado anteriormente se utilizd para identificar la transferasa y la actividad hidrolitica
diferentes enzimas lipoliticas. Las enzimas se determinaron como se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20

1 2 3 4 5
Sustrato ml 15 15 15 15 15
Transferasa n° 178-9 de A. salmonicida 32 PLU-7/ml ml 0,25
N° 3016 al 5%, LIPOPAN® F (F.oxysporum) ml 0,25
Thermomyces lanuginosus al 5% ml 0,25
Candida rugosa n® 2983 al 5% ml 0,25
Candida cylindracea n°® 3076 al 5% ml 0,25

El sustrato que contiene 300 mg de fosfatidilcolina/colesterol dispersado en tampén HEPES 50 mM, pH 7,0, se
calenté a 35°C con agitacion. Se afadié solucion enzimatica y la muestra se mantuvo a 35°C en agitacion. Se
tomaron muestras a intervalos regulares y se extrajeron con cloroformo. Se analizaron los lipidos aislados por GLC
con los resultados mostrados en la Tabla 21.

Tabla 21
Muestra

1 Transferasa 178-9
minutos 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 | 2,516 |2,983 (2,62 |2,894 |3,448 | 3,911
Colesterol 7547 |6,438 |6,365 [6,15 |6,136 |5,936 |5,662
Ester de colesterol 0 1,835 | 2,177 |2,44 2,58 2,851 3,331

2 (FL“@%;D”:?\]%%V sporum 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 1,345 | 1,796 |1,95 |2487 |2424 |2977
Colesterol 7547 |7,309 |7,366 |7,33 |7,429 |7,341 7,326
Ester de colesterol 0 0,26 0,386 |0,35 | 0,267 0,36 0,394

3 Thermomyces lanuginosus 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 | 0,853 | 0,875 1 0,896 1,105 | 1,009
Colesterol 7547 |7,384 |7639 |7,63 |7675 |7,603 |7,529
Ester de colesterol 0 0 0 0 0 0 0

4 Candida rugosa (n° 2938) 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 |0,982 |0,987 |1,02 |1,135 |1,131 1,15
Colesterol 7547 |7438 |7656 |7.66 |7,638 |7575 |7,585
Ester de colesterol 0 0 0 0 0 0 0

5 Candida cylindracea n® 3076 0 5 10 15 25 40 60
FFA 1,216 1,032 1,097 1,07 |1,203 |1,131 1,43
Colesterol 7547 |7502 |7425 |765 |7,619 |7,502 |7,411
Ester de colesterol 0 0 0 0 0 0 0

A partir del andlisis por GLC se observé que solamente la lipido aciltransferasa (178-9) produjo cantidad significativa
de éster de colesterol y de acidos grasos. La Fosfolipasa de Fusarium oxysporum también proporcioné un aumento
estacionario en el acido graso libre pero solamente una formacién inicial en pequefia cantidad de éster de colesterol
se formo, pero no se observé ningin aumento del éster de colesterol en funcién del tiempo.

Basandose en el conocimiento de la cantidad del sustrato lipidico y de los analisis por GLC fue posible calcular la
actividad relativa de la transferasa y la actividad hidrolitica relativa basadas en los resultados de 10 a 60 minutos de
tiempo de reaccion. Los resultados de la transferasa 178-9 y de la lipasa de Fusaruim oxysporum se muestran en la
Tabla 21. Las demas enzimas probadas no mostraron ninguna actividad.
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Tabla 21
Transferasa 178-9 Fusaruim oxysporum

Actividad hidrolitica, micromoles/min. por ml de enzima 1,03 0,96
Actlyldad de transferasa, micromoles/min. por ml de 0,40 0,01
enzima

Actividad total, micromoles/min. por ml de enzima 1,43 0,98
Actividad hidrolitica relativa 71,8 98,7
Actividad relativa de transferasa 28,2 1,3

Los resultados mostrados en la tabla 21 confirman una actividad de transferasa significativa procedente de la lipido
aciltransferasa (muestra 178-9). Se observa ademas que la actividad relativa de transferasa esta muy de acuerdo
con la del experimento mencionado en la Tabla 19.

Una actividad de transferasa muy baja de la fosfolipasa de Fusaruim oxysporum se observé sin embargo. Este nivel
de transferasa es tan bajo que estd comprendido dentro de la incertidumbre del analisis. Como cabia esperar la
fosfolipasa de Fusaruim oxysporum tiene una actividad hidrolitica significativa.

Conclusién

En lugar de yema de huevo (mostrada en el Ejemplo 11) se utilizé un sustrato artificial a base de fosfatidilcolina
purificada y colesterol como sustrato para medir la actividad de la transferasa de Aeromonas salmonicida. Entre 10
minutos y 60 minutos de tiempo de reaccion el ensayo proporciond una formacién casi lineal de acidos grasos libres
y de éster de colesterol en funciéon del tiempo. Basandose en la actividad entre 10 y 60 minutos de tiempo de
reaccion se calculd la actividad hidrolitica y la actividad de transferasa.

La concentracion de sustrato en este ensayo fue relativamente menor que en la yema de huevo, y la cantidad de
agua en el ensayo fue relativamente mayor.

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

Ambos ensayos basados en la yema de huevo (véase el Ejemplo 11) y fosfatidilcolina/colesterol en tampdn (Ejemplo
12), pueden utilizarse para medir la actividad de transferasa e hidrolitica de las enzimas. Se prefiere la yema de
huevo desde el punto de vista de que la actividad hidrolitica y de transferasa es lineal en funcién del tiempo, pero la
fosfatidilcolina/colesterol en el tampon es solamente lineal dentro de un determinado limite de tiempo.

Ejemplo 13: Emulsiones alimenticias

Se ensayo el efecto de la yema de huevo liquida modificada por enzimas en una receta patron de emulsiéon de
alimento con 60% de aceite.

Los procedimientos normalizados y los materiales son como para los detallados en los ejemplos anteriores.
Se trat6 la yema de huevo con una lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas salmonicida n° 138 o fosfolipasa,
es decir, una enzima Lipopan F® disponible en el comercio (Novozymes A/S, Dinamarca) (n° 2938) como se muestra

en la Tabla 22.

Tabla 22. Tratamiento enzimatico de la yema de huevo

1 2 3 4
Yema de huevo, producto n® 1123 P2 de Sanofo g 10 10 10 10
n°® 138, 10 PLU/mI MI 1 1
n® 2938, 200 PLU/mlI MI 1
Agua Mi 1
Tiempo de reaccién Minutos 210 360 210 210

El analisis por TLC de los lipidos de la yema de huevo procedentes de la yema de huevo tratada con enzima (Tabla
9) se muestra en las figuras 59 y 60.

En este experimento se aumentd la dosis de n® 2938 por un factor de 10 y esto dio una actividad muy evidente en la
yema de huevo. La cantidad de acido graso libre aumento de manera significativa y la lecitina (PC) se hidrolizé a
lisolecitina (LPC). La transferasa n° 138 proporcioné una reaccion de transferasa clara debido a que el colesterol
libre se convirtio en éster de colesterol y parte de la lecitina se convirtié en lisolectina.
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Otro aspecto interesante de la modificacidon enzimatica fue la consistencia del producto. La muestra tratada con
fosfolipasa n® 2938 se volvid muy solida, mientras que las muestras tratadas con la lipido aciltransferasa n® 138
mantuvo la misma consistencia que la muestra de referencia (véase la figura 61).

Estas yemas de huevo modificadas se ensayaron en una receta de Emulsion alimenticia mostrada en la Tabla 23.

Tabla 23. Mayonesa con yema de huevo modificada con enzima

0 1a 2a 3a 4a
% % % % %
Rapsolie 60 60 60 60 60
Yema de huevo, producto n° 1123P2 de Sanofo 2,8
Yema de huevo n° 1 modificada con enzimas 2,8
Yema de huevo n° 2 modificada con enzimas 2,8
Yema de huevo n® 3 modificada con enzimas 2,8
Yema de huevo n° 4 de referencia (sin tratar) 2,8
Agua 39 36,2 36,2 36,2 36,2
Vinagre, acido acético al 10% 1 1 1 1 1

Se trataron las yemas de huevo 1 y 2 modificadas con la lipido aciltransferasa; y se modific la yema de huevo 3
tratada con la fosfolipasa disponible en el comercio.

La emulsion alimenticia se produjo como una emulsién de aceite en agua segun el siguiente procedimiento: se peso
la yema de huevo y el agua en un vaso de precipitado. Se pesé el aceite por separado.

Se sumergi6 en la fase acuosa un mezclador Turrax (20000 rpm). El aceite se bombed a la fase acuosa a una
velocidad constante de 2 minutos. El mezclado continué durante 1 minuto mas. El vinagre se afiadié a continuacién
y se mezclé durante 5 segundos.

La estabilidad de la emulsiéon se determiné en una estufa a 100°C. Después de 2 horas a 100°C se evalud la
emulsion (véase la figura 62).

La estabilidad de la emulsién de la yema de huevo sin tratar fue muy buena en este experimento. El tratamiento de
la yema de huevo con la lipido aciltransferasa n°® 138 sin embargo mejoré la estabilidad porque la cantidad de
separacion de agua se redujo. La yema de huevo tratada con fosfolipasa n°® 2938 proporcioné una emulsién muy
inestable con casi separacién completa de la fase de aceite y del agua a 100°C.

Se considera que en algunas aplicaciones de la utilizacion de las composiciones y procedimientos de la invencién se
puede proporcionar un aumento de la estabilidad térmica de las emulsiones, tal como alifios de ensalada de aceite
en agua y similares. Esto es particularmente importante en las emulsiones de alimentos que estan pasteurizadas
para asegurar larga estabilidad al almacenaje y/o se calientan antes de servirlas, por ejemplo, en las comidas
preparadas previamente para recalentamiento antes d servirlas (por ejemplo, comidas para microondas). Aunque no
se desea estar ligado por ninguna teoria en particular, se considera que en algunas aplicaciones la acumulacién de
acido graso libre puede ser perjudicial para la estabilidad térmica de dichas emulsiones. Debe reconocerse que el
aumento de la estabilidad térmica de las emulsiones alimenticias producido utilizando los procedimientos de la
invencién puede no encontrarse o incluso ser deseable, en todas las aplicaciones alimenticias. Sera evidente para
un experto en la materia que las aplicaciones de dichas caracteristicas son deseables, y que la estabilidad de las
emulsiones puede determinarse facilmente utilizando unas sencillas pruebas de calor, equivalentes a, por ejemplo
pasteurizacion y/o recalentamiento por microondas. Los inventores han descubierto en una forma de realizacion
preferida las emulsiones alimenticias obtenidas utilizando las enzimas de la invencién han aumentado la estabilidad
térmica.

Ejemplo 14: Reaccion de transferasa en yema de huevo enriquecida con esterol vegetal

La transferasa procedente de Aeromonas salmonicida fue capaz de catalizar la formacién de lisolecitina,
monoglicérido y ésteres de esterol vegetal en yema de huevo enriquecida con esterol vegetal y glicerol. La misma
enzima se probd ademas en un sistema con poco agua que contenia aceite de palma, lecitina, esterol vegetal y
glicerol mediante los andlisis de TLC y GLC se demostré que el monoglicérido y los ésteres de esterol vegetal se
producian en estas condiciones de reaccion.

Introduccion

Se probo la actividad de transferasa en la transferasa de Aeromonas salmonicida en el sistema de lecitina, grasa,
esterol vegetal y glicerol casi exento de agua.
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Materiales:

Yema de huevo: Yema de huevo liquida pasteurizada de Danaeg Products A/S, DK-4000 Roskilde GCAT transferase
purification 178-9, 32 PLU-7/ml (Journal 2254-100)

Lecitina de soja, Yolking de Aarhus United, Dinamarca.
Aceite de palma 43, de Aarhus United, Dinamarca.

L-a fosfatidilcolina al 95% vegetal (Avanti n® 441601)
Sitosterol, Sigma n°® S5753

Esterol vegetal: Generol N122 de Cognis, Alemania.
Glicerol articulo n° 085915

Resultados

La identificacion inicial de la actividad de transferasa en esterol vegetal y glicerol se realizé6 en yema de huevo como
se muestra en la Tabla 24.

Tabla 24
1 2 3 4
Yema de huevo gramos 1 1 1 1
Glicerol gramos 0,1 0,1
Sitosterol: olle 3:7 0,13 0,13
Transferasa n° 178-9 unidades 1
Agua * *

*Agua correspondiente a la cantidad de agua en la solucion enzimatica = 83 pl

Se mezclaron los ingredientes y se calentaron a 37°C y se mantuvo a esta temperatura durante la agitacion con un
agitador magnético.

Se tomaron muestras de 0,1 gramo después de 3 y 23 horas y se analizaron por TLC.

Los resultados del analisis TLC se muestran en la figura 63.

El resultado en la figura 63 indicd que tanto el colesterol como los esteroles vegetales estaban esterificados por la
reaccion con transferasa, correspondiente con la formacién de lisolecitina (muestras 3 y 4) porque casi todo el
esterol libre y el colesterol se convirtieron en el éster correspondiente en la muestra 3.

Los resultados indicaban también que la muestra solo con glicerol y yema de huevo producia monoglicérido. La
cantidad de monoglicérido necesita ser confirmada por analisis GLC. Cuando se afiadié esterol junto con glicerol
(muestra 3) la cantidad de monoglicérido fue muy baja y no era detectable por TLC. Esto indicaba que con tal que
exista exceso de esterol o colesterol la reaccion con transferasa que utiliza glicerol era modesta.

En otro experimento la enzima transferasa 178-9 se afiadi6 a una mezcla de lecitina de soja, glicerol y esterol
vegetal para estudiar la actividad catalitica d la enzima en esta mezcla de reaccion.

La composicién de las mezclas de reaccion en estos experimentos se presenta en la Tabla 25.

Tabla 25

1 2 3 4 5 6
Lecitina de soja g 1,875 2,25 1,875 2,5 3,5 3,5
Plantesterol; Generol N 122 g 0,225 0,225 0 0 0,225 0,5
Aceite de palma 43 g 2,675 2,25 2,8 2,125 1,062 0,831
Glicerol g 0,225 0,275 0,325 0,375 0,248 0,238
Transferasa n® 178-9, 32 PLU/ml ml 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

El experimento se realizé mezclando los componentes lipidicos durante agitacion a 46°C. Se afiadio la enzima y se
sacaron muestras después de 4 y 24 horas.

Se analizaron las muestras por TLC como se muestra en la figura 64.
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La muestra del experimento 2, 4 y 5 después de 24 horas de reaccion se analizé también por GLC cuyos resultados
se muestran en la Tabla 26.

Tabla 26
2 4 5
Glicerol % 3,16 5,71 417
Acidos grasos % 4,23 5,36 6,67
Mono % 2,24 3,87 3,92
Esterol % 2,13 2,62
Ester de esterol % 2,89 2,14

Los resultados confirmaron que la transferasa 178-9 pudo catalizar la formacion de ésteres de esterol, vegetales y
monoglicéridos de una mezcla de reaccién que contiene lecitina de soja, glicerol y esterol vegetal. Dicha mezcla de
reaccion pudo ser de interés para la utilizacion en la producciéon de margarina donde se necesita monoglicérido para
sus propiedades de emulsificacién y ésteres de esterol vegetal para su efecto de reduccién del colesterol.

Conclusién

La CGAT transferasa de Aeromonas salmonicida pudo catalizar la formacién de ésteres de esterol vegetales y de
monoglicérido en la yema de huevo donde se afiadio esterol vegetal y glicerol. La misma enzima también catalizé la
formacion de ésteres de esterol vegetal y monoglicérido en una mezcla de aceite de palma, lecitina, esterol vegetal y
glicerol. La enzima por lo tanto es de interés para la utilizacion en margarina y otros alimentos que contienen aceite
donde se necesitan monoglicérido y lisolecitina para mejorar la emulsificacion y el éster de esterol vegetal para sus
efectos de reduccion del colesterol.

Ejemplo 15: Inmovilizacion de una lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas salmonicida y utilizacion
en la sintesis de ésteres de esterol

Una lipido aciltransferasa (en este caso una GCAT) procedente de Aeromonas salmonicida se inmovilizé en Celite
por precipitacion con acetona. Se agitaron lentamente 10 ml de solucién enzimatica en tampén TEA 20 mM pH 7 con
0,1 gramo de Celite 535 535 (de Fluka) durante 2 horas a temperatura ambiente.

Se afiadieron 50 ml de acetona fria durante la agitaciéon continuada.

El precipitado se aislo por centrifugacion a 5.000 g durante 1 minuto.

El precipitado se lavé 2 veces con 20 ml de acetona fria.

Se prob¢ el Celite a temperatura ambiente durante alrededor de 1 hora.

La transferasa inmovilizada se probd en una mezcla de aceite que contiene 13% de fosfatidilcolina y 7% de esterol
vegetal (Tabla 27).

Tabla 27
%
Lecitina de Avanti 12,0
Esterol vegetal. Generol 122 N 6,6
Palm 43 71,4
Glicerol 5,0
Transferasa n° 178 inmovilizada, 45 U/g 2,0
Agua 3,0

Se calent6 lecitina, esterol vegetal y aceite de soja a 46°C y se disolvié el esterol vegetal. Se anadié transferasa
inmovilizada.

La reaccién de la transferasa continué a 46°C durante agitacion suave con un agitador magnético. Se tomaron
muestras para analisis después de 1/2, 1, 3, 6 y 24 horas y se analizaron por TLC. Se interrumpio la reaccion
después de 24 horas de reaccion y se filtré la enzima inmovilizada.

Se analizaron las muestras por TLC como se muestra en la figura 65.

El analisis por TLC presenta claramente el efecto de la transferasa inmovilizada procedente de A. salmonicida en la
transformacion del colesterol en éster de colesterol. Se observd también que se forma una pequefa cantidad de
monoglicérido. La enzima se habia demostrado también que posee una actividad elevada en medios acuosos con
alto contenido en agua (6-89%), la utilizacién de la transferasa y otras transferasas mediante la utilizacion en la
invencion puede por consiguiente utilizarse también en aplicaciones enzimaticas inmovilizadas con un significativo

71



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2374132 T3

contenido de agua. Esto permite la sustituciéon de los disolventes utilizados por las lipasas inmovilizadas actuales en
la bioconversion de lipidos que utilizan transferasas.

Ejempplo 16. La transferasa de Aeromonas hydrophila puede transferir desde un fosfolipido hasta un esterol
para formar un éster de esterol y/o una molécula de azlicar para formar un éster de azlcar

Una lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas hydrophila expresada en E. coli (Hydro 0303 HVP) marcada n°
139 se purificd en una Sefarosa Quelante FF, HR2.5/10 columna y se analizé la actividad de fosfolipasa. La
actividad de transferasa se evalué en la yema de huevo para la actividad enzimatica y funcionalidad en la yema de
huevo. La enzima se probé también en la yema de huevo que contiene glucosa.

Actividad de fosfolipasa

La transferasa n° 139 aislada de una columna HR 2,5/10 de Sefarosa Quelante FF se ensay6 por NEFA/PLU (pH 7).
La actividad fue de 1,15 unidades de NEFA/PLU/mI.

Yema de huevo

En una aplicacién inicial la transferasa n° 139 de ensayo se prob6 en la yema de huevo segun el siguiente
procedimiento.

Se pes6é 1 gramo de yema de huevo fresca en un matraz de 10 ml con tapa de rosca. Se afiadié la preparacion
enzimatica y se mezcld en un mezclador Vortex. Se colocd la muestra a 37°C y se agitd con un agitador magnético.

La reaccion se interrumpié afadiendo 7,5 ml de cloroformo:etanol (2:1) y se mezcld en un mezclador Whirley
durante 30 segundos. Se aisl6 por centrifugacion la fase de cloroformo y se transfirieron 2 pl de la fase de cloroformo
a una placa TLC de silice preactivada y se eluyé con tampdn n° | corriente y otra placa TLC en tampén IV corriente.

El montaje experimental se presenta en la Tabla 28.

Tabla 28
Ensayo Tiempo de reaccién Yema de huevo Transferasa n° 139

n° min. g unidades

1 10 1

2 10 1 0,75 NEFA-PLU
3 60 1 0,75 NEFA-PLU
4 300 1 0,75 NEFA-PLU
5 1200 1

6 1200 1 0,75 NEFA-PLU

El analisis por TLC se muestra en la figura 66 y en la figura 67. El analisis por TLC demuestra claramente la reaccion
con transferasa de la transferasa n® 139. El colesterol se convierte en éster de colesterol y la cantidad de lecitina se
reduce. Estos resultados indican sin embargo ademas que la lisolecitina se acumula solamente en muy pequeia
cantidad porque la transferasa n° 139 es también activa en la lisolecitina. Esta observacion esta apoyada por la
formacion de acidos grasos libres (FFA).

Yema de huevo y glucosa
Se demostro al principio que una transferasa procedente de Aeromonas salmonicida (n° 138) podia utilizar glucosa

como molécula receptora en una reaccion con transferasa. Se ha probado también si la transferasa n° 139 puede
utilizar glucosa como molécula receptora. El montaje experimental se observa en la Tabla 29.

Tabla 29
Ensayo Tiempo de reacciéon Yema de huevo Glucosa, 70% Transferasa n® 139

n° Minutos g mg units

1 10 1 500

2 10 1 500 1 NEFA-PLU

3 60 1 500 1 NEFA-PLU

4 180 1 500 1NEFA-PLU

5 300 1 500 1 NEFA-PLU

6 1200 1 500 1 NEFA-PLU

7 1200 1 500
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Los productos de la reaccion se analizaron por TLC (figura 68 y figura 69).

El analisis por TLC indica la formacion de éster de glucosa después de 220 min de tiempo de reaccion (figura 69
banda 6) pero después de 1.200 min de tiempo de reaccidn no se aprecia éster de glucosa.

Debe concluirse por consiguiente que la transferasa n° 139 presenta actividad tanto de transferasa como hidrolitica.
Esto esta también apoyado por el hecho de que la cantidad de acidos grasos libres aumenta regularmente en
funcioén del tiempo de reaccion.

Resumen

La transferasa procedente de Aeromonas hydrophila se probo en la yema de huevo. Los resultados confirman que
esta enzima cataliza la formacién de éster de colesterol correspondiente con la formacién de lisolecitina. Después de
un tiempo de reaccion prolongado cuando la mayor parte del colesterol se consume se forman también acidos
grasos. Por consiguiente puede concluirse que la enzima tiene actividad primaria de transferasa pero también se
observé actividad hidrolitica cuando estaba disponible solo agua como molécula donante.

En un experimento con yema de huevo y glucosa se ha observado que la transferasa de Aeromonas hydrophila
puede catalizar la formacion de éster de glucosa in situ en un medio alimenticio con alto contenido en agua (figura
70).

Ejemplo 17: Variantes de una lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas hydrophila (Ahyd2) (SEC. ID.
n° 36 (véase la figura 71))

Se introdujeron mutaciones utilizando el kit QuikChange® de mutagénesis dirigida a varios sitios, La Jolla, CA 92037,
USA siguiendo las instrucciones proporcionadas por Stratagene.

Las variantes en Tyr256 presentaban un aumento de actividad para con los fosfolipidos.
Las variantes en Tyr256 y Tyr260 presentaban un aumento de actividad para con los galactolipidos.

Las variantes en Tyr265 presentan un aumento de actividad de transferasa con los galactolipidos como el donante
de acilo.

Los numeros indican posiciones en la secuencia siguiente: Una enzima procedente de la secuencia de aminoacidos
de Aeromonas hydrophila de la que presenta como SEC. ID. n° 36 en la figura 71 (los aminoacidos subrayados
muestran un péptido sefial de xilanasa). La secuencia nucleotidica es tal como muestra la SEC. ID. n® 54 en la
FIGURA 72.

Ejemplo 18: Utilizacién de la reaccion de acil-transferasa para la produccion de un éster de esterol vegetal y
monoglicérido para la producciéon de margarina

Se probd una aciltransferasa procedente de Aeromonas salmonicida presentada en Bacillus subtilis en una muestra
de aceite de palma que contiene lecitina vegetal, esterol vegetal y glicerol. La aciltransferasa presentaba capacidad
para utilizar tanto esterol vegetal como glicerol como moléculas receptoras durante la producciéon de un éster de
esterol vegetal y monoglicérido. La mezcla de reaccién se utilizé para producir margarina de mesa de buena calidad
basandose en el monoglicérido en la mezcla de reaccién y al mismo tiempo la margarina se enriquecioé con éster de
esterol vegetal, que se ha demostrado que tiene un efecto reductor de colesterol.

El objetivo de este trabajo fue estudiar la probabilidad de producir monoglicérido y éster de esterol vegetal por
reaccion enzimatica de la lecitina, esterol vegetal y glicerol disueltos en grasa vegetal.

Los experimentos iniciales han demostrado que era posible utilizar aciltransferasa procedente de Aeromonas
salmonicida para producir monoglicérido y éster de esterol vegetal procedente de de la lecitina, glicerol y esterol
vegetal.
En este experimento dicha mezcla de reaccién se utilizé para producir margarina de mesa.
Materiales
Lipido aciltransferasa procedente de Aeromonas salmonicida, n°® 196 C101, 18.6 PLU/g (Journal 2254-104)
Aceite de palma 43 de Aarhus United, DK
L-a fosfatidilcolina al 95% vegetal (Avanti n® 441601)

Esterol vegetal: Generol N122 de Cognis, Alemania
Glicerol articulo n°® 085915
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Monoglicérido destilado, Dimodan HP de Danisco.
Produccién de margarina

1. Se mezclan los ingredientes de la fase acuosa. (Si se requiere se pasteuriza la fase acuosa calentando a
aprox. 80°C). Se ajusta el pH a 5,5.

2. Se derrite la fase grasa y se templa a aprox. 40-45°C.

3. Se calienta el emulsionante con algo de aceite en una proporcidon de una parte de emulsionante a 5 partes
de aceite a una temperatura (75-80°C), que es de 5 a 10°C mayor que el punto de fusion del emulsionante.
Cuando esta mezcla esta totalmente derretida y bien agitada, se afiade al aceite caliente restante, agitando
continuamente.

4. Se anade el aromatizante.

5. Se afade la fase acuosa a la fase grasa agitando continuamente.

6. Se enfria en un refrigerante de tubos (capacidad normal, enfriamiento normal) hasta una temperatura
externa entre 8 y 10°C.

Resultados
Se probd aciltransferasa procedente de A. salmonicida en una mezcla de aceite de palma como se muestra en la

Tabla 30. La lecitina, esterol vegetal, glicerol y aceite de palma se calenté a 60°C durante agitacion para disolver el
esterol vegetal y la lecitina.

Tabla 30
Sustrato %
Lecitina de Avanti 12
Esterol vegetal, Generol 122 N 6,6
Aceite de palma, punto de fusién 43 76,4
Glicerol 5

Se enfrié el sustrato a 48°C y se afiadio aciltransferasa n® 196 en la cantidad mostrada en la Tabla 31. La mezcla de
reaccion se mantuvo a 48°C durante 24 horas en agitacion lenta.

Tabla 31
Sustrato gramos
Transferasa n°® 196 C101, 18,6 220
PLU/g 15

Se tomaron muestras de la mezcla de reaccion después de 1, 4 y 24 horas de tiempo de reaccion y se analizaron
por TLC en disolvente | (figura 73). Los resultados de TLC muestran claramente la formacién del éster de esterol
vegetal y monoglicérido. En la figura 73, la primera banda es después de 1 hora de tiempo de reaccién, la banda 2
es de 4 horas de tiempo de reaccion, la banda 3 es de 24 horas de tiempo de reaccién y la banda 4 es un esterol
vegetal.

La reaccioén se interrumpié después de 24 horas de tiempo de reaccion y los residuos del esterol vegetal no disuelto
se eliminaron y la solucién transparente se utilizé para producir margarina.

Margarina

La mezcla de reaccion que contiene monoglicérido y éster de esterol vegetal se utilizé para producir margarina de
mesa segun la receta mostrada en la Tabla 32

Tabla 32
Jour. n° 3734 1 2
Fase acuosa
Fase acuosa 16 16
Sal 0,5 0,5
Crema de leche en polvo 1 1
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Sorbato potasico 0,1 0,1
EDTA 0,015 0,015
pH 55 55
Fase acuosa total 16,6 16,6
Fase grasa

Palma 43 25 25
Aceite de colza 75 75
Fase grasa total 83,2 78,4
Dimodan HP 0,2

Mezcla de reaccion 5

La margarina producida de la mezcla de reaccion fue evaluada de buena calidad con buena extensibilidad y buen
paladar y sin falta de sabor. La margarina fue comparada en un nivel de calidad haciendo referencia a la margarina
producida utilizando monoglicérido destilado Dimodan HP.

La unica diferencia observada fue que la margarina jour. 3734 n° 2 con la mezcla de reaccién fue ligeramente mas
consistente, lo que se explicé por el hecho de que esta receta contenia mas Palm 43 que la margarina de referencia.

Ejemplo 19: Utilizacion de una lipido aciltransferasa durante la produccion de pan

Una de las limitaciones de utilizar lipasas en la elaboracion del pan es que se forma acido graso libre durante la
reaccion de la lipasa. Es bien sabido que la formacién de demasiado acido graso libre tendra un impacto negativo en
el rendimiento de la coccién de la harina porque el gluten da también rigidez y se forma una masa esponjosa (es
decir menos elastica) que no puede expandirse durante la fermentacion y la coccion.

La formacion del acido graso libre deberia evitarse también desde el punto de estabilidad oxidativa, porque los
acidos grasos libres son mas propensos a la oxidacion de los lipidos que el triglicérido correspondiente.

En la presente invencion los problemas de formacion de acidos grasos libres al afiadir una enzima lipolitica a una
masa se ha superado utilizando una lipido aciltransferasa que, en lugar de producir acidos grasos libres, transfiere
uno o mas acidos grasos desde el donante de lipidoacilo a una molécula receptora sin agua presente en la masa, tal
como un carbohidrato, una proteina o un péptido, o si se utiliza en el pan con grasa de leche, un esterol,
alternativamente o combinado con otros receptores listados anteriormente puede afiadirse a la masa, por ejemplo
fitosteroles o fitostanoles. Preferentemente, la molécula receptora en una masa puede ser una o mas de entre
glucosa, sacarosa o maltosa y/o otros carbohidratos normalmente disponibles en una masa.
En los experimentos siguientes se prueba la aciltransferasa en experimentos de coccién a miniescala. La formacion
de productos d reaccion, y los componentes lipidicos en la masa totalmente probada se extrae mediante butanol
saturado en agua y se analiza por analisis de HPLC y GLC.
Materiales y procedimientos
Enzimas

Aciltransferasa, 550 PLU-7/ml

Lipopan™ F BG, lipasa comercial de Novozymes, 12000 LIPU/g o Grindamyl Exel 16. 12000 LIPU/g.

Lecitina en polvo, 95% de fosfolipidos (disponible en Danisco A/S, Dinamarca)

Digalactosil diglicérido de harina de trigo integral (de Sigma D4651)

Harina: Sglvmel n°® 2001084 (harina de trigo Danish adquirida en Havnemgllerne, Odense, Dinamrca)
Prueba de minicoccion

50 gramos de harina, 10 gramos de levadura anhidra, 0,8 gramos de glucosa, 0,8 gramos de sal, 70 ppm de
acido ascorbico y 400 unidades Brabender de agua se amasaron en un recipiente de mezclado Brabender de 50 g
durante 5 min a 30°C.

El tiempo restante fue de 10 min. a 34°C. Se pesaron 15 gramos de masa. A continuacién se molde6 en un
dispositivo especial donde la masa se amasa con rodillos en una placa de madera y un marco de plexiglas. Las

masas se enlataron herméticamente durante 45 min a 34°C y se cocieron en un horno doméstico Voss 8 min. a
225°C.
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Después de la coccion se enfrian los panes a temperatura ambiente y después de 20 min. se pesan los panes y se
determina el volumen por el método del desplazamiento de la semilla de colza. Se cortan ademas los panes y se
evalla la miga y la corteza.

Resultados y conclusion

Los resultados preliminares indican que la lipido aciltransferasa demuestra claramente un efecto positivo tanto en el
volumen del pan como en el aspecto del pan. En particular, los resultados preliminares indican de la lipido
aciltransferasa produce un aumento del volumen de pan especifico en comparacion con el obtenido con la referencia
(sin enzima) y con el obtenido con la utilizacion de una enzima lipolitica disponible en el comercio, es decir
Grindamyl Exel 16 o Lipopan F™,

Ejemplo 20: Helado convencional con grasa de leche

La funcién de los emulsionantes utilizados en el helado es efectuar la cristalizacion controlada de la grasa y la
desestabilizacion suave debido a la desorcion de las proteinas durante el envejecimiento del helado. Este cambio
mejora la calidad del helado. Los monodiglicéridos se utilizan normalmente para la produccién del helado pero se
sabe también utilizar emulsionantes polares como los polisorbatos y los ésteres de azucar en la produccion de
helados combinados con monodiglicéridos para facilitar la desestabilizacién controlada de la grasa y producir
helados con muy buena cremosidad y textura suave en la boca.

Los emulsionantes utilizados para helados se afnaden normalmente a la mezcla de helados en polvo. Recientemente
se ha demostrado sin embargo que pueden producirse monodiglicéridos por accidon enzimatica de la grasa en la
receta del helado utilizando lipasas. El problema de utilizar lipasas es sin embargo que las lipasas también catalizan
la formacion de acidos grasos libres cuando el agua esta disponible en la mezcla de reaccion.

Se ha demostrado sin embargo sorprendentemente que la lipido aciltransferasa supera la limitaciéon por lipasa
porque la aciltransferasa puede transferir acido graso desde la lecitina y otros lipidos desde las moléculas receptoras
como esterol, colesterol, glucosa, glicerol y proteinas/péptidos sin la formaciéon de una cantidad significativa de
acidos grasos libres.

Uno de los principales ingredientes en el helado es la crema de la leche que contiene 38% de grasa de leche. La
crema de la leche contiene también cantidades mas pequefas de lecitina que es una molécula donante para la
aciltransferasa ("los lipidos complejos de la leche totalizan aproximadamente el 1% de la grasa total de la leche y
estan compuestos principalmente por fosfolipidos". Ref. Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry Copyright

2003 por Wiley VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.). La crema de la leche contiene también pequefias cantidades de
colesterol que es una molécula receptora de aciltransferasa.

A partir de los constituyentes del helado es posible de este modo producir tanto monoglicéridos como emulsionantes
polares como lisolecitina y éster de azucar, que son conocidos por sus efectos beneficiosos en la produccion de
helados.

Un efecto beneficioso adicional de la reaccion de la aciltransferasa en la crema de la leche es la formacion del éster
de colesterol, que puede rebajar la absorcion del colesterol en el intestino.

Receta de helado

Con emulsionante Con enzima
Crema de leche, 38% 23,65 23,65
Leche descremada 53,30 53,30
Leche descremada en polvo 4,90 11,30
Azucar 12,00 12,00
Jarabe de glucosa, DE 42, 75% TS 4,25 4,25
Glicerol 1,0 1,0
Mezcla estabilizante 0,2 0,2
Cremodan SE 30 0,6
Lipido aciltransferasa, 500 PLU/g 0,1
Levadura Grindsted 2976 0,1 0,1
Color +

Procedimiento de produccién de helados

1.  Se calienta crema de leche, jarabe de glucosa y glicerol a aprox. 40°C. Se afiade la lipido aciltransferasa y
se deja accionar la mezcla durante 30 minutos. Se toma una muestra para analisis.

2. Se calientan todos los demas ingredientes liquidos a aprox. 40°C.
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3. Se afiaden los demas ingredientes secos. (la mezcla estabilizante se mezcla con azucar antes de la
adicion).

4. Cuando los ingredientes secos estan disueltos se afiade la mezcla de crema de leche-glucosa
5.  Se pasteuriza entre 80 a 85°C/20 a 40 segundos.
6. Se homogeneiza a 80°C (190 bares para la receta 1 y 175 bares para la receta 2)
7. Se enfria a la temperatura de envejecimiento, 4°C
8.  Se congela en un congelador continuo para la sobreproduccién deseada (recomendada del 100%)
9.  Se endurece en un tunel a -40°C.
10. Se almacena por debajo de -25°C
Resultados

Las utilizaciones de aciltransferasa en la produccion de helados contribuyen a la produccién de helados con muy
buen sabor y excelente sensacién cremosa en el paladar comparable a los helados producidos utilizando un
emulsionante comercial Cremodan Se 30. El derretido del helado producido por la lipido aciltransferasa mejora
también.

Ejemplo 21: Aciltransferasa en quesos

El queso es el producto solido o semisdlido, fresco o madurado obtenido por coagulaciéon de la leche, leche
descremada, leche parcialmente descremada, crema, crema de suero o mantequilla, o por cualquier combinacion de
estos materiales, mediante la accién del cuajo o de otros agentes coagulantes adecuados y drenando parcialmente
el suero lo que produce dicha coagulacion.

El rendimiento en queso depende principalmente de los contenidos en grasa y proteina de la leche. La sal
(particularmente sales de calcio) y las concentraciones de proteinas, asi como la acidez, son muy importantes para
la coagulacion (ref. Ullmann’s Encyclopedia of Industrial Chemistry Copyright® 2003 por Wiley VCH Verlag GmbH &
Co).

Dichos esfuerzos se han hecho para optimizar y aumentar el rendimiento en queso mediante la optimizacion del
procedimiento de elaboracion del queso (patente US n° 4.959.229) o utilizando el procedimiento mejorado de
coagulacion (patente US n° 4.581.240), que aumenta la cantidad de proteina del suero en el requesén.

En la presente invencion la cantidad de proteinas del suero en el requesén aumenta por modificacion enzimatica de
la proteina del suero por tratamiento de la leche durante la elaboracion del queso con una lipido aciltransferasa.

Cuando un acido graso esta unido por enlace covalente a una proteina no membranaria como la B-lactoglobulina, las
propiedades fisicas y funcionales cambiaran drasticamente.

Para la produccion de queso de la presente invencién se afiade aciltransferasa a la leche antes o al mismo tiempo
que se afiade el cuajo a la leche.

Durante la precipitaciéon con caseina la aciltransferasa puede utilizar lecitina y otros lipidos en la leche como donante
y péptidos o proteinas como molécula receptora durante la formaciéon de la proteina acilada o de los péptidos
acilados.

El cambio en las propiedades hidréfobas de la proteina de la leche contribuye a aumentar la precipitacion de
proteinas en el requeson durante la produccién de queso.

Dado el aumento en el rendimiento en queso obtenido por la presente invencién se origina a partir del aumento de
retenciéon en el coagulo de queso de las proteinas que se pierden normalmente en el suero, un procedimiento
adecuado, directamente relacionado con el mecanismo de la invencion, se basa en la determinacion de la cantidad
de proteina que acaba en el suero. Menor proteina en el suero significa necesariamente mas proteina en el
requeson y mayor rendimiento en queso.

El ensayo de la cantidad de proteina en electroforesis suero puede realizarse de la siguiente manera. Leche

descremada o completa se calienta a una temperatura adecuada para la coagulacién con cuajo, por lo general de 30
a 35°C en un vaso de precipitados de 100 ml. Opcionalmente se afade 1% de una bacteria iniciadora de acido
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lactico en su mayor parte, y se afiade cuajo normal en una cantidad correspondiente a por ejemplo, 0,03 a 0,05%.
Cuando la leche se ha convertido en un coagulo soélido suficiente para permitir que se pueda cortar en pequefios
cubos con una hoja de aproximadamente 0,05 cm de longitud, dicho corte se realiza con un cuchillo afilado. Se inicia
de este modo la sinéresis y después de 30 minutos de periodo d espera, lo que permite sedimentar el requeson, se
extrae una muestra de suero, y se centrifuga en una centrifugadora de laboratorio durante 10 min. En esta muestra
se analiza el contenido de proteinas, utilizando por ejemplo el método Kjeldahl. Alternativamente, y/o como
complemento, la muestra puede analizarse por procedimientos que permiten establecer el tipo y cantidad de los
componentes proteicos individuales.

Ejemplo 22 "Ensayo en medio con poco agua"

Reacciones con transferasa de enzimas lipoliticas en un medio con poco agua.

Procedimiento
Materiales
Colesterol Sigma cat. C 8503
L-alfa-fosfatidilcolina al 95% (vegetal) Aventi n® 441601
Aceite de soja, Aarhus United, DK
Cloroformo, calidad analitica

Enzimas

N° 179, GCAT de A. salmonicida

N° 2427, fosfolipasa A1 de Fusarium oxysporum, LIPOPAN® F de Novozymes, Dinamarca
N° 1991, fosfolipasa A2 del pancreas, LIPOMOD 22L de Biocatalysts, UK

N° 2373, lipasa de Candida antarcica, Novozyme 525 L de Novozymes, Dinamarca.

Analisis enzimatico

Se disolvieron 13,1% de lecitina y 6,6% de colesterol en aceite de soja calentando a 60°C durante la agitacion.
Se peso el sustrato en un vaso de Wheaton de 20 ml y se calenté a 46°C

Se afiadié agua y la solucién enzimatica y se puso en marcha un cronémetro.

A intervalos regulares se transfirieron muestras de 50 mg a un vaso Dram de 10 ml y se congelaron.

Los lipidos aislados se analizaron por GLC.

Andlisis de GLC

El analisis de GLC se realiz6 tal como se describe en el Ejemplo 11.

Resultados

El experimento se efectué como se muestra en la Tabla 33.

El sustrato a base de aceite de soja que contenia 13,1% de lecitina y 6,6% de colesterol se calentd a 46°C. La
solucion enzimatica se afiadio y se puso en marcha un crondmetro.

Después de 30, 60 y 120 minutos de tiempo de reaccién se tomaron muestras para el analisis por GLC.

Tabla 33

1 2 3 4 5
Sustrato g 5 5 5 5 5
Transferasa n°® 179-C72, 56 PLU-7/ml ml 0,3
N° 2427, 200 PLU-7/ml ml 0,3
Pancreas PLA2 n° 1991 6300 PLU/mI mi 0,3
Novozymes 525 L, n° 2373, 200 LIPU/mI ml 0,3
Agua ml 0,3
% de agua 6 6 6 6 6
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Los resultados del analisis de GLC se muestran en la Tabla 34. Los resultados estan expresados en tanto por ciento
referidos a la composicidn total de la muestra. Basandose en los resultados de la GLC fue posible calcular la
cantidad de acidos grasos y de éster de colesterol producida por la reaccién enzimética correspondiente a la
muestra de referencia sin enzima afiadida. En estas condiciones experimentales la actividad enzimatica total se
estimé como la actividad hidrolitica medida como la formacion de acido graso libre y la actividad de transferasa
estimada como formacién éster de colesterol. A partir de estos resultados y de la informacién acerca del peso
molecular del acido graso y del éster de colesterol fue posible calcular la actividad hidrolitica molar relativa y la
actividad de transferasa molar relativa como se muestra en la Tabla 35.

Tabla 34
Control Tiempo de reaccion, Acido graso, Colesterol, Ester de colesterol,
enzimatico minutos % % %
Control 120 0,533 7,094 0,000
#179 30 0,770 5,761 2,229
#179 60 0,852 5,369 2,883
#179 120 0,876 4,900 3,667
#2427 30 3,269 7,094 0,000
#2427 60 3,420 7,094 0,000
#2427 120 3,710 7,094 0,000
#1991 30 2,871 7,094 0,000
#1991 60 3,578 7,094 0,000
#1991 120 3,928 7,094 0,000
#2373 30 1,418 7,094 0,000
#2373 60 1,421 7,094 0,000
#2373 120 1,915 7,094 0,000
Tabla 35
Enzima Tiempo de Acido Colesterol  Ester de colesterol Actividad Actividad de
reaccion, minutos graso utilizado producido hidrolitica, % transferasa, %
producido
#179 30 0,238 1,334 2,229 20 80
#179 60 0,319 1,725 2,883 21 79
#179 120 0,343 2,195 3,667 18 82
#2427 30 2,737 0,000 0,000 100 0
#2427 60 2,887 0,000 0,000 100 0
#2427 120 3,177 0,000 0,000 100 0
#1991 30 2,338 0,000 0,000 100 0
#1991 60 3,046 0,000 0,000 100 0
#1991 120 3,395 0,000 0,000 100 0
#2373 30 0,885 0,000 0,000 100 0
#2373 60 0,888 0,000 0,000 100 0
#2373 120 1,383 0,000 0,000 100 0

Conclusién

En estos experimentos se observd que todas las enzimas probadas presentaban actividad hidrolitica debido a la
cantidad aumentada de acido graso. Sin embargo la Unica enzima que presentaba actividad de transferasa fue
GCAT de A. salmonicida. Se concluye por consiguiente que el Unico sistema con lecitina y colesterol que contiene
6% de fosfolipasa A1 en agua de Fusarium oxysporum, la fosfolipasa A2 del pancreas y la lipasa de Candida
antarcica unicamente presentaron actividad hidrolitica.
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REIVINDICACIONES
1. Utilizacion de una lipido aciltransferasa para preparar a partir de un material alimenticio que contiene agua que
comprende agua al 10-98% un producto de masa o un producto horneado que comprende un emulsionante, en la
que el emulsionante es generado a partir de constituyentes del material alimenticio por la lipido aciltransferasa,
en la que la lipido aciltransferasa es una que cuando es sometida a prueba utilizando el ensayo de transferasa en
sustrato tamponado presenta una actividad de aciltransferasa de por lo menos 2%; comprendiendo dicho ensayo de
transferasa las etapas que consisten en:

i) disolver 450 mg de fosfatidilcolina y 50 mg de colesterol en cloroformo, evaporar hasta sequedad al vacio;

ii) transferir 300 mg de la mezcla de colesterol/fosfatidilcolina a un vaso Wheaton, afiadir 15 ml de tampon
HEPES 50mM pH 7 y dispersar el lipido en el tampdn durante la agitacion;

ii) calentar el sustrato hasta 35°C durante la mezcla con un agitador magnético y afadir 0,25 ml de solucion
enzimatica;

iv) tomar muestras de 2 ml en el tiempo de reaccion de 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos e interrumpir
inmediatamente la reaccidon enzimatica mediante la adicion de 25 ul de HCI 4M para acidificar el acido graso
libre;

v) afiadir 3 ml de cloroformo y agitar vigorosamente durante 30 segundos, centrifugar y aislar 2 ml de la fase de
cloroformo, filtrar a través de un filtro de 0,45 pl en un vaso Dram alquitranado de 10 ml;

vi) evaporar el cloroformo bajo una corriente de nitrégeno a 60°C, y pesar las muestras;

vii) analizar el lipido extraido mediante GLC.
2. Utilizaciéon segun la reivindicacion 1, en la que el producto de masa o el producto horneado es un pan, un
producto frito, un aperitivo, pasteles, tortas, bizcochos de chocolate y nueces, pastas de té, fideos, articulos de
aperitivo o pasta.
3. Utilizacion segun la reivindicacion 1 6 2, en la que el producto de masa o el producto horneado es un pan.

4. Utilizacién segun las reivindicaciones 1 a 3, en la que se producen por lo menos dos emulsionantes.

5. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que por lo menos uno de los emulsionantes
es un éster de carbohidrato.

6. Utilizacion segun la reivindicacion 4, en la que por lo menos uno de los emulsionantes es un éster de proteina.
7. Utilizaciéon segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que uno o mas de entre un éster de esterol o
un éster de estanol o un éster de proteina o un éster de carbohidrato o un diglicérido o un monoglicérido se produce

asimismo in situ en el alimento.

8. Utilizacién segun la reivindicacion 7, en la que el éster de esterol es uno o mas de entre éster de alfa-sitosterol,
éster de beta-sitosterol, éster de estigmasterol, éster de ergosterol, éster de campesterol o éster de colesterol.

9. Utilizacion segun la reivindicacion 8, en la que el éster de estanol es un o mas beta-sitostanol o ss-sitostanol.
10. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la lipido aciltransferasa es una que
cuando es sometida a prueba utilizando el ensayo de transferasa en yema de huevo con alto contenido de agua en
una yema de huevo con 54% de agua, presenta hasta 10% de actividad de transferasa relativa; comprendiendo
dicho ensayo de transferasa las etapas que consisten en:

i) pesar 5 gramos de sustrato de yema de huevo liquida en un vaso Wheaton de 20 ml y calentar a 35°C;

ii) afadir agua y solucion enzimatica;

iii) transferir a intervalos regulares muestras de 0,5 g a un vaso Dram de 10 mi;

iv) afiadir 20 yl de HCI 4M para interrumpir la reaccion enzimatica y acidificar el jabdn de acidos grasos;

v) afiadir 3 ml de cloroformo, mezclar la muestra durante 30 segundos y centrifugar a 3.000 g durante 10 minutos;
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vi) transferir 0,8 ml de la fase de cloroformo a un vaso Dram alquitranado, evaporar el cloroformo a 60°C bajo una
corriente de nitrégeno; pesar el vaso Dram;

vii) analizar los lipidos aislados mediante GLC.

11. Utilizacion segun la reivindicacion 10, en la que la lipido aciltransferasa es una que presenta una actividad de
aciltransferasa en porcentaje inicial medida tras un consumo de 10% de la molécula donadora de por lo menos 1%
de actividad de transferasa relativa.

12. Utilizacién segun la reivindicacion 11, en la que la actividad de aciltransferasa en porcentaje inicial medida tras
un consumo de 10% de la molécula donante es de por lo menos 5%.

13. Utilizacién segun la reivindicacién 1, en la que el sustrato receptor de acilo es un carbohidrato, una proteina, un
esterol, un estanol o un glicerol.

14. Utilizacién segun la reivindicacion 1, en la que el sustrato receptor de acilo es un carbohidrato.

15. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la lipido aciltransferasa es una que
cuando es sometida a prueba utilizando el ensayo de transferasa en un medio con bajo contenido en agua presenta
una actividad de transferasa relativa de por lo menos 1%; comprendiendo dicho ensayo de transferasa las etapas
que consisten en:

i) disolver 13,1% de lecitina y 6,6% de colesterol en aceite de soja calentando hasta 60°C durante la agitacién;
ii) pesar el sustrato en un vaso Wheaton de 20 ml y calentar hasta 46°C;

iii) afiadir agua y solucién enzimatica;

iv) transferir a intervalos regulares unas muestras de 50 mg a un vaso Dram de 10 ml y congelar;

v) analizar los lipidos aislados mediante GLC.

16. Utilizacion segun la reivindicacion 15, en la que el sustrato receptor de acilo en el ensayo es un carbohidrato,
una proteina, un esterol, un estenol o glicerol.

17. Utilizacion segun la reivindicacion 16, en la que el sustrato receptor de acilo es un carbohidrato.

18. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la lipido aciltransferasa esta
caracterizada como una enzima que presenta actividad de aciltransferasa y que comprende el motivo GDSX de la
secuencia de aminoacidos, en la que X es uno o mas de los restos de aminoacidos siguientes L, A, V, |, F, Y, H, Q,
T,N,MoS.

19. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la enzima lipido aciltransferasa
comprende H-309 o comprende un resto de histidina en una posicidon correspondiente a His-309 en la secuencia de
aminoacidos de la enzima lipolitica de Aeromonas hydrophila presentada como SEC. ID. n® 2 o SEC. ID. n°® 32.

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

21. Utilizacién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que la lipido aciltransferasa comprende una
o mas de las secuencias de aminoacidos siguientes:_(i) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°®
2; (ii) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 3; (iii) la secuencia de aminoacidos presentada
como SEC. ID. n°® 4; (iv) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n° 5; (v) la secuencia de
aminoacidos presentada como SEC. ID. n° 6; (vi) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 12, (vii)
la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 20, (viii) la secuencia de aminoacidos presentada como
SEC. ID. n° 22, (ix) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 24, (x) la secuencia de aminoacidos
presentada como SEC. ID. n° 26, (xi) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n® 28, (xii) la
secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 30, (xiii) la secuencia de aminoacidos presentada como
SEC. ID. n°® 32, (xiv) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n® 34, o una secuencia de aminoacidos
que presenta 75% o mas de identidad con cualquiera de las secuencias presentadas como SEC. ID. n° 2, SEC. ID.
n® 3, SEC. ID. n° 4, SEC. ID. n° 5, SEC. ID. n° 6, SEC. ID. n° 12, SEC. ID. n° 20, SEC. ID. n® 22, SEC. ID. n°® 24,
SEC. ID. n° 26, SEC. ID. n° 28, SEC. ID. n° 30, SEC. ID. n° 32 0 SEC. ID. n° 34.
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22. Utilizacion segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el emulsionante es uno o mas de los
siguientes: un monoglicérido, una lisofosfatidilcolina, un digalactosil monoglicérido.

23. Procedimiento para la producciéon de un producto de masa o un producto horneado que comprende un
emulsionante, en el que el procedimiento comprende la etapa que consiste en afiadir una lipido aciltransferasa a un
producto de masa que contiene 10 a 98% de agua, en el que la lipido aciltransferasa es una que cuando es
sometida a prueba utilizando el ensayo de transferasa en sustrato tamponado presenta por lo menos 2% de
actividad de aciltransferasa; comprendiendo dicho ensayo de transferasa las etapas que consisten en:

i) disolver 450 mg de fosfatidilcolina y 50 mg de colesterol en cloroformo, evaporar hasta sequedad al vacio;

ii) transferir 300 mg de la mezcla de colesterol/fosfatidilcolina a un vaso de Wheaton, afiadir 15 ml de tampon
HEPES 50mM pH 7 y dispersar el lipido en el tampdn durante la agitacion;

iii) calentar el sustrato hasta 35°C durante la mezcla con una agitador magnético y afadir 0,25 ml de solucion
enzimatica;

iv) tomar muestras de 2 ml en el tiempo de reaccidon de 0, 5, 10, 15, 25, 40 y 60 minutos e interrumpir
inmediatamente la reaccidon enzimatica mediante la adicion de 25 ul de HCI 4M para acidificar el acido graso libre;

v) afiadir 3 ml de cloroformo y agitar vigorosamente durante 30 segundos, centrifugar y aislar 2 ml de la fase de
cloroformo, filtrar a través de un filtro de 0,45 ul en un vaso Dram alquitranado de 10 m;

vi) evaporar el cloroformo bajo una corriente de nitrégeno a 60°C, y pesar las muestras;

vii) analizar el lipido extraido mediante GLC.
24. Procedimiento segun la reivindicacion 23, en el que el producto de masa o el producto horneado es un pan, un
producto frito, un aperitivo, pasteles, tortas, bizcochos de chocolate y nueces, pastas de té, fideos, articulos de
aperitivo o pasta.

25. Procedimiento segun la reivindicacién 23 6 24, en el que el producto de masa o producto horneado es un pan.

26. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 25, en el que son producidos por o menos 2
emulsionantes.

27. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 26, en el que la lipido aciltransferasa es una que
puede transferir un grupo acilo de un lipido a uno o mas de los receptores de acilo siguientes: un esterol, un estanol,
un carbohidrato, una proteina o su subunidad, glicerol.

28. Procedimiento segun la reivindicacion 24, en el que por lo menos uno de los emulsionantes es un éster de
carbohidrato.

29. Procedimiento segun la reivindicacién 24, en el que por lo menos uno de los emulsionantes es un éster de
proteina.

30. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 29, en el que uno o mas de entre un éster de
esterol o un éster de estanol o un éster de proteina o un éster de carbohidrato o un diglicérido o un monoglicérido es
producido in situ en el alimento.

31. Procedimiento segun la reivindicacion 30, en el que el éster de esterol es uno o mas de entre éster de alfa-
sitosterol, éster de beta-sitosterol, éster de estigmasterol, éster de ergosterol, éster de campesterol o éster de
colesterol.

32. Procedimiento segun la reivindicacién 31, en el que el éster de estanol es un o mas beta-sitostanol o ss-
sitostanol.

33. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 32, en el que la lipido aciltransferasa es una que
cuando se somete a prueba utilizando el ensayo de transferasa en yema de huevo con alto contenido en agua en
una yema de huevo con 54% de agua, presenta hasta 100% de actividad de transferasa relativa; comprendiendo
dicho ensayo de transferasa las etapas que consisten en

i) pesar 5 gramos de sustrato de yema de huevo liquida en un vaso Wheaton de 20 ml y calentar a 35°C;

ii) ahadir agua y solucién enzimatica;
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iii) transferir a intervalos regulares muestras de 0,5 g a un vaso Dram de 10 mi;
iv) afadir 20 pl de HCI 4M para interrumpir la reaccién enzimatica y acidificar el jabén de acidos grasos;
v) afiadir 3 ml de cloroformo, mezclar la muestra durante 30 segundos y centrifugar a 3.000 g durante 10 minutos;

vi) transferir 0,8 ml de la fase de cloroformo a un vaso Dram alquitranado, evaporar el cloroformo a 60°C bajo una
corriente de nitrégeno; pesar el vaso Dram;

vii) analizar los lipidos aislados mediante GLC.

34. Procedimiento segun la reivindicacion 33, en el que la lipido aciltransferasa es una que presenta una actividad
de aciltransferasa en porcentaje inicial medida tras 10% de consumo de la molécula donante de por lo menos 1% de
actividad de transferasa relativa.

35. Procedimiento segun la reivindicacién 34, en el que la actividad de aciltransferasa en porcentaje inicial es de por
lo menos 5%.

36. Procedimiento segun la reivindicacion 23, en el que el sustatro receptor de acilo es un carbohidrato, una
proteina, un esterol, un estanol o glicerol.

37. Procedimiento segun la reivindicacion 36, en el que sustrato receptor de acilo es un carbohidrato.

38. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 37 en el que la lipido aciltransferasa es una que
cuando se somete a prueba utilizando el ensayo de transferasa en un medio con bajo contenido en agua presenta
una actividad de transferasa relativa de por lo menos 1%, comprendiendo dicho ensayo de transferasa las etapas
que consisten en:

i) disolver 13,1% de lecitina y 6,6% de colesterol en aceite de soja calentando hasta 60°C durante la agitacion;
ii) pesar el sustrato en un vaso Wheaton de 20 ml y calentar hasta 46°C;

iii) afadir agua y solucion enzimatica;

iv) transferir a intervalos regulares unas muestras de 50 mg a un vaso Dram de 10 ml y congelar;

v) analizar los lipidos aislados mediante GLC.

39. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 38, en el que la lipido aciltransferasa esta
caracterizada como una enzima que presenta una actividad aciltransferasa y que comprende el motivo GDSX de la
secuencia de aminoacidos, en el que X es uno o mas de los restos de aminoacidos siguientes L, A, V, |, F, Y, H, Q,
T,N,MoS.

40. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 39, en el que la enzima lipido aciltransferasa
comprende H-309 o comprende un resto de histidina en una posicion correspondiente a His-309 en la secuencia de
aminoacidos de la enzima lipolitica de Aeromonas hydrophila presentada como SEC. ID. n°® 2 o SEC. ID. n° 32.

41. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 40, en el que la lipido aciltransferasa puede
obtenerse a partir de un organismo de uno o mas de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces,
Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus,
Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria,
Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y Candida.

42. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 41, en el que la lipido aciltransferasa comprende
una o mas de las secuencias de aminoacidos siguientes: (i) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID.
n° 2; (i) la secuencia de aminoéacidos presentada como SEC. ID. n° 3; (iii) la secuencia de aminoacidos presentada
como SEC. ID. n°® 4; (iv) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n° 5; (v) la secuencia de
aminoacidos presentada como SEC. ID. n° 6; (vi) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 12, (vii)
la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 20, (viii) la secuencia de aminoacidos presentada como
SEC. ID. n° 22, (ix) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n°® 24, (x) la secuencia de aminoacidos
presentada como SEC. ID. n° 26, (xi) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n® 28, (xii) la
secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n® 30, (xiii) la secuencia de aminoacidos presentada como
SEC. ID. n°® 32, (xiv) la secuencia de aminoacidos presentada como SEC. ID. n® 34, o una secuencia de aminoacidos
que presenta 75% o mas de identidad con cualquiera de las secuencias presentadas como SEC. ID. n° 2, SEC. ID.
n° 3, SEC. ID. n° 4, SEC. ID. n° 5, SEC. ID. n° 6, SEC. ID. n® 12, SEC. ID. n° 20, SEC. ID. n° 22, SEC. ID. n° 24,
SEC. ID. n° 26, SEC. ID. n°® 28, SEC. ID. n° 30, SEC. ID. n° 32 0 SEC. ID. n° 34.
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43. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 47, en el que el emulsionante es uno o mas de los
siguientes: un monoglicérido, una lisofosfatidilcolina, un digalactosil monoglicérido.

44. Producto de masa u horneado que contiene agua, en el que el producto de masa u horneado comprende 10 a
98% de agua, que puede obtenerse mediante el procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 23 a 43, en
el que el alimento comprende una lipido aciltransferasa como se ha definido en la reivindicacion 23 y un
emulsionante.
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Figura 1

SECID n° 1

1 ivafGDS1Td geayygdsdg ggwgagladr Ltallylrar prgvdvinrg igGresdGrl

61 ivDalvallF lagslglpnl pPYLsgdflr GANFAsagAt Ilptegpfli QvgFkdfksg
121 vlelrgalgl lgellrllpv ldakspdlvt imiGtNpPlit saffgpkste sdrnvsvpef
181 kdnlrqlikx Lrenngarii vlitlvilnl gplGCiPlkl alalassknv dasgclerln
241 eavadfneal relaiskled qlrkdglpdv kgadvpyvDl ysifqdldgi anpsayvyGF
301 ettkaCCGyG gryNynrvCG naglenvtak aCnpssylls £1fwbgfHps ekGykavAea
361 1

Figura 2

SECIDn° 2

i mkkwfvellg lvaltvgaad srpafsrivm fgdslsdtgk myskmrgylp ssppyyegrf
61 sngpvwlegl tnefpgltia neaeggptav aynkiswnpk ygvinnldye vtqgflgkdsf
121 kpddlvilwv gandylaygw ntegdakrvr daisdaanrm vlingakeill fnlpdlggnp
181 sarsgkvvea ashvsayhng lllnlargla ptgmvklfei dkgfaemlrd pgnfglsdqr
241 nacyggsyvw kpfasrsast dsqglsafnpg erlaiagnpl lagavaspma arsastlnce
301 gkmfwdgvhp ttvvhaalse paatfiesqy eflah

Figura 3

SECIDn° 3

1 mkkwfvellg lialtvgaad trpafsrivm fgdslsdtgk myskmrgylp ssppyyedrf
61 sngpvwlegl tkgfpgltia neaeggatav aynkiswnpk ygqvynnldye vtgflgkdsf
121 kpddlvilwv gandylaygw ntegdakrvr daisdaanrm vingakgill £nlpdlggnp
181 sarsgkvvea vshvsayhnk lllnlargla ptgmvkifei dkgfaemlrd pgnfglsdve
241 npcydggyvw kpfatrsvst drglsafspg erlaiagnpl lagavaspma rrsasplnece
301 gkmfwdgvhp ttvvhaalse raatfietqy eflahg

Figura 4

SECIDn® 4

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
61 anliclrsta nyphviadtt garltdvtcg aaqtadftra qypgvapgld algtgtdlvt
121 1ltiggndnst finaitacgt agvlsggkgs pckdrhgtsf ddejeantyp alkeallgvr
181 arapharvaa lgypwitpat adpscflklp laagdvpylr aigahlndav rraaeetgat
241 yvdfsgvsdg hdaceapgtr wiepllfghs ivpvhpnalg errmaehtmd vlgld
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Figura 5

SECIDn® 5

1 mpkpalrrvm tatvaavgtl algltdatah aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp
61 anllclrsta nyphviadtt garitdvteg aagtadftra gypgvapqld algtgtdlvt
121 ltiggndnst finaitacgt agvlsggkgs pckdrhgtsf ddeieantyp alkeallgvr
181 arapharvaa lgypwitpat adpscflklp laagdvpylr aigahlndav rraaeetgat
241 yvdfsgvadg hdaceapgtr wiepllfghs lvpvhpnalg errmaehtmd vlgld

Figura 6

SECIDn® 6

1 mdyekfllfg dsitefafnt rpiedgkdqy algaalvney trkmdilgrg fkgytsrwal
61 kilpeilkhe snivmatifl gandacsagp gsvplpefid nirgmvslmk syhirpiiig
121 pglvdrekwe kekseeialg yErtnenfai ysdalaklan eekvpfvaln kafqgeggda
181 wgglltdglh fsgkgykifh dellkvietf ypayvhpkong vklkdwrdvl ddgsnims
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Figura 8

A.sal 1

A.hyd 1

A. sal 61
A. hyd 61
A.. sal 121
A. hya 121
R. sal 181
A.hyd 181
A. sal 241
2. hyd 241
A. sal 301

A. hyd 301

MKKWFVCLLGLIALTVQAADTRPAFSRIVMFGDSLSDTGMSWRGYLPSSPPYYEGRF 60
+ 4
MKKWFVCLLGLVALTVQAADSRPAFSRI VMFGDSLSDTCKMYSKMRGYLPSSPPYYEGRF 60

SNGPVWLEQLTKQFPGLTIANEAEGGATAVAYNKISWNPKYQVINNLDYEVTQFLQKDSP 120
++ +
SNGPVWLEQLTNEFPGLTIANEAEGGPTAVAYNKISWNPKYQVINI\TLDYEVTQFLQKDSF 120

KPDDLVILWVGANDYLAYGWNTEODAKRVRDAI SDARANRMVLNGAKQILLFNLPDLGONP 180
+

KPDDLVILWVGANDYLAYGWNTEQDAKRVRDALSDAANRMVLNGAKEILLFNLPDLGONP 180

SARSQKVVEAVSHVSAYHNKLLLNLARQLAPTGMVKLFEIDKQFAEMLRDPQNFGLSDVE 240
+ +
SARSQKVVEAASHVSAYHNQLLLNLARQLAPTGMVKLFEIDKQFAEMLRDPQNFGLSDQR 240

NPCYDGGYVWKPFATRSVSTDROLSAFSPOERLATAGNPLLAQARVASPMARRSASPLNCE 300
+ 4+ + + o+ + + +
NACYGGSYVWKPFASRSASTDSQLSAFNPQERLATAGNPLLAQAVASPMAARSASTLNCE 300

GKMPWDQVHPTTVVHARLSERAATFIETOYEFLAH 335
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GKMPWDQVEPTTVVHAALSEPARTFIESQYEFLAH 335
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Figura ©

ATGAAAAAALT
AGCCGTCCCG
ATGTACAGCA
TCCAMCGGGC
AACGAGGCGG
TATCAGGTCA
AAGCCGGACG
AACACAGAGC
GTGCTGRAACG
TCGGCCCGCA
CTGCTGCTGA
GACAAGCAGT
AACGCCTGCT
GACAGCCAGC
CTGGCCCAGG
GGCAARGATGT
CCCGCCGCCA
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GGTTTGTGTG
CCTTCTCCCG
AGATGCGCGG
CCGTCTGGCT
AAGGCGGACC
TCAACAACCT
ATCTGGTGAT
AGGATGCCAA
GCGCCAAGGA
GCCAGAAGGT
ACCTGGCACG
TTGCCGAGAT
ACGGTGGCAG
TCTCCGCCTT
CCGTCGCCAG
TCTGGGATCA
CCTTCATCGA

TTTATTGGGA
GATCGTGATG
TTACCTCCCC
GGRGCAGCTG
GACCGCCGTG
GGACTACGAG
CCTCTGGGTC
GCGGGTGCGC
GATACTGCTG
GGTCGAGGCG
CCAGCTGGCT
GCTGCGTGAT
CIATGTATGG
CAMCCCGCAG
CCCCATGGCT
GGTCCACCCC
GAGCCAGTAC

91

TTGGTCGCGC
TTTGGCGACA
TCCAGCCCCC
ACCARCGAGT
GCTTACAACA
GTrCaCCCAGT
GGCGCCAACG
GACGCCATCA
TTCAACCTGC
GCCAGCCATG
CCCaACCGGCA
CCGCAGAACT
AAGCCGTTTG
GAGCGCCTCG
GCCCGCAGCG
ACCACTGTCG
GAGTTCCTCG

TGACAGTTCA
GCCTCTCCGA
CCTACTATGA
TCCCGGGCCT
AGATCTCCTG
TCCTGCAAAR
ACTATCTGGC
GCGATGCGGC
CGGATCTGGG
TCTCCGCCTA
TGGTGAAGCT
TCGGCCTGAG
CCTCCCGCAG
CCATCGCCGG
CCAGCACCCT
TGCACGCCGC
CCCAaC

GGCAGCCGAC
TACCGGCAAG
GGGCCGCTTC
GACCATAGCC
GAATCCCRAG
AGACAGCTTC
CTATGGCTGG
CARCCGCATG
CCAGAACCCC
CCACAACCAG
GTTCGAGATC
CGACCAGAGG
CGCCAGCACC
CAACCCGCTG
CAACTGTGAG
CCTGAGCGAG
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Figura 10

ATGAAAAAAT
ACTCGCCCCG
ATGTACAGCA
TCCAACGGAC
AACGAAGCGG
TATCAGGTCT
AAGCCGGACG
AATACGGAGC
GTACTGAACG
TCAGCCCGCA
CTGCTGCTGA
GACAAGCAAT
AACCCCTGCT
GACCGCCAGC
CTGGCACAGG
GGCAAGATGT
CeCeCceCCcA

GGTTTGTTTG
CCTTCTCCCG
AGATGCGCGG
CCGTCTGGCT
AAGGCGETGC
ACAARCAACCT
BTCTGGIGAT
AGGATGCCAA
GTGCCARGCA
GTCAGAAGGT
ACCTGGCACG
TTGCCGAGAT
ACGACGGCGEE
TCTCCECCTT
CCGTTGCCAG
TCTGGGATCA
CCTTCATCGA

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

92

TTGATCGCGC
TTCGGCGACA
TCCAGCCCGC
ACCBAGCAGT
GCTTACAACA
GTCACCCAGT
GGTGCCAATG
GATGCCATCA
TTCAACCTGC
GTCAGCCATG
CCCACCGGCA
CCGCAGAACT
AAGCCGTTTG
GAACGCCTCG
CGCCGCAGCG
RCCACTGTCG
GAGTTCCTCG

TGACAGTTCA
GCCTCTCCGA
CCTACTATGA
TCCCGGGTCT
AGATCTCCTG
TCTTGCAGAA
ACTATCTGGC
GCGATGCGGC
CGGATCTGGG
TCTCCGCCTA
TGCGTAAAGCT
TCGGCCTGAG
CCACCCGCAG
CCATCGCCGE
CCAGCCCCCT
TGCACGCRAGC
CCCACGGATG

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

ATGCCGAAGC
GCCCTCGGCC
GACTACGTCG
GCCARCCTGC
GGCGCCCGCC
CAGTACCCGG
CTCACCATCG
GCGGGTGETCC
GACGACGAGA
GCCAGGGCTC
GCCGACCCGT
GCCATCCAGG
TACGTGGACT
TGGATCGAAC
GAGCGGCGCA

CTECCCTTCG
TCACCGACGC
CCCTCEGCGA
TCTGTCTGCG
TCACGGRCGT
GCGTCGCACC
GCGGCARCGA
TCAGCGGCGG
TCGAGGCCAA
CCCACGCCAG
CCTGCTTCCT
CACACCTCAA
TCTCCGGGGET
CGCTGCTCTT
TGGCCGAGCCA
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CCGTGTCATG
CACCGCCCAC
CAGCTACAGC
CTCGACGECC
CACCTGCGGC
CCAGTTGGAC
CARCAGCACC
CARGGGCAGC
CACGTACCCC
GGTGGCGGCT
GAAGCTCCCC
CGACGCGETC
GTCCGACGGC
CGGGCACAGC
CACGATGGAC

93

ACCGCGACRG
GCCGCGCCCG
GCCGGCTCCG
ARCTACCCCC
GCCGCGCAGA
GCGCTCGGCA
TTCATCARCG
CCCTGCAAGG
GCGCTCAAGG
CTCGGCTACC
CTCECCGCCG
CGGCGGGCCG
CACGACGCCT
CTCGTTCCCG
GTCCTCGGCC

TCGCCGCCAET
CCCAGGCCAC
GCGTCCTGCC
ACGTICATCGC
CCGCCGACTT
CCGGCACGGA
CCATCACGGC
ACAGGCACGG
AGGCGCTGCT
CGTGGATCAC
GTGACGTGCC
CCGAGGRGAC
GCGAGGCCCC
TCCACCCCAA
TGGACTGA

CCGCACGCTC
TCCGACCCTG
CGTCGACCCC
GGACACGACG
CACGCGGGCC
CCTGGTCACG
CIGCGGCACG
CACCTCCTTC
CGGCGTCCGC
CCCGGCCACC
CTACCTGCGG
CGGAGCCALC
CGGCACCCaC
CGCCCTGGEGEC
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Figura 12

TCAGTCCAGG
GGGGETGGACG
GGCCTCGCAG
CTCCTCGGCG
CACGTCACCG
GATCCACGGG
CAGCGCCTCC
GTGCCTGTCC
CGTGATGGCG
CETGCCGETGE
GTCGGCGGTC
GATGACGTGGE
CAGGACGCCG
GECCTGGECE
GGCGGCGACT

CCGAGGACGT
GGAACGAGGC
GCGTCGTGGC
GCCC8CCEGA
GCGGCGAGGG
TAGCCGRGAG
TTGAGCGCGG
TTGCAGGGGC
TTGATGAAGG
CCGAGCGCGET
TGCGCGGCEC
GGGTAGTTGG
GAGCCGGCEC
GGCGCGECET
GTCGCGGTCA
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CCATCGTGTG
TGTGCCCGAR
CGTCGGACAC
CCGCETCGTT
GGAGCTTCAG
CCGCCacceT
GGTACGTGIT
TGCCCTTGCC
TGCTGTIGTC
CCRACTGGGEG
CGCAGGTGAC
CCATCEAGCG
TETAGCTGTC
GEBGCGEGETGAEC
TGACACGGCG

94

CTCGGCCATG
GAGCAGCGGT
CCCGGAGAAG
GAGGTGTGCC
GAAGCAGGAC
GGCETGEGEGA
GGCCTCEATC
GCCGCTGAGG
GTTGCCGCCG
TGCGACGBCCC
GTCCGTGAGG
CAGACAGAGC
GCCGAGGECG
GTCEGTGAGG
AAGGGCAGGC

CGCCGCTCGC
TCGATCCAGC
TCCACGTAGG
TEGATGGCCC
GGGTCGGECGE
GCCCTGGCGC
TCGTCGTCGA
ACRCCCGCCG
ATGGTGAGCG
GGGETACTGGS
CGEECGCCCG
AGATTGGCGG
ACGTAGTCCA
CCGAGGGCGA
TTCGGCAT

CCAGGGCETIT
GGGTGCCGEG
TGGCTCCGET
GCAGGTAGGG
TGGCCERGET
GGACGCCGAG
AGGAGGTGCC
TGCCGCAGHEC
TGACCAGGTC
CCCGCGTGAR
TCGTGTCCGC
GGTCGACGGG
GGGTCGGAGT
GCGTGCCEAL
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Figura 13

ATGGATTACG
AGGCCCATTG
ACGAGARARA
AABATACTTC
GGTGCCAACG
AATATTCGTC
CCGGGGCTAG
TACTTCCGTA
GAGGARAARG
TGGCAACAAC
GACGAATTAT

TACAAACTGA

AGAAGTTTCT
AAGATGGCAA
TGGATATTCT
CTGAGATTTT
ATGCATGCTC
AAATGGTATC
TAGATAGAGA
CCAACGAGAA
TTCCCTTCGT
TGCTAACAGA
TGAAGGTCAT
AAGATTGGAG

ES 2374

GTTATTTGGG
AGATCAGTAT
TCARAGRGGG
ARAGCATGAR
AGCAGGTCCC
TTTGATGAAG
GAAGTGGGAA
CTTTGCCATT
GGCTTTGAAT
TGGACTGCAC
TGAGACATTC
AGATGTGCTA

95

13213

GATTCCRTTA
GCTCTTGGAG
TTCARAGGGT
TCCAATATTG
CAAAGTGTCC
TCTTACCATA
AAAGAAAAAT
TATTCCGATG
AAGGCGTTTC
TTTTCCGGAA
TACCCCCAAT
GATGATGGAT

CTGARTTTGC
CCGCATTAGT
ACACTTCTAG
TCATGGCCAC
CCCTCCCCGA
TCCGTCCTAT
CTGAAGAAAT
CCTTAGCARAR
ARCAGGARGG
ARGGGTACAA
ATCATCCCAA
CTAACATAAT

TTTTARTACT
CAACGAATAT
ATGGGCETTG
AATATTTTTG
ATTTATCGAT
TATAATAGGA
AGCTCTCGGA
ACTAGCCAAT
TGGTGATGCT
AATTTITCAT
AARCATGCAG
GTCTTGA



Figura 14
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( SECID n° 12)

10 20

MNLROQWMGAA TAALALGLAA

70 80

l I

GGGKFTTNPG PIWAETVAAQ

130 140

GHNGGAGALT YPVQQQLANE

150 200

} |

ATATAQVQQA ATDLVGEYVKD

250 260

FNTTLQSGLA GTSARIIDFN

310 320

I ]

FCSANTLVAS GADQSYLFAD

30 40

50 60

I i

CGGGETDOSG NPNVAKVQRM VVFGDSLSDI GTYTPVAQAV

90 100

| l

LGVTLTPAVM GYATSVQNCP

150 160

YAASNNTFNG NNDVVFVLAG

210 220

MIAKGATQVY VFNLPDSSLT

270 280

AQLTAATONG ASFGFANTSA
330 340

GVHPTTAGHR LIASNVLARL

96

110 120

| |

KAGCFDYAQG GSRVTDPNGI

170 180

SNDIFFWITA AATSGSGVTP

230 240

PDGVASGTTG QALLHALVGT
250 300

RACDATKINA LVPSAGGSSL

LADNVAH



Figura 15

(SEC ID n° 13)

atgaacctgce
tgcgggggeyg
gtggtgtteg
ggeggeggea
ctgggecgtga
aaggceggcet

ggccacaacg-

tacgcggcca
agcaacgaca
gceattgeca
atgatcgcca
ccggacgycyg
ttcaacacga
gcacaactga
cgggeetgeg
ttetgetegg
ggecgtgceacce
ctggeggata

gteaatggat
gtgggaccga
gcgacagect
agttcaccac
cgetecacgec
gcttcgacta
gcggegegyay
gcaacaacac
ttttotteotyg
cggcecaggt
agggtgcgac
tggcaagegyg
cgetgeaaay
ccgeggegat
acgccaccaa
ceaagacget
cgaccacggac
acgtcgegea
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gggcgeegee
ccagagcggac
gagcgatatc
caacecggge
ggecggtgatg
tgcgeaggge
ggcgcetgace
attcaacggc
gaccactgcg
gcagcaggcec
gcaggtetac
cacgaccggce
cgggetggce
ccagaatgge
gatcaatgcce
ggtggettee
cggeeatcege
ctga

acggctgccee
aatcccaatg
ggcacctaca
cegatetggg
ggctacgeca
ggctegegeg
tacccagtte
aataacgatg
gecggecacca
gcgacggace
gtgttcaacc
caggecgetge
ggcacctcgg
gecectegtteg
ctggtgcecega
ggtgeggace
ctgatcgeea

97

ttgcettggg
tegceoaaggt
ceeccgtege
cegagaccgt
cctecgtgea
tgaccgatcc
agcagecagcet
tcgtettegt
gcggetccgg
tggteggcta
tgeccgacag
tgecacgcget
cgegeateat
gcttegecaa
gegeeggegy
agagctacct
gcaacgtget

cttggcegeg
geagegeatg
gcaggeggtyg
ggecgegeaa
gaattgccce
gaacggcatce
cgecaactte
gctggeegge
cgtgaegeee
tgtcaaggac
cagectgacg
ggtgggeacg
cgacttcaac
caccagegee
cagctegetg
gttegecgace
ggcgegeetyg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
9260

1020
1044
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Figura 16 ( SEC ID n° 20)

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad rlaviladrr pegdftytnl avrgrlldgi
61 vaeqvprvvg lapdlvsfaa ggndiirpgt dpdevaerfe lavaaltaaa gtvlvttgfd
121 trgvpvlkhl rgkiatyngh vraiadryge pvldlwslrs vgdrrawdad rlhlspeght
181 rvalraggal glrvpadpdg pwpplpprgt ldvrrddvhw areylvpwig rrlrgessgd
241 hvtakgtlsp daiktriaav a

Figura 17 (SECID n°21)

1 gtgategggt cgtacgtgge ggtgggggac agcttcaccg agggcegtegg cgacccegge
61 cccgacgggg cgttegtegg ctgggecgace cggetegeeg tactgcicge ggaccggege
121 cccgagggeg acttecacgta cacgaaccte geegtgegeg geaggetect cgaccagatc
181 gtggcggaac aggtceecgcg ggtcogtegga ctcgegcccg accteogtcte gttegeggeg

241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

ggcggcaacy
ctggcggtgg
acccgggggg
gtcegegeca
gtccaggace
cgggtyggeac
ccectggecge
gegcegegagt
cacgtgacgg
gcctga

acatcatccg
cecgegetgace
tgceceegtect
tegecgaceg
gcagggegtyg
tgcgegeggg
ccetgecgeco
acctggtgcc

ccaaggggac

gceceggeace
cgecgeggece
caagcacctyg
ctacggctge
ggacgecagac
gcaggccctg
gcgceggeacy
gtggatcggg
gectgtegeeyg

98

gatccogacg
ggaaccgtce
cgcggeaaga
ceggtgeteg
cggctgeacce
ggcctgegeg
ctcgacgtec
cgceggetge
gacgccatca

aggtcgcecga
tggtgaccac
tcgecacgta
acctgtggte
tgtegccgga
tceceggecga
ggcgcgacga
ggggcgagtc
agacgeggat

gcggttcegag
cgggrtcgac
caacgggeac
gctgeggage
ggggcacacc
ccetgacceag
cgtgcactgg
gtegggcgac
cgcegeggtg



Figura 18
(SEC ID n° 22)

1
6l
121
181
241

mgtnpaytsl
ggivdegvdv
spgrggpvle
hrrvaeavwg
sgdglpakrp
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vavgdsfteg
aaamgadvit
rfrprmealf
slghepedpe
dllpyedpar

Figura 19 (SEC ID n° 23)

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

atgcagacga
atgtcggace
atggecggeec
ggacagatcg
ctggteggeg
ctgctgacee
agtceeggte
gccgtgatcg
cagtegetgg
caccgeeggg
tggcacgedce
gtecggtteg
tceggggaca
tga

accecegegta
tgctgceecga
gectceecegy
tcgacgagca
ggctcaacga
aggccgtgga
geecagggtcce
acgacctgge
ccgacecteg
tecgeggagge
cgatececcgge
cceggeagea
gactgecgge

msdllpdgsy
lvgglndtly
aviddiagrh
whapipatpp

caccagtetce
¢cggctectac
ctteceggtac
ggtggacgtg
cacgctgcgg
acggctegece
ggtgctggag
cgggcggeac
gatgtgggac
ggtgtggcag
gacgeecgecg
cctgctgeee
caagegecey

99

rgwadllatr
pkedmaxrved
gavvvdlyga
pgwvtrrtad

gtegeegteg
cgtggetggy
gccaacetgg
gccgecgeca
cccaagtgeg
cegeactgeyg
cgetteecgge
ggegeegtgg
gtggaccgge
tcgecteggec
ccggggtggg
tggataggce
gacctgetge

maarspgfry
lltgaverla
gsladprmwd
vrfarghllp

gcgacteett
cegacctect
cggtgcgegy
tgggagccga
acatggeccecg
agcagctggt
cecgeatgga
tegtcgacet
tgcacctgac
acgagcccga
tgacgcgecag
gcaggctgac
cctacgagga

anlavrgkli
phceglvlmr
vdrlhltaeg
wigrrltgrs

cacecgaggge
cgecacecgyg
gaagcectgatc
cgktgatcacg
ggtgcgggac
gctgatgegce
ggecctgtte
gtacggggcece
cgcegagggce
ggacccegag
gaccgeggac
cgggegeteg
cccegeacdg
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Figura 20 (SEC ID n° 24)

61
121
181
241
301
361
421

mtrgrdggag
apastgawvg
vthasialaa
yspipsgpvt
afgdsitdga
padunpsglsxy
lrvvgatitp
ydsgdhlhpg

apptkhrall
awatapaaae
gpdtaaaiad
vhpgarqgtsy
rsgsdanhrw
fqrdvlertn

fggyggytea
dkgyarmgav

Figura 21 (SEC ID n° 25)

61
121
181
241
301
361
42%F
481
541
601
661l
721
181
841
2901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321

atgacceggg
gcggcgatcg
gacgacggca
gcceccgegt
cecgggeacey
gteggeggea
gtcacacacg
accatgegee
gtgatgageg
tactceccea
ctggecgacyg
tactggecgcet
gegtteggey
accgacgtcee
tacagcgteg
cecggecgaca
gtcaaggccg
gacegegacg
ctgcgggteg
cgegagacga
gtegtegact
tacgacagceg
atcgacctygg

gtcgtgacgg
tcaccctgat
geagggaccea
ccaccggtge
agacgaccgyg
cecggegegceyg
cctecgatege
ggctceacett
acaccgeceg
tceegtecqag
gogaccgcac
acctgacege
actceatcac
tegecgeacg
tcaacgaggg
acccgagegy
tcgtegtegt
ccatectgac
tcggegcecac
tgeggcagga
tcgacaagge
gcgagcacct
ccgegetgaa

aaivtlivai
pgtettglag
tmrrltfggs
ladgdrtadv
tdvlaarlhe
vkavwwvlgv
retmrgevne
idlaalkgaa

gggtgcegggy
agtggcgatce
cgegetgeag
ctgggtggge
cectggeggge
gatcacccte
cctggecgec
cggeggeage
cctegocate
gceggtgace
ggeggacgtce
cetegacatg
cgacggcgcec
cctgcacgag
catcagcggce
actgagecgg
ceteggegte
cggectgege
gatcacgecg
ggtcaacgag
cetgegegac
gecaceccgge
gggcgegycg

100

saaiyagasa
rsvraovvhts
arviipaggq
tavayttptp
aagdgrdtpr
ndvlnspela
eirsgrvidt
pvka

gecgoececcea
tccgeggcca
gccggaggcee
gcetgggeca
cgeteecgtge
tcgaacctgt
gggeeccgaca
geecgggtga
ccectacggygg
taccatcege
accgecgteg
ctgagecacg
cgetegeaga
geggcyggcy

aaccggctcec.

ttecageggg
aacgacgtcec
accctegteg
ttcggegget
gagatccget
ccgtacgacc
gacaaggggt
ceggtcaagy

ddgsrdhalg
vggtgaritl
vmasdtarlai
ywryltaldv
ysvvnegisg
drdailtglr
vvdfdkalrd

ccaagcaccg
tatacgecegg
gtctececacg
cecgcaccggce
gcaacgtegt
acgggeagtce
ccgeegeege
tcatcecggce
cgaacgtect
aggeecggea
cgtacaccac
aggccgacgg
gcgacgceeaa
acggccggga
tgaccagcag
acgtgcetgga
tgaacagcce
accgggegea
acggcggcta
ccggeegggt
cgegecggat
acgcgcegeat
cgtag

aggrlprgda
snlyggsplt
pyganvlvtt
lsheadgtvv
nrlltsxpgr
tlvdraharg
pydprrmrsd

tgeectgete
agegtecgeyg
aggagacgcce
cgedggccgag
gcacacctey
gcegctgace
gatcgccgac
gggeggeeag
ggtcaccacg
gaccagetace
cceccacgecce
cacggtcegtg
cecaccgetgg
cacgceecge
gcegaggegy
acgcaccaac
ggaactcgece
cgececgggga
caccgaggec
cttegacacy
gegcetcecgac
gggcgeggte
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Figura 22 (SEC ID n° 26)

1
61
121
181
241
301

mtsmsrarva
yggtlptagd
acsddldrgv
vvgtepdlgt
elfgpdnyhp
eagtevaaam

rriaagaayqg
pplrimmlgd
alvlaepdrv
iervrgplrw
saegyataam
ptgprgpwal

Figura 23 (SEC ID n° 27)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721 -
781
841
201
961
1021

atgacgagca
ggcggeggea
ctaggecagac
tacggecggcea
tccacggceceg
teegggeteg
gegtgetegg
cccgacatcet
cgeteggtge
gtggtcggea
ctggeceegge
ggcgggcgea
gagctctteg
geggtactge
gacgegetge
gaggegggata
ctgaagcgece
tga

tgtcgaggge
tcggectgge
gcagggtggg
ccetgeecac
ccgggcagygyg
cggeggtgge
acgacctgga
gcgtgatcat
ggcacctgte
cctgteceogga
gagecctcacg
cggtgteget
gcccecgacaa
ccteggtgtg
gcegegaggg
cggaggtcgce
ggagacggeg

gggiglagaa
staagggvhr
pdicvimvga
larrasrqla
avlpsvcaal
lkrrrrrrvs

gagggtggcg
gggageggeyg
ggtgggeacy
ggccggcgac
cgtgcaceay
ggagcggecg
ccggcaggtg
ggteggegee
cteggeggta
cctgggeacg
gecagectegeg
gggegacctg
ctaccaccce
cgeegegetc
cttecectgeeqg
egecegecatg
tcgggtgtey

101

avglvvaevyg
aggtpgalla
ndvthrmpat
aagtigaveq
glwpadeehp
eaepsspsgv

cageggatcg
geggteggte
ccgacceeggg
ccgeecgetge
geegggeaga
gtgeggetgy
gcgetggtge
aacgacgtca
cggeggetge
atcgageggg
gcggeacaga
ctgggteegg
tccgecgagg
ggectgtgge
gtggegegey
cctacggggce
gaggcggaac

larrrvgvgt
sglaavaerp
rsvrhlssav
ggrtvslgdl
dalrregflp

cggccggege
tggtggtggce
tgcecgaacge
ggctgatgat
cgecgggege
ggtcggtege
tcgccgagee
cccaceggat
gcacggeegg
tgecggcagece
¢cecateggege
agttegegea
ggtacgccac
cggecgacga
cggcggedgga
ctegggggec
cgtecageec

ptrvpnaggl
vrlgsvagpg
rrlrtagaev
lgpefaqnpr
varaaaeaas

ggcgtacggce
cgaggtgcag
gecagggactg
getgggegac
getgetggeg
ccageeggyy
ggaccgggtg
gccggcgace
tgeggaggtg
gctgegergg
cgtegagceag
gaaceegegd
ggecgegatg
ggagecacccg
ggcggegtee
ctgggegetg
gtecggegtt
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Figura 24 (SEC ID n° 28)

61
121
181
241
301

mgrgtdqgrtr

tapasvaavg dsitrgfdac

vtgarmadlt
klpkagvyvs

rvadynevlr evcakdrror

taknp

ygrrrarval

agvtraagre
sipdlkrlws

Figura 25 (SEC ID n° 29)

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201

atgggtcgag
gcegecctga
gactecacecg
accageecegg
geggtgetgt
tcgetggecy
gtcaccgggy
ceggagetgg
atgacgeegg
aagetceccea
cagggccgca
ctgggcgacg
cgggtggegg
agegacgacg
tggttcecace
accgcgaaga

ggacggacca
cegecgecgt
ctectteegyg
cgtecgtege
cggactgecec
tacggctget
cocecggatgge
tggeagtgat
tggcggactt
aggegcaggt
ccaacccgcet
eggactcect
actacaacga
gecgeggtgea
cgagtgtgga
atcecectga

aaltaavlgv
avlsdcpevs
pelvavmaga
gortnplgkg
sddgavhefr

gcggacgegg
cectgggegtg
cagecegteg
cgeegtgggc
ggaggtgteg
ggggaaggcg
ggacctgacc
ggceggggcyg
cegggegeayg
gtacgtgtcg
gggcaagcag
ggactcggcg
ggtgetgegg
cgagttccegyg
cggecaggece

102

gvagcdsvgyg
watgssakvd
ndacrsttsa
vwklglcpsm
fgtdglshwd

tacggeegte
ggcegtggogg

aagcggacga:

gactccatca
tgggcgaceg
gacgcggceg
gctcaggtga
aacgacgcgt
ttcgaggagg
agcatccegg
gtgtggaagc
gcgaccctge
gaggtctgeg
ttecggcacgg
cggctggegyg

dspapsgsps
slavrllgka
mtpvadfraqg
lgdadsldsa
wfhpsvdgga

gccgggegeyg
gctgegacte
ggacggcegce
cgegeggett
gcagcagcge
agcacagetg
cgcgggeggce
geecggteecac
cgatggccac
acctcaageyg
tcggecetgtg
ggcegcaacac
cgaaggaccyg
accagttgag
agategecta

krtrtapawd
daaehswnya
feeamatlrk
atlrrntvrd
rlaeiayrav

tgtegegete
cgtgggcage
cgeetgggac
cgacgectgt
gaaggtcgac
gaactacgceg
gcagegegag
gacetcggeyg
cectgegeaag
getetggtece
ceecgtegatg
ggtgcgcegac
geggtgeege
ccactgggac
cogegeggte
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Figura 26 (SEC ID n° 30)

61
121
181
241

mrilsrraata sallltpala
ckrstksypa lwaashtgtr
adtmttenlg gesaclaria

lggscavgls

eksraainaa

vtlpvensyh ptanggskgy

Figura 27 (SEC ID n° 31)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
g01
961

1021

ttcatcacaa
gacaagcctt
gggaggttce
ggcgetegeg
ctacgtggec
cagtggctee
cggtacgegg
gecagectgace
cgegggctte
gcggategee
ctacgacgece
cttctacaag
caacgeegec
cgecctteggg
getgeacage
caagggctac
cgaagtecccg
gecggtggece

cgatgtcaca
ccegtgacga
atgagactgt
ctetteggeg
cteggegact
tgtaagecgea
ttcaactteca
ccggteaact
gccgacacca
aaggegcegceg
atcgacagcce
ctgggcggea
gcegacgaca
gacgtcaaca
gtcaccctte
ctgeccgtee
cceecgggeg
ccgeecgtacg

1fgasaavsa
fnftacsgar
karayiqqtl
addinavtak
lpvlnsat

acaccggceca
aagggtcectg
ccecgacgege
cgagecgcege
cctactccetc
gcaccaagtc
cegectgtte
ccggeaccga
tgaccacctg
cctacatceca
gggececcge
gctgegecogt
tcaacgccgt
cgaccttege
ccgtggagaa
tgaactcecgce
gggcttcgece
tgecgecgece

103

prigatdyva
tgdvlakqlt
pagldgvyda
raadhgfafg

tcegggtceat
ctacatcaga
ggecacggeg
cgtgtccgeg
gggggtcgge
ctacceggece
gggcegeecgce
cetggtcage
caacctccag
gecagacgcetg
agcceaggtc
cagtctcteg
caccgccaag
cgggcacgag
ctectaccace
cacctgatct
gtaggtgcge
ceccggacgeg

igdsyssgvg
pvasgtdlvs
idsrapaaqv
dvnttfaghe

ccctgategt
aatgacagaa
tcegegetec
ccgcgaatce
gcgggeaget
ctgtgggecg
acaggagacg
attaccatcg
ggcgagageg
ccecgeccage
gtegteetgg
gagaagtccce
cgegecgeeg
ctgtgctecg
ccecacggeca
cgeggetact
gtacecgeegt
gteggttce

agsydsssgs
itiggndagf
vvlgyprivk
lesgapwlhs

gggaatgggt
atcctgetca
tectecacece
aggcecaccga
acgacageag
cctegecacac
tgctggecaa
gcggeaacga
cgtgectggce
tggaccaggt
gctacccgeg
gcgeggecat
accacggcett
gegececectg
acggacagtce
cegececetga
cgeeecgtege
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Figura 28 (SEC ID n° 32)

1  MKEWFVCLLG LVALTVQAAD SRPAFSRIVM FGDSLSDTGK MYSKMRGYLP
51 SSPPYYEGRF SNGPVWLEQL TKQFPGLTIA NEAEGGATAV AYNKISWNPK
101 YQVINNLDYE VIQFLOKDSF KPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDAKRVR
151 DAISDAANRM VLNGAKQILL FNLPDLGQNP SARSQKVVEAR VSHVSAYHNQ
201 LLLNLARQLA PTGMVKLFEI DKQFAEMLRD PONFGLSDVE NPCYDGGYVW
251 XPFATRSVST DRQLSAFSPQ ERLATAGNPL LAQAVASPMA RRSASPLNCE
301 GKMFWDQVHP TTVVHARLSE RAATFIANQY EFLAH¥

104
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Figura 29 (SEC ID n°33)

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

501

951

1001

ATGAAAMAAT GGTTTGTGTG TTTATTGGGA TTGGTCGCGC TGACAGTTCA
TACTTTTTTA CCARACACAC AAATAACCCT AACCAGCGCG ACTGTCAAGT

GGCAGCCGAC AGTCGECCCCG CCTTTTCCCG GATCGTGATG TTCGGCGACA
CCGTCGGCTG TCAGCGGGGC GGARAAGGGC CTAGCACTAC AAGCCGCTGT

GCCTCTCCGA TACCGGCARA ATGTACAGCA AGATGCGCGG TTACCTCCCC
CGGAGAGGCT ATGGCCGTTT TACATGTCGT TCTACGCGCC AATGGAGGGG

TCCAGCCCGC CCTACTATGA GGGCCGTTTC TCCAACGGAC CCGTCTGGCT
AGGTCGGGCGE GGATGATACT CCCGGCAAAG AGGTTGCCTG GGCAGACCGA

GGAGCAGCTG ACCAARACAGT TCCCGGGTCT GACCATCGCC AACGAAGCGG
‘CCTCGTCGAC TGETTTGTCA AGGGCCCAGA CTGGTAGCGG TTGCTTCGCC

AAGGCGGTGC CACTGCCGTG GCTTACAACA AGATCTCCIG GAATCCCAAG
TTCCGCCACG GTGACGGCAC CGAATGTTGT TCTAGAGGAC CTTAGGGTTC

TATCAGGTCA TCAACAACCT GGACTACGAG GTCACCCAGT TCITGCAGRA
ATAGTCCAGT AGTTGITGGEA CCTGATGCTC CAGTGGGTCA AGAACGTICTT

AGACAGCTTC AAGCCGGACG ATCTGGTGAT CCTCTGGGTC GGTGCCARTG
TCTGTCGAAG TTCGGCCTGC TAGACCACTA GGAGACCCAG CCACGGTITAC

ACTATCTGGC CTATGGCTGG AACACGGAGC AGGATGCCAA GCGGGTITCGC
TGATAGACCE GATACCGACC TTGTGCCTCG TCCTACGGTT CGCCCAAGCG

GATGCCATCA GCGATGCGGC CARACCGCATG GTACTGARACG GTGCCAAGCA
CTACGGTAGT CGCTACGCCG GTTGGCGTAC CAIGACTTGC CACGGTTICGT

GATACTGCTG TTCAACCTGC CGGATCTGGG CCAGAACCCG TCAGCTCGCA
CTATGACGAC BAGTTGGACG GCCTAGACCC GGTCTTGGEGC AGTCGAGCGT

CTCAGAAGGT GGTCGAGGCG GTCAGCCATG TCTCCGCCTA TCACAACCAG
CAGTCTTCCA CCAGCTCCGC CAGTCGGTAC AGAGGCGGAT AGTGTTGGTC

CTGCTGCTGA ACCTGGCACG CCAGCTGGCC CCCACCGGCA TGGTAAAGCT
GACGACGACT TGGACCGTGC GGTCGACCGG GGGTGGCCGET ACCATITCGA

GTTCGAGATC GACAAGCAAT TTGCCGAGAT GCTGCGTGAT CCGCAGAACT
CAAGCTCTAG CTGITCGTTA AACGECTCTA CGACGCACTA GGCGTCTTGA

TCGGCCTGAG CGACGTCGAG AACCCCTGCT ACGACGGCGG CTATGTGTGG
AGCCGGACTC GCTGCAGCTC TTGGGGACGA TGCTGCCGCC GATACACACC

AAGCCGTITTG CCACCCGCAG CGTCAGCACC GACCGCCAGC TCTCCGCCIT
TTCGGCAAAC GETGGECGTC GCAGTCGTGG CTGGCGGTCG AGAGEGCGGAA

CAGTCCGCAG GAACGCCTCG CCATCGCCGG CAACCCGCTG CTGGCACAGGE
GTCAGGCGTC CTTGCGGARGC GGTAGCGGCC GITGGGCGAC GACCGIGTICC

CCGTTGCCAG TCCTATGGCC CGCCGCAGCG CCAGCCCCCT CAACTGTIGAG
GGCAACGGTC AGGATACCGG GCEGCATCGC GGTCGGGGGA GTTGACACTC

GGCAAGATGT TCTGGGATCA GGTACACCCG ACCACTGTCG TGCACGCAGC
CCGTTCTACA AGACCCTAGT CCATGETGGGC TGGTGACAGC ACGTGCGTCG

CCTGAGCGAG CGCGCCGCCA CCTTCATCGC GAACCAGTAC GAGTTCCICG
GGACTCGCTC GCGCGGCGGT GGAAGTAGCG CTTGGTCATG CTCAAGGAGC

CCCAC TGA
GGGTG ACT

105
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Figura 30 (SEC ID n° 34)

1 MKKWFVCLLG LIALTVQAAD TRPAFSRIVM FGDSLSDTGK MYSKMRGYLP
S1 SSPPYYEGRF SNGPVWLEQL TKQFPGLTIA NEAEGGATAV AYNKISWNPK
101 YQVINNLDYE VTQFLOKDSF KPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDAKRVR
151 DAISDAANRM VLNGAKQILL FNLPDLGQNP SARSQKVVEA VSHVSAYHNK
201 LLLNLARQLA PTGMVKLFEI DKQFAEMLRD PONFGLSDVE NPCYDGGYVW
251 KPFATRSVST DRQLSAFSPQ ERLAIAGNPL LAQAVASPMA RRSASPLNCE
301 GKMFWDQVHP TTVVHAALSE RAATFIETQY EFLAHG*

106
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Figura 31 (SEC ID n° 35)

1
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ATGAARAARAT GGTTTGTTTG TITATTGGGE TTGATCGCGC TGACAGTTCA
TACTTTYTTA CCAAACAAAC ABATAACCCC AACTAGCGCG ACTGTCAAGT

GGCAGCCGAC ACTCGCCCCG CCTTCTCCCG GATCGTGATG TTCGGCGACA
CCGTCGRCTE TGAGCGGEGC GGAAGAGGGC CTAGCACTAC AAGCCGCTIGT

GCCTCTCCGA TACCGGCAAA ATGTACAGCA AGATGCGCGG TTACCTCCCC
CGGAGAGGCT ATGGCCGTTT TACATGTCGT TCTACGCGCC AATGGAGGGG

TCCAGCCCGC CCTACTATGA GGGCCGTTTC TCCAACGGAC CCGTCTGGCT
AGGTCGEGBCG GGATGATACT CCCGGCAAAG AGGTTGCCTG GGCAGACCGA

GGAGCAGCTG ACCAAGCAGT TCCCGGEPCT GACCATCGCC AACGAAGCLGG
CCTCGTCGAC TGGTTCGTCA AGGGCCCAGA CTGGIAGCGG TTGCTTCGCC

AMGGCGGETGC CACTGCCGTG GCTTACARCA RGATCTCCTG GAATCCCARG
TTCCGCCACG GTGACGGCAC CGAATGTTGT TCTAGAGGAC CTTAGGGTTC

TATCAGGTCA TCAACAACCT GGACTACGAG GTCACCCAGT TCTTGCAGAA
ATAGTCCAGT AGTTGTTGGA CCTGATGCTC CAGTGGGTCA AGAACGTCTT

AGACAGCTTC AAGCCGGACG ATCTGGTGAT CCTCTGGGTIC GGTGCCAATG
TCTGTCGAAG TTCGBCCTGC TAGACCACTA GGAGACCCAG CCACGGTTAC

ACTATCTGGC ATATGGCTGG BATACGGAGC AGGATGCCAA GCGAGTTCGC
TGATAGACCG TATACCGACC TTATGCCTCG TCCTACGGTT CGCTCAAGCG

GATGCCATCA GCGATGCGGC CAACCGCATG GTACTGAACG GTGCCAAGCA
CTACGGTAGT CGCTACGCCG GTTGGCGLAC CATGACTTGC CACGGTTCGT

‘GATACTGCTG TTCAACCTGEC CGGATCTGGG CCAGAACCCG TCAGCCCGCA
CTATGACGAC AAGTTGGACG GCCTAGACCC GGTCTTGGGC AGTCGGGCGT

GTCAGAAGGET GGTCGAGGCG GTCAGCCATG TCTCCGCCTA TCACAACAAG
CAGTCTTCCA CCAGCTCCGC CAGTCGGTAC AGAGGCGGAT AGTGITGTTC

CTGCTGCTGA ACCTGGCACS CCAGCIGGCC CCCACCGGCA TGGTAAAGCT
GACGACGACT TGGACCGTGC GGTCGACCGG GGATGGCCGT ACCATTTCGA

GTTCGAGATC GACAAGCAAT TTGCCGAGAT GCTGCGTGAT CCGCAGAACT
CAAGCTCTAG CTGTTCGTTA ARACGGCTCTA CGACGCACTA GGCGICTIGA

TCGGCCTGAG CGACGTCGAG AACCCCTGCT ACGACGECGG CTATGTGETGG
AGCCGEACTC GCTGCAGCTC TTGGGGACGA TGCTGCCGCC GATACACACC

AAGCCGTTTG CCACCCGCAG CGTCAGCACC GACCGCCAGC TCTCCGCCTT
TTCEECARAC CETGGECGTIC GCAGTCGTGE CTGGUGGTCG AGAGGCGGAA

CAGTCCGCAG GAACGCCTCG CCATCGCCGGE CAACCCGCTG CTGGTACAGG
GTCAGGCETC CTTECGGAGC GGTAGCGGCC GTTGGGCGAC GACCGTGTCC

CCGTTGCCAG TCCTATGGCC CGCCGCAGCG CCAGCCCCCT CAACTGTGAG
GGCAACGGTC AGGATACCGG GCGGCGTCGEC GGTCGEGEGA GTTGACACTC

GGCAAGATGT TCTGGGATCA GGTACACCCG ACCACTGTCG TGCACGCAGC
CCGTTCTACA AGACCCTAGT CCATGTGGGC TGGTGACAGC ACGTGCGTCG

CCTGAGCGEAG CGCGCCECCA CCTTCATCGA GACCCAGTAC GAGTTCCTICG
GGACTCGCTC GCGCGGCGGT GGAAGTAGCT CTGGGETCATG CTCAAGGAGC

CCCACGGATG A
GGGTGCCTAC T
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Figura 32

satf
R.sol
Consenso

sath
R.sol
Consenso

sath
R.sol

Consenso

satbth
R.so0l

Consenso

sathl
R.sol

Consenso

sath
R.sol

Consenso

satfl
R.sol
Consenso

PTGHYKLFEIDKQFAEHLRDPONFGLSDYENPCYDGGYVHKPERTRSYST

50

$ ¥ + ¥ i
ADTRPAFSRIVHFGOSLSDTGKHYSKHRGYLPSSPPYYEGRFSH-~G
QSGHPHYAKVORNYVYFGDSLSDIGT==———m—= YTPYAORVYGGGKFTTHPG
« » »adnraafqRiVuwFGDSLSDiGkK, . . . ... Y1PsaqaygebrFen. .G

h 1331 70 80 30
i + + § + H
PYHLEQL TKOFPGLTIANEAEGGATRYAYNKTSHNPKYQYTHNHLDYEYTO
PIHAETYAROL~-GYTLTPAYHGYATSYONCPKRGCFDYAQGGSRY TOPNG
P!HaEqlaalll,G1TianaaeGgATaYannkiagnf dYaqgnnrdt #png

101 110 120 130 140 150
1 $ ' 3 * 1
FLOKDSFKPDDLVILHYGANDYLAYG--HNTEQDAKRYRDATSDARNRIY
IGHHGGAGAL TYPYOOOLANF YARSHHTFNGNRDVYYFVLAGSHDIFFMTT
igqndgagaddlp ! qqqgAldYafisn, .fHz##DakrYraainbaanrnt

151 160 170 190 200
I : 3 3 + I
LHGAKQILLFHLPDL GONPSARSOQKYYEAYSHYSAYHHRKL~LLNLARQLA
ARATSGSGYTPAIATROVOOAATDLYGYYKDHIAKGATOVYVFHLPDSSL
aaaakgqiglfnaialalinqgfas#1Vgeakdh!aaganql . 11HLarqla

201 210 220 240 250
| $ + l

1 10 20 30 40
! e 'y

100

180

230

TPDGYASGTTGOALLHALYGTFHNTTLOSGLAGTSARTIDFMAQLTARTION
ppidgVYalgeidqalaealrdpgif gl qdgeagesargidfnagalaalqgn

251 270 280 290 300
| 4 $ ; o+ [
DROLSAFSPOERLAIAG~--HPLLAQAYASPH-—~ARRSASPLNCEGKHFN
GASFGFANTSARACDATKINALYPSAGGSSLFCSANTLYASGADASYLFR
dagqlgaanpgaRaadfg, .Hal.laqRgaSp$, . .Arrlaapgadigk$Fa

301 310 320 330
i $ # i
DOYHPTTYYHARLSERARATFIETOYEFLAY
DGYHPTTAGHRLIASHVLARLLA-~-DNYAH
Dq¥HPTTagHaaiaeraaariea, , $nlAH

260

108



ES 2374132 T3

Figura 33
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Figura 35
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Figura 39
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Figura 40.
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Figura 42
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Figura 45
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Figura 46
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Figura 47
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Figura 48
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Figura 51
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Figura 52
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Figura 53
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Figura 56

Actividad de transferasa paran® 178 en
funcion del tiempo de reaccion en el ensayo

56 F —
53
50
47

Actividad de transferasa
-]

30 60 120
Tiempo de reaccion, minutos

133



Figura 57
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Figura 58
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Figura 59
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Figura 60
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Figura 61
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Figura 62
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Figura 63
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Figura 64
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Figura 65
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Figura 67
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Figura 68
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Figura 69
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Figura 70
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Figura 71
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(SEC ID n° 36)
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Figura 72 (SEC ID n° 54)

1  ATGTTTAAGT TTAAAAAGAA TTTCTTAGTT GGATTATCGG CAGCTTTAAT
TACAAATTCA AATTTTTCTT AAAGAATCAA CCTAATAGCC GTCGAARTTA

51 GAGTATTAGC TTGTTTTCGG CAACCGCCTC TGCAGCTAGC GCCGACARGCC
CTCATAATCG AACAMAAGCC GTTGGCGGAG ACGTCGATCG CGGCTGTCGG

101 GTCCCGCCTT TTCCCGGATC GTGATGTTCG GCGACAGCCT CTCCGATACC
CAGGGCGGAA AAGGGCCTAG CACTACAAGC CGCTGTCGGA GAGGCTATGG

151 GGCAAAATGT ACAGCAAGAT GCGCGGTTAC CTCCCCTCCA GCCCGCCCTA
CCGTTTTACA TGTCGTTCTA CGCGCCAATG GAGGGGAGGT CGGGCGGGAT

201 CTATGAGGGC CGTTTCTCCA ACGGACCCGT CTGGCTGGAG CAGCTGACCA
GATACTCCCG GCARAGAGGT TGCCTGEGCA GACCGACCTC GTCGACTGGT

251 AACAGTTCCC GGGTCTGACC ATCGCCAACG AAGCGGAAGG CGGTGCCACT
TTGTCAMGGG CCCAGACTGG TAGCGGTTGC TTCGCCTTCC GCCACGGTIGA

301 GCCGTGGCTT ACAACAAGAT CTCCTGGAAT CCCAAGTATC AGGTCATCAA
CGECACCGAA TGTTGTTCTA GAGGACCTTA GGGTTCATAG TCCAGTAGIT

351 CAACCTGGAC TACGAGGTCA CCCAGTTCTT GCAGAAAGAC -AGCTTCAAGC
GTTGGACCTG ATGCTCCAGT GGGTCARGAA CGTCITTCTG TCGAAGTICG

401 CGGACGATCT GGTGATCCTC TGGGTCGGTG CCAARTGACTA TCTGGCCTAT
GCCTGOTAGA CCACTAGGAG ACCCAGCCAC GGTTACTGAT AGACCGGATA

451 GGCTGGAACA CGGAGCAGGA TGCCAARGCGG GTTCGCGATG CCATCAGCGA
CCGACCTTGT GCCTCGTCCT ACGGTTCGCC CAAGCGCTAC GGTAGTCGCT

501 TGCGGCCAAC CGCATGGTAC TGAACGGTGC CAAGCAGATA CTGCTGTTCA
ACGCCGGTTG GCGTACCATG ACTTGCCACG GTTCGTCTAT. GACGACAAGT

551 ACCTGCCGGA TCTGGGCCAG AACCCGTCAG CTCGCAGTCA GAAGGTGGTC
TGGACGGCCT AGACCCGGTC TTGGGCAGTC GAGCGTCAGT CTTCCACCAG

601 GAGGCGGTCA GCCATGTCTC CGCCTATCAC AARCCAGCTGC TGCTGAACCT
CTCCGCCAGT CGGTACAGAG GCGGATAGTG TTGGTCGACG ACGACTTGGA

651 GGCACGCCAG CTGGCCCCCA CCGGCATGGT AARGCTGTTC GAGATCGACA
CCGTECGGTC GACCGGGGGT GGCCGTACCA TTTCGACAAG CTCTAGCTGT

701 AGCRATTTGC CGAGATGCTG CGTGATCCGC AGAACTTCGG CCTGAGCGAC
TCGTTABACG GCTCTACGAC GCACTAGGCG TCTTGAAGCC GGACTCGCTG

751 GTCGAGAACC CCTGCTACGA CGGCGGCTAT GTGTGGAAGC CGTTTGCCAC
CAGCTCTTGG GGACGATGCT GCCGCCGATA CACACCITCG GCARACGGTG

801 CCGCAGCGTC AGCACCGACC GCCAGCTCTC CGCCITCAGT CCGCAGGAAC
GGCGTCGCAG TCGTGGCTGG CGGTCGAGRG GCGGAAGTCA GGCGTCCTTG

851 GCCTCGCCAT CGCCGGCAAC CCGCTGCTGG CACAGGCCGT TGCCAGTCCT
CGGAGCGGETA GCGGCCGTTG GGCGACGACC GTGTCCGGCA ACGGTCAGGA

9501 ATGGCCCECC GCAGCGCCAG CCCCCTCAAC TGTGAGGGCA AGATGTTCTG
TACCGGGCGE CGTCGCGGTC GGGGGAGTTG ACACTCCCGT TCTACAAGAC

951 GGATCAGGTA CACCCGACCA CTGTCGTGCA CGCAGCCCTG AGCGAGCGCG
CCTAGTCCAT GTGGGCTGGT GACAGCACGT GCGTCGGGAC TCGCTCGCGC

1001 CCGCCACCTT CATCGCGAAC CAGTACGAGT TCCTCGCCCA CTGATGA
GGCGGTGGAA GTAGCGCTTG GTCATGCTCA AGGAGCGGGT GACTACT
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Figura 73
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