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DESCRIPCION
Proceso para el refinado de aceite comestible usando una lipido aciltransferasa
REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Se hace referencia a las solicitudes relacionadas siguientes: US 2002-0009518, US 2004-0091574, W02004/064537,
W02004/064987, W0O2005/066347, WO2005/066351, Solicitud de los Estados Unidos NUmero de Serie 60/764.430
presentada el 2 de febrero 2006, W0O20061008508, Solicitud de Patente Internacional Namero PCT/IB2007/000558 y
Solicitud de los Estados Unidos Numero de Serie 11/671.953. En este texto también se citan varios documentos
("documentos citados en la presente memoria").

CAMPO DE LA PRESENTE INVENCION

La presente invencion se refiere a un proceso para el refinado de aceite comestible (preferiblemente aceite vegetal)
usando una lipido aciltransferasa. La presente invencion se refiere ademas a un proceso para tratar un aceite comestible
(preferiblemente un aceite comestible crudo) (por ejemplo, un aceite vegetal) y/o una fase de goma de un aceite
comestible (preferiblemente aceite vegetal) usando una lipido aciltransferasa.

ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVENCION

Se sabe que las lipido aciltransferasas son ventajosas en las aplicaciones alimenticias. Se ha encontrado que las lipido
aciltransferasas tienen una actividad aciltransferasa significativa en productos alimenticios. Esta actividad tiene
aplicaciones beneficiosas sorprendentes en métodos para preparar productos alimenticios.

Por ejemplo, WO 2004/064537 describe un método para la produccion in situ de un emulsionante por el uso de una
lipido aciltransferasa y las ventajas asociadas con éste. WO2008/090395 ensefia la expresion de lipido aciltransferasas
en células huésped (heterdlogas).

El propésito del refinado de aceites comestibles es eliminar impurezas indeseables que afectan la calidad (sabor, olor y
apariencia, por ejemplo) y la capacidad de almacenamiento.

Debido a la amplia variedad de estas impurezas- acidos grasos libres, iones metalicos, compuestos con color, olores,
gomas, etc.- se emplean convencionalmente una serie de procesos de naturaleza quimica y fisica para el refinado
(véase por ejemplo Bailey's Industrial Oil and Fat Products- 2006 John Wiley & Sons- Sexta Edicion).

Tradicionalmente, se han usado dos procesos para el desgomado del aceite que son los procesos de desgomado fisico
y desgomado quimico.

En el denominado refinado quimico, casi todo el contenido de acidos grasos libres se elimina por tratamiento inicial con
un gran exceso de NaOH. Ademas, el contenido de fosfolipidos disminuye hasta un nivel de fosforo tipicamente por
debajo de 10 ppm. El aceite se blanquea y desodoriza posteriormente.

El denominado refinado fisico consiste generalmente en una etapa de desgomado con agua seguida de desgomado
acido, neutralizacién, blanqueo, extraccién con vapor para eliminar los acidos grasos libres y desodorizacion.

En lugar de usar desgomado &cido durante el refinado fisico, se han hecho avances para usar desgomado enzimatico.

El proceso de desgomado enzimatico se desarroll6 tomando como base el uso de fosfolipasa pancreatica. Como esta
enzima era no kosher, la fosfolipasa se sustituyé eventualmente por una fosfolipasa Al microbiana (Lecitasa Ultra™-
Novozymes, Dinamarca) (Oil Mill Gazetteer, Vol 111 Julio 2005 p 2-4).

El proceso enzimético tiene varias ventajas sobre los procesos de desgomado quimico o fisico incluyendo ahorro de
costes, mayor rendimiento y un proceso méas respetuoso con el medioambiente.

El proceso de desgomado enzimatico de aceites se basd en la adicién de una fosfolipasa a un aceite que se habia
desgomado ya con agua.

En WO2006/008508 se ensefiaron las lipido aciltransferasas para uso en el desgomado enzimético de aceites
comestibles. WO 2006/008508 ensefia la adicion de una lipido aciltransferasa a un aceite desgomado con agua o la
adiciéon de una lipido aciltransferasa a un aceite crudo sin la necesidad de que el aceite experimente un proceso de
desgomado con agua.
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El "aceite desgomado con agua" puede obtenerse tipicamente por un proceso de desgomado con agua convencional
que comprende mezclar 1-2% p/p de agua blanda caliente con aceite crudo templado (70-90°%) (AOCS Intoduction to the
Processing of Fats and Oils- Tabla 8- Procesos de Desgomado -
http://www.aocs.org/meetingsleducationimod3sample.pdf). Una norma general es que la cantidad de agua afiadida al
aceite crudo es tipicamente aproximadamente igual a la cantidad de fosfolipidos en el aceite crudo. Los periodos de
tratamiento habituales son 30-60 minutos. La etapa de desgomado con agua elimina los fosfatidos y gomas
mucilaginosas que se vuelven insolubles en el aceite cuando se hidrata. Los fosfatidos y gomas hidratadas pueden
separarse del aceite por sedimentacion, filtracibn o centrifugacion- siendo la centrifugacién la practica mas
predominante. El objeto esencial en dicho proceso de desgomado con agua es separar los fosfatidos hidratados del
aceite. El mezclado de agua caliente en el aceite, descrito anteriormente, debe entenderse en la presente memoria
ampliamente como el mezclado de una disoluciéon acuosa en el aceite segun los procedimientos de desgomado con
agua estandar en la técnica.

En el proceso de desgomado con agua convencional, la parte principal de los fosfatidos se elimina en una fase de goma
pesada. Al final del proceso de desgomado con agua se separa una fase de aceite de una fase de goma. Aunque la fase
de goma puede procesarse mas en productos comerciales, se ve esencialmente como un subproducto del refinado del
aceite. Es la fase de aceite la que es comercialmente importante. Sin embargo, como los fosfatidos pueden ser buenos
emulsionantes, parte del aceite se pierde inevitablemente en la fase de goma durante el desgomado con agua. Esto da
lugar a rendimientos reducidos de aceite en la fase de aceite después del desgomado con agua.

Con los incrementos en los precios del aceite y una necesidad creciente de aceite vegetal para biodiesel es importante
optimizar el procesamiento de los aceites comestibles para un alto rendimiento del aceite.

ASPECTOS RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCION
Los aspectos de la presente invencién se presentan en las reivindicaciones y en el comentario siguiente.

Se ha encontrado sorprendentemente que mediante la adicién de una o mas lipido aciltransferasas a un aceite
comestible crudo durante o antes de llevar a cabo un proceso de desgomado con agua, el rendimiento del aceite en la
fase de aceite puede incrementarse significativamente. En otras palabras, las pérdidas de aceite en la fase de forma
pueden reducirse significativamente.

Ademas, se ha encontrado sorprendentemente que mediante la adicion de una o mas lipido aciltransferasas a un aceite
comestible crudo durante o antes de llevar a cabo un proceso de desgomado con agua la fase de goma obtenida es
mucho menos viscosa. Esto puede permitir parametros de centrifugacion mas favorables.

También se ha encontrado sorprendentemente que mediante la adicién de una o mas lipido aciltransferasas a un aceite
comestible crudo durante o antes de llevar a cabo un proceso de desgomado con agua la fase de goma obtenida a partir
de este proceso puede incubarse o almacenarse y (debido a la lipido aciltransferasa activa residual) puede observarse
una hidrdlisis adicional de fosfolipidos en la fase de goma. Los inventores han encontrado que es posible aislar una fase
de aceite que contiene acidos grasos libres (el aceite acido) y los triglicéridos remanentes en la fase de goma. Este
aceite acido puede venderse con un valor mayor que la fase de goma normal que se afiade a los alimentos. Ademas, se
ha encontrado sorprendentemente que la fase sélida remanente (después de la separacion del aceite acido) tiene un
nivel de fésforo mayor que la goma normal y asi puede usarse como una fuente de fésforo organico.

También se ha encontrado sorprendentemente que la combinacién de una o mas lipido aciltransferasas y una o mas
enzimas fosfolipasa C (PLC) resulta en efectos sinérgicos cuando se usan en el desgomado de aceites comestibles (por
ejemplo, aceites vegetales).

ASPECTOS DETALLADOS DE LA PRESENTE INVENCION

Segun un primer aspecto de la presente invencién se proporciona un proceso de desgomado con agua de un aceite
comestible (preferiblemente un aceite comestible crudo) que comprende las etapas de:

a) mezclar 0,1-5% p/p de agua con un aceite comestible (preferiblemente un aceite comestible crudo) y una lipido
aciltransferasa, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 45°C a 90°C, y c) separar la fase de aceite
y la fase de goma, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al
menos 25 TrU/mg de proteina enzimatica seguin se determina usando el ensayo descrito mas adelante.

Seguln un segundo aspecto de la presente invencion se proporciona un uso de una lipido aciltransferasa durante el
desgomado con agua de un aceite comestible (preferiblemente durante el desgomado con agua de un aceite comestible
crudo) para incrementar el rendimiento de aceite en la fase de aceite después de la finalizaciéon del proceso de
desgomado con agua, en el que se mezcla 0,1-4% p/p de agua con el aceite comestible; la enzima se afiade a un aceite



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2395551 T3

comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 90°C; y la lipido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite
comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina enzimética segin se determina usando el
ensayo descrito mas adelante.

Segun un tercer aspecto de la presente invencién se proporciona un uso de una lipido aciltransferasa durante el
desgomado con agua de un aceite comestible (preferiblemente durante el desgomado con agua de un aceite comestible
crudo) para disminuir la viscosidad de la fase de goma después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua
en el que se mezcla 0,1-4% p/p de agua con el aceite comestible; la enzima se afiade a un aceite comestible a una
temperatura en el intervalo de 45 a 90°C; y la lipido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante
entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de
enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina enzimética segln se determina usando el ensayo descritos mas adelante.

El incremento en el rendimiento y/o disminucion en la viscosidad se compara entonces con la fase de aceite y/o fase de
goma de un aceite desgomado comparable (bien desgomado con agua o desgomado con agua enzimaticamente) sin el
uso de la lipido aciltransferasa.

Segun un cuarto aspecto la presente invencion proporciona un proceso de desgomado con agua de un aceite comestible
(preferiblemente un aceite comestible crudo) que comprende las etapas de: a) mezclar 0,1-5% p/p de agua con un aceite
comestible (preferiblemente un aceite comestible crudo) y una lipido aciltransferasa, b) agitar la mezcla durante entre 10
minutos y 180 minutos a 45°C a 90°C, c) separar la fase de aceite y la fase de goma, d) incubar la fase de goma que
comprende la enzima lipido aciltransferasa activa durante entre un minimo de 2 horas y un maximo de 7 dias
(adecuadamente hasta aproximadamente 1-2 dias) y e) separar (por ejemplo, por centrifugacion) el aceite de la fase de
goma.

El uso de la(s) enzima(s) incrementa el valor del aceite acido comparado con la goma porque el aceite acido puede
usarse para la produccion de acidos grasos. El acido graso tiene un valor mayor que una goma que de otra manera se
afiade a los alimentos.

Las mejoras y/o incrementos son cuando se comparan con una fase de goma que no se ha tratado con una lipido
aciltransferasa (sola o en combinacion con una fosfolipasa C).

Adecuadamente, las una 0 mas enzimas lipido aciltransferasas en la fase de goma pueden tener enzima activa residual
que puede haberse transferido a la fase de goma después del desgomado enzimatico del aceite comestible.
Alternativamente, la enzima lipido aciltransferasa en la fase de goma puede ser lipido aciltransferasa afiadida- enzima
gue puede afiadirse al comienzo o durante la incubacion de la fase de goma.

De forma importante, el aceite al final del proceso en el cuarto aspecto (y otros tratamientos de la fase de goma) es un
"aceite acido". Este aceite acido puede venderse con un valor mayor que la fase de goma normal que se afiade a los
alimentos. La fase de goma remanente (después de la separacion del aceite acido) se refiere a veces como una fase
sélida. Se ha encontrado sorprendentemente que la fase sélida remanente (después de la separacion del aceite acido)
tiene un nivel de fésforo mayor que la goma normal y asi puede usarse como una fuente de fésforo orgéanico.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa es una clasificada bajo la clasificacion de la Nomenclatura de Enzimas
(E.C.2.3.1.43).

En una realizacion, preferiblemente la lipido aciltransferasa se usa en combinacion con una fosfolipasa C (E.C.3.1.4.3).

En una realizacion preferible, se usa una lipido aciltransferasa (E.C.2.3.1.43) en combinacién con una fosfolipasa C
(E.C.3.1.4.3).

Por lo tanto, segun un aspecto de la presente invencién se proporciona un proceso de desgomado con agua de un aceite
comestible (preferiblemente un aceite comestible crudo) que comprende las etapas de: a) mezclar 0,1-5% p/p de agua
con un aceite comestible (preferiblemente un aceite comestible crudo) y una combinacién de una lipido aciltransferasa y
una fosfolipasa C, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 45°C a 90°C, y c) separar la fase de
aceite y la fase de goma, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima
de al menos 25 TrU/mg de proteina de enzimatica segun se determina usando el ensayo descrito mas adelante.

Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, se ha encontrado sorprendentemente que la lipido aciltransferasa puede
usar el diglicérido (producido por la reaccién de la fosfolipasa C) como una molécula aceptora para producir triglicérido.
Asi, cuando se usa una lipido aciltransferasa en combinacion con una fosfolipasa C, la interaccion entre estas enzimas
resulta en un incremento sinérgico de la cantidad de triglicérido en un aceite que comprende ambas enzimas comparado
con un aceite comparable que comprende cualquiera de las enzimas sola o un aceite comparable que no comprende
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ninguna enzima. Ventajosamente, cuando se usa una lipido aciltransferasa en combinacion con una fosfolipasa C la
interaccion entre estas enzimas resulta en una disminucién sinérgica de la cantidad de diglicérido en un aceite que
comprende ambas enzimas comparado con un aceite comparable que comprende cualquiera de las enzimas sola o un
aceite comparable que no comprende ninguna enzima. Cuando se usa una lipido aciltransferasa en combinacién con
una fosfolipasa C, la interaccion entre estas enzimas resulta en un incremento sinérgico del rendimiento del aceite en un
aceite que comprende ambas enzimas comparado con un aceite comparable que comprende cualquiera de las enzimas
sola o un aceite comparable que no comprende ninguna enzima.

El uso de una combinacién de estas enzimas tiene ventajas significativas sobre el uso de una fosfolipasa C sola ya que
la acumulacion de diglicéridos en un aceite (que puede ocurrir cuando una fosfolipasa C se usa sola) puede ser
perjudicial para el aceite porque puede tener un impacto negativo en el "punto de humo" del aceite y/o puede tener un
impacto negativo en las propiedades de cristalizacién de més fuentes de grasa saturadas.

Por lo tanto en la presente invencion otra ventaja del uso de lipido aciltransferasas (particularmente en el caso de
combinacion con una fosfolipasa C) es que la cantidad de diglicérido en el aceite puede reducirse comparado con un
aceite comparable sin la lipido aciltransferasa y/o particularmente comparado con un aceite comparable tratado con
fosfolipasa C sola.

En otro aspecto de la presente invencién se proporciona un uso de una lipido aciltransferasa en combinaciéon con una
fosfolipasa C durante el desgomado con agua de un aceite comestible (preferiblemente durante el desgomado con agua
de un aceite comestible crudo) para incrementar el rendimiento del aceite y/o para incrementar los niveles de triglicéridos
en la fase de aceite después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua y/o para educir el nivel de
diglicéridos en la fase de aceite después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua, en el que 0,1-4% p/p de
agua se mezcla con el aceite comestible; la enzima se afiade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de
45 a 90°C; y la lipido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180
minutos, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25
TrU/mg de proteina enzimética segun se determina usando el ensayo descrito méas adelante.

Segun otro aspecto mas de la presente invencién se proporciona un uso de una lipido aciltransferasa en combinacién
con una fosfolipasa C durante el desgomado con agua de un aceite comestible (preferiblemente durante el desgomado
con agua de un aceite comestible crudo) para disminuir la viscosidad de la fase de goma después de la finalizacién del
proceso de desgomado con agua, en el que 0,1-4% p/p de agua se mezcla con el aceite comestible; la enzima se afiade
a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 90°C; y la lipido aciltransferasa se hace reaccionar con
el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina enzimética segin se determina usando el
ensayo descrito mas adelante.

Estos incrementos y/o reducciones son cuando se comparan con un aceite comestible desgomado comparable que no
ha sido tratado con una lipido aciltransferasa en combinacién con una fosfolipasa C.

Generalmente, los incrementos y/o reducciones discutidas en la presente memoria son cuando se comparan con un
proceso comparable o un aceite comparable que no ha sido tratado con una lipido aciltransferasa (bien sola o en
combinacioén con una fosfolipasa C).

Segun otro aspecto, la presente invencién proporciona un proceso de desgomado con agua de un aceite comestible
(preferiblemente un aceite comestible crudo) que comprende las etapas de: a) mezclar 0,1-5% p/p de agua con un aceite
comestible (preferiblemente un aceite comestible crudo) y una lipido aciltransferasa en combinacién con una fosfolipasa
C, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 45°C a 90°C, c) separar la fase de aceite y la fase de
goma, d) incubar la fase de goma que comprende la lipido aciltransferasa activa durante entre un minimo de
aproximadamente 2 horas y un maximo de 7 dias (adecuadamente hasta aproximadamente 1-2 dias) y e) separar (por
ejemplo, por centrifugacion) el aceite de la fase de goma, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina enzimatica segin se determina usando el
ensayo descrito mas adelante.

Cuando se usa una enzima que degrada fosfolipidos (preferiblemente una lipido aciltransferasa) en combinacion con una
fosfolipasa C, la fosfolipasa C puede afiadirse antes, al mismo tiempo o después de la adicion de la enzima lipido
aciltransferasa.

En una realizacion, preferiblemente la fosfolipasa C se afiade antes de la lipido aciltransferasa.

Se ha encontrado sorprendentemente que el uso de una combinacién de una lipido aciltransferasa y una fosfolipasa C
incrementa significativamente el rendimiento de aceite en la fase de aceite después de la finalizacién del proceso de
desgomado con agua.
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Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, se prevé que la fosfolipasa C hidroliza el fosfolipido (por ejemplo,
fosfatidilcolina) a un diglicérido (por ejemplo, 1,2-diacilglicerol) y un resto fosfato (por ejemplo, fosfato de colina) y la
lipido aciltransferasa transfiere entonces un acido graso al diglicérido formado por la fosfolipasa C- formando asi méas
triglicérido e incrementando el rendimiento de aceite. Este efecto da lugar a un incremento sinérgico (es decir,
preferiblemente mas que aditivo) en el rendimiento de aceite.

El método de desgomado de un aceite comestible y/o uso segun la presente invencién se lleva a cabo entre 45-90°C,
preferiblemente entre 45 a aproximadamente 70°C.

En otra realizacion, adecuadamente el proceso y/o uso del método de desgomado de un aceite comestible segun la
presente invencion puede llevarse a cabo mas preferiblemente por encima de 45°C, mas preferiblemente por encima de
aproximadamente 50°C.

En otra realizacién, adecuadamente el proceso y/o uso segun la presente invencion puede llevarse a cabo por debajo de
aproximadamente 60°C, preferiblemente por debajo de aproximadamente 65°C, preferiblemente por debajo de
aproximadamente 70°C.

En una realizacion, adecuadamente el proceso y/o uso segun la presente invencién puede llevarse a cabo entre 45-
70°C, preferiblemente entre 45-68°C, mas preferiblemente entre aproximadamente 50-65°C grados Celsius.

Adecuadamente, la temperatura del aceite y/o agua puede ser a la temperatura de reaccion deseada cuando la enzima
se mezcla con éstos.

El aceite y/o agua pueden calentarse y/o enfriarse hasta la temperatura deseada antes y/o durante la adicion de la
enzima. Por lo tanto, en una realizacion se prevé que una etapa adicional del proceso segun la presente invencién puede
ser el enfriamiento y/o calentamiento del aceite y/o del agua.

Preferiblemente, el contenido de agua para el proceso segun la presente invencién puede ser entre 0,1-4% p/p, mas
preferiblemente entre 0,1-3% p/p, mas preferiblemente entre aproximadamente 0,5-3% p/p.

En una realizacion, el contenido de agua para el proceso segun la invencion puede ser entre aproximadamente 1-3%
p/p.

En una realizacion, el contenido de agua para el proceso segun la invencion puede ser menor de aproximadamente 3%
p/p, adecuadamente menor de aproximadamente 2%.

En una realizacion, el contenido de agua para el proceso puede ser menor de 1%. La reduccién de la cantidad de agua
hasta menos de aproximadamente 1% puede resultar en una ventaja econémica significativa en un proceso de
desgomado con agua. Por lo tanto, la capacidad de reducir la cantidad de agua hasta menos de aproximadamente 1%
puede dar lugar a reducciones en el coste significativas.

Adecuadamente, el tiempo de reaccién (es decir, el periodo de tiempo en el que se agita la mezcla) puede ser entre 10
minutos y 180 minutos, preferiblemente entre aproximadamente 15 minutos y 180 minutos, mas preferiblemente entre
aproximadamente 15 minutos y 60 minutos, aun mas preferiblemente entre aproximadamente 15 minutos y
aproximadamente 35 minutos.

En una realizacion, adecuadamente el tiempo de reaccion puede ser entre aproximadamente 30 minutos y 180 minutos,
preferiblemente entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 60 minutos.

En una realizacién, el proceso se lleva acabo preferiblemente por encima de pH 5 o por encima de aproximadamente pH
6.

Preferiblemente, el proceso se lleva a cabo entre pH 5,0 y pH 10,0, més preferiblemente entre aproximadamente pH 6,0
y pH 10,0, mas preferiblemente entre pH 5,0 y aproximadamente pH 7,0, mas preferiblemente entre pH 5,0 y
aproximadamente pH 6,5 y aun mas preferiblemente entre aproximadamente pH 5,5y pH 6,0.

En una realizacion, el proceso puede llevarse a cabo a un pH entre aproximadamente 5,3 a 8,3.

En una realizacion, el proceso puede llevarse a cabo a un pH entre aproximadamente 6-6,5, preferiblemente
aproximadamente 6,3.

Adecuadamente, el pH puede ser neutro (pH 5,0-aproximadamente pH 7,0) en los métodos y/o usos de la presente
invencion.
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Preferiblemente, el tratamiento con la enzima ocurre en el proceso de desgomado sin ajuste del pH del aceite y/o agua.
Por lo tanto, tipicamente el pH sera aproximadamente 5,5-7,5.

Esto resulta en una ventaja significativa sobre los procesos de la técnica anterior que usan enzimas fosfolipasa A que
tipicamente sélo son altamente activas en condiciones de pH acido, es decir, pH 4-5. Por lo tanto, tipicamente en los
procesos de la técnica anterior (por ejemplo que usan enzimas fosfolipasa A) el pH del aceite debe ajustarse a
condiciones mas 4cidas.

Ademads, el uso de una lipido aciltransferasa con una enzima fosfolipasa C tiene una ventaja significativa comparado con
el uso de dicha fosfolipasa A con una enzima fosfolipasa C porque el pH éptimo para las lipido aciltransferasas
tipicamente coincide mucho mejor con el pH 6ptimo para las enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, generalmente no hay
un "conflicto de pH" cuando se usan lipido aciltransferasas en combinacion con enzimas fosfolipasa C. Esto contrasta
mucho con el uso de enzimas fosfolipasa A en combinacién con enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, el uso de lipido
aciltransferasas en combinacion con enzimas fosfolipasa C proporciona una mejora significativa ya que ambas enzimas
pueden funcionar en su intervalo 6ptimo de pH o simultdneamente.

La separacién de la fase de aceite y la fase de goma puede llevarse a cabo por cualquier método de separacion
convencional. Preferiblemente, la separacion se lleva a cabo por centrifugacion.

Una ventaja significativa del uso de lipido aciltransferasas (bien solas o preferiblemente en combinacién con una enzima
fosfolipasa C) es que el tratamiento con la enzima hace posible ajustar la centrifuga para controlar la cantidad de fésforo
en el aceite final. Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, esto se puede conseguir porque la viscosidad del aceite
esta significativamente reducida comparado con un aceite no tratado con la lipido aciltransferasa (bien sola o
preferiblemente en combinacién con una enzima fosfolipasa C). Esto es un avance significativo sobre los procesos de la
técnica anterior. Tipicamente, en los procesos de desgomado convencionales la centrifugacion resulta en un nivel de
fésforo en el aceite de aproximadamente 50 ppm. De hecho, la guia de especificacion para el nivel de fésforo en un
aceite comestible es que debe ser menor de 200 ppm. Realmente es Optimo tener aceites con un nivel de fésforo tan
cercano como sea posible al nivel de 200 ppm. El uso de la lipido aciltransferasa (bien sola o preferiblemente en
combinacion con una enzima fosfolipasa C) resulta en un aceite que puede centrifugarse hasta un nivel de fésforo de
entre aproximadamente 100-200 ppm, preferiblemente aproximadamente 170-190 ppm, mas preferiblemente
aproximadamente 180 ppm. Antes de la presente invencion, habia resultado muy dificil el ajuste de la centrifuga para
proporcionar estos niveles de fésforo y proporciona una mejora significativa respecto a la presente invencion.

Adecuadamente, el agua puede mezclarse con el aceite comestible, antes de o al mismo tiempo que se mezcla con la
enzima. Alternativamente, el aceite comestible y la enzima pueden mezclarse antes de mezclarlo con el agua.

En una realizacion, el aceite, el agua y la enzima pueden bombearse en una corriente simultdneamente o
sustancialmente simultaneamente a través de un mezclador y en un tanque de retencion.

Adecuadamente, la enzima puede inactivarse durante y/o al final del proceso.
La enzima puede inactivarse antes o después de la separacién de la fase de aceite y la fase de goma.
Adecuadamente, la enzima puede inactivarse con calor calentando durante 10 mins a 75-85°C o por encima de 92°C.

En una realizacion, adecuadamente la enzima puede no estar desactivada en la fase de goma. Asi, cuando la fase de
goma se recoge y se incuba, la enzima puede degradar mas los fosfolipidos en la fase de goma. Después de una
incubacion extensa de la fase de goma, puede llevarse a cabo una separacion mas (por ejemplo, por centrifugacién) con
el fin de recuperar aun mas aceite de la fase de goma. Esto puede incrementar alin mas el rendimiento del aceite.

Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, se piensa que la enzima degrada los fosfolipidos a &cidos grasos libres en
la fase de goma liberando asi triacilglicérido que se habia emulsionado previamente con los fosfolipidos. Esto disminuye
la viscosidad de la fase de goma y permite separar los triacilglicéridos y los &cidos grasos libres, por ejemplo por
centrifugacion.

En una realizacion, adecuadamente el proceso de la presente invencion puede llevarse a cabo sin la adicion de un alcali,
tal como NaOH por ejemplo.

En otra realizacion, adecuadamente el proceso de la presente invencion puede llevarse a cabo en presencia de un alcali,
tal como NaOH por ejemplo. Cuando se afiade NaOH, preferiblemente no se afiade en una cantidad que exceda
aproximadamente 0,2 ml (disolucién al 4%) de NaOH por 100 g de aceite.

Las enzimas adecuadas para uso en los métodos y/o usos de la invencién tienen actividad lipido aciltransferasa segun
se determina usando el "Ensayo de Transferasa (Colesterol:Fosfolipido) (TrU)" siguiente.
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Determinacion de la actividad Transferasa "ENSAYO DE TRANSFERASA (COLESTEROLFOSFOLIPIDO)" (TrU)

Sustrato: se disuelven 50 mg de Colesterol (Sigma C8503) y 450 mg de fosfatidilcolina (PC) de Soja, Avanti #441601 en
cloroformo y el cloroformo se evapora a 40°C en vacio.

Se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 40°C en 10 ml de 50 mM tampon HEPES pH 7.
Enzimacion:

Se afiaden 250 pl de sustrato en un vaso con tapa a 40°C.

Se afiaden 25 pl de disolucion de enzima y se incuba con agitacion durante 10 minutos a 40°C.
La enzima afiadida debe esterificar 2-5% del colesterol en el ensayo.

También se analiza un blanco con 25ul de agua en lugar de la disolucién de enzima.

Después de 10 minutos, se afladen 5 ml de Hexano:isopropanol 3:2.

La cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estandar de estearato de Colesterilo (Sigma C3549)
para la calibracion.

La actividad transferasa se calcula como la cantidad de formacion de éster de colesterol por minuto en las condiciones
del ensayo.

Una Unidad de Transferasa (TrU) se define como umol de éster de colesterol producido por minuto a 40°C y pH 7 segln
el ensayo de transferasa proporcionado anteriormente.

La lipido aciltransferasa usada en el método y usos de la presente invencion tendra una unidad de transferasa (TrU)
especifica por mg de enzima de la menos 25 TrU/mg de proteina enzimatica.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion puede dosificarse en cantidad de 0,05 a 50
TrU por g de aceite, adecuadamente en una cantidad de 0,5 a 5 TrU por g de aceite.

Mas preferiblemente, las enzimas adecuadas para uso en los métodos y/o usos de la presente invencion tienen una
actividad lipido aciltransferasa segun se define por el protocolo siguiente:

Protocolo parala determinacién de % de actividad aciltransferasa:

Una aceite comestible al que se ha afiadido una lipido aciltransferasa puede extraerse después de la reaccion
enzimatica con CHCI3:CH30OH 2:1 y la fase organica que contiene el material lipidico se aisla y analiza por GLC y HPLC
segun el procedimiento detallado a continuacién en la presente memoria. A partir de los analisis de GLC y HPLC, se
determinan la cantidad de los &cidos grasos libres y uno o mas de ésteres de esterol/estanol. Un aceite comestible
control al que no se ha afiadido ninguna enzima segun la presente invencion se analiza de la misma manera.

Calculo:

A partir de los resultados de los analisis de GLC y HPLC puede calcularse el incremento en los acidos grasos libres y
ésteres de esterol/estanol:

A %écido graso= % Acido graso (enzima) - % &cido graso (control);
Mv acido graso= peso molecular medio de los acidos grasos;

A= A %éster de esterol/Mv éster de esterol (en el que A % éster de esterol= % éster de esterol/estanol (enzima) - % éster
de esterol/estanol (control) y Mv éster de esterol= peso molecular medio de los ésteres de esterol/estanol);

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

% actividad transferasa = A x 100

A+A % acido graso/{Mv acido graso)
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Si los acidos grasos libres estan incrementados en el aceite comestible, preferiblemente no estan incrementados
sustancialmente, es decir, en un grado significativo. Con esto queremos decir que el incremento en el acido graso libre
no afecta adversamente la cantidad del aceite comestible.

El aceite comestible usado para el ensayo de la actividad aciltransferasa es preferiblemente aceite de soja suplementado
con aceite de esterol de plantas (1%) y fosfatidilcolina (2%) usando el método:

El esterol de plantas y la fosfatidilcolina se disolvieron en aceite de soja calentando hasta 95 °C con agitacion. El aceite
se enfri6 hasta 40°C y se anadleron las enzimas. Se afiadié agua hasta una concentracion total de 5% de la fase de
aceite. La muestra se mantuvo a 40°C con agitacion magnética y se tomaron muestras después de 4 y 20 horas y se
analizaron por TLC.

Para el ensayo, la dosificacion de la enzima usada es preferiblemente 0,2 TIPU-K/g de aceite, mas preferiblemente 0,08
TIPU-K/g de aceite, preferiblemente 0,01 TIPU-K/g de aceite. El nivel de fosfolipido presente en el aceite y/o el % de
conversion de esterol se determina preferiblemente después de 0,5, 1, 2, 4 y 20 horas, mas preferiblemente después de
20 horas.

Cuando la enzima usada es una enzima lipido aciltransferasa, preferiblemente el tiempo de incubacion es eficaz para
asegurar que hay al menos 5% de actividad transferasa, preferiblemente al menos 10% de actividad transferasa,
preferiblemente al menos 15%, 20%, 25%, 26%, 28%, 30%, 40%, 50%, 60% 6 75% de actividad transferasa.

El % de actividad transferasa (es decir, la actividad transferasa como un porcentaje de la actividad enzimatica total)
puede determinarse por el protocolo ensefiado anteriormente.

En algunos aspectos de la presente invencion, el término "sin incrementar sustancialmente los acidos grasos libres" tal y
como se usa en la presente memoria significa que la cantidad de acidos grasos libres en un aceite comestible tratado
con una lipido aciltransferasa segun la presente invencién es menor que la cantidad del acido graso libre producido en el
aceite comestible cuando se ha usado una enzima distinta de una lipido aciltransferasa segun la presente invencion, tal
como por ejemplo comparado con la cantidad de &cido graso libre producido cuando se ha usado una enzima fosfolipasa
convencional, por ejemplo, Lecitasa Ultra™ (Novozymes A/S, Dinamarca).

Ademas de, o en lugar de, evaluar el % de actividad transferasa en un aceite (anterior), para identificar las enzimas lipido
aciltransferasas lo mas preferible para uso en los métodos de la invencién, puede emplearse el ensayo siguiente titulado
"Protocolo para identificar lipido aciltransferasas para uso en la presente invencion”.

Protocolo paraidentificar lipido aciltransferasas
Una lipido aciltransferasa segun la presente invencion es una que resulta en:

i) la eliminacion de fosfolipido presente en un aceite de soja suplementado con esterol de plantas (1%) y fosfatldllcollna
(2%) (usando el método: El esterol de plantas y la fosfatidilcolina se disolvieron en aceite de soja calentando hasta 95°C
con agitacién. El aceite se enfrié hasta 40°C y se afiadieron las enzimas. La muestra se mantuvo a 40°C con agitacion
magnética y se tomaron muestras después de 0,5, 1, 2, 4 y 20 horas y se analizaron por TLC);

ylo

i) la conversion (% de conversion) del esterol afiadido a éster-esterol (usando el método ensefiado en i) anterior). Puede
usarse el método de GLC para determinar el nivel de esterol y ésteres de esterol segun se ensefia en el Ejemplo 2.

Para el ensayo, la dosificacion de la enzima usada puede ser 0,2 TIPU-K/g de aceite, preferiblemente 0,08 TIPU-K/g de
aceite, preferiblemente 0,01 TIPU-K/g de aceite. El nivel de fosfolipido presente en el aceite y/o la conversiéon (% de
conversion) de esterol se determina preferiblemente después de 0,5, 1, 2, 4 y 20 horas, més preferiblemente después de
20 horas.

En el protocolo para identificar las lipido aciltransferasas, después del tratamiento enzimatico, se afiade preferiblemente
5% de agua y se mezcla concienzudamente con el aceite. El aceite se separa en una fase de aceite y de agua usando
centrifugacion (véase "Enzyme-catalyzed degumming of vegetable oils" por Buchold, H. y Laurgi A.-G., Fett Wissenschaft
Technologie (1993), 95(8), 300-4, ISSN: 0931-5985) y la fase de aceite puede analizarse para contenido de fésforo
usando el protocolo siguiente ("Ensayo para Contenido de Fésforo"):

Ensayo para Contenido de Fésforo

El nivel de fosfolipido presente en un aceite después de desgomado con agua se determina preparando en primer lugar
la muestra de aceite segun la preparacion de muestra ensefiada en el Método Oficial AOAC 999.10 (>Lead, Cadmium,
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Zinc, Copper and Iron in Foods Atomic Absorption Spectrophotometry after Microwave Digestion, First Action 1999
NMKL-AOAC Method). La cantidad de fosfolipidos en el aceite se mide analizando el contenido de fésforo en la muestra
de aceite después del desgomado segun el Método Oficial AOAC Ca 20-99: Analysis of Phosphorus in oil by inductively
Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy.

La cantidad de fosforo presente en la fase de aceite después de usar la presente invencidbn no es tipicamente
significativamente diferente del contenido de fésforo en la fase de aceite después de desgomado con agua convencional
(es decir, sin enzima).

El rendimiento de aceite en la fase de aceite usando la presente invencion esta sustancialmente incrementado
comparado con la fase de aceite después de usar un proceso de desgomado con agua convencional (es decir, sin
enzima). Adecuadamente, el proceso y/o uso segun la presente invencion mejora el rendimiento aproximadamente 0,25
a 7%, tal como aproximadamente 0,25 a 3%, o aproximadamente 0,5 a 2%, o aproximadamente 1 a 2% comparado con
el mismo aceite que ha experimentado el mismo proceso de desgomado con agua sin la adicién de la enzima.

Sorprendentemente, se ha encontrado que la adicién de enzima en el proceso segun la presente invencién proporciona
un rendimiento de aceite significativamente mayor en la fase de aceite sin necesariamente reducir significativamente el
contenido de fésforo de la fase de aceite comparado con una fase de aceite comparable obtenida usando un proceso de
desgomado con agua comparativo pero sin adicién de enzima.

Adecuadamente, la cantidad de fésforo en la fase de aceite cuando el aceite se ha tratado segln un proceso o uso de la
presente invencion puede ser 0-80%, adecuadamente 0-50%, adecuadamente 0-10%, adecuadamente 0-1% menos que
el contenido de fosforo de una fase de aceite obtenida usando un proceso de desgomado con agua comparativo pero sin
adicion de enzima.

De forma importante, la fase de aceite obtenida en el proceso segln la presente invencién puede desgomarse
adicionalmente para eliminar los fosfatidos y/o fosfolipidos. Por ejemplo, la fase de aceite puede experimentar bien
desgomado enzimatico y/o desgomado acido.

El % de conversién del esterol presente en el aceite es al menos 1%, preferiblemente al menos 5%, preferiblemente al
menos 10%, preferiblemente al menos 20%, preferiblemente al menos 30%, preferiblemente al menos 40%,
preferiblemente al menos 50%, preferiblemente al menos 60%, preferiblemente al menos 70%, preferiblemente al menos
80%, preferiblemente al menos 90%, preferiblemente al menos 95%.

En una realizacion, el % de conversion del esterol presente en el aceite es al menos 5%, preferiblemente al menos 20%.

En algunos aspectos, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién puede comprender un resto GDSx y/o un resto GANDY.

Preferiblemente, la enzima lipido aciltransferasa se caracteriza como una enzima que posee actividad aciltransferasa y
que comprende el resto de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos de aminoacidos
siguientes L, A, V, I, F, Y,H,Q,T,N,Mo S.

Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa o lipido aciltransferasa para uso en
uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencién puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, 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.
Preferiblemente, la lipido aciltransferasa puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, a partir de un organismo del
género Aeromonas.

En algunos aspectos de la presente invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para
uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion, codifica una lipido aciltransferasa que
comprende un residuo de acido aspartico en una posicion correspondiente a N-80 en la secuencia de aminoéacidos de la
lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida mostrada como SEQ ID No. 35.

En algunos aspectos de la presente invencion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o
usos de la presente invencion es una lipido aciltransferasa que comprende un residuo de acido aspartico en una posicion
correspondiente a N-80 en la secuencia de aminoéacidos de la lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida mostrada
como SEQ ID No. 35.

Ademas de o alternativamente, la secuencia de nucle6tidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencién, codifica una lipido aciltransferasa que puede comprender la
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secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 16 o una secuencia de aminoacidos que tiene un 75% o mas de
homologia con ésta. Adecuadamente, la secuencia de nucledtidos que codifica una lipido aciltransferasa codifica una
lipido aciltransferasa que puede comprender la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No.16.

Ademas de o alternativamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion, codifica una lipido aciltransferasa que puede comprender la
secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoécidos que tiene un 75% o0 mas de
homologia con ésta. Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa codifica una
lipido aciltransferasa que puede comprender la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No.68.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion
tiene una secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68 o tiene una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos un 75% de identidad con ésta, preferiblemente al menos 80%, preferiblemente al menos
85%, preferiblemente al menos 95%, preferiblemente al menos 98% de identidad con ésta.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion
esté codificada por una secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 49 o esta codificada por una secuencia de
nucleétidos que tiene al menos un 75% de identidad con ésta, preferiblemente al menos 80%, preferiblemente al menos
85%, preferiblemente al menos 95%, preferiblemente al menos 98% de identidad con ésta.

En una realizacion, preferiblemente la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la
presente invencién es una lipido aciltransferasa que se expresa en Bacillus licheniformis transformando dicho B.
licheniformis con una secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 1 o una secuencia de nucleétidos que tiene al
menos 75% de identidad con ésta (mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 85%, méas
preferiblemente al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98% de identidad con ésta); cultivando dicho B.
licheniformis y aislando la o las lipido aciltransferasas producidas en éste.

El término "aceite comestible" tal y como se usa en la presente memoria puede englobar aceites vegetales.

Preferiblemente, el aceite comestible antes del tratamiento segun la presente invencion es un aceite comestible crudo
que comprende un contenido de fésforo no hidratable de aproximadamente 50-300 ppm, méas preferiblemente en el
intervalo de aproximadamente 50-1.400 ppm, mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 200-1.400 ppm e
incluso mas preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 400-1.200 ppm.

En un aspecto, el aceite comestible crudo tiene, antes de llevar a cabo el método de la invencion, un contenido de
fésforo por encima de 350 ppm, mas preferiblemente por encima de 400 ppm, incluso mas preferiblemente por encima
de 500 ppm y lo més preferiblemente por encima de 600 ppm.

Preferiblemente, el aceite comestible es un aceite vegetal.

Los aceites englobados por el método segun la presente invencion pueden incluir, pero no estan limitados a, uno o mas
de aceite de soja, aceite de canola, aceite de maiz, aceite de algodon, aceite de palma, aceite de coco, aceite de arroz
integral, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de alazor, aceite de nuez de palmera, aceite de colza y aceite de
girasol.

Preferiblemente, el aceite es uno o mas de aceite de soja, aceite de maiz, aceite de girasol y aceite de colza (algunas
veces referido como aceite de canota).

Més preferiblemente, el aceite es uno o mas de aceite de soja, aceite de girasol o aceite de colza.
Lo mas preferiblemente, el aceite es aceite de soja.

Tal y como se usa en la presente memoria, "aceite crudo" (también referido en la presente memoria como un aceite no
desgomado) puede ser un aceite prensado o extraido o una mezcla de éstos.

El contenido de fosfatido en un aceite crudo puede variar de 0,5-3% p/p correspondiente a un contenido de fésforo en el
intervalo de 200-1.200 ppm, mas preferiblemente en el intervalo de 250-1.200 ppm.

Aparte de los fosfatidos, el aceite crudo también puede contener concentraciones pequefias de carbohidratos,
compuestos azucarados y complejos metal/fosfatido acido de Ca, Mg y Fe.

Ventajosamente, el método y usos de la presente invencion permiten el desgomado de aceites comestibles en entornos
con poca agua (<5°C, preferiblemente menos de 2%, mas preferiblemente menos de 1%). Por lo tanto, el desgomado
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con agua puede realizarse afiadiendo menos agua que cuando se usa un proceso de desgomado con agua
convencional.

Una ventaja adicional de la presente invencion es la produccion de ésteres de esterol en la fase de aceite.

Adecuadamente, la enzima puede dosificarse en un intervalo de aproximadamente 0,01-10 TIPU-K/g de aceite,
adecuadamente la enzima puede dosificarse en un intervalo de aproximadamente 0,05 a 1,5 TIPU-K/g de aceite, mas
preferiblemente a 0,2-1 TIPU-K/g de aceite.

Cuando la enzima es una lipido aciltransferasa adecuadamente puede dosificarse en el intervalo de aproximadamente
0,01 unidades TIPU-K/g de aceite a 5 unidades TIPU-K/g de aceite. En una realizacion, la lipido aciltransferasa puede
dosificarse en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 unidad TIPU-K/g de aceite, mas
preferiblemente la lipido aciltransferasa puede dosificarse en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
0,5 unidades TIPU-K/g de aceite, mas preferiblemente la lipido aciltransferasa puede dosificarse en el intervalo de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 0,3 unidades TIPU-K/g de aceite.

Cuando la enzima es una fosfolipasa adecuadamente puede dosificarse en el intervalo de aproximadamente 0,5-10
unidades TIPU-K/g de aceite. En una realizacién, la fosfolipasa puede dosificarse en el intervalo de aproximadamente
0,5-5 unidades TIPU-K/g de aceite, preferiblemente la fosfolipasa puede dosificarse en el intervalo de aproximadamente
0,5-1,5 unidades TIPU-K/g de aceite. Adecuadamente, la fosfolipasa puede dosificarse en el intervalo de
aproximadamente 1,0-3 unidades TIPU-K/g de aceite.

Actividad fosfolipasa, TIPU-K:

Sustrato: 1,75% L-Fosfatidilcolina de Planta 95% (441601, Avanti Polar Lipids), 6,3% Triton X-100 (#¥T79284, Sigma) y 5
mM CacCl, disuelto en 50 mM Hepes pH 7,0. Procedimiento del ensayo: Las muestras, calibracion y control se diluyeron
en 10 mM HEPES pH 7,0, 0,1% Triton X-100 (#T9284, Sigma). Los analisis se llevaron a cabo usando un Autoanalizador
Konelab (Thermo, Finlandia). El ensayo se corrié a 30C. 34 uL del sustrato se termostatizaron durante 180 segundos,
antes de afiadir 4 uL de muestra. La enzimacion duré 600 seg. La cantidad de acido graso libre liberado durante la
enzimacion se midié usando el kit NEFA C (999-75406, WAKO, Alemania). Se afiadieron 56 puL de NEFA Ay la mezcla
se incubd durante 300 seg. Posteriormente, se afiadieron 113 uL de NEFA B y la mezcla se incub6 durante 300 seg. Se
midié la DO a 520 nm. La actividad enzimatica (umoles FFA/minmL) se calculé tomando como base una preparacion
enzimatica estandar.

La actividad enzimatica TIPU-K se calculé como micromoles de &cido graso libre (FFA) producidos por minuto en las
condiciones del ensayo.

En la presente invencion el proceso preferiblemente no es un proceso de neutralizacion caustico (es decir, no es un
proceso de desgomado con agua &cido y/o no es un proceso de desgomado caustico acido). En otras palabras, el
proceso preferiblemente no comprende la adicién de &cidos (tales como acidos fosforico, citrico, ascérbico, sulfirico,
fumarico, maleico, clorhidrico y/o acético) o causticos (tales como KOH y NaOH) o no comprende la adicién de
cantidades sustanciales de acidos o causticos. En otras palabras, si se afiaden acidos y/o causticos en el proceso de la
presente invencion, se afiaden a menos de 0,004%.

Para facilitar la referencia, éstos y otros aspectos de la presente invencion se discuten ahora en los encabezados de las
secciones apropiadas. Sin embargo, las ensefianzas en cada seccion no estan necesariamente limitadas a cada seccién
particular.

Fosfolipasa C

Como se ha mencionado anteriormente, la enzima que degrada fosfolipidos (preferiblemente una lipido aciltransferasa)
puede usarse en combinacion con una fosfolipasa C (E.C. 3.1.4.3).

La fosfolipasa C puede ser cualquier enzima fosfolipasa C disponible y puede seleccionarse de una o mas de las
enzimas fosfolipasa C siguientes: Purifine® (disponible en Verenium, EEUU); una fosfolipasa C de Clostridium
perfringens (tal como la fosfolipasa C disponible en Sigma, Ref P7633); una fosfolipasa C de Bacillus cereus (tal como la
fosfolipasa C disponible en Sigma, Ref P6621); una enzima fosfolipasa C ensefiada en WO2008/036863.

VENTAJAS

Una ventaja de la presente invencion es que se obtiene un rendimiento de aceite incrementado al final del proceso de
desgomado con agua. Este incremento en el rendimiento de aceite se compara con un proceso de desgomado con agua
comparable pero sin la adicién de una enzima segun la presente invencion.
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Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, el rendimiento incrementado puede deberse a un efecto emulsionante
disminuido causado por la eliminacién de los fosfolipidos a la fase de goma. Los fosfolipidos son buenos emulsionantes
y pueden emulsionar con triacilglicérido asi cuando los fosfolipidos se eliminan a la fase de goma parte del aceite en la
forma de triacilglicérido (aceite) también se elimina. Una reduccién en la viscosidad de la fase de goma debida a la
degradacion de los fosfolipidos ayuda a evitar la pérdida de aceite a la fase de goma (ya que la separacion de la fase de
goma y el aceite es mucho mas facil).

Ademas de o alternativamente a (sin pretender la vinculacion a ninguna teoria) cuando se usa una lipido aciltransferasa
segun la presente invencion se forman ésteres de esterol por la transferencia de un resto de acido graso de un
fosfolipido a un esterol. Este resto de acido graso esterificado a esterol por la reaccion de la enzima lipido aciltransferasa
se encuentra en la fase de aceite y no en la fase de goma. En los procesos de desgomado con agua convencionales (sin
la adicion de lipido aciltransferasa) estos restos de acido graso se pierden en la fase de goma.

Una ventaja adicional de la presente invencion es que cuando se usa una lipido aciltransferasa, el pH en el proceso de
desgomado con agua (aproximadamente pH 5,0 6 5,5 a aproximadamente pH 6,5 6 7) no necesita ajustarse. Este pH
resulta en una reactividad mayor de la lipido aciltransferasa.

Otra ventaja de la presente invencion cuando se usa una lipido aciltransferasa es que el &cido graso de los fosfolipidos
se transfiere a un esterol para formar ésteres de esterol. Esto en si mismo puede contribuir a un incremento de entre 0,1
a 0,15% en el rendimiento de la fase de aceite.

Una ventaja adicional de la presente invencion (particularmente cuando se usa una lipido aciltransferasa) es que la fase
de goma es menos viscosa comparada con la fase de goma de un proceso de desgomado con agua comparable pero
sin la adiciéon de una enzima segun la presente invencion. Una viscosidad menor en la fase de goma resulta en que ésta
es mas facil de separar de la fase de aceite, es decir, por centrifugacion.

Adema@s, la fase de goma puede tener un contenido de agua menor y por lo tanto puede ser mas facil secarla.

Una ventaja adicional mas de la presente invencion es que hay una concentracion reducida de triglicérido en la fase de
goma.

El proceso de la presente invencion puede resultar en un ensuciamiento disminuido de la planta de procesamiento. Esto
significa que la limpieza de la planta puede ser mas facil.

Sin pretender la vinculaciéon a ninguna teoria, se ha encontrado sorprendentemente que la lipido aciltransferasa puede
usar el diglicérido (producido por la reaccién de la fosfolipasa C) como una molécula aceptora para producir triglicérido.
Asi, cuando se usa una lipido aciltransferasa en combinacién con una fosfolipasa C la interaccion entre estas enzimas
resulta en un incremento sinérgico de la cantidad de triglicérido en un aceite que comprende ambas enzimas comparado
con un aceite comparable que comprende una de las enzimas sola o un aceite comparable que no comprende enzima.
Cuando se usa una lipido aciltransferasa en combinacion con una fosfolipasa C la interaccion entre estas enzimas
resulta en un incremento sinérgico del rendimiento del aceite en un aceite que comprende ambas enzimas comparado
con un aceite comparable que comprende una de las enzimas sola 0 un aceite comparable que no comprende enzima.

El uso de una combinacién de estas enzimas tiene ventajas significativas sobre el uso de una fosfolipasa C sola ya que
la acumulaciéon de diglicéridos en un aceite (que puede ocurrir cuando se usa una fosfolipasa C sola) puede ser
perjudicial para el aceite porque puede tener un impacto negativo en el "punto de humo" del aceite y/o puede tener un
impacto negativo en las propiedades de cristalizacion de fuentes de grasa més saturadas.

Por lo tanto, en la presente invencion otra ventaja del uso de lipido aciltransferasas (particularmente cuando se usan en
combinacion con una fosfolipasa C) es que la cantidad de diglicérido en el aceite puede reducirse comparado con un
aceite comparable sin la lipido aciltransferasa y/o particularmente comparado con un aceite comparable tratado con
fosfolipasa C sola.

El uso de la o las enzimas segun la presente invencion puede reducir la cantidad de agua necesaria en el proceso hasta
menos de aproximadamente 1%. Esto puede resultar en una ventaja econdmica significativa en un proceso de
desgomado con agua. Por lo tanto, la capacidad de reducir la cantidad de agua hasta menos de aproximadamente 1%
puede dar lugar a reducciones significativas del coste.

Preferiblemente, el tratamiento con la enzima ocurre en el proceso de desgomado sin ajustar el pH del aceite y/o agua.
Esto resulta en una ventaja significativa sobre los procesos de la técnica anterior que usan enzimas fosfolipasa A que
tipicamente sélo son altamente activas en condiciones de pH &cido. Tipicamente, en los procesos de la técnica anterior
(por ejemplo, que usan enzimas fosfolipasa A) el pH del aceite debe ajustarse antes y/o durante el proceso de
desgomado. Esto no es necesario con la presente invencién.
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Ademas, el uso de una lipido aciltransferasa en combinacién con una enzima fosfolipasa C tiene una ventaja significativa
comparado con el uso de dicha fosfolipasa A con una enzima fosfolipasa C porque el pH Optimo para las lipido
aciltransferasas coincide tipicamente mucho mejor con el pH 6ptimo para las enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto,
generalmente no hay "conflicto de pH" cuando se usan lipido aciltransferasas en combinacion con enzimas fosfolipasa C.
Esto contrasta mucho con el uso de enzimas fosfolipasa A en combinacién con enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, el
uso de lipido aciltransferasas en combinacion con enzimas fosfolipasa C proporciona una mejora significativa ya que
ambas enzimas pueden funcionar en su intervalo 6ptimo de pH o simultaneamente.

De forma importante, en el método que comprende el tratamiento de la fase de goma con una lipido aciltransferasa (bien
sola o en combinacién con una fosfolipasa C) el "aceite acido" producido al final de este proceso puede venderse con un
valor mas alto que la fase de goma normal que se afiade a los alimentos. Ademas, se ha encontrado sorprendentemente
que la fase de goma remanente (después de la separacion del aceite acido) tiene un nivel de fésforo mayor que la goma
normal y puede usarse asi como una fuente de fésforo organico.

CELULA HUESPED
El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota.

En una realizacion de la presente invencidn, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion se expresa en una
célula huésped, por ejemplo, una célula bacteriana, tal como una especie de Bacillus, por ejemplo una célula huésped
Bacillus licheniformis.

Las células huésped alternativas pueden ser hongos, levaduras o plantas, por ejemplo,

Se ha encontrado que el uso de una célula huésped Bacillus licheniformis resulta en una expresién incrementada de una
lipido aciltransferasa cuando se compara con otros organismos, tales como Bacillus subtilis.

Una lipido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida se ha insertado en varios vectores de expresién convencionales,
disefiados para ser 6ptimos para la expresion en Bacillus subtilis, Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe
y Aspergillus tubigensis, respectivamente. Sin embargo, so6lo se detectaron niveles muy bajos en Hansenula polymorpha,
Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis. Los niveles de expresion fueron menores de 1 ug/ml y no fue
posible seleccionar células que rindieran proteina suficiente para iniciar un produccién comercial (resultados no
mostrados). Por el contrario, Bacillus licheniformis fue capaz de producir niveles de proteina que son atractivos para una
produccién econémicamente factible.

En particular, se ha encontrado que la expresién en B. licheniformis es aproximadamente 100 veces mayor que la
expresion en B. subtilis bajo el control del promotor aprE o es aproximadamente 100 veces mayor que la expresion en S.
lividans bajo el control de un promotor A4 y fusionado con celulosa (resultados no mostrados en la presente memoria).

La célula huésped puede ser cualquier célula de Bacillus distinta de B. subtilis. Preferiblemente, dicha célula huésped
Bacillus es una de las especies siguientes: Bacillus licheniformis; B. alkalophilus; B. amyloliquefaciens; B. circulans; B.
clausii; B. coagulans; B. firmus; B. lautus; B. lentus; B. megaterium; B. pumilus o B. stearothermophilus.

El término "célula huésped" - en relacidon con la presente invencion incluye cualquier célula que comprende bien una
secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa como se define en la presente memoria o un vector de
expresion como se define en la presente memoria y que se usa en la produccién recombinante de una lipido
aciltransferasa que tiene las propiedades especificas como se define en la presente memoria.

Adecuadamente, la célula huésped puede ser una cepa deficiente en proteasa o sin proteasa y/o una cepa deficiente en
a-amilasa o sin a-amilasa.

El término "heterdéloga” tal y como se usa en la presente memoria significa una secuencia derivada de una fuente o
especie genética separada. Una secuencia heter6loga es una secuencia que no es del huésped, una secuencia
modificada, una secuencia de una cepa diferente de célula huésped o una secuencia homdloga de una localizacion
cromosémica diferente de la célula huésped.

Una secuencia "homéloga" es una secuencia que se encuentra en la misma fuente o especie genética, es decir, aparece
naturalmente en la especie relevante de la célula huésped.

El término "lipido aciltransferasa recombinante” tal y como se usa en la presente memoria significa que la lipido
aciltransferasa se ha producido por medio de recombinacion genética. Por ejemplo, la secuencia de nucle6tidos que
codifica la lipido aciltransferasa se ha insertado en un vector de clonacion, lo que resulta en una célula B. licheniformis
caracterizada por la presencia de la lipido aciltransferasa heteréloga.
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SECUENCIAS REGULADORAS

En algunas aplicaciones, una secuencia de lipido aciltransferasa para uso en los métodos y/o usos de la presente
invencion puede obtenerse uniendo de manera operativa una secuencia de nucleétidos que codifica la misma a una
secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresion de la secuencia de nucleétidos, tal como por la célula
huésped elegida (tal como una célula de B. licheniformis).

Como ejemplo, puede usarse un vector que comprende la secuencia de nucleétidos unida de manera operativa a dicha
secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de expresion.

El término "unido de manera operativa" se refiere a una yuxtaposiciéon en la que los componentes descritos estan en una
relacion que les permite funcionar de su manera pretendida. Una secuencia reguladora "unida de manera operativa" a
una secuencia codificadora esta ligada de manera que la expresién de la secuencia codificadora se consigue bajo
condiciones compatibles con las secuencias control.

El término "secuencias reguladoras” incluye promotores y amplificadores y otras sefiales de regulacion de la expresion.
El término "promotor" se usa en el sentido normal de la técnica, por ejemplo, un sitio de uniéon de ARN polimerasa.

La expresion aumentada de la secuencia de nucledtidos que codifica la enzima que tiene las propiedades especificas
como se define en la presente memoria también puede conseguirse por la seleccion de regiones reguladoras, por
ejemplo, promotor, lider de secrecién y regiones terminadoras que no son regiones reguladoras para la secuencia de
nucleétidos que codifica la enzima en la naturaleza.

Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos puede estar unida de manera operativa al menos a un promotor.

Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa puede estar unida de manera
operativa a una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia terminadora Los ejemplos de secuencias
terminadoras adecuadas para uso en uno cualquiera de los vectores, células huésped, métodos y/o usos de la presente

invencioén incluyen: una secuencia terminadora de oa-amilasa (por ejemplo,
CGGGACTTACCGAAAGAAACCATCAATGATGGTTTCTTTTTTGTTCATAAA - SEQ ID No. 64) una secuencia
terminadora de proteasa alcalina (por ejemplo,
CAAGACTAAAGACCGTTCGCCCGTTTTTGCAATAAGCGGGCGAATCTTACAT - AAAA ATA - SEQ ID No. 65), una
secuencia terminadora especifica de acido glutdmico (por ejemplo,
ACGGCCGTTAGATGTGACAGCCCGTTCCAAAAGGAAGCGGGCTGTCTTCGTGTAT TATTGT - SEQ ID No. 66), una
secuencia terminadora de levanasa (por ejemplo,
TCTTTTAAAGGAAAGGCTGGAATGCCCGGCATTCCAGCCACATGAT CATCGTTT- SEQ ID No. 67) y una secuencia
terminadora de subtilisina E (por ejemplo,

GCTGACAAATAAAAAGAAGCAGGTATGGAGGAACCTGCTTCTTTTTACTATTATTG). Adecuadamente, la secuencia
de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa puede estar unida de manera operativa a un terminador de o-
amilasa, tal como un terminador de a-amilasa de B. licheniformis.

PROMOTOR

La secuencia promotora que se va a usar segun la presente invencion puede ser heteréloga u homéloga a la secuencia
que codifica una lipido aciltransferasa.

La secuencia promotora puede ser cualquier secuencia promotora capaz de dirigir la expresion de una lipido
aciltransferasa en la célula huésped elegida.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homologa a una especie de Bacillus, por ejemplo B. licheniformis.
Preferiblemente, la secuencia promotora es homdloga a la célula huésped elegida.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homéloga a la célula huésped. "Homdloga a la célula huésped"
significa que se origina en el organismo huésped; es decir, una secuencia promotora que se encuentra naturalmente en
el organismo huésped.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede seleccionarse del grupo que consiste en una secuencia de nucleétidos
que codifica: un promotor de a-amilasa, un promotor de proteasa, un promotor de subtilisina, un promotor de proteasa
especifica de acido glutdmico y un promotor de levansacarasa.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser una secuencia de nucleétidos que codifica: LAT (por ejemplo, el
promotor de alfa-amilasa de B. licheniformis, también conocido como AmyL), AprL (por ejemplo, promotor de subtilisina
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Carlsberg), EndoGluc (por ejemplo, el promotor especifico de acido glutamico de B. licheniformis), AmyQ (por ejemplo, el
promotor de alfa amilasa de B. amyloliquefaciens) y SacB (por ejemplo, el promotor de levansacarasa de B. subtilis).

Otros ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion de una secuencia de acido nucleico en los métodos
de la presente invencién incluyen: el promotor del gen de la proteasa alcalina de Bacillus lentus (aprH); el promotor del
gen de la alfa-amilasa de Bacillus subtilis (amyE); el promotor del gen de la amilasa maltogénica de Bacillus
stearothermophilus (amyM); el promotor del gen de la penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP); los promotores de los
genes xylA y xyIB de Bacillus subtilis; y/o el promotor del gen CrylllA de Bacillus thuringiensis subesp. tenebrionis.

En una realizacion preferida, la secuencia promotora es un promotor de a-amilasa (tal como un promotor de a-amilasa
de Bacillus licheniformis). Preferiblemente, la secuencia promotora comprende la secuencia -35 a -10 del promotor de a-
amilasa de B. licheniformis- véanse las Figuras 53 y 55.

La "secuencia -35 a -10" describe la posicion relativa al sitio de inicio de la transcripcion. Tanto "-35" como "-10" son
cajas, es decir, un numero de nucleétidos, cada uno comprendiendo 6 nucleétidos y estas cajas estan separadas por 17
nucledtidos. Estos 17 nucleétidos se refieren habitualmente como un "espaciador”. Esto se ilustra en la Figura 55, en la
que las cajas -35 y -10 estan subrayadas. Para evitar dudas, cuando se usa "secuencia -35 a -10" en la presente
memoria se refiere a una secuencia desde el inicio de la caja -35 hasta el final de la caja -10, es decir, incluyendo la caja
-35, el espaciador con una longitud de 17 nucleétidos y la caja -10.

PEPTIDO SENAL

La lipido aciltransferasa producida por una célula huésped por expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la
lipido aciltransferasa puede secretarse o puede estar contenida intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o del
vector usado.

Puede usarse una secuencia sefial para dirigir la secrecion de las secuencias codificadoras a través de una membrana
celular particular. Las secuencias sefial pueden ser naturales o extrafias a la secuencia que codifica la lipido
aciltransferasa. Por ejemplo, la secuencia que codifica el péptido sefial puede obtenerse a partir de un gen de amilasa o
proteasa de una especie de Bacillus, preferiblemente de Bacillus licheniformis.

Las secuencias adecuadas que codifican el péptido sefial pueden obtenerse de uno o mas de los genes siguientes: gen
de la a-amilasa maltogénica, gen de subtilisina, gen de beta-lactamasa, gen de proteasa neutra, gen prsA y/o gen de
aciltransferasa.

Preferiblemente, el péptido sefial es un péptido sefial de a-amilasa de B. licheniformis, aciltransferasa de Aeromonas
(por ejemplo, mkkwfvcliglialtvga- SEQ ID No. 21), subtilisina de B. subtilis (por ejemplo, mrskklwislIfaltliftmafsnmsaqga-
SEQ ID No. 22) o subtilisina de B. licheniformis (por ejemplo, mmrkksfwfgmlitafmlvftmefsdsasa- SEQ ID No. 23).
Adecuadamente, el péptido sefial puede ser el péptido sefial de a-amilasa de B. licheniformis.

Sin embargo, puede usarse cualquier secuencia que codifica un péptido sefial capaz de dirigir la lipido aciltransferasa
expresada en la ruta secretora de una célula huésped de Bacillus (preferiblemente una célula huésped B. licheniformis)
elegida.

En algunas realizaciones de la presente invencion, una secuencia de nucle6tidos que codifica un péptido sefal puede
unirse de manera operativa a una secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa elegida.

La lipido aciltransferasa elegida puede expresarse en una célula huésped como se define en la presente memoria como
una proteina de fusion.

VECTOR DE EXPRESION
El término "vector de expresion” significa una construccion capaz de expresion in vivo o in vitro.

Preferiblemente, el vector de expresion se incorpora en el genoma del organismo, tal como un huésped B. licheniformis.
El término "incorporado” preferiblemente engloba incorporacion estable en el genoma.

La secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa como se define en la presente memoria puede estar
presente en un vector, en el que la secuencia de nucleétidos esta unida de manera operativa a secuencias reguladoras
de manera que las secuencias reguladoras son capaces de proporcionar la expresién de la secuencia de nucleétidos por
un organismo huésped adecuado (tal como B. licheniformis), es decir, el vector es un vector de expresion.
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Los vectores pueden transformarse en una célula huésped adecuada como se ha descrito anteriormente para
proporcionar la expresion de un polipéptido que tiene actividad lipido aciltransferasa como se define en la presente
memoria.

La eleccion del vector, por ejemplo, vector de plasmido, césmido, virus o fago, inserto gendmico, dependera
habitualmente de la célula huésped en la que se va a introducir. La presente invencién puede englobar otras formas de
vectores de expresion que tienen funciones equivalentes y que son, o se convierten en, conocidos en la técnica.

Una vez transformado en la célula huésped elegida, el vector puede replicarse y funcionar independientemente del
genoma de la célula huésped, o puede integrarse en el genoma mismo.

Los vectores pueden contener uno 0 mas genes marcadores seleccionables- tal como un gen que confiere resistencia a
antibiético, por ejemplo, resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la seleccién
puede conseguirse por co-transformacion (como se describe en W091/17243).

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

El vector puede comprender ademds una secuencia de nucle6tidos que permite al vector replicarse en la célula huésped
en cuestion. Los ejemplos de dichas secuencias son los origenes de replicacién de los plasmidos pUC19, pACYC177,
pUB110, pE194, pAMBL1 y plJ702.

LIPIDO ACIL TRANSFERASA

La secuencia de nucledtidos que codifica una lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos
de la presente invencién puede codificar una lipido acil transferasa natural o una lipido acil transferasa variante.

La lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion puede ser una
lipido acil transferasa natural o una lipido acil transferasa variante.

Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido acil transferasa para uso en la presente invencion puede
ser una como se describe en W02004/064537, WO2004/064987, WO2005/066347 o WO2006/008508.

El término "lipido acil transferasa” tal y como se usa en la presente memoria significa preferiblemente una enzima que
tiene actividad aciltransferasa (clasificada generalmente como E.C. 2.3.1.x, por ejemplo, 2.3.1.43), mediante la cual la
enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a uno 0 més sustratos aceptores, tal como uno o mas de los
siguientes: un esterol; un estanol; un carbohidrato; una proteina; una subunidad de proteina; un azucar alcohol, tal como
acido ascorbico y/o glicerol- preferiblemente, glicerol y/o un esterol, tal como colesterol.

Preferiblemente, la lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion
es una lipido aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolipido (como se define en la
presente memoria) a un azucar alcohol, tal como acido ascorbico y/o glicerol y/o un esterol, preferiblemente glicerol o un
esterol, lo més preferiblemente un esterol (por ejemplo, colesterol).

Para algunos aspectos, el "aceptor de acilo" segun la presente invencién puede ser cualquier compuesto que comprende
un grupo hidroxi (-OH), tal como por ejemplo, alcoholes polivalentes, incluyendo glicerol; esteroles; estanoles;
carbohidratos; hidroxiacidos incluyendo éacidos de fruta, acido citrico, acido tartarico, acido lactico y acido ascérbico;
proteinas o una subunidad de éstas, tal como aminoéacidos, hidrolizados de proteinas y péptidos (proteina parcialmente
hidrolizada) por ejemplo; y mezclas y derivados de éstos. Preferiblemente, el "aceptor de acilo" segun la presente
invencién no es agua.

El aceptor de acilo no es preferiblemente un monoglicérido.
En una realizacion, el aceptor de acilo puede ser un diglicérido.

La lipido aciltransferasa para uso en los métodos y/o usos de la presente invencion es capaz de transferir un grupo acilo
desde un lipido a un esterol y/o un estanol.

En otro aspecto, la lipido aciltransferasa para uso en los métodos y/o usos de la presente invencion puede, ademas de
ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lipido a un esterol y/o un estanol, ser capaz adicionalmente de transferir
el grupo acilo desde un lipido a uno o mas de los siguientes: un carbohidrato, una proteina, una subunidad de proteina,
glicerol, alcohol graso.
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Adecuadamente, el aceptor de acilo puede encontrarse naturalmente en el aceite. Alternativamente, el aceptor de acilo
puede afiadirse al aceite (por ejemplo, el aceptor de acilo puede ser extrafio para el aceite). Por ejemplo, en algunas
realizaciones puede afiadirse un esterol y/o estanol al aceite antes de o durante el proceso de desgomado. Esto es
particularmente importante si la cantidad de aceptor de acilo es limitante de la velocidad de la reaccion de la
aciltransferasa. La adicién de un aceptor de acilo puede dar lugar a reducciones en los acidos grasos libres y/o a la
formacion mayor del éster del aceptor de acilo comparado con un aceite en el que no se afiade aceptor de acilo
adicional.

Preferiblemente, el sustrato lipidico sobre el que actia el acilo lipidico es uno o mas de los lipidos siguientes: un
fosfolipido, tal como una lecitina, por ejemplo, fosfatidilcolina y/o fosfatidiletanolamina.

El sustrato lipidico puede referirse en la presente memoria como el "donante de acilo lipidico". El término lecitina tal y
como se usa en la presente memoria engloba fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y
fosfatidilglicerol.

Las lipido aciltransferasas preferidas para uso en la presente invencion se identifican como aquellas que tienen una alta
actividad tales como actividad hidrolitica de fosfolipidos alta o actividad transferasa de fosfolipidos alta en fosfolipidos en
un entorno de aceite, lo mas preferiblemente las lipido acil transferasas para uso en la presente invencién tienen una
actividad transferasa de fosfolipidos a esterol alta.

Como se ha detallado anteriormente, otras acil-transferasas adecuadas para uso en los métodos de la invencién pueden
identificarse identificando la presencia de los bloques GDSx, GANDY y HPT bien por alineamiento de la secuencia
consenso pFam00657 (SEQ ID NO. 1) y/o alineamiento a una aciltransferasa GDSX, por ejemplo, SEQ ID No. 28. Con el
fin de evaluar su idoneidad para el desgomado, es decir, identificar aquellas enzimas que tienen una actividad
transferasa de al menos 5%, mas preferiblemente al menos 10%, méas preferiblemente al menos 20%, mas
preferiblemente al menos 30%, mas preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente 50%, mas preferiblemente al
menos 60%, mas preferiblemente al menos 70%, més preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos
90% y mas preferiblemente al menos 98% de la actividad enzimatica total, dichas aciltransferasas se ensayan usando el
ensayo "Protocolo para la determinacion del % de actividad aciltransferasa" detallado anteriormente en la presente
memoria.

Para algunos aspectos, preferiblemente la lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de
la presente invencion es una lipido aciltransferasa que es incapaz, o sustancialmente incapaz, de actuar en un
triglicérido y/o un 1-monoglicérido y/o 2-monoglicérido.

Para algunos aspectos, preferiblemente la lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de
la presente invencion es una lipido aciltransferasa que no presenta actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3) 0 no
presenta actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3) significativa.

La capacidad para hidrolizar triglicérido (actividad E.C. 3.1.1.3) puede determinarse por actividad lipasa se determina
segun Food Chemical Codex (32 Ed., 1981, p 492-493) modificado para aceite de girasol y pH 5,5 en lugar de aceite de
oliva 'y pH 6,5. La actividad lipasa se mide como LUS (unidades lipasa de girasol) en el que 1 LUS se define como la
cantidad de enzima que puede liberar 1 [mu]mol de acidos grasos por minuto de aceite de girasol bajo las condiciones
de ensayo anteriores. Alternativamente, puede usarse el ensayo LUT como se define en W09845453.

La lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa que es sustancialmente incapaz de actuar en un triglicérido puede tener una LUS/mg de menos de
1.000, por ejemplo menor de 500, tal como menor de 300, preferiblemente menor de 200, mas preferiblemente menor de
100, mas preferiblemente menor de 50, mas preferiblemente menor de 20, més preferiblemente menor de 10, tal como
menor de 5, menor de 2, mas preferiblemente menor de 1 LUS/mg. Alternativamente, la actividad LUT/mg es menor de
500, tal como menor de 300, preferiblemente menor de 200, mas preferiblemente menor de 100, méas preferiblemente
menor de 50, mas preferiblemente menor de 20, mas preferiblemente menor de 10, tal como menor de 5, menor de 2,
mas preferiblemente menor de 1 LUT/mg.

La lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa que es sustancialmente incapaz de actuar en un monoglicérido. Esto puede determinarse usando
monooleato (M7765 1-Oleoil-rac-glicerol 99%) en lugar del aceite de girasol en el ensayo LUS. 1 MGHU se define como
la cantidad de enzima que puede liberar 1 [mu]mol de &cidos grasos por minuto del monoglicérido bajo las condiciones
del ensayo.

La lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion es una lipido
aciltransferasa que es preferiblemente sustancialmente incapaz de actuar en un triglicérido y puede tener una MGHU/mg
de menos de 5.000, por ejemplo menor de 1.000, por ejemplo menor de 500, tal como menor de 300, preferiblemente
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menor de 200, mas preferiblemente menor de 100, mas preferiblemente menor de 50, méas preferiblemente menor de 20,
mas preferiblemente menor de 10, tal como menor de 5, menor de 2, mas preferiblemente menor de 1 MGHU/mg.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion
es una lipido aciltransferasa que ademas de su actividad lipido aciltransferasa también puede presentar una 0 méas de
las actividades fosfolipasa siguientes: actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) y/o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32).
La lipido acil transferasa también puede tener actividad fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5).

La lipido aciltransferasa es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolipido a un estanol y/o esterol,
preferiblemente colesterol.

La lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencién codifica una lipido
aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolipido a un esterol y/o un estanol para formar al
menos un éster de esterol y/o un éster de estanol.

Asi, en una realizacion, el "aceptor de acilo” segln la presente invencion puede se un esterol/estanol de plantas.
Preferiblemente, la enzima lipido aciltransferasa puede caracterizarse usando los criterios siguientes:

la enzima posee actividad acil transferasa que puede definirse como una actividad de transferencia de éster mediante la
cual la parte acilo de un enlace éster original de un donante de acilo lipidico se transfiere a un aceptor de acilo para
formar un nuevo éster; y la enzima comprende la secuencia de aminoacidos del resto GDSX, en el que X es uno 0 mas
de los residuos de aminoécidos siguientes L, A, V, I, F, Y,H, Q, T,N,Mo S.

Preferiblemente, X del resto GDSX es L 0 Y. Mas preferiblemente, X del resto GDSX es L. Asi, preferiblemente la enzima
segun la presente invencién comprende la secuencia de aminoéacidos del resto GDSL.

El resto GDSX esta comprendido por cuatro restos de aminoacidos conservados. Preferiblemente, la serina en el resto
es una serina catalitica de la enzima lipido acil transferasa. Adecuadamente, la serina del resto GDSX puede estar en
una posicién correspondiente a Ser-16 en la enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila ensefiada en
Brumilk y Buckley (Journal of Bacteriology abr. 1996, Vol. 178, No. 7, p. 2060-2064).

Para determinar si una proteina tiene el resto GDSX segun la presente invencion, la secuencia se compara
preferiblemente con los perfiles del modelo de markov ocultos (perfiles HMM) de la base de datos pfam segun los
procedimientos ensefiados en WO2004/064537 o W02004/064987.

Preferiblemente, la enzima lipido acil transferasa puede alinearse usando la secuencia consenso Pfam00657 (para una
explicacion completa véase W02004/064537 o W02004/064987).

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

Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657, la lipido aciltransferasa para uso en los
métodos o usos de la invencién puede tener al menos uno, preferiblemente al menos méas de uno, preferiblemente mas
de dos, de los siguientes, un bloque GDSx, un bloqgue GANDY, un bloque HPT. Adecuadamente, la lipido aciltransferasa
puede tener un bloque GDSx y un bloque GANDY. Alternativamente, la enzima puede tener un bloque GDSx y un bloque
HPT. Preferiblemente, la enzima comprende al menos un bloque GDSx. Véase W02004/064537 o W0O2004/064987
para mas detalles.

Preferiblemente, los residuos del resto GANDY se seleccionan de GANDY, GGNDA, GGNDL y lo mas preferiblemente
GANDY.

Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657, la enzima para uso en los métodos o usos de
la invencién, tiene al menos uno, preferiblemente mas de uno, preferiblemente mas de dos, preferiblemente mas de tres,
preferiblemente mas de cuatro, preferiblemente mas de cinco, preferiblemente mas de seis, preferiblemente mas de
siete, preferiblemente mas de ocho, preferiblemente méas de nueve, preferiblemente mas de diez, preferiblemente mas
de once, preferiblemente mas de doce, preferiblemente méas de trece, preferiblemente mas de catorce, de los siguientes
residuos de aminoacidos cuando se compara con la secuencia polipeptidica de referencia de A. hydrophila,
concretamente la SEQ ID No. 1: 28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly, 33Asp, 34Ser, 35hid, 130hid, 131Gly, 132Hid, 133Asn,
134Asp, 135hid, 309His.

El dominio GDSX de pfam00657 es un identificador Unico que distingue las proteinas que poseen este dominio de otras
enzimas.
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La secuencia consenso pfam00657 se presenta en la Figura 3 como SEQ ID No. 2. Esta se deriva de la identificacion de
la familia pfam 00657, base de datos version 6, que también puede referirse como pfam00657.6 en la presente memoria.

La secuencia consenso puede actualizarse usando publicaciones adicionales de la base de datos pfam (por ejemplo,
véase W02004/064537 o0 WO2004/064987).

En una realizacion, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencion es una lipido aciltransferasa que puede caracterizarse usando los criterios siguientes:

(i) la enzima posee actividad acil transferasa que puede definirse como una actividad de transferencia de éster mediante
la cual la parte acilo de un enlace éster original de un donante de acilo lipidico se transfiere a un aceptor de acilo para
formar un nuevo éster;

(i) la enzima comprende la secuencia de aminoacidos del resto GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos de
aminoacidos siguientes L, A, V, I, F,Y,H,Q, T,N,Mo S;

(i) la enzima comprende His-309 o comprende un residuo de histidina en una posicién correspondiente a His-309 en la
enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada en las Figuras 2 y 4 (SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 3).

Preferiblemente, el residuo de aminoéacido del resto GDSX es L.

En la SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No. 1, los primeros 18 aminoacidos forman una secuencia sefial. His-309 de la secuencia
de longitud completa, que es la proteina que incluye la secuencia sefial, equivale a His-291 de la parte madura de la
proteina, es decir, la secuencia sin la secuencia sefial.

En una realizacion, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que comprende las triada catalitica siguiente: Ser-34, Asp-306 e His-309 o
comprende un residuo de serina, un residuo de acido aspartico y un residuo de histidina, respectivamente, en las
posiciones correspondientes a Ser-34, Asp-306 e His-309 en la enzima lipido acil transferasa de Aeromonas hidrophyla
mostrada en la Figura 4 (SEQ ID No. 3) o la Figura 2 (SEQ ID No. 1). Como se ha indicado anteriormente, en la
secuencia mostrada en SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1, los primeros 18 residuos de aminoacidos forman una secuencia
sefial. Ser-34, Asp-306 e His-309 de la secuencia de longitud completa, esto es la proteina incluyendo la secuencia
sefial, equivalen a Ser-16, Asp-288 e His-291 de la parte madura de la proteina, es decir, la secuencia sin la secuencia
sefial. En la secuencia consenso pfam00657, como se proporciona en la Figura 3 (SEQ ID No. 2), los residuos del sitio
activo corresponden a Ser-7, Asp-345 e His-348.

En una realizacion, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que puede caracterizarse usando los criterios siguientes:

la enzima posee actividad acil transferasa que puede definirse como una actividad de transferencia de éster mediante la
cual la parte acilo de un enlace éster original de un primer donante de acilo lipidico se transfiere a un aceptor de acilo
para formar un nuevo éster; y la enzima comprende al menos Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134 e His-309 o comprende
residuos de glicina, acido aspartico, serina, acido aspartico e histidina en las posiciones correspondientes a Gly-32, Asp-
33, Ser-34, Asp-306 e His-309, respectivamente, en la enzima lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada
en SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No. 1.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencion puede estar codificada por una de las secuencias de nucleétidos siguientes:

(a) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 36 (véase la Figura 29);
(c) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 39 (véase la Figura 32);
(d) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 42 (véase la Figura 35);
(e) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 44 (véase la Figura 37);
(f) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 46 (véase la Figura 39);
(9) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 48 (véase la Figura 41);
(h) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 49 (véase la Figura 57);

(i) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 50 (véase la Figura 58);
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(j) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 51 (véase la Figura 59);
(k) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 52 (véase la Figura 60);
() la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 53 (véase la Figura 61);
(m) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 54 (véase la Figura 62);
(n) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 55 (véase la Figura 63);
(0) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 56 (véase la Figura 64);
(p) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 57 (véase la Figura 65);
(q) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 58 (véase la Figura 66);
(r) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 59 (véase la Figura 67);
(s) la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID No. 60 (véase la Figura 68);
(t) la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEQ ID No. 61 (véase la Figura 69);
(u) la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID No. 62 (véase la Figura 70);
(v) la secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID No. 63 (véase la Figura 71);

(w) o una secuencia de nucleétidos que tiene 70% o mas, preferiblemente 75% o mas, de identidad con una cualquiera
de las secuencias mostradas como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46,
SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID
No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62
0 SEQ ID No. 63.

Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos puede tener 80% o mas, preferiblemente 85% o mas, mas preferiblemente
90% o mas e incluso mas preferiblemente 95% o mas de identidad con una cualquiera de las secuencias mostradas
como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46, SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 49,
SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID
No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62 o0 SEQ ID No. 63.

En una realizacion, la secuencia de nuclettidos que codifica una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y usos de la presente invencién es una secuencia de nucle6tidos que tiene 70% o mas,
preferiblemente 75% o mas, de identidad con una cualquiera de las secuencias mostradas como: SEQ ID No. 49, SEQ
ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62 y SEQ ID No. 63. Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos puede tener
80% o mas, preferiblemente 85% o0 mas, mas preferiblemente 90% o mas e incluso mas preferiblemente 95% o0 mas de
identidad con una cualquiera de las secuencias mostradas como: SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ
ID No. 62 y SEQ ID No. 63.

En una realizacion, la secuencia de nucletdtidos que codifica una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y usos de la presente invencién es una secuencia de nucleétidos que tiene 70% o mas, 75% o
mas, 80% o mas, preferiblemente 85% o mas, mas preferiblemente 90% o mas e incluso mas preferiblemente 95% o
mas de identidad con la secuencia mostrada como SEQ ID No. 49.

Adecuadamente, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una o mas de las secuencias de aminoéacidos siguientes:

(i) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 68
(i) la secuencia de aminoéacidos mostrada como SEQ ID No. 3
(iii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 4
(iv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 5
(v) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 6

(vi) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 7
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(vii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 8
(viii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 9
(ix) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 10
(x) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 11
(xi) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 12
(xii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 13
(xiii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 14
(xiv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 1
(xv) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 15
(xvi) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 16
(xvii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 17
(xviii) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 18
(xix) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 34
(xx) la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 35 o

una secuencia de aminoacidos que tiene 75%, 80%, 85%, 90%, 98% o mas de identidad con una cualquiera de las
secuencias mostradas como SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6,
SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No.
14 0 SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34 0 SEQ ID No. 35.

Adecuadamente, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente
invencién puede ser una lipido aciltransferasa que comprende bien la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID
No. 68, o como SEQ ID No. 3 0 como SEQ ID No. 4 0 SEQ ID No. 1 0 SEQ ID No. 15 0 SEQ ID No. 16, o SEQ ID No. 34
0 SEQ ID No. 35 o comprende una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas, preferiblemente 80% 0 mas,
preferiblemente 85% o mas, preferiblemente 90% o mas, preferiblemente 95% o mas, de identidad con la secuencia de
aminoéacidos mostrada como SEQ ID No. 68 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 3 o la secuencia
de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 4 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 1 o la
secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 15 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No.
16 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 34 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ
ID No. 35.

Adecuadamente, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene 80% o mas,
preferiblemente 85% o més, mas preferiblemente 90% o mas e incluso mas preferiblemente 95% o mas de identidad con
una cualquiera de las secuencias mostradas como SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID
No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ
ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34 o SEQ ID No.
35.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una o mas de las secuencias de aminoacidos siguientes:

(a) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos de aminoéacidos 1-100 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No. 1;

(b) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos de aminoacidos 101-200 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No.
1

(c) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos de aminoacidos 201-300 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.
1;0
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(d) una secuencia de aminoéacidos que tiene 75% o mas, preferiblemente 85% o mas, mas preferiblemente 90% o mas,
incluso mas preferiblemente 95% o mas de identidad con una cualquiera de las secuencias de aminoacidos definidas en
(a)-(c) anteriormente.

Adecuadamente, la enzima lipido acil transferasa para uso en los métodos y usos de la presente invencion puede
comprender una 0 mas se las secuencias de aminoacidos siguientes:

(a) una secuencia de aminoécidos mostrada como los residuos de aminoacidos 28-39 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No. 1;
(b) una secuencia de aminoécidos mostrada como los residuos de aminoécidos 77-88 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No. 1;

(c) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos de aminoacidos 126-136 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No.
1

(d) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos de aminoacidos 163-175 de SEQ ID No. 3 o0 SEQ ID No.
1

(e) una secuencia de aminoacidos mostrada como los residuos de aminoacidos 304-311 de SEQ ID No. 3 0 SEQ ID No.
1;0

(f) una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas, preferiblemente 85% o més, mas preferiblemente 90% 0 mas,
incluso mas preferiblemente 95% o mas de identidad con una cualquiera de las secuencias de aminoé&cidos definidas en
(a)-(e) anteriormente.

En un aspecto, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que puede ser la lipido acil transferasa de Candida parapsilosis como se ensefia
en EP 1 275711. Asi, en un aspecto la lipido acil transferasa para uso en el método y usos de la presente invencién
puede ser una lipido acil transferasa que comprende una de las secuencias de aminoacidos ensefiadas en SEQ ID No.
17 o SEQ ID No. 18.

Muy preferentemente, la enzima lipido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que puede ser una lipido acil transferasa que comprende la secuencia de
aminoécidos mostrada como SEQ ID No. 16 o una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o méas, preferiblemente
85% o0 mas, mas preferiblemente 90% o0 mas, incluso mas preferiblemente 95% o0 mas, incluso més preferiblemente 98%
0 mas, o incluso més preferiblemente 99% o mas de identidad con SEQ ID No. 16. Esta enzima podria considerarse
COMoO una enzima variante.

En un aspecto, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que puede ser una lecitina: colesterol aciltransferasa (LCAT) o variante de ésta
(por ejemplo, una variante obtenida 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, rata, ratones, pollos, Drosophila melanogaster, plantas, incluyendo Arabidopsis y
Oryza sativa, nematodos, hongos y levaduras.

En una realizacion, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que puede ser la lipido aciltransferasa que se puede obtener, preferiblemente se
obtiene, a partir de las cepas de E. coli TOP 10 que portan pPetl2aAhydro y pPet12aASalmo depositadas por Danisco
A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca bajo el Tratado de Budapest en el Reconocimiento
Internacional de Deposito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes en la Natural
Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria (NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen, Escocia, GB el 22 de
diciembre 2003 con los nimeros de registro NCIMB 41204 y NCIMB 41205, respectivamente.

Una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencién puede
ser una fosfolipido glicerol acil transferasa. Las fosfolipido glicerol acil transferasas incluyen aquellas aisladas de
especies de Aeromonas, preferiblemente Aeromonas hydrophila o A. salmonicida, lo més preferiblemente A. salmonicida
o variantes de ésta.

Las lipido acil transferasas mas preferidas para uso en la presente invencion estan codificadas por SEQ ID Nos. 1, 3, 4,
15, 16, 34 y 35. El experto en la técnica reconocera que es preferible que los péptidos sefial de la acil transferasa se
hayan escindido durante la expresion de la transferasa. El péptido sefial de SEQ ID Nos. 1, 3, 4, 15 y 16 son los
aminoacidos 1-18. Por lo tanto, las regiones mas preferidas son los aminoacidos 19-335 para SEQ ID No. 1 y SEQ ID
No. 3 (A. hydrophila) y los aminoacidos 19-336 para SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 15 y SEQ ID No. 16 (A. salmonicida).
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Cuando se usa para determinar la homologia de identidad de las secuencias de aminoacidos, se prefiere que los
alineamientos como se describen en la presente memoria usen la secuencia madura.

En una realizacion, adecuadamente la lipido acil transferasa para uso en la presente invencion comprende (o consiste
en) la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 16 o comprende (o0 consiste en) una secuencia de
aminoécidos que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% de
identidad con SEQ ID No. 16.

En una realizacion, adecuadamente la lipido acil transferasa para uso en la presente invencién esté codificada por una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que comprende (o consiste en) la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID No. 68 o comprende (0 consiste en) una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 70%, al menos 75%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% de identidad con SEQ ID No.
68.

Por lo tanto, las regiones mas preferidas para determinar la homologia (identidad) son los aminoacidos 19-335 para SEQ
ID No. 1y 3 (A. hydrophila) y los aminoacidos 19-336 para SEQ ID Nos. 4, 15y 16 (A. salmonicida). Las SEQ ID Nos. 34
y 35 son secuencias de la proteina madura de una lipido acil transferasa de A. hydrophila y A. salmonicida
respectivamente que pueden o no experimentar modificacion adicional posterior a la traduccion.

Una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion puede ser
una lipido aciltransferasa que también puede aislarse de Thermobifida, preferiblemente T. fusca, lo mas preferiblemente
la codificada por SEQ ID No. 28.

Las lipido aciltransferasas adecuadas para uso segun la presente invencion y/o en los métodos de la presente invencion
pueden comprender una cualquiera de las secuencias de aminoacidos siguientes y/o estar codificadas por las
secuencias de nucleétidos siguientes:

a) un acido nucleico que codifica un polipéptido que presenta actividad lipido aciltransferasa y es al menos 70% idéntico
(preferiblemente al menos 80%, més preferiblemente al menos 90% idéntico) a la secuencia polipeptidica mostrada en
SEQ ID No. 16 o al polipéptido mostrado en SEQ ID No. 68;

b) un polipéptido (aislado) que comprende (o consiste en) una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID
No. 16 o SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoacidos que es al menos 70% idéntica (preferiblemente al menos 80%
idéntica, mas preferiblemente al menos 90% idéntica) a SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68;

¢) un acido nucleico que codifica una lipido aciltransferasa, acido nucleico que comprende (o consiste en) una secuencia
de nucleétidos mostrada como (SEQ ID No. 49 o una secuencia de nucleétidos que es al menos 70% idéntica
(preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90% idéntica) a la secuencia de nucleétidos mostrada
como SEQ ID No. 49;

d) un &cido nucleico que hibrida bajo condiciones de media o alta astringencia con una sonda de &cido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 49 y que codifica un polipéptido que presenta una
actividad lipido aciltransferasa;

e) un acido nucleico que es un fragmento de las secuencias de &cido nucleico especificadas en a), ¢) o d); o
f) un polipéptido que es un fragmento del polipéptido especificado en b).

Una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencién puede ser
una lipido aciltransferasa que también puede aislarse de Streptomyces, preferiblemente S. avermitis, lo mas
preferiblemente la codificada por (SEQ ID No. 32. Otras enzimas posibles para uso en la presente invencion de
Streptomyces incluyen las codificadas por SEQ ID Nos. 5, 8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 31y 33.

Una enzima para uso en la invencién también puede aislarse de Corynebacterium, preferiblemente C. efficiens, lo mas
preferiblemente la codificada por SEQ ID No. 29.

Adecuadamente, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
mostradas como SEQ ID Nos. 37, 38, 40, 41, 43, 45 6 47 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 6 98% de identidad con éstas, o puede estar codificada por una cualquiera de
las secuencias de nucleétidos mostradas como SEQ ID Nos. 36, 39, 42, 44, 46 6 48 o una secuencia de nucleétidos que
tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 6 98% de identidad con éstas.
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En una realizacién, la secuencia de nuclettidos que codifica una enzima lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencién se selecciona del grupo que consiste en:

a) un &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 36;

b) un &cido nucleico que esta relacionado con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. por la degeneracion del cédigo
genético; y

¢) un &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 70% de identidad con la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 36.

En una realizacién, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién es una lipido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoacidos como se muestra en SEQ ID No.
37 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 60% de identidad con ésta.

En una realizacién adicional, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la
presente invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de
aminoacidos mostradas como SEQ ID Nos. 37, 38, 40, 41, 43, 45 6 47 o una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 6 98% de identidad con éstas, o puede estar codificada por una
cualquiera de las secuencias de nucleétidos mostradas como SEQ ID Nos. 39, 42, 44, 46 6 48 o una secuencia de
nucledétidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 6 98% de identidad con éstas.

En una realizacion adicional, la enzima lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la
presente invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de
aminoéacidos mostradas como SEQ ID No. 38, 40, 41, 45 6 47 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 6 98% de identidad con éstas para los usos descritos en la presente memoria.

En una realizacién adicional, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invenciéon puede ser una lipido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
mostradas como SEQ ID No. 38, 40, 6 47 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97% 0 98% de identidad con éstas para los usos descritos en la presente memoria.

Més preferiblemente, en una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de
la presente invencion puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como
SEQ ID No. 47 o una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 0 98%
de identidad con ésta.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 43 6 44 o
una secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 6 98% de identidad con ésta.

En otra realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 41 o una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% 6 98% de identidad con
ésta.

En una realizacion, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion
puede estar codificada por un acido nucleico seleccionado del grupo que consiste en:

a) un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 36;

b) un &cido nucleico que esté relacionado con la secuencia de nucleétidos de SEQ ID No. 36 por la degeneracion del
cédigo genético; y

¢) un &cido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 70% de identidad con la
secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID No. 36.

En una realizacién, la lipido aciltransferasa seguin la presente invencion puede ser una lipido aciltransferasa que se
puede obtener, preferiblemente se obtiene, de las cepas de Streptomyces L130 o L131 depositadas por Danisco A/S de
Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca bajo el Tratado de Budapest en el Reconocimiento Internacional
de Depdsito de Microorganismos a los Fines del Procedimiento en Materia de Patentes en la National Collection of
Industrial, Marine and Food Bacteria (NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen, Escocia, GB el 25 de junio 2004 con los
numeros de registro NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente.
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Las secuencias de nucleétidos adecuadas que codifican una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los
métodos y/o usos de la presente invencion puede codificar un polinucleétido que codifica una lipido aciltransferasa (SEQ
ID No. 16 o SEQ ID No. 68); o puede codificar una secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa (SEQ ID No.
16 o0 SEQ ID No. 68).

Una lipido aciltransferasa adecuada para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion puede
ser una secuencia de aminoacidos que puede identificarse por el alineamiento con la secuencia L131 (SEQ ID No. 37)
usando Align X, el algoritmo de alineamiento por parejas Clustal W de Vector NT| usando ajustes por defecto.

Un alineamiento de L131 y homologos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservacion del resto GDSx (GDSY en
L131y S. avermitilis y T. fusca), la caja GANDY, que es bien GGNDA o GGNDL, y el bloque HPT (que se considera que
es la histidina catalitica conservada). Estos tres bloques conservados estan resaltados en la Figura 42.

Cuando se alinea bien con la secuencia consenso Pfam00657 (como se describe en WO04/064987) y/o la secuencia de
L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID No. 37) es posible identificar tres regiones conservadas, el bloque GDSx,
el bloque GANDY vy el bloque HTP (véase WO04/064987 para mas detalles).

Cuando se alinea bien con la secuencia consenso Pfam00657 (como se describe en WO04/064987) y/o la secuencia de
L131 descrita en la presente memoria (SEQ ID No. 37)

i) La lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencién puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene un resto GDSx, mas preferiblemente un resto GDSx seleccionado del resto GDSL o
GDSY.

i) La lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene un bloque GANDY, mas preferiblemente un bloque GANDY que comprende amino
GGNDx, mas preferiblemente GGNDA o GGNDL.

ylo

ii) La lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencién puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene preferiblemente un bloque HTP.

y preferiblemente

iv) la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencién puede ser una
lipido aciltransferasa que tiene preferiblemente un resto GDSx o GDSY, y un bloqgue GANDY que comprende amino
GGNDx, preferiblemente GGNDA o GGNDL y un bloque HTP (histidina conservada).

En una realizacion, la enzima segun la presente invencién puede no ser preferiblemente una enzima fosfolipasa, tal
como una fosfolipasa Al clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una fosfolipasa A2 clasificada como E. C. 3.1.1.4.

Lipido acil transferasa variante

En una realizacién preferida, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion puede codificar una lipido aciltransferasa que es una lipido
acil transferasa variante.

Pueden usarse las variantes que tienen una actividad incrementada en los fosfolipidos, tal como actividad hidrolitica
incrementada y/o actividad transferasa incrementada, preferiblemente actividad transferasa incrementada en
fosfolipidos.

Preferiblemente, la lipido aciltransferasa variante se prepara por una o mas modificaciones de aminoacidos de las lipido
acil transferasas como se han definido anteriormente en la presente memoria.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion
puede ser una lipido aciltransferasa que puede ser una lipido aciltransferasa variante, en cuyo caso la enzima puede
caracterizarse porque la enzima comprende el resto de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de
los residuos de aminoacidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o Sy en el que la enzima variante comprende una o
més modificaciones de aminoacidos comparada con una secuencia parental en uno o mas residuos de aminoacidos
definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en WO2005/066347 y mas adelante en
la presente memoria).
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Por ejemplo, la lipido aciltransferasa variante puede caracterizarse porque la enzima comprende el resto de secuencia
de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos de aminoacidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N,
M o S y en el que la enzima variante comprende una o mas modificaciones de aminoacidos comparada con una
secuencia parental en uno o mas residuos de aminoacidos detallados en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o
conjunto 7 (como se define en WO2005/066347 y mas adelante en la presente memoria) identificado porque dicha
secuencia parental se alinea estructuralmente con el modelo estructural de P10480 definido en la presente memoria, que
se obtiene preferiblemente por alineamiento estructural de las coordenadas de la estructura cristalina de P10480 con
1IVN.PDB y/o 1 DEO.PDB como se define en WO2005/066347 y mas adelante en la presente memoria.

En una realizacién adicional, una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la
presente invencién puede ser una lipido aciltransferasa variante que puede caracterizarse porque la enzima comprende
el resto de secuencia de aminoacidos GDSX, en el que X es uno o més de los residuos de aminoacidos siguientes L, A,
V,,F, Y, H, Q, T, N, Mo Sy en el que la enzima variante comprende una o mas modificaciones de aminoacidos
comparada con una secuencia parental en uno cualquiera o més residuos de aminoacidos ensefiados en el conjunto 2
identificado cuando dicha secuencia parental se alinea con la secuencia consenso pfam (SEQ ID No. 2- Figura 3) y se
modifica seglin un modelo estructural de P10480 para asegurar el mejor ajuste de superposicion como se define en
WO02005/066347 y mas adelante en la presente memoria.

Adecuadamente, una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invencion
puede ser una enzima lipido aciltransferasa variante que puede comprender una secuencia de aminoacidos, secuencia
de aminoacidos que se muestra como SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4,
SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No.
12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ
ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 0 SEQ ID No. 35 excepto para una 0 mas
modificaciones de amino&cidos en uno cualquiera o0 méas de los residuos de aminoacidos definidos en el conjunto 2 o
conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como define WO2005/066347 y mas adelante en la presente memoria, identificado
por el alineamiento de secuencia con SEQ ID No. 34.

Alternativamente, la lipido aciltransferasa puede ser una enzima lipido aciltransferasa variante que comprende una
secuencia de aminoacidos, secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No.
4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No.
12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ
ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30; SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 0 SEQ ID No.
35 excepto para una o0 mas modificaciones de aminoacidos en uno cualquiera o mas de los residuos de aminoacidos
definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como define WO2005/066347 y mas adelante en la
presente memoria, identificado porque dicha secuencia parental se alinea estructuralmente con el modelo estructural de
P10480 definido en la presente memoria, que se obtiene preferiblemente por alineamiento estructural de las
coordenadas de la estructura cristalina de P10480 con 1IVN.PDB y/o 1DEO.PDB como se ensefia en W02005/066347 y
mas adelante en la presente memoria.

Alternativamente, la lipido aciltransferasa puede ser una enzima lipido aciltransferasa variante que comprende una
secuencia de aminoéacidos, secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No.
4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No.
12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ
ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 68 0 SEQ ID No.
35 excepto para una o0 mas modificaciones de aminoacidos en uno cualquiera o mas de los residuos de aminoacidos
ensefiados en el conjunto 2 identificado cuando dicha secuencia parental se alinea con la secuencia consenso pfam
(SEQ ID No. 2) y se modifica segun un modelo estructural de P10480 para asegurar el mejor ajuste de superposicion
como se ensefia en WO2005/066347 y mas adelante en la presente memoria. Preferiblemente, la enzima parental es
una enzima que comprende, o es homéloga a, la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 34 y/o SEQ ID
No. 15 y/o SEQ ID No. 35.

Preferiblemente, la lipido aciltransferasa puede ser una enzima variante que comprende una secuencia de aminoacidos,
secuencia de aminoacidos que se muestra como SEQ ID No. 34 o SEQ ID No. 35 excepto para una 0 mas
modificaciones de aminoacidos en uno cualquiera o méas de los residuos de aminoacidos definidos en el conjunto 2 o
conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como se define en WO2005/066347 y mas adelante en la presente memoria.
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DEFINICION DE CONJUNTOS
Conjunto de aminoécidos 1:

Conjunto de aminoacidos 1 (obsérvese que éstos son los aminoacidos en 1VN- Figura 53 y Figura 54) Gly8, Asp9
Serl0, Leull, Serl2, Tyrl5, Gly44, Asp45, Thr46, Glu69, Leu70, Gly71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75, Leu76, GIn106,
lle107, Arg108, Leul09, Prol10, Tyrl113, Phel21, Phel39, Phel40, Met141, Tyrl45, Met151, Asp154, His157, Gly155,
lle156, Pro158.

Los restos altamente conservados, tales como GDSx y residuos cataliticos, se deseleccionaron del conjunto 1 (residuos
subrayados). Para evitar dudas, el conjunto 1 define los residuos de aminoéacidos en 10A del &tomo de carbono central
de un glicerol en el sitio activo del modelo 1VN.

Conjunto de aminoécidos 2:

Conjunto de aminoacidos 2 (obsérvese que la numeracion de los aminoacidos se refiere a los aminoacidos en la
secuencia madura P10480) Leul7, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trplll, Valll2, Alal14,
Tyrll7, Leull8, Prol56, Glyl59, GIn160, Asnl61, Prol62, Serl63, Alal64, Argl65, Serl66, GIn167, Lys168, Vall69,
Vall70, Glul71, Alal72, Tyrl79, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, GIn289 y Val290.

Tabla de los residuos seleccionados en el Conjunto 1 comparado con el Conjunto 2:

modelo [V P10480
VN homalogo & byd MOmero de Residuo en la secuencia madurs
PFAM Eztructura

GlyB Gly32

Aspd Asp33

Serld Serdd

Leul Leuds Leul?

Serl2 Serds Serl8
Lys22
Met23

Tyris Glys8 Ghyd0

Glyd4 Asn98 Asn80

Aspds Progd Pro81

Thrd& Lys100 LysA2
AznBT
Asn88

GhuBd Trp129 Trp111

Leu70 Val130 Val112

Ghy71 Gly131

Gly72 Ala132 Ala114

AsnT3 Asn133

AspTd Asp134

GlyTs Tyr13s Tyr117

Leu7d Leuldt Leu1i8

Gin106 Proi74 Pro156

lle107 G177 Gly1s9

Arg108 Glen178 Gln1&0

Leu109 Asni79 Asn161

Pro110 180 to 190 | Pro162

Tyr113 Ser163
Ala 164
Arg 165
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(continuacién)

madelo [
VM

homalogo & hyd

P10480

Mumero de Residuo en la secuencia madura

PFAM E=ztructura

Phe121

Phe139
Phe140
Met141
Tyr14s

Met151
Aspisd
Gly155
lle1s6
His157
Pro158

His198 | Tyr187

Hiz198

Asn199
Met227
LeuZ28
Arg229
AsnZ33

Met303
Asp30e
GIn307
Valios
Hi=309
Pro310

Ser1G6
Gln167
Lys168
Wal1g9
Wal170
Glu171
Alal72
Tyr179
His180
A=n181
Met209
Leu210
Arg211
Asn21s
Lys284
Met285

GIn289
Wal290

Conjunto de aminoécidos 3:

El conjunto de aminoacidos 3 es idéntico al conjunto 2 pero se refiere a la secuencia codificadora de Aeromonas
salmonicida (SEQ ID No. 4), es decir, los nimeros de los residuos de aminoacidos son 18 veces mayores en el conjunto
3 ya que refleja la diferencia entre la numeracién del aminoacido en la proteina madura (SEQ ID No. 34) comparado con

la proteina que incluye una secuencia sefial (SEQ ID No. 25).

Las proteinas maduras de GDSX de Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 4) y GDSX de Aeromonas hydrophila (SEQ ID
No. 34) se diferencian en cinco aminoéacidos. Estos son Thr3Ser, GIn182Lys, Glu309Ala, Ser310Asn y Gly318-, en el que
el residuo salmonicida se lista en primer lugar y el residuo hydrophila se lista el dltimo. La proteina hydrophila tiene una
longitud de sélo 317 aminoécidos y carece de un residuo en la posiciéon 318. EI GDSX de Aeromonas salmonicida tiene
una actividad considerablemente mayor en los lipidos polares tales como sustratos galactolipidos que la proteina de

Aeromonas hydrophila. Se realiz6 escaneo de sitio en las cinco posiciones de aminoacidos

Conjunto de aminoécidos 4:

El conjunto de aminoacidos 4 es S3, Q182, E309, S310y -318.

Conjunto de aminoécidos 5:

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

Conjunto de aminoécidos 6:

El conjunto de aminoéacidos 6 es Ser3, Leul7, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trplll,
Valll2, Alall4, Tyrll7, Leull8, Prol56, Glyl59, GIn160, Asnl61, Prol62, Serl63, Alal64, Argl65, Serl66, GInl67,
Lys168, Val169, Vall70, Glul71, Alal72, Tyrl79, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284,

Met285, GIn289, Val290, Glu309, Ser310, -318.
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La numeracion de los aminoacidos en el conjunto 6 se refiere a los residuos de aminoacidos en P10480 (SEQ ID No.
25)- los aminoéacidos correspondientes en otros ndcleos de secuencia pueden determinarse por alineamiento de
homologia y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1VN.

Conjunto de aminoécidos 7:

El conjunto de amino&cidos 7 es Ser3, Leul?, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trplll,
Valll2, Alal14, Tyrl1l7, Leull8, Prol56, Gly159, GIn180, Asnl161, Prol62, Serl163, Alal64, Argl65, Serl66, GIn167,
Lys168, Vall89, Vall70, Glul71, Alal72, Tyrl79, His180, Asn181, GIn182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284,
Met285, GIn289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (en el que X se seleccionade A, C, D, E, G, H, |, K, L, M, N, P, Q,
R, S, T, Vo W), Y226X (en el que X se seleccionade A,C,D,E,G,H, |, K,L, M, N, P, Q,R, S, T, Vo W), Y230X (en el
que X se seleccionade A,C,D,E, G, H, I, K,L, M, N, P, Q,R, S, T, Vo W), S18X (en el que X se selecciona de A, C, D,
E,F,H KL, M,N,P,Q,R, T, WoY), D157X (en el que X se seleccionade A, C,E,F,G,H,,K,L,M,P,Q, R, S, T,
V,WoY).

La numeracion de los aminoacidos en el conjunto 7 se refiere a los residuos de aminoacidos en P10480 (SEQ ID No.
25)- los aminoacidos correspondientes en otros nicleos de secuencia pueden determinarse por alineamiento de
homologia y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1VN).

Adecuadamente, la enzima variante comprende una o mas de las modificaciones de aminoacidos siguientes comparada
con la enzima parental:

S3E,A, G KM, Y,R,P,N, ToG
E309Q, R 0 A, preferiblemente Q o R
-318Y, H, S oY, preferiblemente Y.

Preferiblemente, X del resto GDSX es L. Asi, preferiblemente la enzima parental comprende el resto de aminoacidos
GDSL.

Adecuadamente, dicha primera lipido aciltransferasa parental puede comprender una cualquiera de las secuencias de
aminoécidos siguientes: SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ
ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID
No. 32, SEQ ID No. 33 0 SEQ ID No. 35.

Adecuadamente, dicha segunda lipido aciltransferasa relacionada puede comprender una cualquiera de las secuencias
de aminoécidos siguientes: SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7,
SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID
No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30,
SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 0 SEQ ID No. 35.

La enzima variante debe comprender al menos una modificacion de aminoacido comparada con la enzima parental. En
algunas realizaciones, la enzima variante puede comprender al menos 2, preferiblemente al menos 3, preferiblemente al
menos 4, preferiblemente al menos 5, preferiblemente al menos 6, preferiblemente al menos 7, preferiblemente al menos
8, preferiblemente al menos 9, preferiblemente al menos 10 modificaciones de aminoacidos comparada con la enzima
parental.

Cuando se hace referencia a residuos de aminoacidos especificos en la presente memoria, la numeracion es la que se
obtiene a partir del alineamiento de la secuencia variante con la secuencia de referencia mostrada como SEQ ID No 34 o
SEQ ID No. 35.

En un aspecto, preferiblemente ka enzima variante comprende una o mas de las sustituciones de aminoéacidos
siguientes:
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SIACDEFRGHLEKELMNPQRTV.Wo Y, vo

L17A.C,D.EF G H LE MNP QRS TV W o Y; vio
S18A CDLEFH LK LMMNP QRT WorY; yio

K228, CDLEFGH LLM NP QRSTV.Wo Y, vio
M23A, C.D.EFGHLEKLNPOQRSTV.Woo, vio
YI0A,C.DLEGH LK LMNPQRSTVo Wy
G40A, C.D.E.F H LK. L MNP, QRS TV W o Y;vio
ME0A.C,DLEFGH LK LMPOQRSTV.Wo Y, vo
PRIACDLEFRGHLELMMNQRSTV.Wo Y, v
kKé2a, C D EFGHLLMNPQRSTVWo, o
META.C;D.LEFGH LK LMP QRSTVWo Y, vo
MBEAC.DLEFGH LK LMPOQRSTVWooY,vio
WA C.DLEFGH.LELMNPQRST.VWa Y, yio
VI1M2A, C.D,EF, G H LK, LMNP QRS TWo Y v
AM4C,D.EF G H LK L MNP QRS T.V.W, 0 ¥; vio
¥Y17A C.DEF,GH LK LMMNPQRSTVo Wy
LMMBAC.D.LEF.G.H LK MNP QR STVWo Y, v
P1sA, C.D.ELF, G H LK LMNQRSTVWo Y, v
D1s7TACEF G H LK LMP.QR STV W oY yi
Glegs C.DLEFH LELMNPQRSTV.WoY, v
ME0A. C DLEFGHLELMNPRSTVWoY, v
N1B1A, C D.EF G H LK LMP QR STV W oY v
P162A, C.D.E.F, G H LK L M.N, QRS TV, W.o Y;vio
S1B3A C.DEFGHLKLMNPOQRTVWo Y v
ABAC,D.EF G H LK LMNP QR ST.V.W o Y,y
R165A, C,D.ELF.GH LK. LM NP Q5 TV, W o ¥;vio
S166A, C.DLEF G H LK LMNPQRT.V,Wo Y,y
META CDLEFGHLELMNPERSTVW oY,y
K1e8A, C. D E.F G H LL MNP QR STV W o Y;vio
VIE0A C.D.E.F, G H LK, L M. NP, QR S T, W, 0 ¥;vio
VATOA, C.D,E.F, G H LK, LM NP, QRS T, W.o ¥Y;vio
ETMACDFGHLELMNPQRSTVWo Y v
AMT2C,DLEFGHLELMNPQRSTVWoY, v
YA70A, C.DEF, G H LK LM NP, QR STV, 0 W, v
H180A, C.D.EF G LKL MP.Q R STV, W o Y, yio
N181A,C,D.EF. G H LK LMP QRS TV, W o ¥;vio
Q1828 C, D EF G H LK L MNP RS TV, W, o Y, preferiblements K, yio
M209A, C.DLEF,GH LKL NP QR ST V.W. o Yvo
L210A,C.D.EF, GH LEMNP QRS TV, Wo Y,y
R2MACDEFRGHILKLMNPQRSTV,WaoY v
N2SACDEFRGHLKLMNPGOQRSTVW.oY v
Y226A, C.D.E.G H LK LMNP QR S5T V.o Wy
Y230A, C.D.E.G H LK LMMN.P, QR ST Vo W yio
K284A, C. D EF G H LLMNP QRSTV.Wo Y, v
M285A, C.DLEF, G H LK LNP QR ST VW, o ¥, vo
Q2804 C,D.EF G H LK LMNPRSTV.WoY; v
V200A, C.D,E.F, G H LK LM MNP QRS TWo Y; v
E300A, C.DLFGHLELMNPQRSTVWoY, v
SMOACDEFGHILKLMNPQRTVWoY.

Ademas o alternativamente a esto puede haber una o mas extensiones C-terminales. Preferiblemente, la extension C-
terminal adicional estad comprendida por uno 0 mas aminoécidos alifaticos, preferiblemente un aminoécido no polar, mas
preferiblemente I, L, V o G. Asi, la presente invencion proporciona ademas una enzima variante que comprende una o
mas de las extensiones C-terminales siguientes: 318l, 318L, 318V, 318G.

Las enzimas variantes preferidas pueden tener una actividad hidrolitica disminuida frente a un fosfolipido, tal como
fosfatidilcolina (PC), también pueden tener una actividad transferasa incrementada de un fosfolipido.
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Las enzimas variantes preferidas pueden tener una actividad transferasa incrementada de un fosfolipido, tal como
fosfatidilcolina (PC), también pueden tener una actividad hidrolitica incrementada frente a un fosfolipido.

La modificaciéon de uno o més de los residuos siguientes puede resultar en una enzima variante que tiene una actividad
transferasa absoluta incrementada frente a fosfolipidos:

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

Las modificaciones especificas preferidas que pueden proporcionar una enzima variante que tiene una actividad
transferasa mejorada de un fosfolipido pueden seleccionarse de una o méas de las siguientes:

S3AC D EFGHLKLMNP QR TV Wo Y, preferiblemerte N, E, K, R, A, Po M,lo més preferiblements 334
Dis7A, C.EF, G, H LK, LL.M N P, Q. R S TV, Wo Y; preferiblemente D157S, R, E N, G, T,V.Q, Ko C
SHOAC.DLEFGHLELMMNPQRTV Wo Y; preferiblemente S310T-318E

E309A, C.DLEF G H. LK, LMMNPQRTV Wao Y; preferiblements E309 R, E.L. Ro A

¥170A, C,D,EF. G . H, LK, LLM N P, @ R 5 T Vo W preferiblementeY470 D, T,EL R, N, V. K, Do 5, mas
preferiblemente E, B, MW, V. Ko O

N21sA, C D E.F. G H LE. LM P, QR S T.V, Wo Y, preferiblements N2155, L. Rao Y

K22A, C,D,E.F.G.H ILLLM.N. P, QR 5TV, Wo Y; preferiblemente. KZZE, R, Co A
Q289A, C,D,E F, G H, LK,LLM,N,P,R 8 T.V,Wo Y;preferiblemente 0280 R, E, G,Po N
M23A CD.EF.G.H LK LN P QRS TV Wo ¥; preferiblemente M23K, Q. L, G, ToS

H180A,C, D, E,F, G,I,K,L,M, P, Q, R, 5 TV, Wo Y, preferiblemente H180 Q, Ro KM208 A, C, D, E, F, G, H, | K,
LWNP QR STV Wo Y, preferiblemente. M2090Q,5, R A MY, E Vo L

L2104, C,D.EF. G.H LK MNP, QR 5 T.V, Wo Y; preferiblemente L210 R, AV, 5T, WoM
RZMACDLEF G H LK LMMNP QS TV Wo Y; preferiblemente R211T

PBIAC.DLE.F.GH LK LMMNOGRSTV Wo Y preferiblemerte P81G
V1124, C.D,E F, G H. LKL, M N, P, QR S T, Wao Y; preferiblemente. V112C

Neoa, C.DLEF.GH LELMP QRSTVWo Y, preferiblemants NBOR, G.N,D.P. T E WV, Ao G
Laza, C.D.E.F. G H, LM, NP, QRS T.V, Wo Y, preferiblemente LB2ZN, So E

Maga, C.D.EF,GH LK LMPQRSTV Wo Y;preferiblemente MBEC

MEFA.C,D.EF GH. LK LMPQRST WV Wa Y;preferiblemente NETMo G

La modificacién preferida de uno o mas de los residuos siguientes resulta en una enzima variante que tiene una actividad
transferasa absoluta incrementada frente a fosfolipidos:

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

L82 G

Y179E R,N,V,KoQ
E309R,S,LoA

Una modificacion preferida es N8OD. Este es particularmente el caso cuando se usa la secuencia de referencia SEQ ID
No0.35 como el nucleo. Asi, la secuencia de referencia puede ser SEQ ID No. 16. Esta modificacion puede estar en
combinacion con una o mas modificaciones adicionales. Por lo tanto, en una realizacion preferida de la presente
invencién, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos
y usos de la presente invencidon puede codificar una lipido aciltransferasa que comprende SEQ ID No. 35 o una
secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas, preferiblemente 85% o mas, mas preferiblemente 90% o mas, incluso
mas preferiblemente 95% o mas, incluso mas preferiblemente 98% o mas, o incluso mas preferiblemente 99% o mas de
identidad con SEQ ID No. 35.

Como se ha indicado anteriormente, cuando se hace referencia a residuos de aminoacidos especificos en la presente
memoria, la numeracion es la que se obtiene a partir del alineamiento de la secuencia variante con la secuencia de
referencia mostrada como SEQ ID No. 34 0 SEQ ID No. 35.
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Muy preferentemente, la secuencia de nucle6tidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de
los métodos y usos de la presente invencion puede codificar un lipido que comprende la secuencia de aminoéacidos
mostrada como SEQ ID No. 16 o la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 68 o una secuencia de
aminoécidos que tiene 70% o0 mas, preferiblemente 75% o mas, preferiblemente 85% o més, mas preferiblemente 90% o
mas, incluso mas preferiblemente 95% o mas, incluso méas preferiblemente 98% o mas, o incluso méas preferiblemente
99% o mas de identidad con SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68. Esta enzima puede considerarse una enzima variante.

Para los propositos de la presente invencion, el grado de identidad se basa en el nimero de elementos de la secuencia
que son iguales. El grado de identidad segun la presente invencién para las secuencias de aminoacidos puede
determinarse adecuadamente mediante programas informaticos conocidos en la técnica, tal como Vector NTI 10
(Invitrogen Corp.). Para el alineamiento por parejas, la puntuacién usada es preferiblemente BLOSUM62 con
penalizacion por apertura de hueco de 10,0 y penalizacion por extension de hueco de 0,1.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de aminoacidos se determina sobre al menos 20
aminoéacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoéacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40
aminoécidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60
aminoécidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de aminoacidos puede determinarse sobre la
secuencia completa.

Adecuadamente, la secuencia de nuclettidos que codifica una lipido aciltransferasa o la enzima lipido aciltransferasa
para uso en la presente invencion, puede obtenerse, preferiblemente 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, Candida, Thermobifida y
Corynebacterium.

Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa o la enzima lipido aciltransferasa
para uso en la presente invencion, puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, a partir de uno o méas de los
organismos siguientes: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus,
Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus,
Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis, Lactobacillus helveticus, Desulfitobacterium dehalogenans,
Bacillus sp., Campylobacter jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus solfataicus, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis,
Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Candida parapsilosis,
Thermobifida fusca y Corynebacterium efficiens.

En un aspecto, preferiblemente la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invencion codifica una enzima lipido aciltransferasa segun la presente
invencién que se puede obtener, preferiblemente se obtiene o deriva, de uno o mas de Aeromonas sp., Aeromonas
hydrophila o Aeromonas salmonicida.

En un aspecto, preferiblemente la lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la
presente invencion es una enzima lipido aciltransferasa que se puede obtener, preferiblemente se obtiene o deriva, de
uno o mas de Aeromonas sp., Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

El término "transferasa" tal y como se usa en la presente invencion es intercambiable con el término "lipido
aciltransferasa”.

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa como se define en la presente memoria cataliza una o mas de las reacciones
siguientes: interesterificacion, transesterificacion, alcoholisis, hidrdlisis.

El término "interesterificacion" se refiere a la transferencia catalizada enzimaticamente de grupos acilo entre un donante
lipidico y un aceptor lipidico, en el que el donante lipidico no es un grupo acilo libre.

El término "transesterificacion" tal y como se usa en la presente memoria significa la transferencia catalizada
enzimaticamente de un grupo acilo desde un donante lipidico (distinto de un &cido graso libre) a un aceptor de acilo
(distinto de agua).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "alcoholisis" se refiere a la escision enzimética de un enlace
covalente de un derivado de &cido por reaccién con un alcohol ROH de manera que uno de los productos se combina
con el H del alcohol y el otro producto se combina con el grupo OR del alcohol.

33



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395551 T3

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

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "hidrolisis" se refiere a la transferencia catalizada enzimaticamente
de un grupo acilo desde un lipido al grupo OH de una molécula de agua.

El término "sin incrementar o sin incrementar sustancialmente los acidos grasos libres" tal y como se usa en la presente
memoria significa que preferiblemente la lipido acil transferasa segun la presente invencion tiene 100% de actividad
transferasa (es decir, transfiere el 100% de los grupos acilo desde un donante de acilo al aceptor de acilo, sin actividad
hidrolitica); sin embargo, la enzima puede transferir menos del 100% de los grupos acilo presentes en el donante lipidico
de acilo al aceptor de acilo. En este caso, preferiblemente la actividad aciltransferasa representa al menos 5%, mas
preferiblemente al menos 10%, mas preferiblemente al menos 20%, mas preferiblemente al menos 30%, mas
preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente 50%, mas preferiblemente al menos 60%, mas preferiblemente al
menos 70%, mas preferiblemente al menos 80%, mas preferiblemente al menos 90% y mas preferiblemente al menos
98% de la actividad enzimatica total. El % de actividad transferasa (es decir, la actividad transferasa como un porcentaje
de la actividad enzimética total) puede determinarse seglin el "Ensayo para Actividad Transferasa" proporcionado
anteriormente.

En algunos aspectos de la presente invencion, el término "sin incrementar sustancialmente los acidos grasos libres" tal y
como se usa en la presente memoria significa que la cantidad de &cido graso libre en un aceite comestible tratado con
una lipido aciltransferasa segun la presente invencion es menor que la cantidad de acido graso libre producido en el
aceite comestible cuando se ha usado una enzima distinta de una lipido aciltransferasa segun la presente invencion, tal
como por ejemplo comparada con la cantidad de &cido graso libre producido cuando se ha usado una enzima fosfolipasa
convencional por ejemplo, Lecitasa Ultra™ (Novozymes A/S, Dinamarca).

El término "consiste esencialmente en" tal y como se usa en la presente memoria, cuando se refiere a un producto o
composicion, preferiblemente significa que el producto o composicion, puede consistir en otros productos o
composiciones pero solo hasta una concentracién maxima de, preferiblemente 10%, tal como 5%, tal como 3%, tal como
2% 6 1% 6 0,5% 6 0,1%.

En una realizacion preferida, la lipido aciltransferasa se usa en combinacion con una lipasa que tiene una o mas de las
actividades enzimaticas siguientes: actividad glicolipasa (E.C. 3.1.1.26) actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) o actividad
fosfolipasa Al (E.C. 3.1.1.32). Adecuadamente, las enzimas lipasa son muy conocidas en la técnica e incluyen como
ejemplo las lipasas siguientes: una fosfolipasa A1 LECITASE® ULTRA (Novozymes A/S, Dinamarca), fosfolipasa A2 (por
ejemplo, fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts, LIPOMAX™ y LysoMax PLA2™ de Genecor), LIPOLASE®
(Novozymes A/S, Dinamarca).

En algunas realizaciones, puede ser beneficioso combinar el uso de lipido aciltransferasa con una fosfolipasa, tal como
fosfolipasa Al, fosfolipasa A2, fosfolipasa B, fosfolipasa C y/o fosfolipasa D.

El uso combinado puede realizarse secuencialmente o simultaneamente, por ejemplo, el tratamiento con lipido acil
transferasa puede ocurrir antes de o durante el tratamiento enzimatico adicional. Alternativamente, el tratamiento
enziméatico adicional puede ocurrir antes de o durante al tratamiento con la lipido acil transferasa.

En el caso de tratamientos enzimaticos secuenciales, en algunas realizaciones puede ser ventajoso eliminar la primera
enzima usada, por ejemplo, por inactivacion con calor o mediante el uso de una enzima inmovilizada, antes del
tratamiento con la segunda (y/o tercera etc.) enzima.

MODIFICACIONES POSTERIORES A LA TRANSCRIPCION Y POSTERIORES A LA TRADUCCION

Adecuadamente, la lipido aciltransferasa segun la presente invencion puede estar codificada por una cualquiera de las
secuencias de nucledtidos ensefiadas en la presente memoria.

Dependiendo de la célula huésped usada, pueden hacerse modificaciones posteriores a la transcripcion y/o posteriores a
la traduccion. Se considera que la lipido aciltransferasa para uso en los presentes métodos y/o usos engloba lipido
aciltransferasas que han experimentado modificacion posterior a la transcripcion y/o posterior a la traduccion.

S6lo como ejemplo, la expresién de la secuencia de nucledtidos mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 49
(véase la Figura 57) en una célula huésped (tal como Bacillus licheniformis por ejemplo) resulta en modificaciones
posteriores a la transcripcion y/o posteriores a la traduccion que dan lugar a la secuencia de aminoacidos mostrada en la
presente memoria como SEQ ID No. 68 (véase la Figura 73).
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La SEQ ID No. 68 es la misma que la SEQ ID No. 16 (mostrada en la presente memoria en la Figura 1) excepto en que
la SEQ ID No. 68 ha experimentado modificacién posterior a la transcripcién y/o posterior a la traduccién para eliminar 38
amino&cidos.

AISLADA

En un aspecto, la lipido aciltransferasa es una lipido aciltransferasa recuperada/aislada. Asi, la lipido aciltransferasa
producida puede estar en una forma aislada.

En otro aspecto, la secuencia de nucle6tidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion
puede estar en una forma aislada.

El término "aislada" significa que la secuencia o proteina carece al menos sustancialmente de al menos un componente
distinto de aquel con el que la secuencia o proteina esta asociada naturalmente en la naturaleza y como se encuentra en
la naturaleza.

PURIFICADA
En un aspecto, la lipido aciltransferasa puede estar en una forma purificada.

En otro aspecto, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en la presente invencion
puede estar en una forma purificada.

El término "purificada" significa que la secuencia estd 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%.

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

Una secuencia de nucleétidos que codifica bien un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en
la presente memoria o0 un polipéptido que es adecuado para modificacion puede aislarse a partir de cualquier célula u
organismo que produce dicho polipéptido. En la técnica se conocen bien varios métodos para el aislamiento de
secuencias de nucle6tidos.

Por ejemplo, puede construirse una biblioteca de ADN gendmico y/o de ADNc usando ADN cromosOmico o ARN
mensajero del organismo que produce el polipéptido. Si la secuencia de amino&cidos del polipéptido se conoce, pueden
sintetizarse sondas oligonucleotidicas marcadas y usarse para identificar los clones que codifican el polipéptido de la
biblioteca gendémica preparada a partir del organismo. Alternativamente, una sonda oligonucleotidica marcada que
contiene secuencias homélogas a otro gen de polipéptido conocido podria usarse para identificar los clones que
codifican el polipéptido. En el tltimo caso, se usan condiciones de hibridacion y de lavado de menor astringencia.

Alternativamente, los clones que codifican el polipéptido podrian identificarse insertando fragmentos de ADN genémico
en un vector de expresion, tal como un plasmido, transformando bacterias negativas para la enzima con la biblioteca de
ADN genoémico resultante y sembrando en placas las bacterias transformadas en agar que contiene una enzima inhibida
por el polipéptido, permitiendo de esta manera la identificacion de los clones que expresan el polipéptido.

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

La secuencia de nuclettidos puede ser de origen mixto genémico y sintético, origen mixto sintético y ADNc u origen
mixto genémico y ADNc, preparada ligando fragmentos de origen sintético, gendémico o ADNc (segun sea apropiado)
segun técnicas estandar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la secuencia de nucledtidos completa.
La secuencia de ADN también puede prepararse por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores
especificos, por ejemplo, como se describe en US 4.683.202 o en Saiki R K et al (Science (1988) 239, p. 487-491).

EVOLUCION MOLECULAR

Una vez se ha aislado una secuencia de nucledtidos que codifica la enzima, o se ha identificado una secuencia de
nucledtidos posible que codifica la enzima, puede ser deseable modificar la secuencia de nucledtidos seleccionada, por
ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia con el fin de preparar una enzima segun la presente invencion.
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Las mutaciones pueden introducirse usando oligonucleétidos sintéticos. Estos oligonuclettidos contienen secuencias de
nucleétidos flanqueando los sitios de mutacion deseados.

Un método adecuado se describe en Morinaga et al. (Biotechnology (1984) 2, p. 646-649). Otro método para introducir
mutaciones en secuencias de nucleétidos que codifican la enzima se describe en Nelson y Long (Analytical Biochemistry
(1989), 180, p. 147-151).

En lugar de mutagénesis dirigida a sitio, tal como se ha descrito anteriormente, se pueden introducir mutaciones
aleatoriamente por ejemplo usando un kit comercial tal como el kit de mutagénesis GeneMorph PCR de Stratagene, o el
kit de mutagénesis aleatoria Diversify PCR de Clontech. EP 0 583 285 se refiere a métodos para optimizar la
mutagénesis basada en PCR, que también pueden combinarse con el uso de analogos mutagénicos de ADN tal como
los descritos en EP 0 866 796. Las tecnologias de PCR tendentes a error son adecuadas para la produccién de variantes
de lipido acil transferasas con caracteristicas preferidas. WO0206457 se refiere a la evolucion molecular de lipasas.

Un tercer método para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias de nucleétidos no idénticas, bien usando
cualquier nimero de enzimas de restriccibn o una enzima tal como ADNasa | y reensamblando secuencias de
nucleétidos completas que codifican proteinas funcionales. Alternativamente, se puede usar una o multiples secuencias
de nucleédtidos no idénticas e introducir mutaciones durante el reensamblaje de la secuencia de nucleétidos completa.
Las tecnologias de transposicion de secuencias de ADN y la transposicion de secuencias con alta homologia son
adecuadas para la produccion de variantes de lipido acil transferasas con caracteristicas preferidas. Los métodos
adecuados para realizar la "transposicion de secuencias" pueden encontrarse en EPO 752 008, EP1 138 763, EP1 103
606. La transposicion de secuencias también puede combinarse con otras formas de mutagénesis de ADN como se
describe en US 6.180.406 y WO 01/34835.

Asi, es posible producir numerosas mutaciones dirigidas a sitio o aleatorias en una secuencia de nucleétidos, bien in vivo
0 in vitro, y cribar posteriormente una funcionalidad mejorada del polipéptido codificado por varios medios. Usando
métodos de recombinacion basados en simulacion informatica y exo (véase WO 00/58517, US 6.344.328, US
6.361.974), por ejemplo, puede realizarse la evolucion molecular en la que la variante producida retiene una homologia
muy baja respecto a enzimas o proteinas conocidas. Dichas variantes obtenidas de esta manera pueden tener una
analogia estructural significativa con enzimas transferasa conocidas, pero tienen una homologia en la secuencia de
aminoacidos muy baja.

Como un ejemplo no limitativo, ademas, pueden recombinarse mutaciones o variantes naturales de una secuencia de
polinucledtidos con el tipo salvaje u otras mutaciones o variantes naturales para producir nuevas variantes. Dichas
nuevas variantes también pueden cribarse para funcionalidad mejorada del polipéptido codificado.

La aplicacion de los métodos de evolucion molecular mencionados anteriormente y similares permite la identificacion y
seleccion de variantes de las enzimas para uso en la presente invencion que tienen caracteristicas preferidas sin ningin
conocimiento previo de la estructura o funcién de la proteina y permite la produccion de mutaciones o variantes no
predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicacion de la evolucion molecular en la técnica para
la optimizacién o alteracién de la actividad enziméatica, dichos ejemplos incluyen, pero no estan limitados a uno o mas de
los siguientes: expresion y/o actividad optimizada en una célula huésped o in vitro, actividad enzimatica incrementada,
especificidad de sustrato y/o de producto alterada, estabilidad enzimatica o estructural incrementada o disminuida,
actividad/especificidad enzimatica alterada en condiciones medioambientales preferidas, por ejemplo, temperatura, pH,
sustrato.

Como sera evidente para un experto en la técnica, mediante el uso de las herramientas de evolucion molecular una
enzima puede alterarse para mejorar la funcionalidad de la enzima.

Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa usada en la invencion puede
codificar una lipido aciltransferasa variante, es decir, la lipido aciltransferasa puede contener al menos una sustitucion,
delecién o adicién de aminoéacidos, cuando se compara con una enzima parental. Las enzimas variantes retienen al
menos 1%, 2%, 3%, 5%, 10%, 15%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 99% de homologia con la
enzima parental. Las enzimas parentales adecuadas pueden incluir cualquier enzima con actividad esterasa o lipasa.
Preferiblemente, la enzima parental se alinea con la secuencia consenso pfam00657.

En una realizacion preferible, una enzima lipido aciltransferasa variante retiene o incorpora al menos uno o mas de los
residuos de aminoacidos de la secuencia consenso pfam00657 encontrados en los bloques GDSx, GANDY y HPT.

Las enzimas, tales como lipasas, sin o con poca actividad lipido aciltransferasa en un entorno acuoso pueden mutarse
usando herramientas de evolucién molecular para introducir o aumentar la actividad transferasa, produciendo de esta
manera una enzima lipido aciltransferasa con una actividad transferasa significativa adecuada para uso en los métodos
de la presente invencién.
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Adecuadamente, la secuencia de nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los
métodos y/o usos de la presente invencién puede codificar una lipido aciltransferasa que puede ser una variante con
actividad enzimética aumentada en lipidos polares, preferiblemente fosfolipidos y/o glicolipidos cuando se compara con
la enzima parental. Preferiblemente, dichas variantes también tienen poca o ninguna actividad en los lipidos liso polares.
La actividad aumentada en los lipidos polares, fosfolipidos y/o glicolipidos puede ser el resultado de hidrdlisis y/o
actividad transferasa o una combinacion de ambas.

Las lipido aciltransferasas variantes pueden tener una actividad disminuida en triglicéridos y/o monoglicéridos y/o
diglicéridos comparada con la enzima parental.

Adecuadamente, la enzima variante puede no tener actividad en triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos.
Alternativamente, la enzima variante puede tener una termoestabilidad incrementada.

La enzima variante puede tener una actividad incrementada en uno o mas de los siguientes, lipidos polares, fosfolipidos,
lecitina, fosfatidilcolina, glicolipidos, digalactosil monoglicérido, monogalactosil monoglicérido.

Las variantes de lipido aciltransferasas se conocen y una o mas de dichas variantes pueden ser adecuadas para uso en
los métodos y usos segun la presente invencién. Sélo como ejemplo, las variantes de lipido aciltransferasas que se
describen en las referencias siguientes pueden usarse segun la presente invencion: Hilton y Buckley J. Biol. Chem. 1991
ene 15: 266 (2): 997-1000; Robertson et al J. Biol. Chem. 1994 ene 21; 269(3): 2146-50; Brumlik et al J. Bacteriol 1996
abr; 178 (7): 2060-4; Peelman et al Protein Sci. 1998 mar, 7(3): 587-99.

SECUENCIAS DE AMINOACIDOS

La presente invencidon también engloba el uso de secuencias de aminoacidos codificadas por una secuencia de
nucleétidos que codifica una lipido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente
invencién.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia de aminoacidos" es sinénimo del término "polipéptido”
ylo del término "proteina”. En algunos casos, el término "secuencia de aminoéacidos" es sinénimo del término "péptido”.

La secuencia de aminoacidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede prepararse
sintéticamente o puede prepararse mediante el uso de técnicas de ADN recombinante.

Adecuadamente, las secuencias de aminoacidos pueden obtenerse a partir de los polipéptidos aislados ensefiados en la
presente memoria por técnicas estandar.

Un método adecuado para determinar las secuencias de aminoacidos a partir de polipéptidos aislados es como sigue:

El polipéptido purificado puede liofilizarse y 100 ng del material liofilizado pueden disolverse en 50 ul de una mezcla de 8
M urea y 0,4 M hidrégeno carbonato de amonio, pH 8,4. La proteina disuelta puede desnaturalizarse y reducirse durante
15 minutos a 50°C seguido de cubierta con nitrégeno y adicion de 5 pl de 45 mM ditiotreitol. Después de enfriar hasta
temperatura ambiente, pueden afiadirse 5 ul de 100 mM yodoacetamida para derivatizar los residuos de cisteina durante
15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad bajo nitrégeno.

Pueden afiadirse 135 pul de agua y 5 ng de endoproteinasa Lys-C en 5 ul de agua a la mezcla de reaccién anterior y la
digestién puede llevarse a cabo a 37°C bajo nitrégeno durante 24 horas.

Los péptidos resultantes pueden separarse por HPLC de fase reversa en una columna VYDAC C18 (0,46x15cm; 10 um;
The Separation Group, California, EEUU) usando disolvente A: 0,1% TFA en agua y disolvente B: 0,1% TFA en
acetonitrilo. Los péptidos seleccionados pueden volverse a cromatografiar en una columna Develosil C18 usando el
mismo sistema de disolventes, antes de secuenciacion N-terminal. La secuenciacion puede hacerse usando un
secuenciador Applied Biosystems 476A usando ciclos rapidos liquidos pulsados segun las instrucciones del fabricante
(Applied Biosystems, California, EEUU).

IDENTIDAD DE SECUENCIA U HOMOLOGIA DE SECUENCIA

Aqui, el término "homdlogo” significa una entidad que tiene una determinada homologia con las secuencias de
aminoacidos objeto y las secuencias de nucleétidos objeto. Aqui, el término "homologia" puede ser igual a "identidad".

La secuencia de aminoacidos y/o secuencia de nucledtidos homoéloga deberia proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retiene la actividad funcional y/o aumenta la actividad de la enzima.
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En el presente contexto, una secuencia homoéloga se considera que incluye una secuencia de aminoacidos que puede
ser al menos 75, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95 6 98% idéntica a la secuencia objeto. Tipicamente, los
homologos comprenderan los mismos sitios activos etc. que la secuencia de aminoacidos objeto. Aunque la homologia
también puede considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades
guimicas/funciones similares), en el contexto de la presente invencién se prefiere expresar la homologia en términos de
identidad de secuencia.

En el presente contexto, una secuencia homdloga se considera que incluye una secuencia de nucleétidos que puede ser
al menos 75, 85 6 90% idéntica, preferiblemente al menos 95 6 98% idéntica a una secuencia de nuclettidos que
codifica un polipéptido para uso en la presente invencion. Tipicamente, los homélogos comprenderan las mismas
secuencias que codifican los sitios activos etc. que la secuencia objeto. Aunque la homologia también puede
considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoacidos que tienen propiedades quimicas/funciones
similares), en el contexto de la presente invencion se prefiere expresar la homologia en términos de identidad de
secuencia.

Las comparaciones de homologia pueden llevarse a cabo a simple vista, 0 mas habitualmente, con la ayuda de
programas de comparacion de secuencias facilmente disponibles. Estos programas informaticos disponibles
comercialmente pueden calcular el % de homologia entre dos 0 mas secuencias.

El % de homologia puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoacido en una secuencia se compara directamente con el aminoacido correspondiente en la otra
secuencia, un residuo cada vez. Esto se denomina un alineamiento "sin huecos". Tipicamente, dichos alineamientos sin
huecos sélo se llevan a cabo sobre un nimero relativamente pequefio de residuos.

Aunque éste es un método muy sencillo y consistente, no tiene en consideracion que, por ejemplo, en un par de
secuencias idénticas por otra parte, una insercidon o delecion causara que los residuos de amino&cidos siguientes no
estén alineados, resultando asi potencialmente en una gran reduccién del % de homologia cuando se lleva a cabo un
alineamiento global. Consecuentemente, la mayor parte de los métodos de comparacion se secuencias estan disefiados
para producir alineamientos 6ptimos que tienen en cuenta posibles inserciones y deleciones sin penalizar indebidamente
la puntuacion de homologia global. Esto se consigue insertando "huecos” en el alineamiento de las secuencias para
intentar maximizar la homologia local.

Sin embargo, estos métodos mas complejos asignan "penalizaciones por hueco" a cada hueco que aparece en el
alineamiento de manera que, para el mismo nimero de aminoacidos idénticos, un alineamiento de secuencia con tan
pocos huecos como sea posible- que refleja una mayor relacion entre las dos secuencias comparadas- conseguird una
puntuacién mayor que uno con muchos huecos. Tipicamente, se usan "costes de hueco afines " que cargan un coste
relativamente alto para la existencia de un hueco y una penalizacion menor para cada residuo posterior en el hueco.
Este es el sistema de puntuacion de huecos que se usa mas cominmente. Las penalizaciones por hueco altas
producirdn por supuesto alineamientos optimizados con menos huecos. La mayor parte de los programas de
alineamiento permiten modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefieren usar los valores por defecto
cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencia.

El céalculo del % de homologia maximo requiere por lo tanto en primer lugar la produccion de un alineamiento éptimo,
teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informatico adecuado para llevar a cabo dicho
alineamiento es el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de otros software que pueden realizar comparaciones de
secuencia incluyen, pero no estan limitados a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al 1999 Short Protocols in Molecular
Biology, 42 Ed- Capitulo 18) y FASTA (Altschul et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410). Tanto BLAST como FASTA estan
disponibles para busquedas offline y online (véase Ausubel et al 1999, paginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas
aplicaciones, se prefiere usar el programa Vector NTI. Una nueva herramienta, denominada BLAST 2 Sequences,
también esta disponible para comparar 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 en términos de identidad, el proceso de alineamiento en si mismo no se
basa tipicamente en una comparacion de parejas todo o nada. En lugar de esto, se usa generalmente una matriz de
puntuacién de similitud proporcionada que asigna puntuaciones a cada comparacion por parejas basada en la similitud
guimica o la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz usada cominmente es la matriz BLOSUM®62- la matriz por
defecto para el paquete de programas BLAST. Los programas Vector NTI usan generalmente bien los valores por
defecto publicos o una tabla de comparacion de simbolos personalizada si se suministra (véase el manual del usuario
para detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, se prefiere usar los valores por defecto para el paquete Vector
NTI.
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Alternativamente, los porcentajes de homologia pueden calcularse usando la caracteristica de alineamiento mdltiple en
Vector NTI (Invitrogen Corp.), basada en un algoritmo, analogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene
73(1), 237-244).

Una vez que el software ha producido un alineamiento 6ptimo, es posible calcular el % de homologia, preferiblemente %
de identidad de secuencia. El software hace esto tipicamente como parte de la comparacion de las secuencias y genera
un resultado numérico.

Si se usan las Penalizaciones de Hueco cuando se determina la identidad de secuencia, entonces preferiblemente se
usan los pardmetros siguientes para el alineamiento por parejas

PARA BLAST

APERTURA DE HUECO 0

EXTENSION DE HUECO 0

PARA CLUSTAL ADN PROTEINA

TAMARO DE PALABRA 2 1 K triple
PENALIZACION POR HUECO | 15 10

EXTENSION DE HUECO 6,66 0,1

En una realizacion, preferiblemente la identidad de secuencia para las secuencias de nucleétidos se determina usando
CLUSTAL con el conjunto de la penalizacion por hueco y la extension de hueco como se ha definido anteriormente.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de nucleétidos se determina sobre al menos 20
nucledtidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 nucledtidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40
nucleétidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 nucleétidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60
nucleétidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 100 nucleétidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de nucleétidos puede determinarse sobre la secuencia
completa.

En una realizacion, el grado de identidad en la secuencia de aminoacidos segun la presente invencién puede
determinarse adecuadamente mediante programas informaticos conocidos en la técnica, tal como Vector NTI 10
(Invitrogen Corp.). Para el alineamiento por parejas, la matriz usada es preferiblemente BLOSUM62 con una
penalizacion por apertura de hueco de 10,0 y penalizacion por extensiéon de hueco de 0,1.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de aminoacidos se determina sobre al menos 20
aminoécidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoacidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40
aminoécidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 amino&cidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60
aminoécidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de aminoacidos puede determinarse sobre la
secuencia completa.

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoacidos que producen
un cambio silencioso y resultan en una sustancia funcionalmente equivalente. Pueden hacerse sustituciones de
aminoacidos deliberadas tomando como base la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad
y/o naturaleza anfipatica de los residuos siempre que se retenga la actividad de unién secundaria de la sustancia. Por
ejemplo, los aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico y acido glutdmico; los aminoacidos cargados
positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoacidos con grupos en la cabeza polar no cargados que tienen valores
de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina,
fenilalanina y tirosina.

Pueden hacerse sustituciones conservativas, por ejemplo, segun la Tabla siguiente. Los aminoacidos en el mismo
blogue en la segunda columna y preferiblemente en la misma linea en la tercera columna pueden sustituirse entre si.
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ALIFATICOS No polares GAP

ILV

Polares- no cargados CSTM
NQ

Polares- cargados DE

KR

AROMATICOS HFWY

Las presentes secuencias también engloban secuencias que tienen sustitucion homéloga (sustitucion y reemplazo se
usan ambas en la presente memoria para significar el intercambio de un residuo de aminoé&cido existente, con un residuo
alternativo) que pueden ocurrir, es decir, sustitucion de semejante por semejante tal como basico por bésico, acido por
acido, polar por polar, etc. La sustitucion no homologa también puede ocurrir, es decir, de una clase de residuo por otra o
alternativamente implicando la inclusion de aminoéacidos no naturales tales como ornitina (de ahora en adelante referido
en la presente memoria como Z), acido diaminobutirico ornitina (de ahora en adelante referido en la presente memoria
como B), norleucina ornitina (de ahora en adelante referido en la presente memoria como O), pirilalanina, tienilalanina,
naftilalanina y fenilglicina.

Los reemplazos también pueden hacerse con aminoacidos no naturales.

Las secuencias de aminoacidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse entre
cualesquiera dos residuos de aminoacidos de la secuencia incluyendo grupos alquilo tales como grupos metilo, etilo o
propilo ademéas de espaciadores de amino&cidos tales como residuos de glicina o B-alanina. Un forma adicional de
variacién, que implica la presencia de uno o mas residuos de aminoacidos en forma peptoide, sera bien entendida por
los expertos en la técnica. Para evitar dudas, la "forma peptoide" se usa para referirse a residuos de aminoéacidos
variantes en los que el grupo sustituyente del carbono o esta en el atomo de nitrégeno del residuo en lugar del carbono
o. Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide se conocen en la técnica, por ejemplo Simon RJ et al.,
PNAS (1992) 89(20), 9367-9371 y Horwell DC, Trends Biotechnol. (1995) 13(4), 132-134.

Las secuencias de nucleétidos para uso en la presente invencion o que codifican un polipéptido que tiene las
propiedades especificas definidas en la presente memoria pueden incluir en ellas nucleétidos sintéticos o0 modificados.
En la técnica se conocen varios tipos diferentes de modificaciones en oligonucleétidos. Estas incluyen nicleos de
metilfosfonato y fosforotioato y/o la adicion de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3' y/o 5' de la molécula.
Para los propositos de la presente invencién, debe entenderse que las secuencias de nucleétidos descritas en la
presente memoria pueden modificarse por cualquier método disponible en la técnica. Dichas modificaciones pueden
llevarse a cabo con el fin de aumentar la actividad o vida media in vivo de las secuencias de nucleétidos.

La presente invencion también engloba el uso de secuencias de nucledtidos que son complementarias a las secuencias
discutidas en la presente memoria, 0 cualquier derivado, fragmento o derivado de éstas. Si la secuencia es
complementaria a un fragmento de éstas entonces esa secuencia puede usarse como una sonda para identificar
secuencias codificadoras similares en otros organismos etc.

Los polinucledtidos que no son 100% homoélogos a las secuencias para uso en la presente invencién pero que se
encuentran en el alcance de la invencion pueden obtenerse de varias maneras. Otras variantes de las secuencias
descritas en la presente memoria pueden obtenerse por ejemplo sondando bibliotecas de ADN hechas a partir de un
rango de individuos, por ejemplo individuos de diferentes poblaciones. Ademas, pueden obtenerse otros homodlogos
virales/bacterianos o celulares, particularmente homélogos celulares encontrados en células de mamiferos (por ejemplo,
células de rata, ratén, bovinas y de primates) y dichos homoélogos y fragmentos de éstos en general seran capaces de
hibridar selectivamente con las secuencias mostradas en el listado de secuencias de la presente memoria. Dichas
secuencias pueden obtenerse sondando bibliotecas de ADNc hechas a partir de o bibliotecas de ADN genémico de otras
especies animales y sondando dichas bibliotecas con sondas que comprenden todo o parte de una cualquiera de las
secuencias en los listados de secuencias adjuntos bajo condiciones de media de alta astringencia. Consideraciones
similares se aplican a la obtencién de homoélogos de especies y variantes alélicas de las secuencias de polipéptido o
nucledétidos para uso en la invencion.
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Las variantes y homologos de cepa/especie también pueden obtenerse usando PCR degenerada que usara cebadores
disefiados para tomar como diana secuencias en las variantes y homoélogos que codifican secuencias de aminoacidos
conservadas en las secuencias para uso en la presente invencion. Las secuencias conservadas pueden predecirse, por
ejemplo, alineando las secuencias de aminoacidos de varias variantes/homologos. Los alineamientos de secuencia
pueden realizarse usando software informatico conocido en la técnica. Por ejemplo el programa GCG Wisconsin PileUp
se usa ampliamente.

Los cebadores usados en la PCR degenerada contendran una o mas posiciones degeneradas y se usaran en
condiciones de astringencia menores que las usadas para la clonacion de secuencias con cebadores Unicos de
secuencia frente a secuencias conocidas.

Alternativamente, dichos polinucleétidos pueden obtenerse por mutagénesis dirigida a sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser Util cuando por ejemplo se requieren cambios silenciosos en secuencias de codones para
optimizar las preferencias de codones para una célula huésped particular en la que las secuencias de polinucleétido se
estan expresando. Otros cambios en las secuencias pueden desearse con el fin de introducir sitios de reconocimiento de
restriccion en el polipéptido, o para alterar la propiedad o funcién de los polipéptidos codificados por los polinucleétidos.

Los polinucleétidos (secuencias de nucleétidos) descritos en la presente memoria pueden usarse para producir un
cebador, por ejemplo, un cebador de PCR, un cebador para una reacciéon de amplificacion alternativa, una sonda, por
ejemplo, marcada con un marcaje que se revela por medios convencionales usando marcajes radiactivos o no
radiactivos o los polinuclettidos pueden clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendran una
longitud de al menos 15, preferiblemente al menos 20, por ejemplo, al menos 25, 30 6 40 nucledtidos y también estan
englobados por el término polinucleétidos para usar la invencién como se usa en la presente memoria.

Los polinucledtidos tales como polinucledtidos y sondas de ADN descritos en la presente memoria pueden producirse
recombinantemente, sintéticamente o por cualquier medio disponible para los expertos en la técnica. También pueden
clonarse por técnicas estandar.

En general, los cebadores se produciran por medios sintéticos, implicando una fabricacién por etapas de la secuencia de
acido nucleico deseada, con un nucledtido cada vez. Las técnicas para conseguir esto usando técnicas automatizadas
estan disponibles facilmente en la técnica.

Los polinucleétidos mas largos se produciran generalmente usando medios recombinantes, por ejemplo, usando
técnicas de clonacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Esto implicara preparar una pareja de cebadores
(por ejemplo, de aproximadamente 15 a 30 nucleétidos) que flanquean una region de la secuencia diana del lipido que
se desea clonar, poner los cebadores en contacto con ARNm o ADNc obtenido de una célula animal o humana, realizar
una reaccion en cadena de la polimerasa bajo condiciones que den lugar a la amplificacion de la regién deseada, aislar
el fragmento amplificado (por ejemplo, purificando la mezcla de reaccién en un gel de agarosa) y recuperar el ADN
amplificado. Los cebadores pueden disefiarse para contener sitios de reconocimiento adecuados de enzimas de
restriccion de manera que el ADN amplificado puede clonarse en un vector de clonaciéon adecuado.

HIBRIDACION

La presente invencion también engloba el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias para uso en la
presente invencién o secuencias que son capaces de hibridar con las secuencias para uso en la presente invencién o
con secuencias que son complementarias a éstas.

El término "hibridacion" tal y como se usa en la presente memoria, debe incluir "el proceso por el que una cadena de
acido nucleico se une a una cadena complementaria mediante emparejamiento de bases" asi como el proceso de
amplificacion como se lleva a cabo en las tecnologias de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente invencion también engloba el uso de secuencias de nucle6tidos que son capaces de hibridar con las
secuencias que son complementarias a las secuencias objeto discutidas en la presente memoria, o cualquier derivado,
fragmento o derivado de éstas.

La presente invencidén también engloba secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de
hibridar con las secuencias de nucleétidos discutidas en la presente memoria.

Las condiciones de hibridacion se basan en la temperatura de fusién (Tm) del complejo de unién de nucledtidos, como
se ensefia en Berger y Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152,
Academic Press, San Diego CA) y confieren una "astringencia" definida como se explica méas adelante.
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La astringencia maxima ocurre tipicamente a aproximadamente Tm-5°C (SOC por debajo de la Tm de la sonda);
astringencia alta a aproximadamente 5°C a 10°C por debajo de la Tm; astringencia intermedia a aproximadamente 10°C
a 20°C por debajo de la Tm; y astringencia baja a aproximadamente 20°C a 25°C por debajo de la Tm. Como entenderan
los expertos en la técnica, una hibridaciéon con astringencia maxima puede usarse para identificar o detectar secuencias
de nucledtidos idénticas mientras que una hibridacion con astringencia intermedia (0 baja) puede usarse para identificar
o detectar secuencias de polinucle6tido similares o relacionadas.

Preferiblemente, la presente invencién engloba el uso de secuencias que son complementarias a secuencias que son
capaces de hibridar bajo condiciones de astringencia alta o condiciones de astringencia intermedia con secuencias de
nucleétidos que codifican los polipéptidos que tienen las propiedades especificas como se define en la presente
memoria.

Mas preferiblemente, la presente invencion engloba el uso de secuencias que son complementarias a secuencias que
son capaces de hibridar bajo condiciones de astringencia alta (por ejemplo, 65°C y 0,1xSSC {1xSSC= 0,15 M NacCl,
0,015 M Na-citrato pH 7,0}) con secuencias de nucleétidos que codifican los polipéptidos que tienen las propiedades
especificas como se define en la presente memoria.

La presente invencion también se refiere al uso de secuencias de nucleétidos que pueden hibridar con secuencias de
nucledtidos discutidas en la presente memoria (incluyendo secuencias complementarias a las discutidas en la presente
memoria).

La presente invencién también se refiere al uso de secuencias de nucleétidos que son complementarias a secuencias
que pueden hibridar con las secuencias de nucledtidos discutidas en la presente memoria (incluyendo secuencias
complementarias a las discutidas en la presente memoria).

También se incluye en el alcance de la presente invencion el uso de secuencias de polinucleétidos que son capaces de
hibridar con las secuencias de nucleétidos discutidas en la presente memoria bajo condiciones de astringencia
intermedia a maxima.

En un aspecto preferido, la presente invencién abarca el uso de secuencias de nucle6tidos que pueden hibridar con las
secuencias de nucle6tidos discutidas en la presente memoria, o el complemento de éstas, bajo condiciones astringentes
(por ejemplo, 50°C y 0,2xSSC).

En un aspecto mas preferido, la presente invencién abarca el uso de secuencias de nucleétidos que pueden hibridar con
las secuencias de nuclettidos discutidas en la presente memoria, 0 el complemento de éstas, bajo condiciones de
astringencia alta (por ejemplo, 65°C y 0,1xSSC).

EXPRESION DE LOS POLIPEPTIDOS

Una secuencia de nucle6tidos para uso en la presente invencion o para codificar un polipéptido que tiene las
propiedades especificas como se define en la presente memoria puede incorporarse en un vector replicable
recombinante. El vector puede usarse para replicar y expresar la secuencia de nucleétidos, en forma polipeptidica, en
y/o a partir de una célula huésped compatible. La expresion puede controlarse usando secuencias de control que
incluyen promotores/amplificadores y otras sefiales de regulacion de la expresion. Pueden usarse promotores
procariotas y promotores funcionales en células eucariotas. Pueden usarse promotores especificos de tejido o
especificos de estimulo. También pueden usarse promotores quiméricos que comprenden elementos de secuencia de
dos o mas promotores diferentes descritos anteriormente.

El polipéptido producido por una célula huésped recombinante por la expresion de la secuencia de nucleétidos puede
secretarse 0 puede estar contenido intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o vector usado. Las secuencias
codificadoras pueden disefiarse con secuencias sefial que dirigen la secrecion de las secuencias que codifican la
sustancia a través de una membrana celular procariota o eucariota particular.

CONSTRUCCIONES

El término "construccién"- que es sinébnimo de términos tales como "conjugado”, "casete" e "hibrido"- incluye una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la
presente memoria para uso segin la presente invencion directamente o indirectamente unida a un promotor. Un ejemplo
de una unién indirecta es el suministro de un grupo espaciador adecuado tal como una secuencia de intron, tal como el
intron Sh1l o el intrén ADH, entre el promotor y la secuencia de nucleétidos para uso en la presente invencién. Lo mismo
es cierto para el término "fusionado" en relacién con la presente invencién que incluye la unién directa o indirecta. En
algunos casos, los términos no abarcan la combinacién natural de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
asociada habitualmente con el promotor del gen de tipo salvaje y cuando ambos estan en su entorno natural.
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La construccion puede contener o expresar incluso un marcador que permite la seleccion de la construccién genética.

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

ORGANISMO

El término "organismo" en relacién con la presente invencion incluye cualquier organismo que podria comprender una
secuencia de nucleétidos para uso en la presente invencion o una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
gue tiene las propiedades especificas como se define en la presente memoria y/o productos obtenidos de él.

El término "organismo transgénico” en relacién con la presente invencion incluye cualquier organismo que comprende
una secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la
presente memoria y/o los productos obtenidos de él, y/o en el que un promotor puede permitir la expresion de la
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la
presente memoria en el organismo. Preferiblemente, la secuencia de nucleétidos se incorpora en el genoma del
organismo.

El término "organismo transgénico” no abarca secuencias de nucleétidos codificadoras nativas en su entorno natural
cuando estan bajo el control de su promotor nativo que también esta en su entorno natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico para uso en la presente invencion incluye un organismo que comprende una
cualquiera de, o combinaciones de, una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades
especificas como se define en la presente memoria, construcciones como se define en la presente memoria, vectores
como se define en la presente memoria, plasmidos como se define en la presente memoria, células como se define en la
presente memoria o los productos de éstos. Por ejemplo, el organismo transgénico también puede comprender una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la
presente memoria bajo el control de un promotor no asociado con una secuencia que codifica una lipido aciltransferasa
en la naturaleza.

TRANSFORMACION DE LAS CELULAS/ORGANISMO HUESPED
El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota.

Los ejemplos de huéspedes procariotas adecuados incluyen bacterias tales como E. coli y Bacillus licheniformis,
preferiblemente B. licheniformis.

Las ensefianzas sobre la transformaciéon de huéspedes procariotas estan bien documentadas en la técnica, por ejemplo
véase Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press).
Si se usa un huésped procariota puede ser necesario modificar adecuadamente la secuencia de nucleétidos antes de la
transformacién- tal como por eliminacién de intrones.

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

Las células de hongos filamentosos pueden transformarse usando varios métodos conocidos en la técnica- tal como un
proceso que implica la formacién de protoplastos y la transformacién de los protoplastos seguido de regeneracion de la
pared celular de una manera conocida. El uso de Aspergillus como un microorganismo huésped se describe en EP 0 238
023.

Otro organismo huésped puede ser una planta. Una revision de las técnicas generales usadas 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 1994 17-27). Pueden encontrarse ensefianzas adicionales sobre la
transformacion de plantas en EP-A-0449375.

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

HONGOS TRANSFORMADOS

Un organismo huésped puede ser un hongo- tal como un hongo filamentoso. Los ejemplos de dichos huéspedes
adecuados incluyen cualquier miembro que pertenece a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y semejantes.
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Las ensefianzas sobre la transformacion de hongos filamentosos se revisan en US-A-5741665 que indica que las
técnicas estandar para la transformacion de hongos filamentosos y el cultivo de hongos son muy conocidas en la técnica.
Una revisiobn amplia de las técnicas segun se aplican a N. crassa se encuentra, por ejemplo, en Davis y de Serres,
Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143.

Las ensefianzas adicionales sobre la transformacion de hongos filamentosos se revisan en US-A-5674707.
En un aspecto, el organismo huésped puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger.

Un Aspergillus transgénico para uso en la presente invencion también puede prepararse, por ejemplo, segin las
enseflanzas de Turner G. 1994 (Vectors for genetic manipulation. En: Martinelli S.D., Kinghom J.R. (Editores)
Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology vol. 29. Elsevier Amsterdam 1994. p. 641-666).

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

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

Una revision de los principios de expresion génica heterdloga en levaduras 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, las levaduras- tal como las especies Saccharomyces cerevisiae o Pichia pastoris (véase FEMS
Micorbiol Rev (2000) 24(1): 45-66) pueden usarse como un vehiculo para la expresion génica heteréloga.

Una revisién de los principios de expresién génica heterdloga en Saccharomyces cerevisiae y la secrecion de productos
génicos se proporciona 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, eds, 22 edicién, Academic Press Ltd.).

Para la transformacion de levaduras, se han desarrollado varios protocolos de transformacion. Por ejemplo, un
Saccharomyces transgénico para uso en la presente invencion puede prepararse segun 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 usando varios marcadores selectivos- tales como
marcadores auxotréficos marcadores de resistencia a antibiéticos dominantes.

Un organismo huésped de levadura adecuado puede seleccionarse de especies de levaduras biotecnolégicamente
relevantes tales como, pero no limitadas a, especies de levadura seleccionadas de Pichia sp., Hansenula sp.,
Kluyveromyces, Yarrowinia sp., Saccharomyces sp., incluyendo S. cerevisiae 0 Schizosaccharomyces sp., incluyendo
Schizosaccharomyces pombe.

Una cepa de la especie de levadura metilotréfica Pichia pastoris puede usarse como el organismo huésped.

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

PLANTAS/CELULAS DE PLANTAS TRANSFORMADAS

Un organismo huésped adecuado para la presente invencion puede ser una planta. Una revision de las técnicas
generales puede encontrarse en los articulos por Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42: 205-225) y
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech marzo/abril 1994 17-27) o en WO01/16308. La planta transgénica puede producir
niveles aumentados de ésteres de fitoesterol y ésteres de fitoestanol, por ejemplo.

Por lo tanto, también se refiere a un método para la produccién de una planta transgénica con niveles aumentados de
ésteres de fitoesterol y ésteres de fitoestanol, que comprende las etapas de transformar una célula de planta con una
lipido aciltransferasa como se define en la presente memoria (en particular con un vector o construccion de expresion
gue comprende una lipido aciltransferasa como se define en la presente memoria) y crecer una planta a partir de la
célula de planta transformada.

SECRECION

Frecuentemente, es deseable que el polipéptido se secrete del huésped de expresion en el medio de cultivo del que la
enzima puede recuperarse mas facilmente. Segln la presente invencion, la secuencia lider de secrecion puede
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seleccionarse tomando como base el huésped de expresion deseado. Las secuencias sefial hibridas también pueden
usarse con el contexto de la presente invencién.

Los ejemplos tipicos de secuencias lider de secrecion no asociadas con una secuencia de nucleétidos que codifica una
lipido aciltransferasa en la naturaleza son aquellas que se originan del gen de la amiloglucosidasa (AG) de hongos (glaA-
las dos 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 la a-amilasa (Bacillus).

DETECCION

En la técnica se conoce una variedad de protocolos para detectar y medir la expresion de la secuencia de aminoécidos.
Los ejemplos incluyen el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y separacion de
células activada por fluorescencia (FACS).

Los expertos en la técnica conocen una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugacién y pueden usarse en
varios ensayos de acido nucleico y aminoacidos.

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

Las moléculas o marcadores informadores adecuados incluyen los radiondclidos, enzimas, agentes fluorescentes,
qguimioluminiscentes 0 cromogénicos asi como sustratos, cofactores, inhibidores, particulas magnéticas y semejantes.
Las patentes que ensefian el uso de dichos marcadores incluyen US-A-3.817.837; US-A-3.850.752; US-A-3.939.350;
US-A-3.996.345; US-A-4.277.437; US-A-4.275.149 y US-A-4.366.241.

También pueden producirse inmunoglobulinas recombinantes como se muestra en US-A-4.816.567.
PROTEINAS DE FUSION

La lipido aciltransferasa para uso en la presente invencidén puede producirse como una proteina de fusion, por ejemplo
para ayudar en la extraccion y purificacion de ésta. Los ejemplos de parejas en las proteinas de fusion incluyen glutation-
S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unién a ADN y/o activacion transcripcional) y B-galactosidasa. También
puede ser conveniente incluir un sitio de escision proteolitica entre la pareja de la proteina de fusion y la secuencia de la
proteina de interés para permitir la eliminacion de las secuencias de proteinas de fusién. Preferiblemente, la proteina de
fusién no dificultara la actividad de la secuencia de la proteina.

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

La secuencia de aminoacidos de un polipéptido que tiene las propiedades especificas como se define en la presente
memoria puede ligarse a una secuencia no nativa para codificar una proteina de fusidon. Por ejemplo, para cribar
bibliotecas de péptidos para agentes capaces de influir en la actividad de la sustancia, puede ser util codificar una
sustancia quimérica que expresa un epitopo no nativo que es reconocido por un anticuerpo disponible comercialmente.

La invencion se describird ahora, s6lo como ejemplo, con referencia a las Figuras y Ejemplos siguientes.

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa madura mutante de Aeromonas
salmonicida (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notablemente, el aminoacido 80 esta en la secuencia madura)
(SEQ ID 16);

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 1) de una lipido aciltransferasa de Aeromonas
hydrophila (ATCC #7965);

La Figura 3 muestra una secuencia consenso pfam00657 de la base de datos versién 6 (SEQ ID No. 2);

La Figura 4 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 3) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480; GI:121051);

La Figura 5 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 4) obtenida del organismo Aeromonas salmonicida
(AAG098404; G1:9964017);

La Figura 6 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 5) obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3
(2) (ndmero de registro Genbank NP_631558);
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La Figura 7 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 6) obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3
(2) (namero de registro Genbank: CAC42140);

La Figura 8 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 7) obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae
(nimero de registro Genbank P41734);

La Figura 9 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 8) obtenida del organismo Ralstonia (nimero de
registro Genbank: AL646052);

La Figura 10 muestra SEQ ID No. 9 Scoe 1 NCBI cédigo de registro de la proteina CAB39707.1 GI:4539178 proteina
hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 11 muestra una secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 10 Scoe2 NCBI cddigo de registro de
la proteina CAC01477.1 G1:9716139 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 12 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 11) Scoe3 NCBI cédigo de registro de la proteina
CAB88833.1 GI:7635996 proteina posible secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 13 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 12) Scoe4 NCBI cédigo de registro de la proteina
CAB89450.1 GI:7672261 proteina posible secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 14 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 13) Scoe5 NCBI cédigo de registro de la proteina
CAB62724.1 GI:6562793 lipoproteina posible [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 15 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 14) Srim1 NCBI cddigo de registro de la proteina
AAK84028.1 G1:15082088 GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus];

La Figura 16 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 15) de una lipido aciltransferasa de Aeromonas
salmonicida subesp. Salmonicida (ATCC#14174);

La Figura 17 muestra SEQ ID No. 19 Scoel NCBI cédigo de registro de la proteina CAB39707.1 GI:4539178 proteina
hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 18 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 25) de la construccién de fusion usada para la
mutagénesis del gen de la lipido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila. Los amino&cidos subrayados son un péptido
sefial de xilanasa;

La Figura 19 muestra una secuencia polipeptidica de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID No.
26);

La Figura 20 muestra una secuencia polipeptidica de una enzima lipido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No. 27);
La Figura 21 muestra una secuencia polipeptidica de una enzima lipido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No. 28);

La Figura 22 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Corynebacterium efficiens GDSx 300
aminoécidos (SEQ ID No. 29);

La Figura 23 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Novosphingobium aromaticivorans GDSx
284 aminoécidos (SEQ ID No. 30);

La Figura 24 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces coelicolor GDSx 269 aa (SEQ
ID No. 31);

La Figura 25 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces avermitilis | GDSx 269
aminoacidos (SEQ ID No. 32);

La Figura 26 muestra un polipéptido de una enzima lipido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID No. 33);

La Figura 27 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 34) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480; Gl: 121051) (notablemente, ésta es la secuencia madura);

La Figura 28 muestra la secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 35) de una lipido aciltransferasa madura mutante de
Aeromonas salmonicida (GCAT (notablemente, ésta es la secuencia madura);

La Figura 29 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID No. 36) de Streptomyces thermosacchari;
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La Figura 30 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 37) de Streptomyces thermosacchari;

La Figura 31 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 38) de Thermobifida fusca/GDSx 548 aminoéacidos;
La Figura 32 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID No. 39) de Thermobifida fusca;

La Figura 33 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 40) de Thermobifida fusca/GDSX;

La Figura 34 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 41) de Corynebacterium efficiens/GDSx 300
aminoécidos;

La Figura 35 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID No. 42) de Corynebacterium efficiens;

La Figura 36 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 43) de S. coelicolor/GDSx 268 aminoacidos;
La Figura 37 muestra una secuencia de nucle6tidos (SEQ ID No. 44) de S. coelicolor;

La Figura 38 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 45) de S. avermitilis;

La Figura 39 muestra una secuencia de nucledtidos (SEQ ID No. 46) de S. avermitilis;

La Figura 40 muestra una secuencia de aminoacidos (SEQ ID No. 47) de Thermobifida fusca/GDSx;

La Figura 41 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 48) de Thermobifida fusca/GDSX;

La Figura 42 muestra el alineamiento de L131 y homdélogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservacion del
resto GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la caja GANDY, que es bien GGNDA o GGNDL y el bloque HPT
(que se considera que es la histidina catalitica conservada). Estos tres bloques conservados estan resaltados;

La Figura 43 muestra SEQ ID No. 17 que es la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de Candida
parapsilosis;

La Figura 44 muestra SEQ ID No. 18 que es la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de Candida
parapsilosis;

La Figura 45 muestra una representacion con cintas de la estructura cristalina de 11VN.PDB que tiene glicerol en el sitio
activo. La Figura se hizo usando el visor Deep View Swiss-PDB;

La Figura 46 muestra la Estructura Cristalina de 1IVN.PDB- Vista Lateral usando el visor Deep View Swiss-PDB, con
glicerol en el sitio activo- los residuos en 10A del glicerol del sitio activo tienen color oscuro;

La Figura 47 muestra la Estructura Cristalina de 11IVN.PDB- Vista Superior usando el visor Deep View Swiss-PDB, con
glicerol en el sitio activo- los residuos en 10A del glicerol del sitio activo tienen color oscuro;

La Figura 48 muestra el alineamiento 1;
La Figura 49 muestra el alineamiento 2;

Las Figuras 50 y 51 muestran un alineamiento de 1IVN a P10480 (P10480 es la secuencia de la base de datos para la
enzima de A. hydrophila), este alineamiento se obtuvo a partir de la base de datos PFAM y se uso6 en el proceso de
construccion del modelo;

La Figura 52 muestra un alineamiento en el que P10480 es la secuencia de la base de datos para Aeromonas
hydrophila. Esta secuencia se usa para la construccién del modelo y la seleccion de sitio. Obsérvese que la proteina
completa (SEQ ID No. 25) se representa, la proteina madura (equivalente a SEQ ID No. 34) empieza en le residuo 19. A.
sal es GDSX lipasa de Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 4), A. hyd es GDSX lipasa de Aeromonas hydrophila (SEQ
ID No. 34). La secuencia consenso contiene un * en la posicion de una diferencia entre las secuencias listadas;

La Figura 53 muestra una construccion génica usada en el Ejemplo 1;
La Figura 54 muestra una construccién génica con optimizacién de codones (no. 052907) usada en el Ejemplo 1;y

La Figura 55 muestra la secuencia del inserto Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3', las cajas -35 y -10 estan
subrayadas;
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La Figura 56 muestra BML780-KLM3'CAP50 (que comprende SE% ID No. 16- colonia superior) y BML780 (la cepa
huésped vacia- colonia inferior) después de 48 h de crecimiento a 37"C en 1% agar tributirin;

La Figura 57 muestra una secuencia de nucleétidos de Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 49) incluyendo la secuencia
sefial (preLAT- posiciones 1 a 87);

La Figura 58 muestra una secuencia de nucle6tidos (SEQ ID No. 50) que codifica una lipido aciltransferasa para uso en
la presente invencion obtenida del organismo Aeromonas hydrophila;

La Figura 59 muestra una secuencia de nucle6tidos (SEQ ID No. 51) que codifica una lipido aciltransferasa para uso en
la presente invencion obtenida del organismo Aeromonas salmonicida;

La Figura 60 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 52) que codifica una lipido aciltransferasa para uso en
la presente invencion obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (nimero de registro Genbank NC_003888.1:
8327480..8328367);

La Figura 61 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 53) que codifica una lipido aciltransferasa para uso en
la presente invencion obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (nimero de registro Genbank AL939131.1:
265480..266367);

La Figura 62 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 54) que codifica una lipido aciltransferasa para uso en
la presente invencion obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae (nimero de registro Genbank Z75034);

La Figura 63 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 55) que codifica una lipido aciltransferasa para uso en
la presente invencion obtenida del organismo Ralstonia;

La Figura 64 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 56 que codifica NCBI cddigo de acceso
de la proteina CAB39707.1 G1:4539178 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 65 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 57 que codifica Scoe2 NCBI cédigo de
acceso de la proteina CAC01477.1 GI:9716139 proteina hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 66 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 58 que codifica Scoe3 NCBI cédigo de
acceso de la proteina CAB88833.1 GI:7635996 proteina posible secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 67 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 59 que codifica Scoe4 NCBI cédigo de
acceso de la proteina CAB89450.1 GI:7672261 proteina posible secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 68 muestra una secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 60 que codifica Scoe5 NCBI cddigo de
acceso de la proteina CAB62724.1 G1:6562793 lipoproteina posible [Streptomyces coelicolor A3(2)];

La Figura 69 muestra una secuencia de nucledtidos mostrada como SEQ ID No. 61 que codifica Srim1 NCBI codigo de
acceso de la proteina AAK84028.1 G1:15082088 GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus];

La Figura 70 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 62) que codifica una lipido aciltransferasa de
Aeromonas hydrophila (ATCC #7965);

La Figura 71 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 63) que codifica una lipido aciltransferasa de
Aeromonas salmonicida subesp. Salmonicida (ATCC #14174);

La Figura 72 muestra una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 24) que codifica una enzima de Aeromonas hydrophila
incluyendo un péptido sefial de xilanasa;

La figura 73 muestra la secuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa madura mutante de Aeromonas
salmonicida (GCAT) con una mutacion de Asn80Asp (notablemente, el aminoacido 80 estd en la proteina madura)-
mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 16- y después de experimentar modificacion posterior a la
traduccion como SEQ ID No. 68- los residuos de aminoacidos 235 y 236 de SEQ ID No. 68 no estan unidos
covalentemente después de la modificacion posterior a la traduccion. Los dos péptidos formados se mantienen juntos
por uno 0 mas puentes S-S. El aminoacido 236 en SEQ ID No. 68 corresponde al residuo de aminoacido niumero 274 en
SEQ ID No. 16 mostrado en la presente memoria;

La Figura 74a muestra un proceso convencional para desgomado con agua/refinado de aceite comestible crudo. Al final
del desgomado con agua la fase de aceite y la fase de goma se separan. Después de esto, la fase de aceite y la fase de
goma pueden procesarse adicionalmente por métodos convencionales/conocidos;

48



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2395551 T3

La Figura 74b muestra el proceso segun la presente invencion para el desgomado con agua /refinado de aceite
comestible crudo con una enzima. La fase de aceite obtenida cuando se separan la fase de aceite y de goma tiene un
rendimiento mucho mayor comparado con la fase de aceite de un proceso comparativo (es decir, uno mostrado en la
Figura 74a- es decir, desgomado con agua sin la adicion de una enzima). La fase de aceite y/o la fase de goma pueden
experimentar opcionalmente un procesamiento adicional, tal como procesamiento convencional adicional;

La Figura 75 muestra un diagrama de flujo de un proceso de desgomado con agua a escala de laboratorio segun la
presente invencion;

La Figura 76 muestra un diagrama para el andlisis de la fase de goma y la fase de aceite después de del desgomado
con agua (es decir, Etapa 1 de la Figura 74a o b);

La Figura 77 muestra la fase de goma después de 3 horas después del desgomado con agua de aceite de soja crudo
segun la presente invencion;

La Figura 78 muestra el % de goma después de 30 minutos de desgomado con agua con y sin enzima de aceite de soja
crudo;

La Figura 79 muestra el efecto de la cantidad de agua (1,5, 2 6 2,5%) en la cantidad de goma después del desgomado
con agua de aceite de soja crudo;

La Figura 80 muestra el efecto con y sin enzima por desgomado con diferentes cantidades de agua (1,5, 2 6 2,5%) en la
cantidad de goma después de desgomado con agua de aceite de soja crudo con y sin enzima;

La Figura 81 muestra las ppm de fosforo en la fase de aceite después del desgomado con agua de aceite de soja crudo
con diferentes dosificaciones de la enzima. La columna 1 es el control sin enzima;

La Figura 82 muestra el % de triglicéridos en la fase de goma después del desgomado con agua de aceite de soja crudo
con diferentes dosificaciones de la enzima. La columna 1 es el control sin enzima;

La Figura 83 muestra el % relativo de PA en la fase de goma después del desgomado con agua de aceite de soja crudo
con diferentes dosificaciones de la enzima. La columna 1 es el control sin enzima;

La Figura 84 muestra el % relativo de PE en la fase de goma después del desgomado con agua de aceite de soja crudo
con diferentes dosificaciones de la enzima. La columna 1 es el control sin enzima;

Figura 85 Rendimiento de aceite incrementado (%) obtenido en el desgomado enzimético comparado con el control. Los
aceites se centrifugan a diferentes fuerzas de centrifugacion relativas durante 3 min;

La Figura 86 muestra el contenido (%) de goma y cantidad de triglicérido en la goma, obtenido de aceites centrifugados a
diferentes tiempos (los minutos se muestran en barras) y se muestran diferentes fuerzas de centrifugacion relativas. Lote
3: control, 55°C, 4: con enzima (KLM3'"), 55°C;

La figura 87 muestra la viscosidad como una funcién de la velocidad de cizallamiento. Las mediciones se basan en la
goma del lote 1: control, 70°C y lote 2: con enzima, 70°C;

La Figura 88 muestra el rendimiento de aceite (%) calculado a partir de la cantidad de goma (control) menos la cantidad
de goma (muestra enziméatica);

La Figura 89 muestra los resultados de analisis por TLC de la fase de goma. El contenido en triglicéridos (%) en gomas
obtenidas a partir del desgomado con cantidades crecientes (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5y 1,9 ml disolucién al 4%) de NaOH,;

La Figura 90 muestra los resultados de GC. Los contenidos (%) de FFA, fitoesteroles y ésteres de fitoesterol en los
aceites, desgomados con ml crecientes de NaOH- Muestra 1: control (sin enzima ni NaOH); Muestras 2-8: muestras
enzimaticas con KLM3' (0,1 TIPU-k/g) y cantidades crecientes (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5 y 1,9 ml disolucién al 4%) de
NaOH;

La Figura 91 muestra los resultados de andlisis por TLC de la fase de goma. Degradacion relativa de los fosfolipidos
(PA, PE, PC y PI) en gomas. Muestra 1: control (sin enzima ni NaOH), muestra 2-7: muestras enzimaticas con KLM3'
(0,1 TIPU-K/g) y ml crecientes de NaOH;

La Figura 92 muestra el andlisis microscopico de gomas de desgomado con agua convencional y desgomado con agua
enzimatico segun la presente invencion (fotografias con aumentos de 200 y 400 a 25°C);

La Figura 93 muestra el analisis por rayos X en las fases de goma de desgomado convencional y enzimatico;
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La Figura 94 muestra embudos de sedimentacion (dia 3). Izquierda: control, derecha: aceite tratado con enzima;
La Figura 95 muestra el analisis microscépico en gomas de desgomado con agua convencional y enzimatico;

La Figura 96 muestra el rendimiento de aceite incrementado obtenido en desgomado enzimatico comparado con el
control;

La Figura 97 muestra la pérdida de aceite en la muestra control y con desgomado con agua enzimético (segun la
presente invencion) realizado con 1, 1,5 y 2% de agua. Célculo de pérdida de aceite: (% goma/% triglicérido en la goma)
X 100%;

La Figura 98 muestra la degradacion relativa de é&cido fosfatidico y fosfatidiletanolamina en muestras de goma
enzimaticas (KLM3') comparadas con el control (sin enzima);

La Figura 99 muestra las mediciones de viscosidad de fases de goma enziméticas, obtenidas del desgomado con
cantidad variable de agua (1,25, 1,5, 1,75 y 2%);

La Figura 100 muestra la Fase de Goma del desgomado con agua de soja crudo con KLM3'y con la adicién de aceptor
como se muestra en la Tabla 1 del Ejemplo 9;

La Figura 101 muestra la cantidad relativa de fosfolipido en la fase de goma analizada por HPTLC;

La Figura 102 muestra andlisis por ICP de fésforo en aceite del desgomado con agua de aceite de soja crudo (tabla 1 del
Ejemplo 9);

Figura 103: Ejemplo 13 TLC (tamp6n de corrida 1) de la muestra 1 a 9 después de 30 minutos de incubacion;
Figura 104: Ejemplo 13 TLC (tamp6n de corrida 1) de la muestra 1 a 9 después de 240 minutos de incubacion;

Figura 105: Ejemplo 13 TLC (tampén de corrida 6) de la muestra 1 a 9 después de 30 minutos de incubacion. PE=
fosfatidiletanolamina, PA= acido fosfatidico, PI= fosfatidilinositol y PC= fosfatidilcolina;

Figura 106: Ejemplo 13 TLC (tamp6n de corrida 6) de la muestra 1 a 9 después de 240 minutos de incubacion. PE=
fosfatidiletanolamina, PA= acido fosfatidico, Pl= fosfatidilinositol y PC= fosfatidilcolina;

Figura 107: Ejemplo 13 Degradacion relativa de los fosfolipidos por tratamiento enzimatico del aceite crudo con lipido
aciltransferasa (KLM3") y fosfolipasa C (PLC). Tiempo de reaccion de 240 minutos;

Figura 108: Ejemplo 13 Reaccién de diglicérido aciltransferasa de fosfolipidos;

Figura 109: Ejemplo 13 Interaccién de Fosfolipasa C y KLM3' en el nivel de diglicérido (DAG) en el desgomado de aceite
de soja crudo;

Figura 110: Ejemplo 13 analisis por TLC;
La Figura 111 muestra el efecto de la adicion de enzima en los triglicéridos;
La Figura 112 muestra el efecto del tiempo de reaccion en los triglicéridos;

La Figura 113 muestra el analisis por TLC de sustrato diglicérido/PC incubado con aciltransferasa durante 30 y 90
minutos como se detalla en el Ejemplo 13;

La Figura 114 muestra el analisis por TLC de sustrato diglicérido/PC incubado con aciltransferasa durante 30 y 90
minutos como se detalla en el Ejemplo 13;

La Figura 115 muestra el efecto de la enzima aciltransferasa en la formacién de triglicéridos en un sustrato de
diglicérido/PC 80/20;

La Figura 116 muestra el efecto del tiempo de incubacién en la formacién de triglicéridos en un sustrato de diglicérido/PC
80/20;

La Figura 117 muestra un diagrama de flujo para el desgomado con agua enzimatico;

La Figura 118 muestra el analisis por TLC de las muestras de la fase de goma después de desgomado con agua a 55°C
e incubacion durante 0d, 1d 6 7d como se detalla en el Ejemplo 15; y
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La Figura 119 muestra el andlisis por TLC de las muestras de la fase de goma después de desgomado con agua a 45°C
e incubacion durante 0d, 1d 6 7d como se detalla en el Ejemplo 15.

EJEMPLO 1
Expresién de KLM3' en Bacillus licheniformis

Una secuencia de nucleétidos (SEQ ID No. 49) que codifica una lipido aciltransferasa (SEQ ID No. 16, de ahora en
adelante en la presente memoria KLM3') se expreso en Bacillus licheniformis como una proteina de fusion con el péptido
sefial de la [alfa]-amilasa (LAT) de B. licheniformis (véanse las FIGS. 53 y 54). Para la expresion éptima en Bacillus, se
encarg6 una construccién génica con optimizacion de codones (no. 052907) a Geneart (Geneart AG, Regensburg,
Alemania).

La construccién no. 052907 contiene una promotor de LAT incompleto (sélo la secuencia -10) delante del gen precursor
LAT-KLM3' y la transcripcion de LAT (Tlat) en 3' del gen precursor LAT-KLM3' (véanse las FIGS 53 y 55). Para crear un
fragmento Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3' flanqueado por el promotor LAT completo en el extremo 5'y el
terminador LAT en el extremo 3', se realiz6 una amplificacion por PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) con los
cebadores Plat5Xhol_FW y EBS2Xhol_RV vy la construccion génica 052907 como molde.

Plat5Xhol_FW:

ccecgetecaaggcttitetittggaagaaaatatagggaaaatggtactigttaaaaatic
ggaatatttatacaatatcatatgtticacattgaaagggg

EBS2Xhol_RV: tggaatctcgaggttttatcctttaccttgtctcc

Se realiz6 la PCR en un termociclador con ADN Polimerasa de Alta Fidelidad Phusion (Finnzymes OY, Espoo, Finlandia)
segun las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridacién de 55°C).

El fragmento de PCR resultante se digiri6 con la enzima de restriccion Xhol y se ligé con ADN ligasa T4 en plCatH
digerido con Xhol segun las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, Calif. EEUU).

La mezcla de ligacion se transformé en la cepa de B. subtilis SC6.1 como se describe en la Solicitud de Patente U.S.
US20020182734 (Publicacion Internacional WO 02/14490). La secuencia del inserto Xhol que contiene el gen precursor
LAT-KLM3' se confirm6 por secuenciacion de ADN (BaseClear, Leiden, Holanda) y uno de los clones con plasmido
correcto se designé plCatH-KLM3' (oril) (Figura 53). plCatH-KLM3' (oril) se transformé en la cepa de B. licheniformis
BML780 (un derivado de BRA7 y BML612, véase W02005111203) a la temperatura permisiva (37°C).

Se selecciond un transformante resistente a neomicina (neoR) y resistente a cloranfenicol (CmR) y se designé
BML780(plCatH-KLM3'(oril)). El plasmido en BML780(plCatH-KLM3'(oril)) se integr6 en la region catH en el genoma de
B. licheniformis creciendo la cepa a una temperatura no permisiva (50°C) en medio con 5 pg/ml de cloranfenicol. Se
seleccioné un clon resistente CmR y se designé BML780-plCatH-KLM3'(oril). BML780-plCatH-KLM3'(oril) se crecié de
nuevo a la temperatura permisiva durante varias generaciones sin antibiéticos para que secuencias del vector formen un
bucle y se seleccioné un clon CmR sensible a neomicina (neoS). En este clon, las secuencias del vector de plCatH en el
cromosoma se escinden (incluyendo el gen de resistencia a neomicina) y sélo se deja el casete catH-LATKLM3'. A
continuacion, el casete catH-LATKLM3' en el cromosoma se amplificé creciendo la cepa en medio con concentraciones
crecientes de cloranfenicol. Después de varios ciclos de amplificacion, se seleccioné un clon (resistente frente a 50 pug/ml
de cloranfenicol) y se designé BML780-KLM3'CAP50. Para verificar la expresion de KLM3', BML780-KLM3'CAP50 y
BML780 (la cepa huésped vacia) se crecieron durante 48 h a 37°C en una placa de agar Heart Infusion (Bacto) con 1%
tributirin. Fue claramente visible una zona de aclaramiento, indicativa de actividad lipido aciltransferasa, alrededor de la
colonia de BML780-KLM3'CAP50 pero no alrededor de la cepa huésped BML780 (véase la Figura 56). Este resultado
muestra que una cantidad sustancial de KLM3' se expresa en la cepa de B. licheniformis BML780-KLM3'CAP50 y que
estas moléculas de KLM3' son funcionales.

EJEMPLO COMPARATIVO 1
Construccién del vector

La construccién del plasmido es pCS32new N80D, que es un derivado pCCmini que porta la secuencia que codifica la
forma madura de la Glicerofosfolipido-colesterol aciltransferasa nativa de Aeromonas salmonicida con una sustitucion
Asn a Asp en la posicién 80 (KLM3'), bajo el control del promotor p32 y con una secuencia sefial CGTasa.
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La cepa huésped usada para la expresion es en la cepa de Bacillus subtilis OS21AAprE.

El nivel de expresién se mide como actividad transferasa, expresada como % de colesterol esterificado, calculado a
partir de la diferencia en colesterol libre en la muestra de referencia y colesterol libre en la muestra de enzima en
reacciones con PC (Tpc) como donante y colesterol como molécula aceptora.

Condiciones de cultivo

5 ml de caldo LB (Digerido enzimatico de caseina, 10 g/l; extracto de Levadura bajo en sodio, 5 g/l; Cloruro de Sodio, 5
g/l; agentes para formacion de comprimidos inertes, 2 g/l) suplementado con 50 mg/l de kanamicina, se inocularon con
una Unica colonia y se incubé a 30°C durante 6 horas a 205 rpm. Se usaron 0,7 ml de este cultivo para inocular 50 ml de
medio SAS (K;HPO., 10 g/l; MOPS (acido 3-morfolinopropano sulfénico), 40 g/l; Cloruro de Sodio, 5 g/l; Antiespumante
(Sin 260), 5 gotas/l; Harina de soja desgrasada, 20 g/l; Biospringer 106 (100% dw YE), 20 g/l) suplementado con 50 mg/I
de kanamicina y una disolucién de hidrolizados de almidén con alta maltosa (60 g/l). La incubacién continué durante 40
horas a 30°C y 180 rpm antes de separar el sobrenadante del cultivo por centrifugacion a 19.000 rpm durante 30 min. El
sobrenadante se transfirié a un tubo limpio y se us6 directamente para la medicion de la actividad transferasa.

Preparacioén de los sustratos y reaccion enzimatica

Se pesaron PC (Avanti Polar Lipids #441601) y colesterol (Sigma C8503) en la proporcion 9:1, se disolvio en cloroformo
y se evapor6 a sequedad.

El sustrato se preparo por dispersion de 3% PC:Colesterol 9:1 en 50 mM tampén Hepes pH 7.

Se transfirieron 0,250 ml de disolucién de sustrato a un tubo de vidrio de 3 ml con tapa de rosca. Se afiadieron 0,025 ml
de sobrenadante de cultivo y la mezcla se incubé a 40°C durante 2 horas. También se prepar6 una muestra de
referencia con agua en lugar de la enzima. El calentamiento de la mezcla de reaccion en un bafio de agua hirviendo
durante 10 minutos par6 la reaccién enzimatica. Se afiadieron 2 ml de 99% etanol a la mezcla de reaccion antes de
someterla a analisis por ensayo de colesterol.

Ensayo de colesterol

Se incubaron 100 pl de sustrato que contienen 1,4 U/ml de Colesterol oxidasa (SERVA Electrophoresis GmbH No. de
cat. 17109), 0,4 mg/ml ABTS (Sigma A-1888), 6 U/ml Peroxidasa (Sigma 6782) en 0,1 M Tris-HCI, pH 6,6 y 0,5% Triton
X-100 (Sigma X-100) a 37°C durante 5 minutos antes de afiadir 5 pl de muestra de reaccion con enzima y mezclar. La
mezcla de reaccién se incub6 durante 5 minutos mas y se midié la DOa4os. El contenido de colesterol se calculd a partir
de los analisis de disoluciones estandar de colesterol que contienen 0,4 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,2 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05
mg/ml y 0 mg/ml de colesterol en 99% EtOH.

Resultados

La tabla muestra la media de 8 cultivos de expresién independientes

Cepa Tec®

0S21AprE[rXE32ven] 74,1 +10,1°

% Tepc es la actividad transferasa, expresada como % de colesterol esterificado, calculado a partir de la
diferencia en colesterol libre en la muestra de referencia y colesterol libre en la muestra de enzima en
reacciones con PC como molécula donante y colesterol como molécula aceptora.

® Media de 8 cultivos de expresién independientes

EJEMPLO 2
Uso de una lipido aciltransferasa en el desgomado con agua

MATERIALES Y METODOS

Enzima:
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KLM3'": una lipido aciltransferasa ensefiada en el Ejemplo 1 que tiene SEQ ID No. 68 (También referida en la presente
memoria como "K932")-1.128 TIPU/mI

Aceite:

SBO 1: Aceite de soja crudo de Solae, Aarhus, DK. 27.09.2007 Delite (Basado en judias de Canada)
SBO 2: Aceite de soja crudo de Brasil

RSO 3: Aceite de colza crudo extraido de Aarhus Karishamn

RSO 4: Aceite de colza crudo prensado de Scanola, Aarhus, DK

Estandar de Mezcla de Lecitina de Soja (ST16) de Spectra Lipid, Alemania

Métodos:

HTPLC:

Aplicador: Muestreador Automatico TLC 4, CAMAG

Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck no. 1.05641. Activada 10 minutos a 160°C antes de usarla.
Aplicacién:

Fase de aceite: 5 ul de una disolucién al 8% de aceite en Cloroformo:Metanol 2:1 se aplicaron en la placa de HPTLC
usando el Muestreador Automético de TLC.

Fase de goma: La fase de goma de 10 gramos de aceite se disolvié en 7,5 ml de cloroformo:metanol 2:1. 1 pl de la
muestra se aplico en la placa de HPTLC.

Aplicador de TLC.

Tampon de corrida 6: Clorformo:1-propanol:Metilacetato:Metanol:0,25% KCI en agua 25:25:25:10:9
Tampon de corrida 5: P-eter:MTBE 30:70

Elucién: La placa se eluy6 7 cm usando una Camara de Revelado Automatica ADC2 de Camag.
Revelado:

La placa se sec6 en un horno durante 10 minutos a 160°C, se enfrio y se sumergio en 6% acetato de cobre en 16%
HsPO,. Se sec adicionalmente 10 minutos a 160°C y se evalué directamente.

Después del revelado, las placas se escanearon en un Escaner Camag y se calculé el area de cada componente (punto)
en la placa de TLC.

Célculo
Fase de aceite:

La cantidad de fosfolipido en la fase de aceite se calcul6 analizando una lecitina Estandar con concentraciones
conocidas de fosfolipidos (PE, PA, PI, PC, PS) a diferentes concentraciones en la misma placa de TLC que las muestras
de aceite. Tomando como base la mezcla estandar se produjo una curva de calibracion para cada fosfolipido y se usé
para el célculo de la concentracion de fosfolipidos de cada fosfolipido en la muestra de aceite.

Tomando como base el peso en moles de la concentracién de fosfolipidos se convirtié en ppM P (fésforo).
Fase de Goma:

El contenido de triglicérido en la fase de goma se calculé tomando como base el andlisis de un aceite vegetal refinado
estandar en la misma placa que la fase de goma. Tomando como base el andlisis del aceite vegetal se produjo una
curva de calibracion y se us6 para el calculo del triglicérido en la fase de goma.

El andlisis de los fosfolipidos en la fase de goma se basé en la aplicacion de diferentes volimenes de la fase de goma
del control (sin enzima afiadida) en la misma placa que las demas fases de goma. Tomando como base el analisis de los
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fosfolipidos (PE y PA) en la fase de goma control se produjo una curva de calibracion y se usé para el calculo de la
cantidad de fosfolipidos en las muestras tratadas con enzima respecto a la cantidad de fosfolipido en el control que se
definié como 100%.

Medicién de pH:

El pH de las muestras del desgomado de aceite se analiz6 por un método de fluorescencia descrito en http://www.3i-
usa.com/downloads/hydrop man.pdf, es decir, la medicion del pH se realiz6 usando una HydroPlate® HP96C de
Presens, Joef Engert Str. 11, D-93053 Regensburg, Alemania.

La HydroPlate® es una placa de microtitulacién de poliestireno estéril en el formato coman de 96 pocillos con 96
sensores integrados. Un sensor se inmoviliza en la parte inferior de cada pocillo. El sensor puede leerse desde la parte
inferior. Esto puede hacerse mediante casi cualquier lector de placas de fluorescencia disponible comercialmente. El
ensayo se basa en 2 agentes de tincidn fluorescentes diferentes: Un indicador sensible al pH y un agente de tincion
inerte de referencia. Esta combinaciéon asegura una sefial precisa con referencia interna para conseguir los resultados
mas exactos de los experimentos.

El pH puede medirse alternativamente usando un electrodo de pH segin Bo Yang et al JAOCS, Vol. 83, No. 7 (2006) p
653-658.

Determinacién de agua en el aceite
El agua residual en el aceite se determina por el método AOCS Ca 2¢-25 o equivalente.
Andlisis de GLC

Cromatdgrafo de Gases Capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con columna de silice fusionada WCOT
12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 u espesor de la pelicula 5% fenil-metil-silicona (CP Sil 8 CB de Chrompack).

Gas transportador: Helio.

Inyector. Inyeccion split en frio PSSI (temp inicial 50°C calentado hasta 385°C), volumen 1,0 pl. Detector FID: 395°C

Programa del horno (usado desde 30.10.2003): 1 2 3
Temperatura del horno, °C. 90 280 350
Isotermal, tiempo min. 1 0 10
Velocidad de la temperatura, °C/min. 15 4

Preparacién de la muestra: 50 mg de la muestra se disolvieron en 12 ml de Piridina, que contiene el estandar interno
heptadecano, 0,5 mg/ml. Se transfirieron 500 pl de disolucién de la muestra a un vial con tapon de goma, se afiadieron
100 ul MSTFA:TMCS- 99:1 (N-Metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hizo reaccionar durante 20 minutos a 60°C.

Célculo: Los factores de respuesta para esterol, palmitato de esterol y estearato de esterol se determinaron a partir de un
material de referencia puro (peso del material puro 8-10 mg en 12 ml de Piridina, que contiene el estandar interno
heptadecano, 0,5 mg/ml).

Ensayo enzimético, TIPU
Sustrato:

Se disolvieron 0,6% L-a Fosfatidilcolina 95% Planta (Avanti #441601), 0,4% Triton-X 100 (Sigma X-100) y 5 mM CaCl,
en 0,05 M tamp6n HEPES pH 7. Procedimiento del ensayo:

se afiadieron 34 ul de sustrato a una cubeta, usando un analizador automatico KoneLab. En el tiempo T= 0 min, se
afiadieron 4 ul de disolucién de la enzima. También se analiz6 un blanco con agua en lugar de la enzima. La muestra se
analizé y se incub6 a 30°C durante 10 minutos.

El contenido de acido graso libre de la muestra se analizé usando el kit NEFA C de WAKO GmbH.

La actividad enzimatica TIPU pH 7 se calcul6 como micromoles de &cido graso producidos por minuto bajo las
condiciones del ensayo.
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Procedimiento de desgomado a escala de laboratorio.

Se pesaron 100 % de aceite de soja crudo en un matraz con Tapa Azul de 250 ml con tapén y se calentd hasta 50°C 6
55°C 6 60°C 6 65°C 6 70°C.

Se afiadi6é agua al aceite seguido de la adicion de la enzima. El aceite se homogeneizé con un mezclador Ultra Turrax
durante 30 segundos y se agitdé durante 30 minutos con agitacion magnética a 450 rpm.

Después de 30, 120 6 180 minutos, se transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga de 12 ml (pesado
previamente). El aceite se calenté hasta 97°C en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugd
inmediatamente a 5.000 g durante 5 minutos.

El aceite se decant6 de la fase de goma y los tubos se drenaron durante 30 minutos y se midi6 el peso de ambas fases.
(Véase la Figura 75).

La fase de aceite se analizé para esteroles libres, ésteres de esterol y acidos grasos libres por GLC y la fase de aceite
también se analizé por TLC. (Véase la Figura 76).

Resultados
EJEMPLO 2a:
En este experimento, se ensayé KLM3' en el proceso de desgomado con agua de SBO 1 crudo.

Se ensayaron diferentes dosificaciones de KLM3' desde 0,1 a 0,5 TIPU/g de aceite y también se ensay6 el impacto del
mezclado con Ultra Turrax.

La Tabla siguiente junto con la Figura 77 muestra una reduccién clara de la fase de goma y un rendimiento mejorado del
aceite (en la fase de aceite) en las muestras tratadas con KLM3'.

Se observé un incremento de aproximadamente 2% de aceite y habia una tendencia de que se obtenia un rendimiento
incrementado incrementando la dosificacion de la enzima.

El mezclado también tuvo un impacto en la fase de goma. Se observo que el tratamiento con Ultra Turrax del aceite
durante 30 seg justo después de la adicién de la enzima proporcion6 una fase de goma menor, pero el efecto de la
adicion de la enzima fue casi el mismo con o sin mezclado con Ultra Turrax. En la industria, es normal bombear el aceite
a través de un mezclador estatico o un mezclador dinamico después de la adicion del agua y con el fin de imitar esto a
escala de laboratorio se decidié usar mezclado con Ultra Turrax.

2460-150 (Ejemplo 2a) 1* 2 3 4 5 6 7 8

Aceite de Soja Crudo Solae d.27-9-07 g 100 100 100 100 100 100 100 100

KLM3' 100 TIPU/mI ml 0 0,1 0,25 0,5 0 0,1 0,25 0,5
Agua Extra ml 2,00 1,90 1,75 1,50 2,00 1,90 1,75 1,50
TIPU/g de aceite 0,00 0,10 0,25 0,50 0,00 0,10 0,25 0,50
% de agua 2 2 2 2 2 2 2 2
Ultra Turrax - - - - + + + +

(continuacion)

2460-150 (Ejemplo 2a) 1* 2 3 4 5* 6 7 8
pH 5,39 57 5,91 5,72 5,55 5,99 5,72 5,49
Fase de Goma, % 8,48 6,36 5,73 4,76 6,19 4,63 4,44 4,19
Fase de Aceite, % 91,5 93,6 94,3 95,2 93,8 95,4 95,6 95,8

* control sin adicion de enzima
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EJEMPLO 2b:

Dos SBO crudos diferentes se ensayaron en el desgomado con agua segun el procedimiento estandar con o sin la
adicién de la enzima KLM3'. La dosificacion de la enzima fue 0,25 TIPU/g.

Receta

2460-151 (Ejemplo 2b) 1 2 3 4
SBO 1 g 100 100

SBO 2 g 100 100
KLM3' 100 TIPU/mI ml 0 0,25 0 0,25
Agua Extra ml 2,00 1,75 2,00 1,75
TIPU/g de aceite 0,00 0,25 0,00 0,25
% agua 2 2 2 2
pH 5,78 5,75 5,73 5,68

Los resultados mostrados en la tabla siguiente indican una clara reducciéon de la fase de goma tanto después de 30
minutos como de 120 minutos de tiempo de reaccion, lo que corresponde a un rendimiento de aceite mayor. El andlisis
de esterol y éster de esterol en la fase de aceite mostré una alta conversion de esterol a éster de esterol en las muestras
tratadas con enzima. También se observa que la cantidad de acido graso libre (FFA) se incrementaba, debido a que
también habia tenido lugar una actividad hidrolitica.

Resultados
2460-151 SBO 1 SBO 1 SBO 2 SBO 2
KLM3', U/g de aceite 0 0,25 0 0,25
% Goma, 30 min 6,20 521 5,66 4,80
% Goma, 120 min 5,59 4,86 5,24 3,90
% Aceite, 30 min 93,8 94,79 94,34 95,2
% Aceite, 120 min 94,41 95,14 94,76 96,1
Fase de Aceite
FFA total 0,37 0,53 0,64 0,85
Esteroles 0,31 0,09 0,27 0,07
Ester de esterol 0,14 0,47 0,12 0,50
EJEMPLO 2c:

En este experimento, se ensayaron diferentes dosificaciones de KLM3' en el desgomado con agua de SBO 2 a 50°C.
También se ensayaron diferentes niveles de agua en el proceso, concretamente 1,5%, 2% y 2,5%, con y sin la adicion
de enzima.

Receta
2460-152 (Ejemplo 2c) 1 2 3 4 5 6 7 8
SBO 2 g 100 100 100 100 100 100 100 100
KLM3' 100 TIPU/mI ml 0 0,1 0,25 0,4 0 0,25 0 0,25
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Agua Extra mi 2,00 1,90 1,75 1,60 1,50 1,25 2,50 2,25
TIPU/g de aceite 0,00 0,10 0,25 0,40 0,00 0,25 0,00 0,25
% agua 2 2 2 2 15 1,5 2,5 2,5
pH 5,32 5,92 5,72 5,59 5,58 5,73 5,30 5,81

Los resultados mostrados en las tablas y también en la Figura 78, Figura 79, Figura 80, Figura 81, Figura 82, Figura 83 y
Figura 84 siguientes indican claramente una cantidad reducida de fase de goma y debido a que la suma de la fase de
goma y la fase de aceite es 100% se concluye que la aciltransferasa (KLM3') contribuye a la mejora del rendimiento de
aceite en la fase de aceite.

También se observo que el contenido de fosfolipido en la fase de goma se redujo en las muestras tratadas con enzima.
Tanto la fosfatidiletanolamina (PE) como el acido fosfatidico (PA) se redujeron en la fase de goma respecto a la cantidad
de estos fosfolipidos en la fase de goma sin tratamiento con enzima. La cantidad de triglicérido en la fase de goma
también fue menor en las fases de goma tratadas con enzima, lo que también confirma el incremento en el rendimiento
de aceite (en la fase de aceite) en las muestras tratadas con enzima.

La cantidad de agua afiadida al aceite de soja crudo también mostr6 como se esperaba un impacto en la cantidad de
fase de goma, pero los resultados también confirmaron el efecto de la aciltransferasa en el rendimiento a diferentes
adiciones de agua respecto al control sin adicion de enzima (véase la Figura 80).

En los experimentos de desgomado con agua, el pH estaba en el intervalo de 5,5 a 6 lo que explica una alta actividad
enzimatica a dosificacién baja y una alta conversién de esterol en ésteres de esterol.

Resultados
2460-152 1 2 3 4 5 6 7 8
Fase de goma
Goma, 30 min % 6,48 5,14 5,68 5,19 5,73 4,85 7,06 6,03
Goma, 120 min % 5,79 5,88 4,86 4,94 5,65 5,07 6,12 5,96
Andlisis TLC
Fosforo ppm 66 73 64 58 76 62 65 62
PA % rel. 100 61 45 35 86 47 105 50
PE % rel. 100 45 24 18 88 26 102 34
Triglicérido % 65 26 37 29 62 41 62 38
2460-152 1 2 3 4 5 6 7 8
Andlisis GLC
FFA % 0,63 0,71 0,78 0,87 0,57 0,79 0,57 0,73
Esteroles Libres 0,27 0,12 0,06 0,05 0,27 0,06 0,26 0,11
Esteres de Esterol 0,18 0,41 0,47 0,51 0,12 0,53 0,13 0,40

Los andlisis se hicieron en duplicado y los resultados se usaron para la evaluacion Estadistica de los resultados usando
el software StatGraphic S Plus.

EJEMPLO 2d:
Con el fin de investigar el efecto de KLM3' en el rendimiento de aceite a diferentes temperaturas, la enzima se ensayé en

desgomado con agua de SBO2 a 55, 60, 65y 70°C.
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Receta
2460-154, 155, 156 y 157 1 2 3 4
SBO 2 g 100 100 100 100
KLM3' 100 TIPU/mI ml 0 0,10 0,20 0,30
Agua Extra mi 2,00 1,90 1,80 1,70
TIPU/g de aceite 0,00 0,10 0,20 0,30
% agua 2 2 2 2

Los resultados mostrados en la Tabla siguiente ilustran claramente el efecto de KLM3' en la cantidad de fase de goma.
Una dosificacion de 0,1 TIPU/g de aceite a todas las temperaturas proporciond una reduccion significativa de la cantidad
de goma. El incremento de la cantidad de enzima de 0,2 a 0,3 disminuy6 un poco mas la fase de goma.

Resultados

% de Fase de goma por desgomado con agua de SBO 2 a diferentes temperaturas, tiempos de reaccion y dosificaciones
de enzima.

Temperatura °C Tiempo de Enzima O Enzima 0,1 Enzima 0,2 Enzima 0,3
reaccion TIPU/g TIPU/g TIPU/g TIPU/g
minutos

55 30 6,53 4,77 512 5,54
60 30 6,64 4,83 4,73 4,55
65 30 6,79 5,63 5,05 4,94
70 30 6,49 4,58 4,36 4,23
55 120 6,29 4,94 4,72 4,80
60 120 5,79 4,76 4,47 4,05
65 120 6,70 5,37 4,84 5,39
70 120 5,05 4,41 3,39 3,00
EJEMPLO 3

Desgomado con agua enziméatico en planta piloto

Receta

Ingredientes aplicados en ensayos de desgomado con agua piloto.
Lote 1: control, 70°C,

Lote 2: con enzima (concretamente la lipido aciltransferasa K932- algunas veces referida en la presente memoria como
KLM3'- que tiene la secuencia de amino&cidos mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 68), 70°C,

Lote 3: control, 55°C y

Lote 4: con enzima (concretamente la lipido aciltransferasa K932- algunas veces referida en la presente memoria como
KLM3'- que tiene la secuencia de amino&cidos mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 68), 55°C.
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Cantidad Lote

1 2 3 4
Publicacién no. 2460-158 2460-160
Aceite de Soja Crudo kg 20 20 20 20
K932, 1.128 TIPU/ml Ml 0 3,55 0 3,55
Agua Extra MI 400,30 396,10 400,1 396,47
TIPU-K/g de aceite 0,00 0,2 0,00 0,2
Agua % 2 2 2 2

Procedimiento de desgomado con agua en planta piloto

El aceite se calentd inicialmente bajo cubierta de N, y agitacion en un tanque de 50 litros. Posteriormente, se afiadio
agua (y enzima) al aceite. En los experimentos iniciales (lotes 1y 2), se hizo recircular el aceite después de la adicién del
agua y la enzima, usando un homogeneizador (Silverson, Chesham Suecia). En los lotes 3 y 4 s6lo se us6 una bomba
de recirculacion para disminuir la agitacion en el tanque.

Las muestras de aceite se recogieron (lotes 1-4) para andlisis de laboratorio después de 30 minutos de actividad
enzimatica y se pusieron en un bafio de agua hirviendo (10 minutos) con el fin de inactivar la enzima. La inactivacion del
aceite restante en el tanque se hizo calentando el aceite hasta 75°C (con agitacion). Posteriormente, se realizé una
centrifugacién en una centrifuga precalentada (agua caliente) (Alfa Laval) y la fase de aceite se compact6 en cubetas y
se pes6. Se ensayaron diferentes ajustes de capacidad de la centrifuga, no fue posible monitorizar la fase de goma
separada, ya que el volumen de la centrifuga era demasiado grande comparado con la cantidad de aceite. La fase de
goma se recogi6 asi de la tapa de la centrifuga, donde se habia acumulado.

Desgomado con agua y centrifugacion en laboratorio

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calenté hasta 55°C. Se
afiadi6 agua al aceite seguido de adicién de enzima. El aceite se homogeneizé usando un mezclador Ultra Turrax
durante 30 segundos y se agité durante 30 minutos con agitacion magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, se
transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga de 12 ml (pesado previamente). El aceite se calenté hasta 97°C en
un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugé inmediatamente a diferentes fuerzas de centrifugado
relativas (500, 1.000, 2.500 y 5.000) durante varios tiempos (3, 6 y 10 minutos).

El aceite se decanté de la fase de goma y los tubos se drenaron durante 15 minutos y se midieron los pesos de ambas
fases. La fase de aceite se analiz6 para fitoesteroles libres, ésteres de esterol y &cidos grasos libres por GLC y la fase de
aceite se analiz6 por HPTLC.

Resultados y discusion
Rendimiento de aceite

La figura 85 muestra el rendimiento de aceite incrementado obtenido del desgomado enzimatico de aceite de soja crudo
segun la presente invencion comparado con el control. El aceite se centrifuga a una fuerza de centrifugacion relativa (rcf)
creciente (500, 1.000, 2.500 y 5.000) durante 3 minutos y el rendimiento de aceite se calcula a partir de la cantidad (%)
de goma en el control menos la cantidad de goma en las muestras enzimaticas.

Claramente, se observa que el rendimiento de aceite se incrementa en el desgomado enzimético comparado con el
control y que el rendimiento de aceite se incrementa con rcf decreciente.

Efecto de la centrifugacion

La cantidad de triglicéridos en las gomas y la cantidad de goma, obtenidas de muestras de aceite centrifugadas a
diferentes tiempos (minutos en barras) se muestran para los lotes 3y 4 en la Figura 86.

Los resultados ilustran que rcf influye en la cantidad (%) de goma obtenida por desgomado convencional (barras azules).
Inicialmente, a baja rcf (500-1.000), la cantidad de goma es alta (alto contenido de triglicéridos) comparada con la
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cantidad obtenida a fuerzas de centrifugacion relativas de 2.500 a 5.000. El tiempo de la centrifugacion (3, 6 y 10
minutos) no parece influir en la cantidad de goma, al menos no cuando se centrifuga a 5.000 rcf.

Si se inspecciona la goma obtenida del desgomado enzimético segln la presente invencion, la cantidad no parece estar
influida por rcf y tiempo. Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, esto puede explicarse por diferencias en la
viscosidad entre las gomas obtenidas del desgomado convencional y enzimético segln la presente invencion. En la
Figura 87, se muestran las mediciones de viscosidad, basadas en las fases de goma. La viscosidad disminuye con una
velocidad de cizallamiento creciente para ambos tipos de goma, sin embargo, la viscosidad disminuye en mayor grado
en las gomas obtenidas del desgomado enzimatico seguln la presente invencion.

Ademas del rendimiento de aceite incrementado, la viscosidad disminuida conseguida con la presente invencion puede
tener otros beneficios para un procesamiento de desgomado con agua industrial. Es probable que la capacidad de la
produccién pueda incrementarse.

EJEMPLO 4
Evaluacion de NaOH en el desgomado con agua de aceite de soja crudo
Receta

Tabla 1: Muestras para ensayos de desgomado con agua

Publicacion 2460- 1 2 3 4 5 6 7 8
181

Aceite de soja crudo g 100 100 100 100 100 100 100 100
K932 100 TIPU/mI ml 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
4% disolucion NaOH ml 0 0 0,1 0,2 0,5 1 1,5 1,9
Agua Extra ml 2,00 1,90 1,80 1,70 1,40 0,90 0,40 0,00
TIPU-K/g de aceite 0,00 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
% agua 2 2 2 2 2 2 2 2

Procedimiento de desgomado con agua en laboratorio

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calenté hasta 55°C. Se
afladieron agua y NaOH al aceite seguido de la adiciéon de la enzima. El aceite se homogeneiz6 usando un mezclador
Ultra Turrax durante 30 segundos y se agité durante 30 minutos con agitacién magnética a 450 rpm. Después de 30
minutos, aproximadamente 10 ml del aceite se transfirieron a un tubo de centrifuga de 12 ml (previamente pesado). El
aceite se calentd hasta 97°C en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos.

Resultados y discusion
Andlisis del rendimiento de aceite

La Figura 88 muestra el rendimiento de aceite incrementado, obtenido del desgomado enzimético con KLM3'
(concretamente la lipido aciltransferasa K932- algunas veces referida en la presente memoria como KLM3'- que tiene la
secuencia de aminoacidos mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 68) (0,1 TIPU-K/g) y cantidad creciente
de NaOH (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5 y 1,9 ml de disolucién al 4%). Los calculos se basan en la cantidad de goma en el
control menos la cantidad de goma en las muestras enzimaticas.

El incremento mayor en el rendimiento de aceite se consigue por el desgomado enzimatico sin NaOH y generalmente el
rendimiento de aceite incrementado (%) disminuye con cantidad creciente de NaOH. Esto puede explicarse muy
probablemente por la saponificacion incrementada de triglicéridos con cantidad creciente de NaOH. Sin embargo, la
inspeccion de los triglicéridos en las muestras de goma control y enzimatica (Figura 89) muestra que el contenido no es
mucho mayor en las gomas tratadas con NaOH que lo observado habitualmente sin NaOH. El nivel de triglicérido en las
muestras enzimaticas sin NaOH es asimismo comparable con observaciones previas.
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Analisis de acidos grasos, fitoesteroles y éster de fitoesterol en el aceite

El contenido de fitoesteroles, ésteres de fitoesterol y &cidos grasos libres en los aceites desgomados control y
enzimaticos se representa en la Figura 90. El contenido de ésteres de fitoesterol se incrementa desde 0,19% (control)
hasta 0,42% (0,2 ml NaOH), cuando alcanza su maximo. Después de este punto, los ésteres de fitoesterol disminuyen
hasta 0,15%. De acuerdo con esto, se observa una disminucion inicial de fitoesteroles desde 0,3%-0,12%, seguido de un
incremento desde 0,12-0,28%.

Los FFA se incrementan de manera similar hasta el punto de pH 6,3 (0,2 ml NaOH), lo méas probablemente debido a una
saponificacion incrementada.

Los resultados ilustran claramente que la realizaciéon del desgomado con agua a pH mas altos incrementa la actividad
transferasa de la lipido aciltransferasa KLM3'. Incluso un ligero incremento del pH (por ejemplo, 0,1 ml NaOH)
incrementa la formacién de ésteres de fitoesterol aproximadamente un 50%, casi sin afectar la formacién de FFA en el
aceite (incremento de 0,02%). Es importante considerar el incremento en los FFA, ya que los FFA se evaporan durante
la etapa de desodorizacion y asi se consideran como pérdida de aceite.

Analisis del contenido de fosfolipidos en el aceite

La Tabla 2 muestra el contenido (ppm) de fosfolipidos (fosfatidil-etanolamina y acido fosfatidico) en los aceites (muestras
control y enzimatica) desgomados con cantidad creciente (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1 y 1,9 ml) de NaOH.

Tabla 2: Contenido (ppm) de fosforo de PA, PE, PC y fosforo total en los aceites desgomados con cantidad creciente (0,
0,1,0,2,0,5, 1, 1,5y 1,9 ml) de disolucién de NaOH al 4%.

Muestra
pH 53 59 6,3 6,6 7,4 7,8 8,2 8,3
KLM3' 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
(TIPU-K/g)
NaOH (ml) 0 0 0,1 0,2 0,5 1 1,5 1,9
PA 34,0 33,8 35,3 38,4 36,8 36,7 34,8 38,8
PE 6,8 59 5,0 5,6 49 4,0 5,0 4,6
PC 1,9 0,8 0 0 0 0,7 2,8 0,9
Contenido 42,8 40,6 40,2 441 41,8 41,5 42,6 44,3
de fosforo
total

La mayor reduccion (40,2 ppm) de fésforo se observa en los aceites, desgomados con 0,1 ml NaOH (pH 6,3), sin
embargo, un contenido comparable se obtiene bajo condiciones normales de desgomado (0 ml NaOH). Por lo tanto,
parece que incrementar el pH 1,0 unidad afecta la actividad hidrolitica de KLM3'. A pH mayores de 6,3 (>0,2 ml NaOH),
se observa una degradacion reducida de fosfolipidos comparada con las condiciones enzimaticas "normales".

Anélisis del contenido de fosfolipidos en la goma

La Figura 91 muestra la degradacion relativa de acido fosfatidico (PA), fosfatidil-etanolamina (PE), fosfatidilcolina y
fosfatidilinositol (PI) en muestras de goma enzimaticas comparada con el control. La degradacion de fosfolipidos en el
control se ajusta a 100% y el contenido en las muestras enzimaticas se calcula respecto al control.

La degradacién de fosfolipidos en las muestras enziméticas con 0, 0,1 y 0,2 ml de NaoH es anéloga. Por lo tanto,
aplicando NaOH en cantidades menores de 0,2 ml no perjudica la degradacion de los fosfolipidos comparado con el
desgomado enzimético sélo con KLM3'. Por el contrario, se observa una degradacién reducida en los aceites con NaOH
aplicado en cantidades mayores (0,5, 1y 1,9 ml).
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CONCLUSION

El incremento del pH con NaOH en el desgomado con agua de aceite de soja crudo resulté, como se esperaba, en un
incremento de la actividad de KLM3'. La formacion de ésteres de fitoesterol se incrementd concurrente con cantidades
crecientes de NaOH. EI maximo nivel de éster de fitoesterol (0,42%) se obtuvo a pH 6,3 (0,2 ml NaOH), después de lo
cual siguié una disminucién continua. Se observd un patron similar para los FFA en el aceite, que se incrementaron
desde 0,46% en el control hasta 0,60% en los aceites desgomados con 0,2 ml NaOH, después de lo cual disminuy6.

Cantidades pequefias de NaOH no afectaron la actividad hidrolitica de KLM3', como se observa a partir de niveles
comparables de fosfolipidos en los aceites, desgomados con 0 y 0,1 ml NaOH. La degradacion de los fosfolipidos en la
fase de goma se redujo comparada con el desgomado enzimatico normal (KLM3' solo) a pH por encima de 7,5 (>0,5 ml
NaOH).

El incremento mas alto en el rendimiento de aceite se consiguié por el desgomado enzimatico sin NaOH y generalmente
el % de rendimiento de aceite incrementado disminuyé con cantidades crecientes de NaOH.

La conclusion del presente experimento es que pequefias cantidades de NaOH pueden ser ventajosas para la formacion
de ésteres de fitoesterol en el desgomado con agua, sin embargo, el NaOH no contribuye positivamente al rendimiento
de aceite y degradacion de fosfolipidos.

EJEMPLO 5

Analisis de la fase de goma de desgomado con agua enzimatico- Analisis por microscopiay rayos X

Receta
1 2
Aceite de Soja Crudo Solae g 100 100
K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0.20
Agua Extra mi 2,00 1,80
TIPU-K/g de aceite 0,00 0,20
% agua 2 2

Procedimiento de desgomado con agua en laboratorio

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calenté hasta 55°C. Se
afiadié agua al aceite seguido de adicion de enzima. El aceite se homogeneizé usando un mezclador Ultra Turrax
durante 30 segundos y se agité durante 30 minutos con agitaciéon magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, el
aceite se centrifugé (2.000 rcf durante 3 minutos). La fase de goma se recogi6 para andlisis por microscopia y rayos X.

Resultados y discusion

Andlisis por microscopia/rayos X

Las gomas de ensayos de desgomado con agua control y enzimaticos (el dltimo segun la presente invencion) se
recogieron para analisis por microscopia y rayos X. Las fases de goma se estudiaron en el microscopio (luz polarizada
plana) a diferentes temperaturas (25, 35, 45,55y 65°C). A todas las temperaturas, la goma estaba en una fase lamelar
(bicapas lipidicas separadas por capas de agua), como se observa para la muestra control y enzimatica (2500) en la
Figura 92.

Aparecen algunas diferencias entre la muestra control y enzimatica. La goma control parece mas rugosa que la muestra
de goma enzimatica segun la presente invencion. Las diferencias entre la muestra control y enzimatica también pueden
observarse a partir de los analisis por rayos X, como se observa en la Figura 93.

El espaciamiento mayor de aproximadamente 20 A en el control comparado con la muestra tratada con enzima
corresponde a la longitud de una cadena de acido graso (C18). El espaciamiento expresa la capa de agua y fosfolipido,
por lo tanto, el mayor espaciamiento en el control podria explicar que el control contiene una monocapa extra de acidos
grasos o que se absorbe méas agua en la fase de goma.
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EJEMPLO 6

Estudio de sedimentacién

Receta
1 2
Aceite de Soja Crudo Solae g 200 200
K932 100 TIPU-K/mi ml 0 0,4
Agua Extra mi 4,00 3,60
TIPU-K/g de aceite 0,00 0,20
% agua 2 2

Procedimiento

Se pesaron 200 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calent6 hasta 55°C. Se
afiadié agua al aceite seguido de adicion de enzima. El aceite se homogeneizé usando un mezclador Ultra Turrax
durante 30 segundos y se agité durante 30 minutos con agitacion magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, las
muestras se pusieron en embudos de separacion. Las fotografias de la fase de goma se hicieron después de 1, 3y 6
dias. Después del dia seis, las gomas se recogieron para analisis por microscopia.

Resultados

Fotografias de las fases de goma/microscopia

En la Figura 94 se puede observar la fase de aceite y de goma para la muestra control y enzimatica. La sedimentacion
por gravedad se llevé a cabo durante 3 dias. Existen diferencias claras entre la muestra control y enzimatica, como se
observa tanto en la fase de aceite como de goma.

La fase de aceite del aceite tratado enziméaticamente (es decir, tratado segun la presente invencion) es mas transparente
que el control y se observa una cantidad disminuida de goma comparado con el control. Los resultados pueden
explicarse a partir de los andlisis por microscopia (Figura 95). La goma tratada enzimaticamente se observa como una
emulsién, mientras que la goma control esta en fase lamelar.

EJEMPLO 7

Evaluacion de cantidades variadas de agua en el desgomado enzimatico de aceite de soja crudo

Recetas
Publicacién 2460-165 1 2 3 4 5 6 7 8
Aceite de Soja Crudo Solae G 100 100 100 100 100 100 100 100
K932 100 TIPU-K/mi Mi 0 0,2 0 0,2 0 0,2 0 0,2
Agua Extra Mi 1,00 0,800 1,50 1,30 2,00 1,80 2,50 2,30
Actividad KLM3' (TIPU-K/g de aceite) 0,00 0,20 0,00 0,20 0,00 0,20 0,00 0,20
% agua 1 1 15 1,5 2 2 2,5 2,5
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Publicacién 2460-169 1 2 3 4 5 6

Aceite de Soja Crudo Solae g 100 100 100 100 100 100

K932 100 TIPU-K/ml ml 0,2 0,2 0,2

Agua Extra ml 1,00 1,50 2,00 0,80 1,30 1,80

Actividad KLM3' (TIPU-K/g de aceite) 0,20 0,20 0,20

% agua 1 15 2 1 15 2
Publicacién 2460-170 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Aceite de Soja Crudo Solae g 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100
K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0 0 0 0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Agua Extra ml 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 0,80 1,05 1,30 1,55 1,80
Actividad KLM3' (TIPU-K/g de 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20
aceite)
% agua 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00

Procedimiento de desgomado con agua en laboratorio

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calent6 hasta 55°C. Se
afiadi6 agua al aceite seguido de adicién de enzima. El aceite se homogeneizé usando un mezclador Ultra Turrax
durante 30 segundos y se agité6 durante 30 minutos con agitacion magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, se
transfirieron aproximadamente 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga de 12 ml (previamente pesado). El aceite se
calenté hasta 97°C en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos. Los tubos se centrifugaron a 300 rcf durante 3
minutos. El aceite se decant6 de la fase de goma y se dren6 durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como
base el peso de la fase de goma se calcul6 el rendimiento de aceite.

Resultados y discusion
Rendimiento de aceite

La Figura 96 muestra el rendimiento de aceite incrementado obtenido a partir de desgomado con agua enzimético de
aceite de soja crudo con cantidades variadas de agua. El rendimiento de aceite incrementado se calcula a partir de la
cantidad de goma en el control menos la cantidad de goma en las muestras enzimaticas.

El desgomado enzimatico contribuye a un rendimiento de aceite incrementado comparado con el control y parece que el
rendimiento de aceite se incrementa con cantidades decrecientes de agua. El rendimiento de aceite se incrementa
aproximadamente 50% en el desgomado enzimético comparado con el control, cuando el agua se reduce de 2 a 1%.

Estos calculos se basan en la cantidad de goma y por lo tanto también incluyen el contenido de triglicéridos en la fase de
goma. Inspeccionando la pérdida real de aceite (tomando como base la cantidad de goma y contenido de triglicéridos en
la goma) (Figura 97), la pérdida de aceite disminuye en el control con contenidos crecientes de agua. Sin embargo, en el
desgomado enzimatico, la pérdida de aceite no se ve afectada en cierto modo por la cantidad de agua.
Aproximadamente el 2% de aceite se pierde en el desgomado enzimatico comparado con 3,5-6,5% en el control.

La cantidad disminuida de agua en el desgomado con agua enzimatico puede ser una ventaja econémica para la
industria (menos agua en el proceso) y también lo mas probablemente respecto a ahorros energéticos durante el secado
de la fase de goma.

Degradacion de fosfolipidos en la fase de goma

La degradacion relativa (%) de acido fosfatidico (PA) y fosfatidiletanolamina (PE) en las fases de goma enzimaticas
respecto al control se muestra en la Figura 98.
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La degradacion de fosfolipidos con KLM3' parece ser mas pronunciada a concentraciones menores de agua.
Globalmente, el desgomado enzimatico con KLM3' y 1% agua parece ser una ventaja respecto a la degradacion de
fosfolipidos comparado con el desgomado con 2% agua.

Mediciones de viscosidad de la fase de goma

La viscosidad de las fases de goma enziméaticas (KLM3' 0,2 TIPU-K/g), del desgomado con diferentes cantidades de
agua se muestra en la Figura 99. La viscosidad no se ve influida de manera importante por el diferente contenido de
agua. A una velocidad de cizallamiento baja (hasta aproximadamente 10) la viscosidad es similar en cierto modo para
todas las muestras, sin embargo, después de este punto, la viscosidad de las muestras con la menor cantidad (1,25%)
de agua se incrementa, mientras se incrementa la mayor cantidad de agua (2%) de las muestras de goma.

EJEMPLO 8
Desgomado con agua de Aceite de Maiz crudo
RESUMEN

La lipido aciltransferasa, KLM3' (algunas veces referida como K932 y que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada
en la presente memoria como SEQ ID No. 68) se ensay6 en un aceite de maiz crudo con el objetivo de estudiar los
efectos en el rendimiento de aceite en el desgomado con agua de este aceite.

MATERIALES Y METODOS

Enzima:

KLM3' K932. 1.128 TIPU/g

Aceite:

Aceite de maiz crudo de Cargill, mayo 2008

Procedimiento de desgomado:

Se pesaron 100 g de aceite de maiz crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapon y se calent6 hasta 55°C.

Se afiadieron el agua y la enzima y el aceite se homogeneiz6 con un mezclador Ultra Turrax durante 30 segundos y se
agitd durante 30 minutos con agitacién magnética a 450 rpm.

Después de 30 minutos, se transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga alquitranado de 12 ml y el peso del
aceite se registro. El aceite se calentd hasta 97°C en un bafio con agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugd
inmediatamente a 3.000 rcf durante 3 minutos.

El aceite se decant6 de la fase de goma y se drend durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como base el
peso de la fase de goma el rendimiento de aceite se calculd respecto a un aceite no tratado con enzima.

La fase de goma se analizé por HPTLC y se calcul6 la degradacién de los fosfolipidos en la fase de goma.
Resultados
El proceso de desgomado del aceite se realizd con diferentes concentraciones de KLM3'

Tabla 1. Receta para el desgomado de Aceite de Maiz Crudo

2460-182 1 2 3 4 5
Aceite de Maiz Crudo g 100 100 100 100 100
K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0,050 0,10 020 0,50
Agua Extra ml 2,00 1,95 1,90 1,80 1,50
TIPU/g de aceite 0,00 005 010 020 0,50
% agua 2 2 2 2 2
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Las muestras se trataron como se describe en "procedimiento de desgomado” y la cantidad de goma humeda se
determiné en duplicado con los resultados mostrados a continuacion.

Tabla 2 Fase de Goma, % de desgomado con agua de aceite de maiz crudo

Muestra Enzima, Unidades/g Fase de Goma Incremento del rendimiento
1 0 6,0 0,00
2 0,05 5,7 0,28
3 0,1 5,5 0,44
4 0,2 5,6 0,36
5 0,5 5,6 0,38

A partir de los resultados de la tabla 2, se observa que KLM3' contribuye a una disminucion de la cantidad de la fase de
goma por el desgomado con agua de aceite de maiz crudo. La cantidad reducida de la fase de goma corresponde a un
incremento en la fase de aceite de 0,28 a 0,44%.

La fase de goma aislada del desgomado con agua del aceite de maiz crudo se analizé por TLC y la reduccion de
fosfatidiletanolamina y acido fosfatidico se calcul6 respecto a la cantidad en la goma sin tratamiento con enzima (Tabla
3).

Tabla 3: Anélisis por TLC de la Fase de goma. PE= fosfatidiletanolamina, PA= Acido fosfatidico

Dosificacién de la enzima PA PE
TIPU/g de aceite % Relativo % Relativo

0 100 100

0,05 88 85

0,1 73 68

0,2 75 72

0,5 72 64

Los resultados de la tabla 3 indican la actividad de KLM3' en los fosfolipidos de aceite de maiz crudo. Se observa una
actividad enzimatica incrementada hasta la dosificacion de 0,1 TIPU/g de aceite. A dosificaciones de enzima superiores,
la actividad en los niveles de fosfolipidos desaparece.

EJEMPLO 9
Desgomado con agua de Aceite de Soja crudo y adicién de aceptores.

La lipido aciltransferasa, KLM3', se ensay6 en un aceite de soja crudo de Solae con el objetivo de estudiar los efectos de
la adicién de sustrato aceptor para la enzima KLM3'.

En este estudio, se ensay6 un producto fitoesterol Generol 122 de Henkel, Alemania y un alcohol graso, laurilalcohol.

La adicion de fitoesterol al aceite produjo més éster de esterol concomitante con una reduccion de la formacion de
acidos grasos libres. Se concluye que se puede conseguir un mayor grado de conversion de fosfolipidos sin una
produccion de acidos grasos incrementada cuando esté disponible més sustrato aceptor.

MATERIALES Y METODOS

Enzima:
KLM3' K932 (que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 68- 1.128 TIPU/g
Fitoesterol de soja: Generol 122 N, de Grunau, lllertissen, Alemania. Laurilalcohol: Sigma L-5375.

Aceite:
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Aceite de Soja Crudo de Solae, enero 2008
Estandar de Mezcla de Lecitina de Soja (ST16) de Spectra Lipid, Alemania.
Procedimiento de desgomado:

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo, fitoesterol y laurilalcohol en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se
calento hasta 55°C. El fitoesterol se disolvio completamente en el aceite antes del procesamiento adicional.

Se afiadieron el agua y la enzima y el aceite se homogeneiz6 con un mezclador Ultra Turrax durante 30 segundos y se
agitd durante 30 minutos con agitacién magnética a 450 rpm.

Después de 30 minutos, se transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga alquitranado de 12 ml y el peso del
aceite se registro. El aceite se calentd hasta 97°C en un bafio con agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugd
inmediatamente a 3.000 rcf durante 3 minutos.

El aceite se decant6 de la fase de goma y se dren6 durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como base el
peso de la fase de goma se calcul6 el rendimiento de aceite. La fase de aceite y la fase de goma se analizaron por
HPTLC vy se calcul6 la cantidad de triglicéridos en la fase de goma y la degradacion de los fosfolipidos en la fase de
aceite.

Resultados

El proceso de desgomado del aceite se realiz6 con diferentes concentraciones de KLM3', fitoesterol y alcohol graso
como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Receta para el desgomado de Aceite de Soja Crudo

2460-182 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aceite de Soja Crudo, Solae d. g 100 100 100 100 100 100 100 100 100
16-01-2008

K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0,20 0,20 0,20 0,2 0,2 1 1 0,2
Generol 122 N g 0 0,25 0,50 0,75 0,75 0,75

4% NaOH ml 0,2

2460-182 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Lauril alcohol g 0,5
Agua Extra ml 2,00 1,80 1,80 1,80 1,80 1,80 1,00 1,00 1,80
pH 4,90 5,65 5,55 5,48 5,41 6,18 5,29 5,27 5,57
TIPU/g de aceite 0,00 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 1,00 1,00 0,20
% agua 2 2 2 2 2 2 2 2 2

Las muestras se trataron como se ha descrito en el "procedimiento de desgomado” y la cantidad de goma humeda se
determiné en duplicado con los resultados mostrados en la Figura 100.

La adiciéon de una cantidad creciente de fitoesterol no contribuy6 a ninguna disminucion en el % de goma, y el ajuste de
pH (ensayo 6) no tuvo ningun efecto significativo en la cantidad de goma aunque hay una tendencia a mas goma en este
ensayo. La adicién de 0,2 TIPU/g de KLM3' tuvo un efecto significativo en el contenido de goma y se mostr6 que un
incremento a 1 TIPU/g disminuyé mas la cantidad de goma. El lauril alcohol no tuvo ningun efecto en la cantidad de
goma.

La fase de aceite separada de la goma se analiz6 para acidos grasos libres, esteroles y ésteres de esterol por GLC.

Los resultados en la tabla 2 indican un incremento de 0,09% de &cido graso libre por tratamiento enzimatico con 0,2
TIPU/g (muestra 2) pero se observa que la muestra 3 a 5 con nivel incrementado de fitoesteroles contiene menos &acidos
grasos libres. También en las muestras 7 y 8 tratadas con 1 TIPU/g se observa una reduccién en los acidos grasos libres
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cuando se afiade mas esterol al aceite. Estos resultados indican que la reaccion hidrolitica disminuye con una cantidad
incrementada de esteroles en el aceite.

Entonces deberia esperarse que la cantidad de éster de esterol se incremente con esterol incrementado en el aceite.
Esto también se observa para la muestra 3, pero con cantidad incrementada de esteroles (muestras 4 y 5), la cantidad
de ésteres de esterol no cambia. Se observa incluso una tendencia a una cantidad disminuida de éster de esterol en la
muestra 5, pero esto esta dentro del error experimental. El ajuste del pH por la adicion de NaOH, sin embargo, tiene un
efecto fuerte en la formacion de ésteres de esterol como se ha observado anteriormente. Una cantidad incrementada de
enzima (muestras 7 y 8) también contribuye a un incremento en la formacion de ésteres de esterol.

Tabla 2. Andlisis por GLC de la fase de aceite del desgomado con agua de muestras (véase la tabla 1)

Muestra Acidos grasos libres, % Esteroles, % Ester de esterol, %
1 0,46 0,30 0,20
2 0,55 0,15 0,40
3 0,54 0,36 0,45
4 0,52 0,60 0,40
5 0,50 0,83 0,38
6 0,55 0,69 0,63
7 0,86 0,12 0,47
8 0,80 0,65 0,64
9 0,53 0,20 0,39

La fase de goma aislada del desgomado con agua de las muestras (tabla 1) se analiz6 por HPTLC y la degradacién de
determinados fosfolipidos fosfatidiletanolamina (PE) y &cido fosfatidico (PA) se cuantific respecto a la muestra control
no 1. (Figura 101).

Los resultados en la Figura 101 indican una degradacion incrementada de PA y PE cuando se afiade 0,25% esterol.

Pero la dosificacion incrementada (0,5 y 0,75% esterol) no contribuye a una degradacién adicional de fosfolipidos. Esto
esta de acuerdo con la observacion acerca del efecto en la formacion de ésteres de esterol (véase la tabla 2). El ajuste
del pH con NaOH también tiene un efecto fuerte en la degradacién de fosfolipidos, pero esto esta relacionado con mas
actividad enzimatica con pH incrementado.

También se observa que el incremento de la dosificacion de enzima hasta 1 TIPU/g degrada adicionalmente los
fosfolipidos.

La fase de aceite aislada del desgomado con agua se analizé por ICP con el objetivo de analizar la cantidad de fésforo
residual en el aceite.

Los resultados en la Figura 102 indican que el nivel de fésforo en el aceite no depende mucho de la cantidad de esterol
en el aceite, pero los resultados indican que una dosificacion de enzima incrementada (1 TIPU/g) tiene un efecto en el
nivel de fosforo. La adicion de laurilalcohol (alcohol C12) tiene un efecto negativo en el nivel de fésforo en la fase de
aceite.

Conclusion.

La adicion de lipido aciltransferasa KLM3' al aceite crudo cataliza la transferencia del resto de &cido graso desde el
fosfolipido al esterol durante la formacién de ésteres de esterol. A nivel molecular, la cantidad de esterol es menor de 1/3
de la cantidad de fosfolipidos en el aceite de soja crudo. Debido a que el esterol aceptor de acilo es el factor limitante
para KLM3' en el aceite de soja crudo, la reaccion de hidrélisis podria ocurrir dependiendo de la dosificacién de enzima y
el tiempo de reaccion.

68



10

15

20

25

30

35

40

ES 2395551 T3

En este estudio, se encontr6 que la adiciébn de mas esterol al aceite crudo producira mas éster de esterol, cuando el
aceite se trata con la lipido aciltransferasa KLM3' y la cantidad de acidos grasos libres formados se reduce comparado
con un aceite al que no se ha afiadido esterol.

La adicién de esterol extra no tiene mucho impacto en el nivel de fésforo en la fase de aceite después del desgomado
con agua, pero se observa que una dosificacion incrementada de KLM3' reduce el nivel de fésforo en la fase de aceite.
La adicién de 0,5% laurilalcohol no tuvo mucho efecto en el nivel de acidos grasos libres y no se observo éster de
laurilalcohol por en el andlisis por GLC.

Ejemplo 10

Combinacion de una lipido aciltransferasa y una fosfolipasa C
MATERIALES Y METODOS

Enzima:

Lipido aciltransferasa KLM3' K932. 1.128 LATU/g (que tiene la secuencia de aminoacidos mostrada en la presente
memoria como SEQ ID No. 68)

Fosfolipasa C, Sigma P7633 15 Unidades/mg
Aceite:

Aceite de Soja Crudo de Solae, Aarhus, DK
Procedimiento de desgomado

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calent6 hasta 55°C. Se
afiaden 14 ml de &cido citrico monohidrato al 50%. El aceite se homogeneiza con un mezclador Ultra Turrax durante 30
segundos y se agita durante 15 minutos con agitacion magnética a 450 rpm. Se afiaden 0,367 ml de 1 N NaOH seguido
de 2,5% agua y 5 Unidades/g de Fosfolipasa C. El aceite se homogeniza de nuevo con mezclador Ultra Turrax durante
30 segundos y se agita a 450 rpm con un agitador magnético. Después de 2 horas de tiempo de reaccién, se afiaden 0,2
LATU/g de aceite de enzima Lipido aciltransferasa KLM3' y la reaccién se continda durante una hora mas con agitacion.

El aceite se calienta hasta 97°C en un bafio de agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifuga inmediatamente a
3.000 rcf durante 3 minutos.

La fase de aceite se decanta de la fase de goma. Se mide el peso de la fase de goma y la fase de aceite.

La fase de aceite se analiza para fosfolipidos residuales por TLC y las ppm de fésforo se analizan por ICP. El esterol
libre, ésteres de esterol y acidos grasos libres y diglicérido se analizan por GLC.

La fase de goma se analiza para triglicéridos, diglicéridos, fosfolipidos residuales y acidos grasos libres.
La degradacion de los fosfolipidos en la fase de goma se analiza por TLC.
Resultados

El proceso de desgomado con una combinacién de lipido aciltransferasa y fosfolipasa C se espera que incremente el
rendimiento de aceite més del 2% comparado con un aceite sin tratamiento con enzima. Los estudios iniciales sugieren
que se ha producido diglicérido en la fase de aceite en la muestra tratada con enzima.

En la fase de aceite después de la centrifugacién una parte principal de los esteroles estara esterificada.
Las investigaciones preliminares muestran que el nivel de fésforo esta por debajo de 5 ppm en la fase de aceite y una

degradacion fuerte de los fosfolipidos en la fase de goma (es decir, Fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE)
desapareciendo casi completamente y una degradacion fuerte de fosfatidilinositol (PI) y acido fosfatidico (PA)).
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Ejemplo 11

Lipido aciltransferasa en combinaciéon con Fosfolipasa C

MATERIALES Y METODOS

Enzima:

Lipido aciltransferasa KLM3' K932. 1.128 LATU/g

Fosfolipasa C Sigma P7633 15 Unidades/mg

Aceite:

Aceite de Soja Crudo de Solae, Aarhus, DK

Procedimiento de desgomado

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calent6 hasta 55°C.

Se aflade 3% agua seguido de 0,1 Unidades/g de aceite de Aciltransferasa KLM3' y 5 Unidades de Fosfolipasa C. El
aceite se homogeneiza con un mezclador Ultra Turrax durante 30 segundos y se agita durante 30 minutos con agitacién
magnética a 450 rpm.

Después de 30 minutos, se transfieren 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga alquitranado de 12 ml y el peso del aceite
se registra. El aceite se calienta hasta 97°C en un bafio con agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifuga
inmediatamente a 3.000 rcf durante 3 minutos.

La fase de aceite se decanta de la fase de goma y se drena durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como
base el peso de la fase de goma se calcula el rendimiento de aceite. La fase de aceite se analiza para fosfolipidos
residuales por TLC e ICP. El esterol libre, ésteres de esterol, acidos grasos libres y diglicérido se analizan por GLC.

La fase de goma se analiza para triglicéridos, fosfolipidos residuales y acidos grasos libres.
Resultados

Las investigaciones preliminares sugieren que el proceso de desgomado con agua con una combinacion de Lipido
aciltransferasa y fosfolipasa C resulta en un incremento significativo del rendimiento de aceite con mas del 2%
comparado con un aceite sin tratamiento con enzima. Los estudios iniciales muestran que se produce diglicérido en la
fase de aceite y una parte principal de los esteroles en la fase de aceite esta esterificada.

Ejemplo 12

Desgomado enzimatico con lipido aciltransferasa KLM3 y Fosfolipasa C (PLC)

MATERIALES Y METODOS

Enzima:

Lipido aciltransferasa KLM3' K932. 1.128 LATU/g

Fosfolipasa C Sigma P7633 15 Unidades/mg

Aceite:

Aceite de Soja Crudo de Solae, Aarhus, DK

Procedimiento de desgomado

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapén y se calent6 hasta 55°C.

Se afiade 3% agua seguido de 5 Unidades/g de aceite de Fosfolipasa C. El pH se ajusta a 5,5 con NaOH. El aceite se
homogeneiza con un mezclador Ultra Turrax durante 30 segundos y se agita durante 15 minutos con agitacion
magnética a 450 rpm. Después de 15 minutos, se toma una muestra y se afiaden 0,1 Unidades/g de aceite de
Aciltransferasa. El aceite se agita durante 15 minutos mas a 55°C.
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Después de 2x15 minutos de tiempo de reaccion, se transfieren 10 ml de aceite a un tubo de centrifuga alquitranado de
12 mly el peso del aceite se registra. El aceite se calienta hasta 97°C en un bafio con agua hirviendo durante 10 minutos
y se centrifuga inmediatamente a 3.000 rcf durante 3 minutos.

El aceite se decanta de la fase de goma y se drena durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como base el
peso de la fase de goma se calcula el rendimiento de aceite.

La fase de aceite se analiza para fosfolipidos residuales por TLC e ICP. El esterol libre, ésteres de esterol, acidos grasos
libres y diglicérido se analizan por GLC.

La fase de goma se analiza para triglicéridos, fosfolipidos residuales y acidos grasos libres.
Resultados

Los estudios iniciales sugieren que el proceso de desgomado con agua usando una combinacién de Lipido
aciltransferasa y fosfolipasa C incrementa el rendimiento de aceite mas de un 2,5% comparado con un aceite sin
tratamiento con enzima. Las investigaciones preliminares sugieren que se ha producido diglicérido después de 15
minutos en la fase de aceite.

Una parte principal de los esteroles en la fase de aceite estara esterificada.

Las investigaciones preliminares muestran que después de 15 minutos, una parte principal de la fosfatidiletanolamina
(PE) y de la fosfatidilcolina (PC) ha desaparecido pero puede observarse una menor actividad en fosfatidilinositol (PI) y
acido fosfatidico (PA). En la muestra después de 30 minutos y centrifugacion también una parte principal de Pl y PA
habra desaparecido.

Ejemplo 13
Desgomado enzimatico con lipido aciltransferasa KLM3 y Fosfolipasa C (PLC)

La Lipido Aciltransferasa KLM3' y la Fosfolipasa C (PLC) de Sigma se ensayaron solas y en combinaciones en el
desgomado con agua de aceite de soja crudo. La Fosfolipasa C en el desgomado del aceite produjo diglicérido a partir
de los fosfolipidos en el aceite. Se mostrd sorprendentemente que KLM3' puede usar el diglicérido como una molécula
aceptora durante la produccién de triglicérido. Los experimentos modelo con sustrato que contiene diglicérido y
fosfatidilcolina confirmaron que la lipido aciltransferasa (KLM3') cataliza una reaccion de transferencia del resto de acido
graso desde el fosfolipido al diglicérido durante la produccion de triglicérido.

RELEVANCIA COMERCIAL DE LOS RESULTADOS

Este estudio se inici6 con el objetivo de mostrar que la combinacion de KLM3' y Fosfolipasa C (PLC) es altamente
ventajosa en el desgomado de aceites vegetales crudos.

Una fosfolipasa C de Verenium, EEUU (concretamente Purifine®) se ha introducido para uso en el desgomado de
aceites (WO 2008/036863).

Esta enzima es activa en fosfolipidos (tales como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) en aceite crudo formando
diglicérido (diacilglicerol) y fosfo-colina, -etanolamina, -inositol o -&acido. El diglicérido producido durante este proceso
formara parte del aceite durante el proceso de desgomado del aceite y asi contribuye a un rendimiento de aceite
mejorado.

Los inventores han mostrado que las lipido aciltransferasas (tales como KLM3') pueden contribuir a un rendimiento
mejorado en el desgomado del aceite mediante la modificacion de los fosfolipidos concomitante con la formacion de
éster de esterol.

Las lipido aciltransferasas (tales como KLM3') pueden usar esteroles como un aceptor de acilo asi como otros aceptores
como alcoholes incluyendo alcoholes grasos.

El objetivo del presente estudio fue investigar cualquier efecto sinérgico cuando una lipido aciltransferasa (por ejemplo,
KLM3') se usaba en combinacion con una fosfolipasa C.

Material y Métodos:

. KLM3': Glicerofosfolipido colesterol aciltransferasa (FoodPro LysoMax e Aceite) (K932) (SEQ ID No. 68) Lote no
102629600. Actividad 1.128 LATU/g
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. Fosfolipasa C P7633 Sigma, de Clostridium perfringens, 135,3 mg s6lido:3,8 unidades/mg de sdlido, 13,2
unidades/mg de proteina

. Fosfolipasa C P6621 Sigma, de Bacillus cereus, 250 Unidades

Diglicérido. Diglicérido destilado de aceite de girasol, Publicacion 2641/064 Fosfatidilcolina, Avanti #441601
Mono-di-triglicérido: GRINDSTED® MONO-DI R 50/D

Aceite de soja crudo no 18 de Argentina

Andlisis por HPTLC

La degradacion de los fosfolipidos en la fase de goma de las muestras tratadas con enzima se analiz6 por HPTLC.
Aplicador: Muestreador Automatico de TLC 4, CAMAG

Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck no. 1.05641. Activada 10 minutos a 160°C antes del uso.
Aplicacién:

La fase de goma de 10 gramos de aceite se disolvié en 7,5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2.

1 p de la muestra se aplico en la placa de HPTLC.

Se aplicé un estandar de fosfolipido (0,5% fosfolipido (Spectra Lipid, Alemania) (0,1, 0,3, 0,5, 0,8 y 1,5 pl) y se usé para
el célculo de los fosfolipidos individuales en la goma.

En algunas aplicaciones el contenido de fosfolipidos se calcul6 respecto a una goma control no tratada con enzima. Esta
muestra control se aplicé 0,1-0,3-0,5-0,8-1 ul y se usé para hacer las curvas de calibracion.

Fase de aceite. Aproximadamente 90 mg se pesaron y se disolvieron en 1 ml de Hexano:lsopropanol 3:2.

Se aplicaron 5 pl de la muestra en la placa de HPTLC. Se aplic6 mono-diglicérido 5 mg/ml de concentracién conocida a
0,1-0,3-0,5-0,8-1,5 pl y se usé para el célculo de los componentes glicérido individuales.

Aplicador de TLC.

Tampo6n de corrida no. 1: P-éter:Metil Terc Butil Cetona:Acido acético 50:50:1

Tampon de corrida no. 6: Cloroformo:1-propanol:Metilacetato:Metanol:0,25% KCI en agua 25:25:25:10:9
Elucién: La placa se eluy6 7 cm usando una Camara de Revelado Automatico ADC2 de Camag.
Revelado:

La placa se sec6 en un Calentador de Placas de TLC lll de Camag durante 6 minutos a 160°C, se enfri6 y se sumergié
en 6% acetato de cobre en 16% H3PO,. Se secé adicionalmente 10 minutos a 160°C y se evalué directamente.

La densidad de los componentes en la placa de TLC se analizé con un Escéner de TLC 3 de Camag.
Cromatografia de gases

Los &cidos grasos libres en la fase de goma se analizaron por GLC.

El mono-di-triglicérido, esterol y éster de esterol de la fase de aceite también se analizaron por GLC.
Aparato:

. Cromatdgrafo de Gases Capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con una columna de silice fusionada
WCOT 12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 um espesor de la pelicula 5% fenil-metil-silicona (CP Sil 8 CB de Chrompack).

. Gas transportador: Helio.
. Inyector: Inyeccion split en frio PSSI (temp inicial 50°C calentado hasta 385°C), volumen 1,0 pl.

. Detector FID: 395°C
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Programa del horno (usado desde 30.10.2003): 1 2 3
Temperatura del horno, °c. 90 280 350
Isotermal, tiempo, min. 1 0 10
Velocidad de la temperatura, °C/min. 15 4

Preparacioén de la muestra:

La muestra se disolvié en 12 ml de Heptano:Piridina 2:1, que contiene el estandar interno heptadecano, 0,5 mg/ml. Se
transfirieron 500 pl de disolucion de la muestra a un vial con tapén de goma, se afiadieron 100 ul de MSTFA (N-Metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hizo reaccionar durante 15 minutos a 60°C.

Calculo:

Los factores de respuesta para esterol, éster de esterol, acidos grasos libres, mono, di y triglicérido se determinaron
tomando como base material de referencia puro.

Experimental:

La aciltransferasa KLM3' y PLC se ensayaron en un proceso de desgomado con agua usando aceite de soja crudo con
las recetas mostradas en la Tabla 1

Tabla 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Aceite_de soja crudo de g 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Argentina n
Fosfolipasa C P7633 mi 0,2 0,2 0,2
Fosfolipasa C P6621 0,2 0,2 0,2
K932 10 U/ml ml 0,01 0,05 0,01 0,05 0,01 0,05
Agua ml 0,250 0,050 0,040 0,000 0,240 0,200 0,050 0,040 0,000
% agua 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50

Fosfolipasa C P7633 Sigma, De C. perfringens, 135,3 mg s6lido:3,8 unidades/mg de sélido, 32,9 mg de enzima en 0,5 ml
de agua

Fosfolipasa C P6621 Sigma, De Bacillus cereus, 250 Unidades disueltas en 1 ml de agua
Aciltransferasa KLM3' (K932) diluida hasta 10 LATU/mI

El aceite de soja crudo se calento hasta 45°C en un vaso Wheaton de 20 ml. Se afiadié aguay enzima.
La muestra se homogeneizé por cizallamiento alto mezclando durante 30 segundos.

Las muestras se pusieron en un bloque calefactor a 45°C con agitacion magnética. Se tomaron muestras de 1 ml
después de 30 y 240 minutos en un tubo Eppendorf y las enzimas se inactivaron durante 10 minutos a 97°C. De forma
importante, aunque se realiza la inactivacion de la enzima en los experimentos- esto no se hace generalmente en la
practica en la industria. La inactivacion solo se realiza en los experimentos en la presente memoria por lo que es un
andlisis exacto de la degradacién de la enzima.

Las muestras se centrifugaron 3.000 rcf durante 3 minutos. La fase de aceite se separ6 de la fase de goma y ambas
fases se analizaron por TLC y GLC.
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Resultados
Analisis por TLC

Las muestras tomadas después de 30 minutos y 240 minutos se analizaron por TLC con los resultados mostrados en las
Figuras 103 a 106.

5 Las placas de TLC (Figura 103 y Figura 104) se escanearon y se usaron para la determinacion cuantitativa de 1,2
diglicérido (DAG sn1,2) con los resultados mostrados en la Tabla 2 y 3 a continuacion.

La degradacion relativa de los fosfolipidos se muestra en la Figura 107.

Tabla 2: Andlisis por TLC de la fase de aceite después de 30 minutos de tiempo de reaccion.

Fosfolipasa C Fosfolipasa C K932 10 DAG

P7633 P6621 u/ml sn_1,2
Ensayo no. U/lg Ulg LATU/g %
1 0 0 0 0,33
2 5 0 0 0,72
3 5 0 0,01 0,67
4 5 0 0,05 0,60
5 0 0 0,01 0,37
6 0 0 0,05 0,29
7 0 5 0 1,28
8 0 5 0,01 1,22
9 0 5 0,05 1,19

10 Tabla 3: Andlisis por TLC de la fase de aceite después de 240 minutos de tiempo de reaccion.

Fosfolipasa C Fosfolipasa C K932 DAG

P7633 P6621 sn 1,2
Ensayo no. U/g U/g LATU/g %
1 0 0 0 0,27
2 5 0 0 0,64
3 5 0 0,01 0,60
4 5 0 0,05 0,50
5 0 0 0,01 0,34
6 0 0 0,05 0,27
7 0 5 0 1,06

0 5 0,01 1,04
9 0 5 0,05 1,01

Los resultados de las Tablas 2 y 3 anteriores indican claramente la formacion de diglicérido causada por la degradacion
de fosfolipidos por PLC. Se observa que con la dosificacién de PLC usada, la formacién de sn 1,2 diglicérido ha
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alcanzado su maximo después de 30 minutos de tiempo de reaccién. También se observa que la cantidad de sn 1,2
diglicérido disminuye con una dosificacién incrementada de KLM3' cuando se usa en combinacion con PLC.

Este efecto se observo para ambas enzimas fosfolipasa C pero el efecto fue mas pronunciado cuando KLM3' se combind
con Fosfolipasa C P7633 de Sigma, de C. perfringens. Esto se explica lo mas probablemente por el hecho de que la PLC
de C. perfringens sélo degradaba una pequefia parte de los fosfolipidos, de manera que estaba disponible mas sustrato
para KLM3'.

Los resultados de la Figura 107 también muestran claramente que la Fosfolipasa C P7633 de Sigma, de C. perfringens
es activa principalmente sobre fosfatidilcolina (PC) y la Fosfolipasa C P6621 de Sigma, de Bacillus cereus tiene una
actividad principal sobre fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) y menos actividad sobre el acido fosfatidico
(PA) y fosfatidilinositol (PI). Los resultados también prueban que KLM3' puede usar los cuatro tipos de fosfolipidos.

Por lo tanto, se concluye que la aciltransferasa KLM3' puede usar sn 1,2 diglicérido como una molécula aceptora y
cataliza la reaccion en la Figura 108.

Andlisis por GLC
Las muestras no 1 a 6 de la fase de aceite del experimento en la Tabla 1 también se analizaron por GLC.
Los andlisis por GLC de diglicérido (DAG) total, esterol, éster de esterol y FFA se listan en la Tabla 4 siguiente.

Tabla 4 Andlisis por GLC de la fase de aceite después de 30 minutos y 240 minutos de incubacién.

PLC KLM3 Tiempo de DAG Esterol Ester de FFA
Reaccion esterol

muestra no U/g U/g minutos % % % %
1 0 0 30 1,34 0,25 0,12 0,22
2 5 0 30 2,58 0,26 0,13 0,21
3 5 0,05 30 2,39 0,18 0,26 0,22
4 5 0,1 30 2,10 0,09 0,42 0,28
5 0 0,05 30 1,43 0,15 0,33 0,22
6 0 0,1 30 1,24 0,06 0,49 0,33
1 0 0 240 1,63 0,22 0,13 0,20
2 5 0 240 2,33 0,25 0,13 0,20
3 5 0,05 240 2,13 0,08 0,45 0,29
4 5 0,1 240 2,08 0,04 0,48 0,43
5 0 0,05 240 1,69 0,04 0,49 0,32
6 0 0,1 240 1,68 0,04 0,50 0,56

Los andlisis por GLC de las muestras tomadas después de 30 y 240 minutos de tiempo de reaccién confirmaron lo que
ya se habia observado por andlisis de TLC, que la Fosfolipasa C P7633 de sigma, de C. perfringens producia diglicérido
a partir de fosfolipidos en el aceite. Los resultados también confirman el efecto sinérgico por cantidad reducida de
diglicérido cuando la Fosfolipasa C se combina con KLM3'. Una evaluacion estadistica por ANOVA usando el software
Statgraphic del efecto de PLC y KLM3' en la cantidad de diglicérido indica claramente el efecto de interaccién entre estas
dos enzimas, véase la Figura 109.

La PLC no tuvo un efecto significativo en los esteroles en el aceite pero KLM3' convierte los esteroles libres en ésteres

de esteroles. Los esteroles son una molécula aceptora mejor que el DAG para KLM3' y por lo tanto, sélo el 10-15% del
DAG en la mezcla de reaccion se convirtio en triglicérido.
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La PLC no tiene mucho impacto en el nivel de acidos grasos libres (FFA) pero se observa que KLM3' en la dosificacion
alta y en un tiempo de reaccién amplio contribuye a un nivel incrementado de FFA.

Publicacion 2460-224:

Sin pretender la vinculacién a ninguna teoria, la disminuciéon en diglicérido combinando aciltransferasa (KLM3') y
fosfolipasa C (PLC) puede estar causada por la competicion de sustrato (fosfolipido) cuando las dos enzimas se usan
conjuntamente.

Con el fin de probar que KLM3' es capaz de usar diglicérido como aceptor y catalizar la reaccion mencionada en la
Figura 108 se realizé un experimento modelo con la receta mostrada en la Tabla 5 siguiente.

Tabla 5 Receta para la investigacion del efecto aciltransferasa de KLM3' en el sustrato diglicérido/fosfatidilcolina.

1 2 3 4 5 6
Diglicérido/PC 80/20 3 3 3 3 3 3
Aciltransferasa KLM3': 300 | ml 0 0,01 0,01 0,01
LATU/g
Tampon ml 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
Agua 3% sal 0,01 0,01 0,01 0,01
Tampon 1: 100 mM X X
Acetato pH 5,5
Tampon 2: 100 mM X X
HEPES pH 7
Tampoén 3: 100 mM MES X X
pH 6

Se mezclaron diglicérido destilado basado en aceite de girasol y fosfatidilcolina (PC) durante el calentamiento y agitacién
hasta 80°C hasta que la PC se disolvié en el diglicérido.

El sustrato se pesé en un Vaso Dram de 7 ml con tapén de rosca y se calenté hasta 55°C. Se afiadié enzima, tampén y
agua y la muestra se agit6 con agitacion magnética a 450 rpm.

Después de 30 y 180 minutos se tom6 una muestra y se analiz6 por TLC (Figura 110).

La placa de TLC se escane0 y el contenido de triglicérido en las muestras se cuantificé a partir de una curva estandar
hecha a partir del andlisis de aceite de Canola con los resultados mostrados en la Tabla 6 siguiente.

Tabla 6
Enzima Tiempo de reaccién Triglicérido

pH del Tampdn Ulg minutos %

55 0 30 1,42
55 1 30 1,74
6 0 30 1,63
6 1 30 1,79
7 0 30 1,49
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7 1 30 1,55
55 0 180 1,75
55 1 180 1,79
6 0 180 1,76
6 1 180 1,80
7 0 180 1,67
Enzima Tiempo de reaccién Triglicérido

pH del Tampdn Ulg minutos %

7 1 180 2,01

Los resultados mostrados en la Tabla 6 se analizaron estadisticamente por ANOVA usando el software Statgraphic con
los resultados mostrados en las Figuras 111y 112.

La evaluacion estadistica de los resultados de triglicérido de la Tabla 6 confirma un incremento significativo de la
cantidad de triglicérido por la adicién de la aciltransferasa KLM3' a un sustrato que contiene diglicérido y fosfatidilcolina.

Publicacién 2460-228

El experimento mencionado anteriormente en la Tabla 5 se estudié con mas detalle para investigar el efecto de un mayor
nivel de agua en la reaccién de transferencia del resto de acido graso desde fosfolipidos a diglicérido durante la
formacion de triglicérido. La puesta a punto experimental se lista en la Tabla 7 siguiente.

Tabla 7: Receta para la investigacion del efecto aciltransferasa de KLM3' en el sustrato diglicérido/fosfatidilcolina.

1 2 3 4 5
Diglicérido/Fosfatidilcolina 80/20 g 3 3 3 3 3
Aciltransferasa KLM3": 1.128 ml 0 0,01 0,01 0,01 0,01
LATU/mlI
Tampén 1: 100 mM Acetato pH 5,5 ml 0,05 0,05 0,05 0,05
Agua ml 0,01 0,09 0,165 0,14
% agua 2,00 2,00 5,00 7,50 5,00
LATU/g de sustrato 0,0 3,8 3,8 3,8 3,8

Se mezclaron diglicérido destilado basado en aceite de girasol y fosfatidilcolina (PC) durante el calentamiento y agitacion
hasta 80°C hasta que la PC se disolvié en el diglicérido.

El sustrato se pes6 en un Vaso Dram de 7 ml con tapdn de rosca y se calenté hasta 55°C. Se afiadié enzima, tampén y
agua y la muestra se agité con agitacion magnética a 450 rpm.

Después de 30, 90 y 240 minutos se tomé una muestra y se analiz6 por TLC.
Los cromatogramas de TLC de muestran en la Figura 113 y Figura 114.

Las placas de TLC se escanearon y el contenido de triglicérido en las muestras se calculé tomando como base una
curva de calibracion hecha a partir de triglicérido (Aceite de Canola). Los resultados de la determinacién de triglicérido se
muestran en la Tabla 8.
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Tabla 8: Andlisis de triglicérido en el sustrato diglicérido/PC incubado con aciltransferasa KLM3'

Triglicérido, % Triglicérido, % Triglicérido, %
Ensayo no 30 minutos 90 minutos 240 minutos
1 1,33 1,36 1,58
2 1,55 1,91 2,56
3 1,59 2,02 2,65
Triglicérido, % Triglicérido, % Triglicérido, %
Ensayo no 30 minutos 90 minutos 240 minutos
4 1,57 1,81 2,29
5 1,56 1,91 2,46

Los resultados de la Tabla 8 se analizaron estadisticamente por ANOVA usando software Statgraphic con los resultados
mostrados en la Figura 115 y Figura 116.

Los resultados de la Tabla 8 y la Figura 115 y la Figura 116 demuestran claramente la capacidad de la aciltransferasa
KLM3' para producir triglicérido a partir de un sustrato de diglicérido y fosfatidilcolina.

Conclusioén

Se sabe que la lipido aciltransferasa KLM3' asi como la fosfolipasa C (PLC) contribuyen a un rendimiento de aceite
incrementado en el desgomado del aceite vegetal.

El efecto de la lipido aciltransferasa KLM3' en el desgomado del aceite se basa en una reaccion de transferencia de
resto de acido graso desde los fosfolipidos al esterol durante la produccion de lisofosfolipidos y ésteres de esterol.

El efecto de la fosfolipasa C (PLC) se basa en la conversion de los fosfolipidos en diglicérido y derivados de fdsforo
solubles en agua. El diglicérido producido en esta reaccién se acumulara en la fase de aceite por el proceso de
desgomado, pero no es siempre preferible tener alto diglicérido en el aceite porque tendra un impacto en el punto de
humo del aceite y también tendra un impacto en las propiedades de cristalizacion de las fuentes grasas méas saturadas.

En el presente estudio, la lipido aciltransferasa KLM3' y la Fosfolipasa C (PLC) se ensayaron solas o en combinacion en
un proceso de desgomado con agua. Los experimentos mostraron que la PLC en el desgomado con agua de aceite de
soja produce diglicérido que forma parte de la fase de aceite. Cuando la PLC se us6 en combinacion con KLM3' se
mostro sorprendentemente que la cantidad de diglicérido producido por la PLC se reducia y que el esterol se convertia
en ésteres de esterol lo que indica un efecto sinérgico entre estas dos enzimas porque KLM3' cataliza la reaccion de
transferencia de resto de &cido graso desde el fosfolipido al diglicérido durante la formacién de triglicérido.

La reaccion de transferencia catalizada por KLM3' del resto de acido graso desde el fosfolipido al diglicérido durante la
formacion de triglicérido se confirmé en un sistema modelo compuesto por diglicérido y fosfolipido.

Los resultados también mostraron que los dos fosfolipidos ensayados no tienen la misma actividad en todos los tipos de
fosfolipidos, pero KLM3' tiene casi la misma actividad en los cuatro tipos de fosfolipidos encontrados en el aceite de soja
crudo. Esto también abre la posibilidad de usar Fosfolipasa C en combinacién con KLM3' con el fin de obtener una
conversion adicional de fosfolipidos.

Ejemplo 14
Uso de KLM3' en el desgomado con agua de aceite de soja crudo.

El aceite vegetal incluyendo el aceite de soja contiene 1 a 3% de fosfolipidos, que se eliminan por un proceso de
desgomado del aceite. El proceso de desgomado del aceite se divide normalmente en un proceso de desgomado con
agua y un proceso de neutralizacion. El aceite de Soja Crudo con 1-3% de fosfolipidos no puede transportarse para
exportacién sin desgomado con agua con el objetivo de reducir el nivel de fésforo hasta 200 ppm de Fdsforo o menos
para cumplir con la especificacion del aceite crudo desgomado con agua.
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Si el nivel de fosforo es mucho menor de 200 ppm esto puede ser desventajoso. Tipicamente, el desgomado
convencional resulta en un nivel de fésforo después de la centrifugacién de aproximadamente 50 ppm. Esto es porque
no es posible controlar la centrifuga para proporcionar niveles de fosforo que son menores de 200 ppm pero tan
cercanos como es posible a este nivel.

Por el contrario, en el presente caso el uso de la lipido aciltransferasa el aceite desgomado con agua podria ajustarse
preferiblemente a aproximadamente 180 ppm de fosforo.

El ajuste del nivel de fosforo en el proceso de desgomado con agua enziméatico de la presente invencién puede hacerse
preferiblemente ajustando la interfase entre la goma y el aceite en la centrifuga para obtener un poco mas de fosfolipido
en la fase de aceite. En un proceso de desgomado con agua convencional la fase de goma es sin embargo muy espesa
y viscosa y por lo tanto no es facil ajustar la interfase en la centrifuga.

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que cuando se usa lipido aciltransferasa (por ejemplo,
KLM3") en el proceso de desgomado con agua la interfase podia ajustarse sin problemas en la centrifuga y podia
producir un aceite desgomado que estaba mas cerca de la especificacion de un maximo de 200 ppm de fésforo.

Experimental

La lipido aciltransferasa KLM3' (SEQ ID No. 68) se us6 en el desgomado con agua de aceite de soja crudo en el proceso
indicado en la Figura 117.

El aceite de soja crudo que contiene 1.100 ppm de fosforo se expuso al proceso de desgomado con agua mostrado en la
Figura 117. En el primer experimento, el proceso de desgomado se realizd sin la adicidon de la enzima. En el segundo
experimento, se afiadi6 la enzima KLM3' y después de analizar el contenido de fésforo del aceite desgomado con agua
la interfase entre la goma y el aceite en la centrifuga se ajusto hacia el centro de la centrifuga. Cuando el proceso estuvo
de nuevo en equilibrio el fésforo se analiz6 de nuevo.

El resultado de los ensayos se muestra en la Tabla 1 siguiente:

Tabla 1
Desgomado con agua 1 2 3
Enzima KLM3', LATU/kg 0 200 200
Ajuste preciso de la centrifuga 185 185 195
Fosforo en el aceite después de la centrifugacion, ppm  44* 35* 185
* no significativo

Conclusion

En el experimento con desgomado con agua enzimatico usando KLM3', se mostré que la interfase entre el aceite y la
goma en la centrifuga podia ajustarse o controlarse facilmente para producir aceite desgomado con agua con un nivel de
fésforo cercano a la especificacion (es decir, cercano a pero menor de 200 ppm).

Bajo las condiciones del desgomado con agua convencional no es siempre facil ajustar la interfase debido a que la
consistencia (alta viscosidad) de la fase de goma no permite dicho ajuste.

Ejemplo 15
Reacciéon enzimética en la "fase de goma" después del desgomado con agua enzimatico de aceites vegetales.

La lipido aciltransferasa, Aceite LysoMax (KLM3') se ensayé en el desgomado con agua de aceite de soja crudo. De
forma importante, la enzima no se inactivé al final del proceso de desgomado con agua enzimatico- como seria la
practica rutinaria en la industria. Por lo tanto, el proceso de desgomado con agua enzimatico se realiz6 segin el
protocolo Experimental mostrado a continuacion. De forma importante, la enzima no se inactivé después del desgomado.

La fase de goma aislada de este proceso se incub6 a 40°c y se analizé la degradacion adicional de los fosfolipidos en la
fase de goma. Los resultados mostraron sorprendentemente que la enzima hidrolizaba ademas los fosfolipidos en
lisofosfolipidos y acido graso libre. Esto se explica por el hecho de que la enzima se asocia con la fase de goma cuando
la fase de goma se separa de la fase de aceite por centrifugacion.
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También los liso-fosfolipidos se hidrolizaron durante el almacenamiento y después de 7 dias de almacenamiento casi
todos los fosfolipidos habian desaparecido de la fase de goma.

RELEVANCIA COMERCIAL DE LOS RESULTADOS

El desgomado enzimatico de aceite de aceite de soja crudo con KLM3' ha mostrado que es posible mejorar el
rendimiento de aceite desde 0,5 hasta 1,5%. La fase de goma aislada de este proceso tipicamente contiene aun algo de
aceite y fosfolipidos (EP1 624 047). Se sabe que mediante la hidrdlisis de la fase de goma puede separarse una fase de
aceite de la goma, que puede aislarse por centrifugacion u otros medios de separacion. Esta fase de aceite que contiene
altos niveles de acido graso libre puede venderse como aceite acido con un valor méas alto que la fase de goma normal
gue se afiade a los alimentos.

Un aspecto adicional es que la fase sélida remanente después de la separacion del aceite acido tiene un nivel de fésforo
mas alto que la goma normal y puede usarse como una fuente de fésforo organico.

Introduccién

Los inventores han mostrado sorprendentemente que la lipido aciltransferasa, Aceite LysoMax (KLM3') es activa en la
fase de goma aislada del desgomado con agua enzimatico de aceite de soja crudo. Por lo tanto, se especulo si la enzima
podria degradar mas los fosfolipidos en &acidos grasos libres que, por centrifugacion, podrian aislarse como un aceite
acido junto con el triglicérido remanente en la fase de goma.

En este estudio se examino el efecto de diferentes dosificaciones de enzima y temperaturas de desgomado con agua en
la degradacion de fosfolipidos en la fase de goma.

Material y Métodos:

. KLM3': Glicerofosfolipido colesterol aciltransferasa (Aceite FoodPro LysoMax) (K932)
Lote no 102629600. 1 Actividad 1.128 LATU/g
Aceite de soja crudo no 18: de, Argentina
Andlisis por HPTLC
La degradacion de los fosfolipidos en la fase de goma de las muestras tratadas con enzima se analizé por HPTLC.
Aplicador: Muestreador Automatico de TLC 4, CAMAG
Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck no. 1.05641. Activada 10 minutos a 160°C antes del uso.
Aplicacién:
La fase de goma de 10 gramos de aceite se disolvié en 7,5 ml de Hexano:lsopropanol 3:2.
1 pl de la muestra se aplicé en la placa de HPTLC.

Se aplicé un estandar de fosfolipido (0,5% fosfolipido (Spectra Lipid, Alemania) (0,1, 0,3, 0,5, 0,8 y 1,5 ul) y se uso para
el célculo de los fosfolipidos individuales en la goma.

En algunas aplicaciones el contenido de fosfolipidos se calcul6 respecto a una goma control no tratada con enzima. Esta
muestra control se aplicé 0,1-0,3-0,5-0,8-1 ul y se usé para hacer las curvas de calibracion.

Fase de aceite. Aproximadamente 90 mg se pesaron y se disolvieron en 1 ml de Hexano:lsopropanol 3:2.

Se aplicaron 5 pl de la muestra en la placa de HPTLC. Se aplic6 mono-diglicérido 5 mg/ml de concentracién conocida a
0,1-0,3-0,5-0,8-1,5 ul y se us6 para el calculo de los componentes glicérido individuales.

Aplicador de TLC.
Tampo6n de corrida no. 1: P-éter:Metil Terc Butil Cetona:Acido acético 50:50:1
Tampén de corrida no. 6: Cloroformo:1-propanol:Metilacetato:Metanol:0,25% KCI en agua 25:25:25:10:9

Elucién: La placa se eluy6 7 cm usando una Camara de Revelado Automatico ADC2 de Camag.
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Revelado:

La placa se sec6 en un Calentador de Placas de TLC Ill de Camag durante 10 minutos a 160°C, se enfri6 y se sumergié
en 6% acetato de cobre en 16% HsPO,. Se seco adicionalmente 10 minutos a 160°C y se evalud directamente.

La densidad de los componentes en la placa de TLC se analizé con un Escaner de TLC 3 de Camag.
Cromatografia de gases

Los &cidos grasos libres en la fase de goma se analizaron por GLC.

También se analizaron por GLC esterol, éster de esterol y Mono-di-triglicérido de la fase de aceite.
Aparato:

. Cromatdgrafo de Gases Capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con una columna de silice fusionada
WCOT 12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 um espesor de la pelicula 5% fenil-metil-silicona (CP Sil 8 CB de Chrompack).

. Gas transportador: Helio.
. Inyector. Inyeccion split en frio PSSI (temp inicial 50°C calentado hasta 385°C), volumen 1,0 pl.

. Detector FID: 395°C

Programa del horno (usado desde 30.10.2003): 1 2 3
Temperatura del horno, °C. 90 280 350
Isotermal, tiempo, min. 1 0 10
Velocidad de la temperatura, °C/min. 15 4

Preparacién de la muestra

La muestra se disolvié en 12 ml de Heptano:Piridina 2:1, que contienen el estandar interno heptadecano, 0,5 mg/ml. Se
transfirieron 500 ul de disolucién de la muestra a un vial con tapon de goma, se afiadieron 100 pl de MSTFA (N-Metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hizo reaccionar durante 15 minutos a 60°C.

Calculo

Los factores de respuesta para acidos grasos libres, mono- di- y triglicérido se determinaron tomando como base
material de referencia puro.

Experimental:
La lipido aciltransferasa KLM3' se ensay6 en aceite de soja crudo en las recetas mostradas en la tabla 1 siguiente.

Los experimentos de desgomado en la Tabla 1 se realizaron a 45y 55°C.

Publicacion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2460-220

Aceite de soja g 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
crudo

K932: 100 ml 0 0,01 0,02 0,05 0,01 0,02 0,05 0,01 0,02 0,05
LATU-K/mlI

Agua Extra ml 0,10 0,09 0,08 0,05 0,09 0,08 0,05 0,09 0,08 0,05
LATU-K/g de 0,00 0,10 0,20 0,50 0,10 0,20 0,50 0,10 0,20 0,50
aceite

% agua 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
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El aceite de soja crudo se calent6 hasta 55°C 6 45°C) en un vaso Wheaton de 20 ml. Se afiadi6 agua y enzima. La
muestra se homogeneiz6 por cizallamiento alto mezclando durante 30 segundos. Las muestras se pusieron en un bloque
calefactor a 55°C 6 45°C) con agitacion magnética (450 rpm). Después de 30 minutos de incubacién las muestras se
centrifugaron a 3.000 rcf durante 3 minutos.

La fase de aceite se separ6 de la fase de goma dando la vuelta a los tubos durante 15 minutos, lo que dejo la goma en
los tubos.

La fase de goma de cada una de las muestras 1 a 4 se congel6 inmediatamente.

La fase de goma de cada una de las muestras 5 a 8 se incub6 a 40°C durante 1 dia y se congelo.
La fase de goma de cada una de las muestras 9-12 se incubd 7 dias a 40°C.

Todas las muestras se analizaron al mismo tiempo por TLC y GLC.

Resultados:

El analisis por TLC de las muestras de fase de goma del desgomado a 55°C se muestran en la Figura 118 y las
muestras del desgomado a 45°C se muestran en la Figura 119.

Tomando como base el escaneo del cromatograma de TLC, se calcul6 el contenido relativo de fosfolipidos en la fase de
goma tratada con enzima comparado con la fase de goma sin tratamiento con enzima (véanse las Tablas 2 y 3
siguientes).

Tabla 2: Fosfolipidos relativos en la fase de goma después de desgomado con agua a 55°C

muestrano  Enzima Tiempodias | LPCRel. % PCRel.% PARel.% PERel.% PlIRel. %
LATU/g

1 0 0 100,0 100 100 100 100
2 0,1 0 571,2 31,2 35,8 26,1 55,0
3 0,2 0 144,5 18,0 24,1 13,1 39,6
4 0,5 0 45,6 3,3 17,1 3,0 16,3
5 0,1 1 4525 4,6 17,6 3,0 24,6
6 0,2 1 26,7 1,0 15,5 0,4 9,5
7 0,5 1 2,0 0,0 6,2 0,0 2,5
8 0,1 7 3,0 0,0 8,0 0,0 3,2
9 0,2 7 1,0 0,0 4,0 0,0 2,1
10 0,5 7 0,2 0,0 0,0 0,0 2,6

Tabla 2: Fosfolipidos relativos en la fase de goma después de desgomado con agua a 45°C

muestrano Enzima Tiempodias | PCRel.% PARel.% PERel.% PlRel.%
LATU/g

1 0 0 100,0 100,0 100,0 100,0

2 0,1 0 40,5 48,6 38,5 43,0

3 0,2 0 215 33,7 22,4 26,9

4 0,5 0 7,4 23,1 9,0 15,6
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5 01 1 6,4 41,9 6,0 17,2
6 0,2 1 2,3 25,7 19 12,5
7 0,5 1 1,3 10,7 0,0 4,2
8 0.1 7 0,0 17,1 0,0 8,1
9 0,2 7 2,5 9,4 0,0 4,8
10 0,5 7 0,0 0,0 0,0 3,7

Las muestras de la fase de goma de 0 dias se tomaron justo después de la reaccién de desgomado y centrifugacion. En
este momento una parte principal de los fosfolipidos ya se ha degradado y se observa que la cantidad de liso-fosfolipido
se incrementa (Tabla 2). Durante la incubacion de la fase de goma ocurre una hidrélisis adicional de los fosfolipidos pero
también se hidrolizan los liso-fosfolipidos.

Las fases de goma se analizaron por GLC para acidos grasos libres (FFA) y triglicérido (véase la Tabla 3 siguiente).

Una fraccion de la fase de goma se extrajo dos veces con Hexano Isopropanol 2:1 y la parte insoluble se sec y se
cuantificé gravimétricamente.

Tabla 3: Andlisis por GLC de FFA vy triglicérido en la fase de goma y material insoluble

Muestra No  Dias de Enzima % FFA como % Triglicérido % Hexano:IPA
Incubacion LATU/g materia seca como materia FFA+Triincéridp insoluble, %.
seca como  materia
seca
1 0 0 1,9 64,0 66,0 2,7
2 0 0,1 7,0 41,5 48,6 3,6
3 0 0,2 8,2 42,5 50,7 6,0
4 0 0,5 7,4 43,1 50,5 26,9
5 1 0,1 16,3 36,4 52,7 15,7
6 1 0,2 16,6 39,8 56,4 nd.
7 1 0,5 12,6 40,3 53,0 41,1
8 7 0,1 21,2 37,3 58,5 35,6
9 7 0,2 19,2 37,1 56,4 33,3
10 7 0,5 14,6 42,1 56,7 38,7

Los resultados mostrados en la Tabla 3 confirman claramente que la hidrélisis enzimética continla durante el
almacenamiento de la fase de goma a 40°C hasta 7 dias.

El contenido de la fase de goma que no se puede extraer con disolvente organico (Hexano Isopropanol 2:1) es una
medida de la cantidad de so6lido en la fase de goma. Cuando los fosfolipidos en la fase de goma se hidrolizan a FFA y
fosfatidilglicerol la cantidad de material que no es soluble en Hexano:isopropanol se incrementa. Después de 7 dias de
incubacion, méas del 90% de la fase de goma estd compuesto por FFA, triglicérido y fosfatidilglicerol y no quedan
fosfolipidos en la fase de goma. La composicion de la fase de goma después de la incubacién facilita mucho la
separacioén en una fase de aceite y una fase solida/soluble en agua porque no quedan emulsionantes (fosfolipidos y
lisofosfolipidos) en la goma.
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Conclusién

Durante el desgomado enzimatico con una lipido aciltransferasa (por ejemplo, KLM3') se aisla una fase de goma que
contiene enzima activa. La incubacion de la fase de goma a 40°C hidroliza mas los fosfolipidos en la fase de goma.
Dependiendo de la dosificacion de la enzima, todos los fosfolipidos asi como los liso-fosfolipidos se hidrolizan en &cidos
grasos Yy fosfatidilglicerol. La eliminacioén de los fosfolipidos en la fase de goma hace posible aislar una fase de aceite
gue contiene &cidos grasos libres y el triglicérido remanente en la fase de goma.

En el experimento de desgomado realizado a 55°C, se observaron niveles de degradacion de fosfolipidos mas altos que
cuando se realiz6 el experimento a 45°C. En ambos experimentos la enzima era activa en la fase de goma después de la
separacién y hubo una tendencia a un grado global mayor de hidrdlisis durante el almacenamiento a 40°C cuando el
desgomado con agua se realiz6 a 55°C.
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REIVINDICACIONES

1. Un método de desgomado con agua de un aceite comestible que comprende las etapas de: a) mezclar 0,1-5% p/p de
agua con aceite comestible y una lipido aciltransferasa, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 45
a 90°C, y c) separar la fase de aceite y la fase de goma, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina enzimética segin se determina usando el
ensayo siguiente:

a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatidilcolina (PC) de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a
40°C en vacio; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 40°C en 10 ml de 50 mM tampén HEPES pH 7 para formar el
sustrato;

c) se afiaden 250 pl de sustrato en un vaso con tapa a 40°C, se afiaden 25 ul de disolucion de enzima y se incuba con
agitacién durante 10 minutos a 40°c;

d) después de 10 minutos, se afiaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2;

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estandar de estearato de colesterilo para la
calibracion;

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formacion de éster de colesterol (en umoles) por minuto.

2. Un método segun la reivindicacion 1 en el que el método comprende ademds d) incubar la fase de goma que
comprende la enzima lipido aciltransferasa activa durante entre un minimo de 2 horas y un maximo de 7 dias y e)
separar el aceite de la fase de goma.

3. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido
que tiene actividad lipido aciltransferasa, polipéptido que se obtiene por la expresion de:

a) la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 49 o una secuencia de nucleétidos que tiene 75% o mas de
identidad con ésta;

b) un &cido nucleico que codifica dicho polipéptido en el que dicho polipéptido es al menos 70% idéntico a la secuencia
polipeptidica mostrada en SEQ ID No. 16 o a la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID No. 68;

¢) o un &cido nucleico que hibrida en condiciones de astringencia media con una sonda de &cido nucleico que
comprende la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 49.

4. Un método segun la reivindicacion 3 en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido obtenido por la expresion de
las secuencias de nucleétidos en Bacillus licheniformis.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido
que tiene actividad lipido aciltransferasa, polipéptido que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos
mostradas como SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No.
6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID
No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35 o una secuencia de aminoacidos
que tiene 75% o mas de identidad con éstas.

6. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido
que tiene actividad lipido aciltransferasa, polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ
ID No. 68 o0 una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas de identidad con ésta.

7. Un método segln una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que una fosfolipasa C se mezcla
adicionalmente con el aceite y/o agua y/o lipido aciltransferasa.

8. Uso de una lipido aciltransferasa en el desgomado con agua de un aceite comestible para incrementar el rendimiento
de aceite en la fase de aceite después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua; en el que 0,1-4% p/p de
agua se mezcla con el aceite comestible; la enzima se afiade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de
45 a 90°C; y la lipido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180
minutos, en el que la lipido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25
TrU/mg de proteina enzimatica segun se determina usando el ensayo siguiente:
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a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatldllcollna de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a 40°C
en vacio; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 40°C en 10 ml de 50 mM tampén HEPES pH 7 para formar el
sustrato;

c) se afiaden 250 ul de sustrato en un vaso con tapa a 40°C, se afiaden 25 ul de disolucion de enzima y se incuba con
agitacion durante 10 minutos a 40°C;

d) después de 10 minutos, se afiaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2;

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estandar de estearato de colesterilo para la
calibracion;

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formacion de éster de colesterol (en umoles) por minuto.

9. Uso de una lipido aciltransferasa en el desgomado con agua de un aceite comestible para disminuir la viscosidad de la
fase de goma después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua; en el que 0,1-4% p/p de agua se mezcla
con el aceite comestible; la enzima se afiade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 90°C; y la
lipido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la
lipido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina
enzimatica segun se determina usando el ensayo siguiente:

a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatldllcollna de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a 40°c
en vacio; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 40°C en 10 ml de 50 mM tampén HEPES pH 7 para formar el
sustrato;.

c) se afiaden 250 pl de sustrato en un vaso con tapa a 40°C, se afiaden 25 ul de disolucion de enzima y se incuba con
agitacion durante 10 minutos a 40°c;

d) después de 10 minutos, se afiaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2;

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estandar de estearato de colesterilo para la
calibracion;

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formacion de éster de colesterol (en umoles) por minuto.

10. Uso de una lipido aciltransferasa en combinaciéon con una fosfolipasa C en el desgomado con agua de un aceite
comestible para incrementar el rendimiento de aceite y/o para incrementar los niveles de triglicérido en la fase de aceite
después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua y/o para reducir el nivel de diglicérido en la fase de
aceite después de la finalizacion del proceso de desgomado con agua; en el que 0,1-4% p/p de agua se mezcla con el
aceite comestible; la enzima se afiade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 90°C; y la lipido
aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lipido
aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteina
enzimatica segun se determina usando el ensayo siguiente:

a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatldllcollna de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a 40°c
en vacio; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 40°C en 10 ml de 50 mM tampon HEPES pH 7 para formar el
sustrato;

c) se afiaden 250 ul de sustrato en un vaso con tapa a 40°C, se afiaden 25 ul de disolucién de enzima y se incuba con
agitacion durante 10 minutos a 40°c;

d) después de 10 minutos, se afiaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2;

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estdndar de estearato de colesterilo para la
calibracion;

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formacion de éster de colesterol (en umoles) por minuto.

11. El método o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-10, en el que el pH del proceso de desgomado
es entre pH 5,0 a pH 10,0.

12. El método o uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-11, en el que la lipido aciltransferasa
comprende un resto GDSx y/o un resto GANDY.
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13. El método o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-12, en el que la enzima lipido aciltransferasa
se caracteriza como una enzima que posee actividad aciltransferasa y que comprende el resto de la secuencia de
aminoécidos GDSX, en el que X es uno o mas de los residuos de aminoacidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N,M o
S.

14. El método o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-13, en el que la lipido aciltransferasa puede
obtenerse a partir de un organismo de uno o méas 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.

15. El método o uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-13, en el que la lipido aciltransferasa se
obtiene por la expresion de una cualquiera de las secuencias de nucleétidos mostradas como SEQ ID No. 49, SEQ ID
No. 36, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46, SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51,
SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID
No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62 0 SEQ ID No. 63 o una secuencia de nucleétidos que tiene 75%
0 mas de identidad con éstas.

16. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-15, en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido obtenido
por la expresién de:

a. la secuencia de nucle6tidos mostrada como SEQ ID No. 49 o una secuencia de nucleétidos que tiene 75% o mas de
identidad con ésta;

b. un acido nucleico que codifica dicho polipéptido en el que dicho polipéptido es al menos 70% idéntico a la secuencia
polipeptidica mostrada en SEQ ID No. 16 o a la secuencia polipeptidica mostrada en SEQ ID No. 68; o

c. un &cido nucleico que hibrida en condiciones de astringencia media con una sonda de acido nucleico que comprende
la secuencia de nucleétidos mostrada como SEQ ID No. 49.

17. Uso segun la reivindicacion 16, en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido obtenido por la expresion de las
secuencias de nucledtidos en Bacillus licheniformis.

18. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-17, en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido que
comprende una cualquiera de las secuencias de aminoacidos mostradas como SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 16, SEQ ID
No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID
No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18,
SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35 o una secuencia de aminoacidos que tiene 75% o mas de identidad con éstas.

19. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-18, en el que la lipido aciltransferasa es un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos mostrada como SEQ ID No. 68 o0 una secuencia de aminoacidos que tiene 75%
0 mas de identidad con ésta.

20. Uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 8-19, en el que la lipido aciltransferasa se usa en combinacion con
una fosfolipasa C.
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FIGURA 1

SEQ ID No. 16

61
121
181
241
301

ADTRPAFSRI VMFGDSLSDT GEMYSKEMRGY LPSSPPYYEG RFSNGPVWLE QLTEQFPGLT
IANEAEGGAT AVAYNKISWD PKYQVINNLD YEVTQFLQKD SFRPDDLVIL WVGANDYLAY
GWNTEQDAKR VRDAISDAAN RMVLNGARKQI LLFNLPDLGQ NPSARSQEVV EAVSHVSAYH
NKLLLNLARQ LAPTGMVEKLF EIDKQFAEML RDPQONEFGLSD VENPCYDGGY VWKPFATRSV
STDRQLSAFS PCERLAIAGN PLLAQAVASP MARRSASPLM CEGKMFWDQV HPTTVVHAAL
SERAATFIET QYEFLAHG

FIGURA 2

(SEQIDNo. 1)

1 MEEWFVCLLG LVALTVQARD SRPAFSRIVM FGDSLSDIGK MYSEMRGYLP

51 SSPFYYEGRF SNGFVWLEQL TEQFPGLTIA WEAEGGATAV AYNKISWNEE
101 YQVINNLDYE VTQFLOEDSF KPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDAKRVR
151 DAISDARNRM VLNGAFQILL FNLPDLGQNP SARSQRKVVEAR VSHVSAYHNQ
201 LLLNLARQLA PTGMVELFEI DEQFAEMLED PONFGLSDVE HPCYDGGYVW
251 KPFATRSVSET DRQLSAFSPQ ERLATIAGNFEL LAQAVASPMA RRSASPLNCE
301 GKMFWDQVHP TTVVHAALSE RRATFIANQY EFLAH*
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FIGURA 3

(SEQ ID No. 2)

1 ivafGDE1Td geayygdsdg ggwgagladr
61 ivDalvallF lagslglpnl. pPYLsgdflr
121 vlelrgalgl 1gellrllipv ldakspdlwvt
181 kdnlrglikr Lrsnngarii vlitlvilnl
241 eavadfneal relaiskled glrkdglpdv

301 ettkaCCGyG gryNynrvCG naglenvtak
361 1

FIGURA 4

(SEQ ID No. 3)

1 mkkwifvcllg lvaltvgaad srpafsrivm fgdslsdtgk myskmrgylp ssppyvegrf
61 sngpvwlegl tnefpgltia neaeggptav aynkiswnpk ygvinnldye vtgflgkdst
121 kpddlvilwv gandylaygw ntegdakrvr daisdaanrm vlngakeill fnlpdlganp
181 sarsqgkvvea ashvsayhng lllnlargla ptgmvklfei dkgfaemlrd panfglsdgr
241 nacyggsyvw kpfasrsast dsglsafnpg erlalagnpl lagavaspma arsastlnce

Ltallrlrar
GhANFAsaght
imiGtNElit
gplGClPlkl
kgadvpyvDl
aCnpssylls

301 gkmfwdgvhp ttvvhaalse paatfiesgy eflah

89

prgvdvinrg
Ilptsgpfli
saffgpkste
alalassknv
ysifgdldgi
£f1fwDgfHEps

isGrtsdGrl
OvgFkdfksg
sdrnvsvpef
dasgclerln
qnpsayvyGF
ekGykaviesa



FIGURA 5

SEQ ID No. 4
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1 mkkwfvecllg lialtvgaad trpafsrivm

61 sngpvwleql
121 kpddlvilwr
181 sarsgkvvea

241 npcydggyvw
301 gkmfwdgvhp

FIGURA 6

SEQ ID No. 5

1 mpkpalrrvm
61 anllclrsta
121 ltiggndnst
181 arapharvaa
241 yvdfsgvsdg

FIGURAT

SEQ ID No. 6

1 mpkpalrrvm
6l anlleclrsta
121 ltiggndnst
181 arapharvaa
241 yvdfsgvsdg

FIGURA 8

SEQ ID No. 7

tkgfpgltia
gandylaygw
vshvsayhnk
kpfatrevat
ttvvhaalse

tatvaawgtl
nyphviadtt
finaitacgt
lgypwitpat
hdaceapgtr

tatvaavgtl
nyphviadtt
finaitacgt
lgypwitpat
hdaceapgtr

neaeggatav
ntegdakrvr
lllnlargla
drglsafspg
raatfietqgy

algltdatah
garltdvteg
agvlsgagkgs
adpscflklp
wiepllfghs

algltdatah
garltdvteg
agvlaggkgs
adpscflklp
wiepllfaghs

aynkiswnpk ygvynnldye
daisdasnrm vlngakgill
prtomvklfei dkgfaemlrd
erlaiagnpl lagavaspma
eflahg

aagtadftra gypgvapagld
pckdrhgtsf ddeieantyp
laagdvpylr aigahlndav
lvpvhpnalg errmaehtmd

aagtadftra gypgvapgld
pckdrhgtsf ddeieantyp
lapgdvpylr aigahlndav
lvpvhpnalg errmaehtmd

fgdslsdtgk myskmrgylp ssppyyegrf

vitgflgkdsE
fnlpdlggnp

panfglsdve
rrsasplnce

aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp

algtgtdlvt
alkeallgvr

rraaeatgat

vlgld

aapagatptl dyvalgdsys agsgvlpvdp

algtgtdlvt
alkeallgvr
rraaeatgat
vlgld

1 mdyekfllfg dsitefafnt rpiedgkdgy algaalvney trkmdilgrg fkgytsrwal
61 kilpeilkhe snivmatifl gandacsagp gsvplpefid nirgmeslmk syhirpiiig
121 pglvdrekwe kekseelalg yfrtnenfsl ysdalaklan eekvpfvaln kafggeggda
181 wgglltdglh fegkogykifh dellkvietf ypgyvhpknmg yklkdwrdvl ddgsnims
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FIGURA 9
(SEQ ID No. 8)
10 20 30 40 50 60

! . I ! |
MNLRUWMGAR TARLALGLAR CGGGGTDQSG NPNVAEVQRM

70 a0 - a0 100

I I i !
GGGKFTTNPG PIWAETVAAQ LGVTLTPAVM GYATSVONCP

130 140 150 160

| I I I
GHNGGAGALT YPVQQOLANF YAASKNTFNG FNDVVFVLAG

150 200 210 220

I | I |
AIATAQVOOA ATDLVGYVED MIARKGATQVY VEWLPDSSLT

250 260 270 280

| | ! I
FNTTLOSGLA GTSARIIDFN AQLTARIONG ASFGFANTSA

310 320 330 340

| | i |
FCEANTLVAE GADQSYLFAD GVHPTTAGHR LIARSNVLARL

91

| I
VVFGDSLSDI GTYTEVAQAV

110 120

| I
EAGCFDYRAQG GSEVTDENGI

170 ieo0

| !
SNDIFFWITA AATSGSGVIE

230 240
I o
PDGVASGTTG QALLHALVGT

250 300

I |
RACDATKINA LVPSAGGSSL

LADNVAH
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FIGURA 10 (SEQ ID No. 9)

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad rlavlladrr pegdftytnl avrgrlldgi

61 vaegvprvvg

121
181

241 hvtakgtlsp

FIGURA 11

trgvpvlkhl
rvalraggal

rgkiatyngh

daiktriaav

(SEQ ID No. 10)

1 mgtnpaytsl

61
121
181
241

vavgdsfteg
aaangadvit
rfrprmealf
slghepedpe
dllpyedpar

gglivdegvdv
spgrggpvle
hrrvaeavwg
sgdglpakrp

FIGURA 12

(SEQ ID No. 11)

1
61
121
1B1
241
g
361
421

mtrgrdggag
apastgawvg
vthasialaa
vspipsgpvt
afgdsitdga
padnpsglsr
1xvvgatitp
ydsgdhlhpy

apptkhrall
awatapaaae
gpdtaaaiad
yhpgargtsy
rsgsdanhrw
fagrdvlertn
fggyggytea
dkgyarmgav

FIGURA 13 (SEQ ID No. 12)

1
6l
121
181
241
301

mtsmsrarva rriaagaayg
voggtlptagd pplrlmmlgd
acsddldrqv alvlaepdrv
vvgtcpdlgt iervrgplrw
elfgpdnyhp saegyataam
eagtevaaam ptgprgpwal

FIGURA 14 (SEQ ID No. 13)

61
121
181
241
in

mgrgtdgrtr ygrrrarval
tspasvaavg dsitrgfdac
vtgarmadlt agvtraagre
klpkaqvyvs sipdlkrlws
rvadynevlr evcakdrrcr
taknp

lapdlvsfaa ggndiirpgt dpdevaerfe lavaaltaaa gtvlvttgfd

wraiadryge pvldlwslrs vgdrrawdad rlhlspeght

a

msdllpdgsy
lvgglilndtlr
aviddlagrh
whapipatpp

aaivtlivai
pgtettglag
tmrrltfggs
ladgdrtadv
tdvlaarlhe
vkavvrvlgy
retmrgevne
idlaalkgaa

gggiglagaa
staagggvhr
pdicvimvga
larrasrgla
avlpsvcaal
1Krrrrrrvs

aaltaavlgv
avlsdcpevs
pelvavmaga
qgrtnplgkg
sddgavhefr

92

rgwadllatr
pkodmarvred
gavvvdlyga
pgwvtrrtad

saaiyagasa
rsvrovvhtys
arviipaggg
tavayttptp
aagdgrdtpr
ndvlnspela
eirsgrvfdt
pvka

avglvvaevy
aggtpgalla
ndvthrmpat

aagtigaveg

glwpadeehp
eaepsspsgv

gvagcdsvgg
watgssakvd
ndacrattaa
vwklglcpsm
fgtdglshwd

glrvpadpdg pwpplpprgt ldvrrddvhw areylvpwig rrlrgessgd

®

maarspgfry anlavrgkli
litgaverla pheeglvlmr
gsladprmwd vdrlhltaeg
vrfarghllp wigrrltgrs

ddgsrchalg aggrlprgda
vggtgaritl snlyggsplt
wvmsdtarlai pyganvlvtit
ywryltaldv lsheadgtvv
ysvvnegisg nrlltsrpgr
drdailltglr tlvdraharg
vvdfdkalrd pydprrmrsd

larrrvgvgt ptrvpnagqgl
sglaavaerp vrlgavagpg

rsvrhlssav rrlrtagaev
ggrtwslgdl lgpefagnpr
dalrregflp varaaaeaas

dspapsgsps krtrtapawd
slavrllgka daaehswnya
mtpvadfrag feeamatlrk
lgdadsldsa atlrrntvrd
wfhpsvdgga rlaeiayrav
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FIGURA 15 (SEQ ID No. 14)

1 mrlsrraata sallltpala lfgasaavsa priqatdyva lgdsyssgvg agsydsssgs
61 ckrstksypa lwaashtgtr fnftacsgar tgdvlakglt pvnsgtdlvs itigondagf
121 adtmttecnlg gesaclaria karayiqgtl pagqldgevyda idsrapaagv vvlgyprfyvk
181 lggscavgls eksraainsa addinavtak raadhgfafg dvnttfaghe lcsgapwlhs
241 vtlpvensyh ptanggskgy lpvlinsat

FIGURA 16 (SEQ ID No. 15)

1 MEFWFVCLLG LIALTVQAAD TRPAFERIVM FGDSLEDTGE MYSKMRGYLP
51 SSFPYYEGRF SNGEFVWLEQL TKQFPGLTIA WEAEGGATAV AYNKISWNFPE
101 YQVINNLDYE VIQFLOEDSF KPDDLVILWV GANDYLAYGW NTEQDAKRVR
151 DAISDAANRM VINGAKQILL FNLEDLGOWP BARSOEVVER VSHVSAYHNK
201 LLLWLARQLA PTGMVKLFEI DKQFREMLRD PONFGLEDVE HPCYDGGYVW -
251 KPFATRSVST DROLSAFSPQ ERLAIAGHPL LAQARVASEMA RRSASPLNCE

301 GEMEWDQVHP TTVVHRALSE RAATFIETQY EFLARGY*

FIGURA 17 (SEQ ID No. 19)

1 migsyvavgd sftegvgdpg pdgafvgwad rlavlladrr pegdftytnl avrgrlldgi
'8l vaegvprvvg lapdlvsfaa ggndiirpgt dpdevaerfe lavaaltaaa gtvlvttgfd
121 trgvpvlkhl rgkiatyngh vraiadrygc pvldlwslrs vgdrrawdad rlhlspeght
181 rvalraggal glrvpadpdg pwpplpprgt ldvrrddvhw areylvpwig rrilrgessgd
241 hvitekgtlsp daiktriaav a
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FIGURA18 (SEQ ID No. 25)

1 MFKFKKNFLV GLSAAIMSIS LFSATASAAS ADSRPAFSRI VMFGDSLSDT
51 GEMYSKMRGY LPSSPPYYEG RFSHNGPVWLE QLTEQFPGLT IANEREGEAT
101 AVAYNEISWN PEYQVINNLD YEVTQFLOKD SFEPDDLVIL WVGENDYLAY
151 GWNTEQDAKR VRDAISDAAN RMVLNGAKQI LLEFNLFDLGQ NESARSQEVV
201 EAVSHEVEAYH NQLLLNLARD LAPTGMVELF EIDEQFAEML RDPONFPGLSD
251 VENPCYDGGY VWKPFATRSV STDROLSAFS FPOERLATAGN FLLAQAVASE
301 MARRSASPLN CEGEMEWDQV HFTTVVHAAL SERAATFIAN QYEFLAH**

FIGURA 19

(SEQ ID NWO. 26) :

MRLTRELSAASVIVFALLLALLGI SPAQANGPAYVALGDSYSSGNGAGSYIDSSGDCHRSN
WAYPARWAAANAFSSFTFAACSGAVTTDVINNQLGALNASTGLVSITIGGNDAGFADAMTT
m'ssnsrcmunmmmmwsurmmmpmumc
LGLSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAHGFRFGDVRPTFNNHELFFGNDWLHSLTLPVWE
SYHFTSTGHOSGYLFVLNANSST
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Figura 20

SEQ ID No. 27

2P 00058717

1
£l
121
181
241
301
36l
421
481
541

FIGURA 21

mlphpagerg
cttsstrdae
pglsrtrngd
preatrrrlf
dgeflllspv
faghlsflac
vplldskact
ytltasngrw

pwwvngvglrd
dtlageavg

(SEQ ID No. 28)

1
61
121
181
241
301
36l

mgsgpraatr
gpaedgefll
eaydfaghls
cmvrvpllds
tgayytltas
gsdepwWwvngv
gatvdtlage

ES 2395551 T3

evgaffallvr
tvwrkhlapr
ssppfragws
lgipalvlivt
gaatwgnyya
sggrgyamld
dgedairkm
lnetigefng
latgvtvdrs

rrlflgipal
lspvgaatwyg
flacsggrgy
kactdgedai
ngrwlnetiq
glrdlatgvt
vg

gtpgdrrlrl

pdggfrphlg’

lppkcgeisq
altlvlavpt
lgdsyssgdy
aidevgsgld
akfettfeel
glaeavavhd
tfhpnaaghr

vlvtaltlvl
nyyalgdsys
amldaidevg
rkrmakfett
efngglaeav

vdrstfhpna

95

echetrplrg
vgcllagggs
sarktpavpr
gretlwrmwe
ardyypgtav
wnsphtslvt
isevrtrapd
eeiaasggvg
avgerviegi

avptgretlw
sgdgardyyp
sgldwnspht
feelisevrt
avhdeeiaas
aghravgerv

IcgegerIvp
pgvlwcgreg
ysllrtdrpd
eatgdwclgv
kggcwrsana
igiggndlgf
arilvvgypr
svefvdvyha
etgpgrplya

mweceatgdw
gtavkggcwr

‘slvtigigmm

rapdarilvvy
ggvgsvefvd

iegietgpgr

pltlpgdgvl
crfeverrdt
gprgrivgsg
pvdsrggpae
ypelvasayd
stvlktcmvre
ifpeeptgay
ldgheigsde
tfavvagatv

clgvpvdsrg
sanaypelva
dlgfstvlkt
gyprifpeep
vyhaldghei
plyatfavva



FIGURA 22

(SEQ ID No. 29)

1 mrttviaasa
€1 amggrdagplr
121 ltedttlwvtl
1B1 heairdragd
241 alfwvlpddad

FIGURA 23

(SEQ ID No. 30)

ZP 00094165

1 mggvklfarr

61 ercorgtlny
121 ggndvsfvgn

" 181 wvwdyitvlp
241 hpcsakpwsn
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1lllagecadg areetagapp
nypellhaev
evagcireri
lvsagdcpel
rwadiqgqqt

gepfclrssg
siggndlgfg

agvvvtgylp
ehtscappag

capvllalag
rhllaealkl
ifaaacekma
pegtcaamai

lapaatvare
dlvdatcsga
spdprecgkwr
spdrlagsrs

gessggiree
tdlteggavt
agenaddevd
gdvseadrrw
dayplhptsa

aplaagaryv
tthhvlgpwn
eitecewgad

aakrlarita

glsapaddgi pvhpnrlgha emaaalvklv

96

gaeastsitd
gdlleprtlg
llgetigeqgl
aveltggine
gheamaaavr

algasfaagp.

evppgidswn
eermrsivrg
rvareegasl
“klmk /f

vyialgdsya
ertlpagvda
dglppgldrv
tvreasaerhd
dalglepvgp

gvgpnapgsp
gdtrlvtlti
ihazaplarv

lkfshisrrh



FIGURA 24

SEQ ID No. 31

NP_625998.

1 mrrfrlvgfl
61 ckrstkahpy
adtmttevlg
lgttciglse
owlnigesyh

121

181

241
ff

FIGURA 25

SEQ ID No. 32

NP B27753.

1 mrrsritayv
61 ckrsskaypy
121 sdvmttcvlg
181 lggsclagls

ES 2395551 T3

sslvlaagaa
lwaaahspst
sessclsria
tkrtainkas

ptaaggsggy

t=slllavgca
lwgaahspss
sdsaclsrin
etkrsainda

241 ldllniggsy hptaaggsgg

I

FIGURA 26

SEQ ID No. 33

ltgaatagaa
fdftacsgar
taeayvdstl
dhlntvlagr
lpvlngaa

ltgaatagas
fsfmacsgarc
takayvdstl
adylnsaiak
ylpvansva

qpaaadgyva lgdsyssgvyg
tgdvlsgglg plssgtglvs
pokldgvysa isdkapnahv
aazhgftfgd vrttftghel

paaaatgyva lgdsyssgvg
tgdvlanglg tlnsstglvs
pggldsvyta istkapsahv
raadhgftfg dvkstftghe

MRLTRSLSARSVIVFALLLALLGISPAQAAGPAYVALGDSYSSGNGAGSYIDSSGDCHRSH
HHIPhRﬂHﬁHﬂﬁEESFTFERc3GR”TTD“IH“Q&EHIS&STGL“SITIEGHDQEFHDHHTT
CVTSSDSTCLNRLATATNYINTTLLARLDAVYSQIKARAPNARVVVLGYPRMYLASNEWYC
LGLSHTERAAINTTADTLNSVIS SRATARGFREGDVRPTEFNNHELFFGHNDWLHSLTLEVWE
SYHPTSTGHQSGYLEVLNANSST
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agsyisssgd
isiggndagf
vvigyprfyk
cagspwlhsv

agsylsssgd
ltiggndagf
avlgypriyk
icsastwlhs
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FIGURA 27

(SEQ ID No. 34)

ADSRPAFSRIVMFGDSLSDTGEMY SKMRGYLPS S PPYYEGRFSNGFVWLEQLTHEFPGLT IANEAEGG BT
AVAYHEI SWHEKYQVINNLDYEVTOFLOKDS FEPDDLVI LW VCGANDY LAYGWHTEQDARRVRDAT SDARN
RMVINGRKEILLFNLPDLGONFSARSOKVVEAASHV SAYHRQLLLNLARQLAPTGMVELFEIDEQFAEMI,

RDPONFGLSDQRNACYGGSYVWKPFASRSASTDSQLSAFNPQERLATAGNPLLAQAVASPMARRSASTLN
CE

GEMEWDQVHFTTVVHARLSEPAATFIESQYEFLAH

FIGURA 28

(SEQ ID No. 35)

1
61
121
181
241
ap1

ADTRPAFSRI VMFGDSLSDT GEMYSEMRGY LPSSPPYYEG RFSHNGFVWLE QLTEQFPGLT
IANEREGGAT RVAYNKISWN PEYQVINNMLD YEVTQFLOED SFEPDDLVIL WVGAWDYLAY
GWHNTEQDAFR VRDAISDARN RMVLNGAKQI LLFNLEDLGQ NPSARSQKVV EAVSHVSAYH
NELLLNLARQ LAFTGMVELF EIDKQFAEML RDFONFGLSD VENPCYDGGY VWEREFATRSV
STDRQLSAFS PRERLAIAGH PLLAQAVASE MARRSASPLN CEGEMEWDOV HPTTVVHAAL
SERAATFIET QYEFLAHG

98



ES 2395551 T3

FIGURA 29

(SEQ ID No. 36)

ACAGGCCGATGCACEGAACCETACCTTTCCGCAGTGARGCGCTCTCCCCCCATCETTCRS
CGEGACTTCATCCGCGATTTTGGCATGAACACT TCCTTCAACGCGCGTAGCT TGCTACAA
GTECGECAGCAGACCCGCTCETTEGABGCTCAGTGAGATTGACCCGAT CCCTGTCEECCS
CATCCETCATCGTCTTCECCCTGCTECTCECECTECTGGGCATCAGCCCGGCCCABGCAG
CCGECCCEGCCTATGTGECCCTGEEGEATICCTATTCCTCEGGCARCGGCGCOGEAMGTT
ACATCGATTCGAGCGGTGACTGTCACCGCACCARCARCGCETACCCOGCCCECTEGECGE
CGGCCARCGCACCGTCCTCCTTCACCTTCECEGCCTECT CEGGAGCEETGACCACGGATG
TGATCAACAATCAGCTGEGCECCCTCAACGCGTCCACCEECCTEETGAGCATCACCATCE
GCGGCARTGACECGEGCTTCECGEACGOGATGACCACCTGCETCACCAGCTCGGACAGCA
CCTGCCTCARCCGGCTGECCACCECCACCARCTACATCAACACCACCCTGCTCECOCGEC
TCGACGCGGTCTACAGCCAGAT CAAGGCCCGTGCCCCCARCGCCCGOGTGGTCETCCTCE
GCTACCCGCGCATETACCTGECCTCGARCCCCTGGTACT GCCTGEGCCTGAGCAACACCA
AGCECECGECCATCARCACCACCGCCGACACCCTCAACTCGGTGATCTCCTCCCGGECCA
CCGCCCACGEATTCCGATTCGGECEATGTCCGCCCGACCT TCARCARCCACGARCTGTTCT
TCGGCAACGACTGGCTGCACTCACT CACCCTGCCGETGTGGGAGTCETACCACCCCACCA
GCACGEGCCATCAGAGCEGCTATCTGCCGGTCCTCAACGCCARCAGCTCGACCTGATCAR
CGCACGGCCETGCCCGCCCCECECETCACGCTCEECECGGECGCOGCAGCECETTGATCA
GCCCACAGTGCCGETGACEETCCCACCETCACGETCRAGGETGTACGTCACGGTGGECECT
GCTCCAGAAGTGGAACGTCAGCAGGACCETGEAGCCGTCCCTGACCTCETCGAAGAACTC
CGGGGTCAGCGTGATCACCCCTCCCCCETAGCCEEGEGECGARGGECGGOGCCGAACTCCTT
GTAGGACGTCCAGTCGTGCGECOCEECGTTGCCACCETCCGCETAGACCGCTTCCATGET
CGCCAGCCGGTCCCCECEERACTCGETGGEGATET CCGTGCCCAAGGTGETCCCGETEET
GTCCGAGRGCACCEGGEECTCETACCGGATGATGTGCAGAT CCARAGARTT

FIGURA 30

(SEQ ID NO. 37):

MRLTRSLSAASVIVFALLLALLGISPAQARGPAYVALGDSYSSGNGAGSYIDSSGDCHRSN
NAYPARWAAANAPSSFTFAACSGAVTTDVINNQLGALNASTGLYS ITIGGNDAGFADAMTT
CVTSSDSTCLNRLATATNY INTTLLARLDAVY SQIKARAPNARVVVLGY PRMYLASNEWYC
LGLSNTKRAAINTTADTLNSVISSRATAHGFRFGDVRPTENNHELFFGNDWLESLTLEVWE
SYHPTSTGHQSGYLPVLNANSST '

99



FIGURA 31

SEQID No. 38

61
121
181
241
301
361
421
481
541

mlphpagerg
cttsstrdae
pglsrtrngd
praatrrrlf
dgeflllspv
faghlsflac
vplldskact
ytltasngrw
pwvngvglrd
dtlagevg

ES 2395551 T3

evgaffallv
tvwrkhlgpr
ssppfragws
lgipalvlvt
qaatwgnyya
sggrgyamld
dgedairkrm
lnetiqefng
latgvtvdrs

gtpgdrrlrl
pdggfrphlg
lppkcgeisg
altlvlavpt
lgdsyssgdg
aidevgeqgld
akfettfeel
glaeavavhd
tfhpnaaghr

100

echetrplrg
vgcllagqgs
sarktpavpr
gretlwrmwc
ardyypgtav
wnsphtslvt
isevrtrapd
eeiaasggvyg

avgerviegi

regogerrvp
Pgvlwcgreg
ysllrtdrpd
eatgdwelgv
kggewrsana
igiggndlgf
arilvvgypc
svefvdvyha
etgpgrplysa

pltlpgdgvl
crfevcrrdt
gprgrfvgsg
pvdsrggpae
ypalvaeayd
stvlktcmvr
ifpeeptgay
ldgheigsde
tfavvagatv



FIGURA 32

{SEQ ID No. 39)

ES 2395551 T3

1 ggtggtgaac cagaacaccc ggtcgtcgge gtgggegtce aggtgecaggt goaggttctt

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
B4l
901
561

1D21
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1e2l
16B1
1741
1801
1861
1821
1861
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
. 2821
2881
2941

caactgetee
ccccgacgayg
cgegectteg
gececcaggtac
gagcacgtca
cacttteggt
acaggacgac
gatgttegge
cgcagcgate
gagttcggac
ggcgtagttg
cactgtggtyg
teccttecgagyg
gcggtgctee
gtcgggacte
ggacggtgeg
ttgtgcacca
cggccggacyg
agtccegggyg
actceocgggee
tcecttoecoc
aggtactctt
ggaccacgtg
acagcgctca
tgtgaggcea
gaggacggeg
gegetcaggg
gtgaagggcy
gacttcgeocg
gacgctatcg
acgatcggga
cgggtgecge
atggcgaaat
gacgccocgga
tactacacgc
cagcagcteg
ggcagogtgg
gagccgtggg
agtaccticc
atcgaaaccg
gtggacactc
gagcactgcg
cggugagagc
ccgttegeac
gecogatgetg
cacgggggcy
ggragtgccg
goggateacg
gceccageget

agcaggatge
tacagcacce
ccocgegactt
ggcaggacga
cggeggtcga
tcgatctgeg
caggtcgecac
aggtaggececa
geggeggtge
gcgtgocgga
agggtggcge

tacggggtag
tcggttaceg

cgcacccage
cacaggateg
gatgeggtga
catctagcac
gtoggattteg
tgctgtggtyg
tcagcegtac
cgaaatgeyg
tgcttegaac
cggcgaccayg
cgctggtett
cccaggactg
agtttctget
attcgtacte
gttgctoggeyg
gacacttgtc
acgaggtegg
tecggcggeaa
tgctggacag
tcgagacgac
teccttgtegt
tgaccgogag
ccgaggctgt
agttcgtgga
tgaacggggt
acceccaacge
goccoccgggooyg
tcgocgggoega
gegatetggt
cggatogttg
agttctctte
cgggecgega
agggcgcgga
accgcgcagg
tcgaagactt
ttgccgaaca

cgeccgtogee gtgcacgatg
atagcggatg gtcgascgge
cgaactccge ccaggacagg
cggtgtgetg cagogetggge
agtccttace gecgtagegg
cgaaccggtc gaggacgetyg
cgatcgecggec gcaggocgagg
cgacccggtc gecggggece
gggtccgeag ttctcceecag
tcgoecacgge tgatgggtca
cggggaacca gacggocgooy
cggcocgocgeac cocggtagtac
accagcgeca cagtgectey
gggtgaacgec ggtgaggttg
gcggctgegy cttgagtgte
gegtegggtg ,cetecectaa
gcgggacgog gaaaccgtat
gecacactta ggggtcaggt
cgggcgggag ggctgteget
ccgcaacggy gacagttcte
cgagatctee cagtocageee
agacaggccg gacggtocac
acgacggttg ttccteggta
ggctgtcceg acggggegeg
gtgectgggg gtgccgatceg
gctttetecg gtceaggeag
ttcgggggac ggggcocgeg
gteocegetaac gectatecgg
gttcectggec tgcagoggcec
ctcgeagety gactggaact
cgatctgggyg ttectccacgg
caaggcgbtge acggaccagg
gtttgaagag ctcatcagcg
gagctaccce cggattttte
caaccagegyg tggetcaacg
cgcggtcocac gacgaggaga
cgtctaccac gegttggacg
gcagttgegg gacctegeca
cgctgggeat cgggeggtceg
tccgetctat gecacttteg
ggtggggtga ceccggettac
ccactgeoeeca gtgeagtteg
ageecgtgegt gtetttgacg
cggtggecag agtcgggteg
ccacgcogtt goocgaccagt
catgotccag gtaagggecg
cgagggcgtt gccgocgaag
ccgegtegee taccgoegoeco
ggtagatatc ggcgtcgact

101

gecttaggea
agcggggtga
gtgtcggega
atgeccgtege
tagccgtcea
cgoacccoga
aatgcggceg
accccgagge
gtcecactcgg
cggtcgegga
ggcatggegt
tcccagateg
tagtccggtg
gcgegttoett
atgaaacgeg
cgctececogg
ggagasaaaca
gectgcttge
tcgaggtgty
ctcectteeg
ggaaaacacc
gggggaggtt
teccegetet
agacgctgtg
actccecgegg
cgacctgggg
actactatec
agctggtege
agcgcggcta
ccoctcacac
ttttgaagac
aggacgctat
aagtgcgcac
cggaggaace
aaaccattca
ttgecgegte
goccacgagat
ccggggtgac
gtgageggat
cggtggtgge
cgtccggocc
tetteggtga
agcacaccec
acgtegatcc
tggtcgagge
tcgeggacga
gtgctgecgt
gccacgggeca
ccgetgtggt

ggcctgtggt
actccagtte
cagggecogea
gcagggecttt
cggccagoag
agtcggggga
tegectegge
tgcggaggge
tcaacggeeg
agatgtgcte
cggaggegag
cggaccagaa
cgtccacacc
tgcgetecte
accecettegt
tgacggagtyg
cctacaaccc
cgggcaggge
ceggogggac
ggctggatgg
cgctgtgece
tgtgggcage
tgtacttgtg
gcgcatgtgg
acagcctgeg
gaactattac
cggcaccgeg
cgaagcctac
cgcoccatgett
gtcgetogtg
ctgcatggtg
cogcaagogy
ccgegogecyg
gaccggogec
ggagttcaac
gggcggggtg
cggcteggac
tgtggaccge
catcgagcag
gggggcgacc
gcaggtctge
tgaccagegg
gctgcaggag
cagcccacag
gggcgcgeag
ggctcaccac
gctggeeggg
ggatgoccgoc
cgtaggeceg



FIGURA 33

(SEQ ID No. 40)

1
&1
121
lel
241
301
36l

FIGURA 34

vgsgpraatr
gpaedgefll
eaydfaghls
cmvrvpllds
tgayytltas
gsdepwvngv
gatvdtlage

(SEQ ID No. 41)

1
61

mrttviaasa
amggrdgplr

121 ltedttlwetl
181 heairdragd
241 alfvipddad

ES 2395551 T3

rrlflgipal
lspvgaatwg
flacsggrgy
kactdgedai
ngrwlnetig
glrdlatgvt
vy

llllagcadg
gepfclrssg
siggndlgfg
agvvvtgylp
ehtscappgg

vlvtaltlivl
nyyalgdsys
amldaidevyg
rtkmmakfett
efngglaeav

-vdrstfhpna

areetagapp
nypellhaev
evagcireri
lvsagdcpel
rwadiggggt

102

avptgretlw
sgdgardyyp
sgldwnspht
feelisevrt
avhdeeiaas
aghravgerv

gessggirese
tdltcggavt
agenaddevd
gdvseadrrw
dayplhptsa

rmwceatgdw
gtavkggowr
slvtigiggn
rapdarilvv
ggvgsvefvd

iegietgpgr,

gaeastsitd
gdlleprtlg
llgetigeqgl
aveltggine
gheamaaavr

clgvpvdsrg
sanaypelva
dlgfstvlkt
gyprifpeep
vyhaldghei
plyatfavva

vyialgdsya
ertlpagvda
dglppgldry
tvresaerhd
dalglepvgp



FIGURA 35

(SEQ ID No. 42)

61
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
6E1
721
781
B4l
801
961

1021
1081
1141
1201
1261
13zl
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1321
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

ES 2395551 T3

ttctggggty ttatggggtt

ttcacggggg
gtgggeggag
gcccococggtaga
ggaggtcagc
gcagcategeo
gcgaaatgat
ccatcocggea
ccatagtggg
tegggggegt
ttcgcaccac
acgaaggtgg
tggcecggagt
tgecteocagaca
caactgttat
aaatcgteat
ccgtgggagg
cggtgaataa
gtecetgacee
gacaccatga
gatggggccc
‘gaggaggggy
tatgcggcga
tccggtaatt
gtgaccgggyg
gatgcgagctga
ttcggggagyg
gtggacctge
cgegtgeacyg
ctgececgeteg
cgttgggegg
cacgatgecce
cagcagcgct
tcocgoocggec
cagccgtage
ccgcacatag
gatgatgage
acctgcggeo
ccocgaaggeg
gacctgcecct
ccagaggttg
accccagggt
gctgcocgeoce
gaccgeccccee
gagtceccagg
ctcocgogatg
agtggcgatg
accacctctg
gatcgtcegt
aggggtggge

acttttgtgt
ctotgteace
gcggtgaatg
gcccggagtyg
gctccegagt
caccggggag
attcgggcag
cgaagatctc
ccttgatgge
ggagcgggac
gtagteccegt
tgtcgtagge
tgatcttect
ttttctotta
caagtaatecc
cgcegtgece
aatcattctg
cgtececegge
ggacaacggt
gggaggagac
cggaggegte
tgggcgggcg
acceggaact
atctgctcga
cggaggacac
tggcgggatg
tgggggaaac
aggctatceg
tgtectgecegg
ttgagctgac
tctttgteet
gggcggatat
atgaggcgat
gocegggcgeg
cgegogeggyg
agcacactge
tgctoeoggat
ataccacggg
gaccccgeac
tagacacccg
tgggatagga
cgggcgaagy
ttggececttt
geccgoccaggg
gtggccaggy
cgcaccgocga
gecagggtag
ttcgoggate
ggccactgte

gttatcgget

ccaacagccg
atgaggggge
azatccggect
tctacgecagt
cttggegtec
tgatacaccg
ctccgggtgg
atcctgeteg
gtecttgotyg
gaggctggaa
gtcatcattg
gctggeatce
ttgctgtegy
ttttaggaat
ctgtcacaca
cgcaggateg
taaccttcat
gcgegggage
catcgcagea
cgocggtgca
gacaagcatc
ggatcagccg
ccteccacgea
acccaggacg
cacecctggte
catccgggaa
catcggggag
ggaccgcgeco
ggactgcecc
cgggcagatc
gcoccgacgat
ccagggccaa
ggccgocogeco
cgecttgtoga
cgatggagta
cgaagggttg
catgggccca
cgacataacc
ccgectocag
cccccagtac
cggtggeggt
tggaggtggt
ccttgaggtc
cgatgacggec
cacctgaatt
teccacccgat
tcagegeggg
tggtgtegec
agggcggatt

103

cgtcectgggt ggatecegee

agaatgagtg
ggcgggetet
gtaatcageca
cggatcctet
cteggectgtt
gtggtctcat
aagtaggtgg
agggtgctca
aaaccgaggt
tgacggecega
aggaacacgc
agaagggaaa
tgtctggtac
tggtccatat
asaatgggtog
tcggecatcegg
cacggttggt
ccgogggttyg
agcgeattac
ccgccgggtg
accgacgtct
ttacggggtyg
gaggtecaceg
ctgggggagc
accctcteca
cggatcgcocg
cagctegate
ggggacgcgc
gaactggggg
aacgagaccyg
gecgatgage
cagaccgatg
gtccgggacg
cgaccaacce
cgcaccatag
tteccocegagg
accggcgatg
ggctgtteeg
atcctcoccag
caccagcccg
gacatcggtg
caccgccagg
ctecgeeccgee
aacccacagg
cgaggcctca
gaggatgtge
gtggtccteg
cttatcecata
gtgatctgaa

ccctgagegg
gtggtgccee
teccogtgeee
cggactcgge
ctgectgetg
cccggatgeo
catccgatge
ggeccactcte
gcagcttgtg
agagceccgtg
cctoccaccge
cgatcteata
taccacggta
cccacagget
tgggagccet
cggatectgge
tttaggtatc
cggtagacag
tecttctege
agtcctocogg
acatcgeect
agccgttctg
atctecacetyg
gcacgctgee
tcgggggeaa
gggagaacgc
agcttcecce
aggttgtggt
atgtctecga
tgcgogaggo
acaccagttg
cctatccgect
cgectgggect
atgccagget
aggatgagee
gtgcgcagag
acgatcaaca
gtgatgatga
aaatcccggg
gcgaccacaa
gocggtoteoee
gagaagtaga
agcagctgge
aggaactgcoc
tcacccgaac
agtatgccca
gectggtegg
gcteccattg
ctgtgatgtt

aggtggggta
tgggaatgag
gcgacceccg
acccegtogg
catgctgtcyg
tcecctggaag
cacttecggeg
gtcggtgacg
cggatcgata
ggcttccaat
gtggacctca
acccagcttg
tttgtcggty
gggctgaatg
ggetgtggte
ggtcgegatt
cggtaccecyg
cgecectite
gggagacgty
cggatgcgeg
gggcatccgg
cggggattce
cctgegeteg
ccagggggey
ggcgcaggtg
tgacctcgga
tgatgattge
geagctggac
caccggttac
gagcggatcgt
ggccgaacga
tgcaceccecca
gcacccgacc
ggaaccggtec
gcagtcacat
cgatgcocgac
ccgagtoeag
cccccaggat
tcgeggtece
tggccecectt
ccagcaccac
catcggaggt
ccatggocat
tcaattgcca
cacccggage
cgccggatce
ggacaatgaa
cagccecgttc
aaccgecttg
ccatcaaccc



FIGURA 36

(SEQ ID No. 43)

ES 2395551 T3

1 mrrfrlvgfl sslvlaagaa ltgaatagaa gpaaadgyva lgdsyssgvg agsyisssgd
6l ckrstkahpy lwaazhspst fdftacsgar tgdvlsgglg plssgtglvs isiggndagf
121 adtmttevlg sessclsria taeayvdstl pgkldgvysa isdkapnahv vvigyprivk
1Bl lgttciglse tkrtainkas dhlntvlaqr aaahgftfgd vritftghel csgspwlhsv
241 nwlnigesyh ptaagusggy lpvlogaa

Figura 37

(SEQ ID No. 44)

1 cceggeggec cgtgoaggag cagcagocegg cocgogatgt cctogggegt cgtctteate

€l
121
iel
241
301
361
421
481
541
601
661
121
781
B4l
S0l
S6l
- lo21
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1B61
1921
1981

aggcecgteca
ccogoggoga
cccatcgtca
ccgagcacct
ctccagcgeg
tegtegogog
acgcggtoga
aacagcgegt
agggcttegt
cccgetttee
gagtgtcage
ttgtggeage
gagttcgecte
ccaacceogec
agtgggcage
ectgtgggeg
tacgggtgat
gatcagcatc
gtccgagage
gcoccggcaag
cgtegtcateo
gaccaagcgg
cgcocgoogec

gtgctecggce,

ccccaccgeg
tcaggeggaa
cggggtccce
cgegteggac
gccggtgtcg
cgggaaggac
gtagccgacc
gtcgtgegge
caccgactge

tcgegtegge
tctggegagt
cgttctecgg
tctcggogag
agatcagcag
cgatcocgeag
tgttcgecege
cgacgacgte
gcgggttecac
cgggcacgca
catttcttgg
aatcctgeta
gtectogeeg
goocgoogacy
tacateaget
goocgoccect
gttctcteceg
ggcggcaacy
tcctgectgt
ctcgacggoeg
ggctacccge
acggcgatca
cacggcttca
agccectgge
gecggecagt
ggagaagaag
gteccecegtet
gtggccegea
tcgtgcgteg
agcgtccgec
tccgcgggea
ggcggacagg
gctgcgggge

gacoggogec
ggtgcggtge
ctgocggttcog
gtcggecgety
cgtccagccg
cacgocgogeg
gtgcgagtac
ggacggggag
ggacatgtcg
cgacaggggc
catggacact
agggaggttc
ccggcgococgoe
gctatgtgge
cgagcggcga
cgoccotocac
gacagctcgg
acgcoggttt
cgcggatocgoe
tctactogge
gcttctacaa
acaaggcectc
cctteggega
tgcacagegt
ccggtggeta
aaggagcgga
ccgtcteegt
ccggactccg
tcaccaccac
accccggate
goceogocecgac
cccecegagta

104

gtgtagttgg

‘gggecgegec

ggctegteeg
gtegocogtca
tcgocecctooyg
ccgggeggea
ggctgctcac
tcgetgtegt
ccatgategg
tttctegeog
teccagtcaac
catgagacgt
cctcaccggg
cctcgoogac
ctgcaagecge
gttcgactte
cccgectcage
cgcocgacace

caccgccgag,

aatcagcgac
gcteggoace
cgaccaccte
cgtacgecace
caactggctg
cctgecggte
gggagacgag
cccggteceg
cacctocacg
gcegtcctgg
ggagaccgac
cgtgaacgtc
gtgggtgcge

cccggaccte
gaggggagac
cegotocogte
ccgtgacgtc
ccagocgtocge
gcagcgtggo
ccgtggegaa
ccacgttgag
gtacccggee

tcttoogtee

.gcgcgtaget

ttecgacttg
gcagcgaceg
toctactect
agcacgaagg
accgcctgtt
tccggcaccyg
atgacgacct
gcgtacgteg
aaggcgecga
acctgeatcg
aacaccgtecc
accttcaccg
aacatcggcg
ctcaacggeyg
gagtgggagg
caagtcaccg
cgoacggeac
cgcgageget
ccgtccgegg
gccgtgaacyg
gagcccacca

gtececaggtyg

-gtaccagaag

cgtegecteg
ggcgecceygyg
gctgeggtcg
gccggaccgt
acggccgagyg
ccggategge
gccgegtgca
gaacttgaac
gctaccacgg
teggettect
cccaggcggc
ccggggtegg
cccatcecta
coggcgcocg
gectcocgtcte
gtgtgctcca
actcgacgct
acgoceccacgt
gectgtcoga
tocgoceocageg
gccacgaget
agtcgtacca
ccgectgace
ccocogoooga
agaacgccac
tctcgaacge
cgccgcocga
tcacccaccg
cgggtgcceg
cggtcaccte



FIGURA 38

(SEQ ID No. 45)

el
121
181
241

FIGURA 39

mrrsritayv
ckrsskaypy
sdvmttovlg
lggseclagls
ldliniggsy

- SEQ ID No. 46

1
61
121
lel
241
301
361
421
481
541
601
661
T2l
781
Bg41
a01
‘861
1021
loel
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
lg2l1
1681
1741
1801
lgel
1821

ccaccgocogg
cgttcagcgce
tgececttget
ccttgatege
cgggcagtgce
tcecggatctt
cgcctgggtg
gegtogtgtt
agttgagace
ggggcgaccc
gctggtacga
attacggecat
acggcgeagyg
tcgtceoggtg
aaggectate
tgctegggeg
accggectgy

acctgtgtge:

gtcgacteca
cecgteggece
ctcgogggee
agcgoccatcg
ttcacecggec
atcggecagt
aacagcgtgy
gtgaaccaga
gcacggagtt
tcgttecget
tcgeocegggaa
agcggtactc
cctgggeggt
ccttecacgga
tggagcecga

ES 2395551 T3

tslllavgea
lwgaahspss
sdsaclsrin
etkrsainda

hptaaggsgg

gteggeggeg
ggcgccgaac
cgacgcggcc
ggtgggggag
ggtgaatccg
cttgctacge
gggcgcacgyg
ccgecctggg
ctogtcatgag
cggaaagtge
cggttacggc
acgtgaccte
cgtcceccage
tcaggegoocgg
cgtacctetg
ctcgtacggg
tecteccteac
tccagtoccga
ccetgecegg
atgtggcegt
tcteggagac
ccaagcgcge
atgagatctyg
cctaccacce
cectgagcteo
agcggaggee
ggacgtcgtg
cgtgtcgtac
ggacagegte
cacctcgacc
gggcggcggg
ctgggcogge
gctgtggtcg

ltgaatagas paaaatgyva

fsfmacsgar
takaywvdstl
adylnsaiak
ylpvonsva

agtectcctgg
gtcttcttca
ttgaagccgg
ccggeggega
cccacgaggg
agctgtgcca
ctgtgggggg
ttgagtaaag
tctgacatga
cgagaagtct
agagatcctg
actectecte
cgccocgeggec
cagctaccte
gcaggccgcyg

tgatgtecectg’

catcggagge
cagcgoctge
ccaactecgac
gotgggetac
caagceggteoc
cgccgaccac
ctccagcage
gaccgeggee

cacggectga:

ccgtcegtel
cgcaccgggt
gtggtgacga
ttecagececg
ggcaccocgdc
caggcaccgg
ggggtcgtcg
cecoceccgecgt

105

tgdvlanglg

poggldsvyta
raadhgftfg

ccteggtege
ccgtgocegee
tgecettett
gecaccgtgee
cgeccggtege
tacgagggag
tgcgocgegte
cctoggeeat
gcacgcaatc
tggcatggac
ctaaagggag
geegtegget
acgggctatg
agctccageg
cattcacect
gccaatcage
aacgacgcqg
cteteccegeh
agegtgtaca
cccegettct
gococatcaacg
ggcttcacct
acctggctge
ggccagtecg
atttttaagg
gggtctccogt
cgcgeacctc
acacctgctt
gatcegggac
ccaccgtgaa
agtagteggt
taccgoccegeoo
cggegttgte

lgdsyssgvg
tlnsstglvs
istkapsahv
dvkstftghe

ggagaggttg
gtactegttg
gagcgtgacg
ctcggecggyg
cacggeggtt
tecctectetg
atcacgcaca
ctacgggggt
aacggggceg
acttcctgte
gttccatgag
gegeccteac
tggcecctegg
gcgactgcaa
cgtegtteag
tocggeoaceoet
gcttectecga
tcaacacgge
cggcgatcag
acaaactggg
acgcggecga
teggcogacat
acagtctcga
gcggctatet
cctgaatttt
cgcacaggtc
gacggecgatc
ctgotgggte
ctegecette
ggtcgcegty
gtgecacgeeg
gccaccgoog
gtecteagay

agsylsssgd
ltiggndagf
avlgypriyk
icssstwlhs

gecegtgtage
atcaggecect
atgtagctge
gtggcctgog
atcgcggega
ggcagcggcyg
cggooctgga
ggcteaaggg
tgagcacecce
aacacgcgta
acgttccega
cggggcageg
cgactegtac
gcgcagttcg
ttteatgget
gaactegteo
cgtcatgacg
gaaggcgtac
cacgaaggec
cggectectge
ctatctgaac
caagagcacc
cctgctgaac
gcoggteatg
taaggcgaag
accgagaacg
tegttegaga
ttteccgeecge
ttggtcacce
aacgtgggcg
gtgaccgtea
cctocooggag
gttttcgaac



ES 2395551 T3

FIGURA 40

SEQ ID No. 47

1 mgsgpraatr rrlflgipal vlvtaltlvl avptgretlw rmwceatgdw clgvpwvdscg

61 gpaedgefll lspvgaatwg nyyalgdsys sgdgardyyp gtavkggowr sanavpelva
121 eaydfaghls flacsggrgy amldaidevg sqldwnspht slvitigiggn dlgfstvlkt
181 cmvrvpllds kactdgedal rkrmakfett feelisevrt rapdarilvv gyprifpeep
241 tgayytltas ngrwlnetig efngglaeav avhdeeiaas ggvgsvefvd vyhaldghei
301 gsdepwwngv glrdlatgvt vdrstfhpna aghravgerv leqietgpar plvatfavva
361 gatvdtlage vg
FIGURA 41
SEQ ID No. 48
1 ctgcagacac cocgcoccccogec ttcteccgga togtcatgtt cggogactec ctcagocgaca
6l ccggcaagat gtactccaag atgogegget acctgoccgte cteccocccogocg tactacgagg
121 gecgettctc gaacggoccg gtoctggoctgg agocagotgac gaagecagttc cccggeoctga
181 cgatcgccaa cgaggccgag gggggegega ccgcagtege ctacaacaag atctnct@ga
241 acccgaagta ccaggtcatt aacaacctcg actacgaggt cacccagttc ttgcagaagg
30l actcgttcaa goccecgacgac ctggtcatcce tgtgggtggg cgoccaacgac tacctggect
361 acggttggaa cacggagcag gacgoccaagc gggtgocgega cgecatctog gacgeggeaa
421 accgecatggt cctgaacggoc gogaagocaga teoctgotgtt caacctgeoec gacctgggeco
4B1 agaaccegtc cgceccgetoc cagaaggteg togaggecgt ctegeacgtyg tecgectacce
541 acaacaagct gctcctcaac ctocgecccgge ageotcgoccoce gacgggoatg gtcaagetgt
601 tcgagatcga caagcagttc geoggagatge tgcgegacce ccagaacttc ggoctgageg
661 acgtggagaa ccocgtgetac gacggogget acgtgtggaa gocgttogoc acccggteceog
721 tctcgaccga ccggeagecty toggecttet cgocccagga gogocotggeg atcgcotggeoa
781 acccgetecct ggoacaggog gtagottcge cgatggeoceg cegotocggec tegeoccoctea
B4l actgcgaggg caagatgttc tgggaccagg teoccaccccac caccgtggtec cacgecgece
201 tctocggageg cgocgocace ttcatcgaga ccoccagtacga gttectegec cactagtcta
961 gaggatcc

106



ES 2395551 T3

Figura 42

W N W oW R W N - W N e B W N > W

P SN

1. L1311

2. S.avermitilis
3. T.fusca

4. Consenso

1
(1) ======--MRLTRSLSAASVIVFALLLALLGISPAQAAG-~=——c————-
{1) -————-—---MRRSRITAYVTSLLLAVGCALTGAATAOASPA———————=——
{1) VGSGPRAATRRRLFLGIFALVLVTALTLVLAVPTGRETLWRMWCEATQDW
(1) MRESRFLA ALILLTLA AL GARA RRAAP

51

(32) —=———mmmmem e P-AYVALGDSYSSGNGAGSYID
(33) ——mmm e ARATGYVALGDSYSSGVGAGSYLS
{51) CLGVEVDSRGOPAEDGEFLLLSPVOAATWGNY YALGDSY SSCDGARDYYP

(31) : A A YVALGD G GAGSY

101

{53) S5SGD---CRRSNHAYPARWAAANAP---SSFTFAACSGAVITDVIN=-==--
(57) SSGD---CKRSSKAYPYLWQAAHSP---SSFSFMACSGARTGDVLA=-—=-

50

100

150

{101} GTAVKGGCWRSRANAYPELVAEAYDFA--GHLSFLACSGORGYAMLDAIDE

(101) SSGD C RSTEKAYPALWARMHER SSFSF ACSGARTYDVLA
151

(93) --NQLGALNAST--GLVSIT

(87) --NQLGTLNSST--GLVELT

(142) VGSQLD'ENEPHT-——SLVTIj
(151) QL LNS T  LVSI]

201

(133) NRLATATHYINTTLLA--- —---RLDEWSQIMM&PRHY
(137) SRINTAKAYVDETLPG—---=---QLDSVYTAISTKAPSAHVAVLGYPRFY

200

SDSTCL
SDSACL
VFLLDS
SDSACL

250

(191) KACTDQEDAIRKRMAKF----ETTFEELISEVRTRAFPDARILVVGYFRIF

251

B 1
(176) LASNPWYCLGLSHNTKRARINTTADTLNSVISSRATAH----———=---GF

~(201) RIA AK YI TLPA RLDSVYSAT TRAP BRVVVLGYFRIY

300

{180) KLGG-SCLAGLSETKRSAINDAADYLNSAIAKRAADH-——-—====—=GF
(237) PEEPTGAYYTLTASNQRWLNETIQEFNQOLAEAVAVHDEEIAASGGVGSYV

(251) - SG - LGLS TKRAAINDAAD LNSVIAKRARDH GF

301

250

{215) RFGDVRPTFNMHELFFGNDWLHSLTLP--- —— ~VWESYH

{218) TFGDVKSTFTGHEICSSSTWLHSLDLLN-===cmema—=—————TGASYH

{287) EF‘JD\TIHALDGHEIGSDE‘EWNGVQLRDLATG—*-H—-—h—-\FTVDRS%T
v

{(201) TFGDV TF GHELCSA PWLHSLTLP

351 395
(248) PTSTGHOSGYLPVLNANSST==——————m—— e
(252) PTARGQSGGYLPVMNSVA-——~=cm=——— e mmmmmem e

(328) PNAAGHRAVGERVIEQIETGFGRPLYATFAVVAGATVDTLAGEVG
13871 PTR RHAAGYT.PUTNST T
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FIGURA 43

SEQ ID No 17 que es lasecuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de

Candida parapsilosis,

MRYFAIAFLL INTISAFVLA FEKFSQDDFY TPPQGYEAQF LGSILKTENV FWNPLTHVETPE VEVONAWQLL
VRSEDTFGHNP HAIVTTIIQP FHAEKDELVS YOTFEDSGKL DCAPSYAIQY GSDISTLTTD GEMYYISALL
DOGYYVVTED YEGFKSTFTV GLOSGRATLN SLERATLKSGN LTGVSSDAET LLWGYSGGSL ASGWAARIQK
EYAPELSKNL LGAALGGFVT NITATAEAVD SGPFAGIISN ALAGIGHNEYP Dm'ILLm SPLLSITYRL
GNTHCLLDGG IAYFGKSFES

RIIRYFPDGW DLVNQEPIKT ILQDHNGLVYQ FPEDLTPQIFL FIYHGTLDAI VPIVHSRETF QQWCDWGLES
GEYHNEDLTHG HITESIVGAP AALTWIINRF NGQFPVDGOQ HNVRASNLEY PGTPQSIEKNY FEAALHATIG
- FDLGPDVERD KVTLGGLLKL ERFAF

FIGURA 44

SEQ ID No 18 que es lasecuencia de aminoacidos de una lipido aciltransferasa de

Candida parapsilosis;

MEYFAIAFLL INTISAFVLA FERFSQDDFY TPPQGYEAQP LGSILKTENV PNFLTHNVFTP VEVONAWQLL
VRSEDTFGNP NAIVTTIIQP FHAKKDELVS YOQTFEDSGEL DCAPSYAIQY GSDISTLTTO GEMYYISALL
DOGYYVVTED YEGPKSTFTV GLOSGRATLN SLRATLEKSGN LTGVSSDAET LLWGYSGGSL ASGWAAATI(QK
EYAFELSKNL LGRRLGGFVT NITATAEAVD SGPFAGIISH ALAGIGNEYF DFRENYLLKEV SPLLSITYRL
GNTHCLLDGG IAYFGKSFFE RIIRYFFDGW DLVNQEPIKT ILODNGLVYQ PEDLTPQIPL FIYHGTLDAI
VPIVHERKTF QQWCDWGLKS GEYNEDLTNG HITESIVGAF AALTWIINRF WGQPFVDGCQ HNVRASNLEY
PGTPQSIENY FEAALHAILG FDLGPDVERD KVTLGGLLEL EBRFAFHHHHMH H
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FIG. 45
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FIG. 46
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FIG. 47
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FIGURA 51
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FIGURA 52
P104B0 (1)
A. sal (1)
A. hyd (1)

Consenso (1)
P104B0 (51)
A. sal  (33)
A. hyd  (33)
Consenso  (51)
Pl0480 (101)
A. sal (B3)
A. hyd (B3)
Consenso  (101)
P104B0 (151)
R. sal (133)
A. hyd (133)
Consenso  (151)
P104B0 {201)
A. sal (183)
A. hyd (183)
Consenso  {201)
P10480 (251)
A, sal (233)
A. hyd (233)
Consense  (251)
PI04B0  (301)
A. sal (2B3)
A. hyd (283)
Consenso  (301)

FIGURA 53

pre LAT

{75

ES 2395551 T3

1 50
MKKWEVCLLGLVALTVOAADSRPAFSRIVMFGDSLSDTGRMYSRMRGYLE
=======—m~====-~- ADTRPAFSRIVMFGDSLSDTGKMY SKMRGYLP
------------------ ADSREAFSRIVMEGDSLSDTGKMYSKMRGYLE
AD*RPAFSRIVMFGDSLSDTGKMYSKMRGYLP
51 100
55 PPYYEGRFSNGEVWLEQLTNEFPGLTIANEAEGGPTAVAYNKT SWNEK
SSPPYYEGRFSNGPVWLEQLTKQFPGLTIANEAEGGATAVAYNEISWNPK
SSPPYYEGRFSNGFVWLEQLTKQFPGLTIANEAEGGATAVAYNKI SWNEK
SSPPYYEGRFSHGFVWLEQLT* * FEGLTIANEAEGG* TAVAYNEI SWNFK
101 150
YQVINNLDYEVTQFLOKDSFKPDDLVIIWVGANDYLAYGWNTEQDAKRVR
YQVINNLDYEVTQFLOKDSFRPDDLVILWVGANDYLAYGWNTEQDAKRVR
YQVINNLDYEVTQFLOKDS FKEDDLVILWVGANDYLAYGWNTEQDAKRVR
YQVINNLDYEVTQFLOKDSFKPDDLYILWVGANDYLAYGHNTEQDAKRVR
151 200
DATSDAANRNVINGAXEILLFNLPDLGONPSARSORVVEARSHVSAYHNG
DRISDARNRMVLNGAKQI LLFNLPDLGONPSARSQKVVERVSHVSAYENK
DAISDAANRMVLNGAKQI LLFNLPDLGONPSARSQKVVEAVSHVSAYHNO
DAISDARNRMVLNGAK* [LLFNLPDLGONPSARSQRVVEA*SHVSAYHN *
201 250
LLINLARQLAPTGMVELFEIDKQFREMLRDPONFGLSDQRNACYGGSYVW
LLLNLARQLAPTGMVKLEFZIDKQFAEMLRDPONFELSDVENECYDGGYVH
LLINLARQLAFTGMVKLFEIDKQFAEMLRDPONFGLSDVENPCYDGGYVW
LLLNLARQLAPTGMVKLFEIDKQFAEMLRDPQNFGLSD* A CY *G4 YV
251 , 300
REFASRSASTDSQLSAFNPOERLATAGNPLLAQAVASEMARRSASTLNCE
KEFATRSVSTDROLSAFSPOERLAIAGN PLLAQAVASPMARREAS PLICE
KPFATRSVSTDROLSAFSPQERLATAGN PLLAQAVASFMARRSASPLNCE
KPER*RS*STD* QLSAF* PQERLATAGNPLLAQAVASPMA*RSAS* LNCE
301 . 336
GKMFWDQVHPTTVVERALSEERATFIES QYEFLAR-
GKMEWDQVEPTTVVERALSERARTFIETOYEFLAHG
GKMEWDQVHEPTTVVHAALSERAATFIANQYEFLAR-
GKMEWDQVEPTTVVEAALSE*AATFI* *QYEFLAK®

Construccion génica para la expresion de KLM3'
1.182 pb
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ES 2395551 T3

FIGURA 54

repeticion 5° (secuencia de B. licheniformis)

Tiat

cadena madura KELM3-cebado TT cebador/promotor

precursor pre-LAT-KELM3-cebado
prelAT
<10 Plat
35 Plat

gen de resistencia a neomicina

Apal (1885)
promotor repl pUB110

pICatH-KLM3'(ori1)

5.643 pb

repF(pE184)
Sphl (3224)

repeticion 5

secuencia de B. licheniformis
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FIGURA 55

GCTTTTCTTT
CGARARGRAR
=10
TACRATATCA
ATGTTATAGT

61

121

181

241

30

361

421

481

541

601

661

121

TB1

B4l

201

961

1021

1081
BCGGGRRAGT
*8top

CTenGTTAAC
GACTCAATTG
BCANGGTARA
IGTTCCATTT

1141

1201

ES 2395551 T3

TGGARGARRR TATRGGGRAR
RCCTTCTTTT ATATCCCTTT

TATGTTTCAC ATTGAAMNCEG
ATACAMAGTG TRACTITCCC
L L T L L F &
TTGCTGACGC TGTTATTTGC
AARCGACTGCG ACAATRRACG
b T R P A F S
GATACRAGAC CGGCGTTTAG
CTATGTTCTE GCCGCARATC
E M Y B E M R
ARAATGTATRA GCAARATGAG
TTTTACATAT CGTTTTACTC
F S H G P V. W
TTTAGCARTG GARCCGETCTG
ARATCGTTAC CTGECCAGAC
A N E A E & G
GCTAATGAAG CAGARGGAGG
CGATTACTTC GTCTTCCTCC
K ¥ VvV I ¥ ©®
ARATATCRGG TCATCAMCAR
TTTATAGTCC AGTAGTTGIT
F E P D D L V¥
TTTRAACCGE ATGATCTGGT
AAATTTGGCC TACTAGACCA
W K T E Q@ D A
TGGARCACAG AACAAGATIGC
ACCTTGTGTIC TTGTTCTACG
M V L N G A K
ATGGTCCTGA ACGGCGCCAR
TACCAGGACT TGCCGCGGTT
F 8 A R 2 Q0 K
CCGAGCGCCA GRAGCCARRR
GGCTCGCGET CTTCGGTTTT
E L L L H L A
ARACTGCTGC TGRACCTGGC
TTTGACGACG ACTTGGRCCG
I D EQ F A E
ATTGACAAAC AGTTTGCCGR
TAACTGTTTG TCRARCGGCT
E W F C ¥ D G
GARRAACCCGT GCTATGATGGE
CTTTTGGGCA CGATACTACC
T D RQ L 8 A
ACGGATAGAC AACTGTCAGC
TGCCTRTCTG TTGACAGTCG
L L AR Q h V k

AGAGGACGGA TTTCCTGRAG
TCTCCTGCCT ARRGGRCTTC
GGATARARCC TCGRAG
CCTATTTTGG AGCTC

119

-35

ATGGTACTTG
TACCATGARC

GRGGAGRATC
CTCCICTTAG
L I F
GCTCATCTTIC
CGAGTAGARG
R I ¥
CCGGATCGTC
GGCCTAGCAG

AGGCTATCTT

L E Q

ACARATCCTG

v vV E

TTAARRATTC GGAATATTTA
RATTTTTAAG CCTTATARAT
M K Q@ K R L
ATGAARCAAC ARRARCGGCT
TACTTTGTTG TTTTTGCCGA
L L P B S A A
TTGCTECCTC ATTCTGCAGC
ARCGACGGAG TAAGACGTCG
¥ F 6D S L 8
ATGTTTGGAG ATAGCCTGAG
TACAARCCTC TATCGGACTC
PS5 S P P Y Y
CCGTCARGCC CGCCGTATTA
GGCAGTTCGG GCGGCATAAT
L TEQ F P G
CTGACGAARC AATTTCCGGG
GACTGCTTTG TTAARGGCCC
VAYHN EIS
GTCGCCTATA ACARAATCAG
CAGCGGATAT TGTTTTAGTC
EV TQ F L O
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FIG. 56
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FIGURA 57 (SEQ ID No 49)

51
101
151
201
251
301
351

. 401
451
501
551
601
651
701
751
801
551
801
951

1001

RTGARARCRAC
TACTTIGTTG

GCTCATCTTC
CGAGTAGLAG

CGGCGTTTAG
GCCGCRAATC

ARRATGTATA
TTTTRCATAT

TEARGGCCGE
ACTTCCGGECG

AATTTCCGEG
TTARRGGCCC

GTCGCCTATA
CAGCGGATAT

CCTGGRCTAT
GGACCTGATA

ATGATCTGGT
TACTAGACCR

TGGRRCACRG
ACCTTGTGIC

CGCTAATAGR
GCGATTATCT

TGCCGGATCT
ACGGCCTAGA

GCAGTCAGCC
CGTCAGTCGG
ARGACAATTG
TTCTGTTAAC

AGTTTGCCGA
TCARRCGGCT

GRARACCCGET
CITTTGGGCA

AMGCGTCAGC
TTCGCAGTCG

TGGCARTCGC
RCCGTTAGCG

CGTTCTTCTA

TCAGGTCCART
AGTCCRGGTA

CGRACGTTTRT
GCTGCRARTA

RARRACGGCT
TTITTGCCGA

TTGCTGCCTC
RACGACGGAG

CCEGATCGTC
GGCCTAGCAG

GCARRATGAG
CGTTTTACTC

TTTAGCAATG
ARATCGTTAC

ACTGACGEATC
TGACTGCTRG

RCARRRTCAG
TGTTTTRGTC

GARGTCACAC
CTTCAGTETG

CATCCTTTGGE
GTAGGARRRCC

ARCRAGATGC

TTGTTCTACG

ATGGTCCTGA
TRACCAGGRCT

GGGACRARAT
CCCTGTTTTA

ATGTCRGCGC
TACRGTCGCG

GCACCGACGGE
CETGGLTGECC

RATGCTGAGA
TTRCGACTCT

GCTATGATGG
CGATACTRCC

RCGGATAGRC
TGCCTATCTG

CGGRAATCCG
GCCTTTAGGC

CAGCRAGCCC
GTCGTTCGEG

CCGACRACAG
GGCTGITGTC

CGARRCRACAG
GCTTIGTGTC

TTRCGCCCGR
ARTGCGGGCT

ATTCTGCAGC
TAAGKCGTCG

ATGTTTGGAG
TACAARCCTC

RGGCTATCTT
TCCGATRGRA

GACCGGTCTG
CTGGCCAGRC

GCTARTGRAG
CEGATTACTTC

CTGGGACCCG
GACCCTGGGT

AGTTTICTTCA
TCARAGRAGT

GTCGGECGOCA
CAGCCGCGGT

CRARAGAGTC
GTTTTCTCAG

ACGGCGCChA
TeCCECGETT

CCERGCGCCA
GGCTCGCGET

CTATCATARC
GATAGTRTTG

GAATGGTTAAR
CTTACCAATT

GATCCGCRRA
CIAGGCGTTT

CGGATATGTC
GCCTATRCAG

RRCTGTCAGC

TTGCTGACGE
ARCGRCTGCE

ATAGCCTGRG
TATCGGRCTC

CAGRAGGAGE
GTCTTCCYICC

RARTATCRGG
TTTATAGTCC

GAAAGARCAGC
CTTTCTGTCG

ATGRTTATCT
TACTAATAGR

AGAGRTGCCR
TCTCTACGGET

ACARATCCTG
TGITTRGGAC

GARAGCCHARARR
CTTCGGTTIT

ARRCTGCTGC

TTTGACGACG

ATTGTTTGEAR
TAACARACTT

ATTTIGGECCT
TARAACCGER

ACCTTTGGCA

TTGRCAGTCG CARATCGGGC

CTTTTGGCAC
GCTGARTTGC
CGACTTAACG

TTGTCCATGC
ARCRGGTACG

TATGRATTTC
ATACTTRARG

121

CITCCGTTTT

ACGGEARLGT

TGGCCCRATGG
RCCGGGETACC

IGTTATTTGC
RCAATARRCG

GATRCARGAC
CTATGTICTG

CGATACEGGC
GCTATGCCCS

CGCCGTATTA
GCGGCATART

GACTGCTTTG

TCATCRRCRA
AGTAGTTGTT

TTTARACCGG
ARATTTGGCC

GGCGTATGGC
CCGCATACCG

TCAGCGATGC
CTGTTTAARCC
GACAAATTGGE

AGTCGTCGRR
TCAGCAGCTT
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FIGURA 58 (SEQ ID No. 50)

121
181

anm
361
421
481
541
601
661
721

B4l
901
961

ATGARARRAT
RGCCGTCCCG
ATGTACRGCA
TCCRACGGGEC
ARCGAGGCGGE
TATCAGGTCA
ARGCCGGRCG
ARCRCRAGAGC
GTGCTGARCG
TCGECCCGCA
CTGCTGECTGA
GACARGCAGT
RRCGCCTECT
GACRGCCAGC
CTGGCCCAGE
GGCARAGATGT
CCCGCCGCCA

GETTTGTCETG
CCTTCTCCCG
AGATGCGCGGE
CCETCTGGCT
RAGGCEGACT
TCAACARRCCT
ATCTGETGAT
RGEATGCCAA
GCECCRAGGR
GCCAGRAGGT
RCCTGGCACG
TTGCCGAGAT
ACGGTGGCAG
TCTCCGCCTT
CCGETCGCCAG
TCTGGGATCA
CCTTCATCGR

TTTATTGGEGA
GATCGTGATG
TTARCCTCCCC
GERAGCAGCTE
GACCGCCGTG
GGACTACGRG
CCTCTGGETC
GCGGGETGCGE
GATRCTGCTE
GGTCGAGGCG
CCAGCTGGCT
GCTGCGTGAT
CTATGTATGG
CAACCCGCRG
CCCCATGECT
GGTCCACCCC
GAGCCAGTRC

FIGURA 59 (SEQ ID No. 51)

1 ATGAAARAAT GETTTGTTTG TTTATTGEGE TTGATCGCGC TGACAGTTCA GGC&GGCG&C

ACTCGCCCCG
ATGTACRGCA
TCCAACGGAC
AACGARGCGE
TRTCAGETCT
AAGCCGGACG
AATACGGREC
GTACTGARCG
TCAGCCCGCA
CTGCTECTGEA
GACARGCAAT
RACCCCTGCT
GRCCGCCRGC
CTGGCACAGGE
GGCARGRTGT
CGCGCCGCCA

CCTTCTCCCG
AGATGCGCGG
CCETCTGGCT
RAGGCGGTGC
ARCRRCRACCT

ATCTGGTGAT

AGGATGCCAA

GATCGTGATG
TTRCCTCCCC
GGAGCAGCTG
CACTGCCGTG
GGRCTACGRG
CCTCTGGGTC
ECEGRGTTCEC

GTECCAAGCA GATACTGCTG

GTCAGARGGT

GGTCGAGGCG

RACCTGGCACG CCAGCTGGCC
TTGCCGAGAT GCTGCGTGAT
ACGACGGCCE CTATGTGTEE
TCTCCECCTT CAGTCCGCRG
CCGTTGCCAG TCCTATGGOC

TCTGGGEATCA

GGTACACCCG

CCTTCATCGA GACCCAGTAC

FIGURA 60 (SEQ ID No. 52)

61
121
1g1
241
301
361
4z1

541
&01
661
721
TB1
B41

ATGCCGARGC CTGCCCTICG

GCCCTCGGCC TCACCGACGE
GACTACGTCG CCCTCGGCGR
GCCARCCTGC TCTGTCTGCG
GGCGCCOGOC TCACGGACGT
CAGTACCCGG GCGTCGCACC
CTCACCATCG GCGGCRACGR
GCEGGTETCC TCAGCGGLGE
GACGACGAGR TCGAGGCCAR
GCCAGGGCTC CCCACGCCRG
GCCGACCCGT CCTGCTTCCT
GCCATCCAGG CACACCTCAR
TACGTGGACT TCTCCGGGET
TGEATCGARC CGCTGCTCTT
GAGCGGCGCA TGGCCGAGCA

122

TTCGECGACA GCCTCTCCGR
TCCAGCCCGC CCTACTATGA
ACCAAGCAGT TCCCGGGTCT
GCTTACAACA RGRTCTCCTG
GTCACCCAGT TCTTGCRGAR
GGTGCCARTG ACTATCTGGC
GATGCCATCA GCGATGCGEC
TTCARCCTGC CGGRATCTGGG
GTCAGCCATG TCTCCGCCTA
CCCACCGGCA TGGTARRGCT
CCGCAGRACT TCGGCCTGAG
AAGCCGTTIG CCACCCGTAG
GRACGCCTCG CCATCGCCGE
CGCCGCAGEG CCAGCCCCCT
ACCACTGTCG TGCACGCAGC
GAGTTCCTCG CCCRCGGATG

TACCGGCARR
GGGCCGTTTC
GACCATCGEC
GRATCCCARG
RGRCRGCTIC
ATATGGCEGE
CAARCCGCATG
CCAGRRCCCG
TCACRACARG
GTTCGAGATC
CGACGTCGAG
CGTCAGCACE.
CARCCCGCTG
CRAACTGTGAG
CCTGAGCGAG
A

TCECCGECET CEGCACGLTT
CCCAGGCCAC TCCGACCOTG

RCGTCATCGC GGACACGACG



ES 2395551 T3

FIGURA 61 (SEQ ID No. 53)

61
121
1e1
241
‘30
361
421
481
541
601
661

761
B4l

TCAGTCCAGSE
GGGGTGGACE
GGCCTCGCAG
CTCCTCGGCE
CACGTCACCG
GATCCACGGE
CAECGCCTCE
GTECCTETCE
CGTGATGGECG
CGETGCCGETE
GTCGGLGETE
GATGACGTGG
CAGGACGCCE
GGCCTGGELE
GGOGGLGACT

CCGAGGACGT
GGARCEAGED
GCGTCETGEE
GCCCGECERA
GCGGCGAGEE
TRGCCEAGAG
TTGRGCGOGE
TTGCAGGEEE
TTGATERLGE
CCGAGCGCET
TGCGCEGEEE
GGGTAGTTGE
GAGCCGGLGC
GECECGGCET
GTCGCGETCA

CCATCGTGTG
TGETGCCCGRA
CGTCGGRCAC
CCECGTCETT
GEAGCTTCAG
CCGCCACCCT
GGTRACGTGETT
. TGCCCTTGCC
TGCTETTGTC
CCAACTGEEG
CECAGETGAL
CCGTCGREDG
TGTAGCTGTC
GEELGLTEEE
TGACACGECG

FIGURA 62 (SEQ ID No. 54)

61
121
181
241
ol
361
421
481
541
601
661

ATGGATTACG
AGGCCCATTG
ACGRGAARAR
ARARTACTTC
GETECCARCG
RATATTCGTC
CCGEGGCTAG
TACTTCCGTA
GAGGAARARG
TGGCARCARC
GRCGAARTTAT
TARCAARCTGA

AGRAGTTTCT GTTATTTGGG
AAGRTCGGCANR. RGRTCAGTAT
TGGATATTCT TCAARGAGGG
CTGAGATTTT AARGCATGARA
ATGCATGCTC AGCAGGTCCC
AAATGGTATC TITGATGAAG
TAGARTAGRGAR GRAGTGGGAR
CCARCGRGARA CTTTGCCATT
TTCCCTTOGT GGLTTTGAAT
TGCTARCAGA TGGRCTGCAC
TEARGGTCAT TGAGRCRTTC
AAGATTGGAG AGATGTGCTA

FIGURA 63 (SEQ ID No. 55)

atgaacctge
tocgggggcy
gtggtgttcg
ggcggoggea
ctgggcgtga
aaggccgget
ggccacaacy
tacgocggeca
agcaacgaca
gecattgoea
atgatcgeca
ccggacggeg
ttcaacacga
gcacaactga
cgggcctgoy
ttctgetcgg
ggcgtgeace
ctggcggata

gtcaatggat gggogocgec
gtgggaccga ccagagegge
gegacageect gagegatate
agttcaccac casccocggge
cgctecacgec ggoggtgatg
gocttogacta tgogocaggge
geggegeggy ggcgctyace
gcaacaacac ﬂttcaﬂcqpc

ttttcttetg gaccactgeg

cggococaggt gcagoaggec
agggtgegac goaggtctac
tggcaagegg cacgaccgge
cgetgecaaag cgggctggee
cegeggogat ccagaatgge
acgocaccaa gatcaatgec
ccaacacgct ggtggettee
cgaccacggc cggoccatoge
acgtegeges ctga

CTCGGCCATG
GAGCARGCGET
CCCGGAGAAG
GAGGTETGCC

GGCGTGEGEER
GGCCTCGATC
GCCGLTGAGG
GTTGCCGCCE
TGCGACGCCC

GRTTCCATTA
GCTCTTGGAG

TCCRATATTG
TCTTRCCATA

TATTCCGATG
ARGGCETTIC

TACCCCCAAT
GATGRTGGAT

acggctgeeco
aatcccaatg
ggcacctaca
ccgatctggg
ggctacgcca
ggctogegeg
tacccggtte
aataacgatg
gcggccacca
gegacggacc
gtgttcaace
caggcgctgo
ggcacctegg
gectegtteg
ctggtgccga
gotgeggace
ctgatecgeca

123

CGCCGLTCGEC
TCGATCCAGC
TCCACGTAGG

ttgecttogg
tecgocaaggt
ccecogtoge
ccgagaccgt
cctecgtgea
tgaccgatee
agcageaget
tegtettegt
gcggetecgy
tggtcggcta
tgcccgacad
tgcacgeget
cgcgeatcat
gcttcgecaa
gcgocggogg
agagctacct
goaacgtget

TTTTRAATACT
CARCGARATAT

RATATTTITG
ATTTATCGAT
TATARTAGGR

ACTAGCCAAT
TGETGATGET
RATTTTTCAT

cttggocgeg
geagegeatg
gcaggoggtg
ggccgcgcana
gaattgeccee
gaacggcate
cgccaactte
gctggcocgge
cgtgacgece
tgtcaaggac
bagc:tga:g
ggtgggcacyg
cgacttcaac
<accagcgcc
cagctogotg
gttegecgac
ggcgegectg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
‘600
660
720
TR0
B40
s00
860
1020
1044
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FIGURA 64 (SEQ ID No. 56)

1 gtgatcgggt cgtacgtgge
€l ccegacoggg

121

18l

241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

ccocgaggocg
gtggcggaac
ggcggcaacy
ctggcggtgyg
acccgggggg
gtccgogeca
gtceaggace
cgggtaggege
ccctggooge
gogcgcgagt
cacgtgacgg
goetga

cogttegtegy

acttcacgta
aggtcccgey
acatcatecg
cogegetgac
tgccegtect
tcgcegaceyg
gcaggucgty
tgegoacggg
cocctgoocges
acctggtgee
ccaaggggac

FIGURA 65 (SEQ ID No. 57)

121
181
241

301.

361

481
541
601
661
721

781

atgcagacga
atgtcggacc
atggcggoce
ggecagatcy
ctggtcggeg
ctgctgacce
agtcecggte
goccgtgateg
cagtcgetgg
caccgocggg
tggcacgege
gtocggtteg
tccggggacyg
ga

accccgogta
tgctgoocoga
gctococeogg
tcgacgageca
ggetcaacga
aggecgtgga
gecagggtoe
acgacctgge
ccgacccteg
tcgeggagge
cgatcecogge
ccocggeoagea
gectgeogge

FIGURA 66 (SEQ ID No. 58)

atgacceoggg
gcggegateg
gacgacggca
geccecgegt
cogggcaccyg
gteggeggea
gtecacacacy
accatgcgoc
gtgatgagcyg
tactocceeeca
ctggcegacy
tactggcoct
gegtteggeg
accgacgtce
tacagcgteg
ccggoogaca
gtcaaggeeg
gaccgcgacg
ctgcaggteg
cgcgagacga
gtegtegact
tacgacageg
atcgacctgg

gtcgtgacgg
tcaccetgat

gcagggacca
ceaccqgtge
agacgaccgg
tcggegegeg
cctegatege
ggctcacctt
acaccgcoccyg
tececegtcegg
gcgaccgcac
acctgaccge
actccatcac
tegeoegeacg
tcaacgaggg
acccgagogg
tegtegtegt
ccatoctgac
tcggegocac
tgcggeagge
tcgacaagge
gocgaccacct
ccgogotgaa

ggtgggggac

ctgggcocgac

cacgaacctc
ggtcgtogga
geeccggeace
cgecgoggoe
caagcacctg
ctacggctgc
ggaogccga:
geaggecetg
gogocggcacy
gtggatcgag
gctgtegeeg

caccagtcte
cggctoctac
cttceggtac
ggtggacgtg
cacgctgegg
acggctogee
ggtgctogag
cgggcggeac
gatgtgggac
ggtgtggeag
gacgcogoog
coctgetgooe
caagcegoooy

gggtgcogdy.

agtggegate
cgegotgoag
ctgggtggac
cctggceggge
gatcaccctc
cctggocgec
cggcggcage
cctegocatc
gccggtgacc

ggcggacgte:

cctogacgtyg
cgacggcgee
cctgcacgag
catcagecgge
actgagccgg
ecteggegteo
cggoctgege
gatcacgceg
gotcaacgag
cctgegegac
gcAcccoCcgge
gggcgTggcy

124

agcttecacecg agggegtecgy cgaccococggc
cggctegery tactgotege ggaccggege

gccgtgogeg
ctecgegoecog
gatcocogacy
ggaaccgtee
cgocoggoaaga
coggtgoteg
cggetgeace
ggectgcgey
ctcgacgtee
cgoeggctge
gacgeccatca

gtcgeegteg
cgtggetggg
gocaascctgy
gcocgocgoca
cccaagtgog
ccgeactgeg
cgettecgge
ggcgeegtgy
gtggaccgge
tegoteggee
ccggggtggyg
tggataggce
gacctgctge

gTcgoocCoCha
tocgeggeoa
goocggaggee
gectgggeca
cgcteogtge
tcgaacctgt
gggococgaca
gocogggtoa
ccctacgggg
taccatceoge
accgeegteg
ctgagocacyg
cgctogoaga
gcggcgggcyg
aaccggctee
ttccageggg
aacgacgtce
accctogteg
tteggogget
gagatcoget
cogtacgace
gacaaggggt
ccggtcaagg

gcaggctect
acctegtete
aggtegecga
tggtgaccac
tegocacgta
acctgtggtc
tgtcgeogga
tecooggooga
ggcgogacga
ggggcgagtec
agacgcggat

gegactectt
ccgacctect
€ggtgcgogg
tgggagocoga
acatggccey
agcagotggt
ccogeatgga
tegtogacct
tgcecctgac
acgagccoga
tgacgcgoag
gcaggctgac
cctacgagga

tatacgeogy
gtcteccacyg

cgaccagate
gttogoggeg
geggttegag
cgggttogac
caacgggcac
gctgeggage
gggucm:u.l:r:
cectgaccag
cgtgeactygg
gtegggogac
cgeegeggty

caccgagggc
CUL‘CIDCQQ’!]
gaagctgate
cgtgatcacy
ggtgcgggac
gctgatgege
ggcecctgtte
gtacggggcc
cgccgaggge
ggaccccgag
gaccgcggac
cgggegeteg
cccogoacgy

tgocococtgote
agegtcogeg
aggagacgee

| ggc
gcaacgtegt
acgggeagte
cegecgeege
teatcoegge
cgaacgtcct
aggcccggea
egtacaccac
aggccgacgyg
gcgacgocasa
acggcocggga
tgaccagcag
acgtgctgoa
tgaacageee
accgggogea
acggcggcta
ccggecgggt
tgcgoeggat
acgcgegeat
cgtag

cgcggecgag
gcacacctcyg
gcogotgace
gatcgecgac
gggcggecay
ggtcaccacg
gaccagctac
cocccacygcce
cacggtogtg
ccaccgetgy
cacgceoccge
gccggggcgyg
acgcaccaac
ggaactcgee
cgeccgggga
caccgaggoe
ctteogacacg
gegectocgac
gggcgoggte
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FIGURA 67 (SEQ ID No. 59)

atgacgagca
ggcggoggca
ctggccagac
tacggoggoa
tccacggocg
tcocgggetog
gogtgotegyg
ccecgacatot
cgeteggtge
gtggteggea
ctggooeggo
ggcgggegta
gagctcttcg
goggtactge
gacgegetge
gaggcgggta
ctgaagcgeco
tga

tgtcgagoge
teggectgge
geergogtagyg
ccctgoocac
ccgggcaggg
cggcggtgge
acgacctgga
gecgtgatcat

ggececctgte

cctgtocgga
gggcchtocacg
cggtgtoget
gcocococgacaa
ccteggtoty
goccgegaggg
cggaggtege
ggagacggcg

FIGURA 68 (SEQ ID No. 60)

atgggtcgag
gecgocctga
gactcacceg
accagcccgg
geggtgetgt
tcgotggeeg
gtcaccgggy

‘ceggagetgg

atgacgocegg
aagctcccca
cagggecogca
ctgggcgacy
cgagtagegy
agcgacgacg
tggttecace
accgogaaga

ggacggacca
ccgecgeegt
ctecttecgg
¢otccgtege
cggactgcec
tacggetget
ccocggatgge
tggcggtgat
tggcggactt
aggcgeaggt
ccaacccget
cggactcoct
actacaacga
gogeggtgea
cgagtgtgga
atccctga

FIGURA 69 (SEQ ID No. 61)

ttcatcacaa
gacaagectt
gggaggttec
ggcgotogeg
ctacgtggee
cagtggctcec
cggtacgcgg
goagctgacc
cgegggette
geggategee
ctacgacgec
cttctacang
caacgeegoe
cgcctteggg
geckgecacage
ceagggctac
cgaagtoccg
goccggtogec

cgatgtcaca

ccegtgacga
atgagactgt
ctetteggeg
cteggegact
tgtaagcoea
ttcaacttca
ccggtcaact
gccgacacca
aaggcgegcg
atcgacagec
ctgggcggea
gcocgacgaca
gacgtcaaca
gtecaceocttc
ctgeocogtec
ccoccogggcg
cegecgtacy

gagggtggcyg
gggagcggcyg
ggtgggcacy
ggccggcegac
cgtgcaccag
ggagcggocg
ccggeaggtyg
ggtcggoegoo
ctecggeggta
cctgggoacg
gcagetogeg
gggcgacctg
ctaccacceco
cgccgegete
cttectgoeg
cgoccgocaty
tcgggtgteg

gcggacgegg
cctgggegtg
cagoccogtog
cgeegtggge
ggaggtotcg
ggggaaggcy
ggacctgace
ggc:ggggl:g
ccgggegcag
gtecgtgtcyg
gggcaagcag
ggactcggeg
ggtgctgogg
cgagttecgg
cggocoaggoe

acaccggoca
aagggtectg

cggcggatey
gcggteggte
ccgacccggyg
ccgoegotge
gccgggoaga
gtgcgactag
gogetggtge
Bacgacgtca
cggeggetge
atcgageggyg
gcggcacaga
ctgggteegg
tcegeogagy
ggcctgtgge
gtggegegeg
cctacgggge
gaggcggaac

tacggoegte
ggegtggegg
aagcggacgs
gactccatca

‘tgggcgacey

gacgeggeey
gctcaggtga
aacgacgogt
ttcgaggagg
agecatccocgg
gtgtggaage
gcgaccctge
gaggtctgeyg
ttcggeacgy
cggetggegy

tccgggteat
ctacatcaga

e L s Lo
cgagegcoge
cctactecte
geaccaagtc
ccgectgtte
ccggocaccga
tgaccacctg
cctacatcca
gggeccoege
gctgegeogt
tcaacgoegt
cgaccttcge
ccgtggagaa
tgaactoege
gggcttegee
togcegoecgee

125

ggccacggcy
cgtgtcegey
gggggtegge
ctacccggoc
gggcgocoge
cctggteage
caacctocoag
gcagacgoty
agcccaggte
cggtctetcg
cacecgocaag
cgggcacgag
ctectaccac
cacctgatet
gtaggtgoge
cccggacgeg

cggccggogc
togtggtgge
tgccgaacge
ggctgatgat
cgccgggegc
ggtcggtege
tegoegagee
cccaccggat
gecacggecgg
tgcggcagee
ccateggege
agttcgogea
ggtacgccac
cggccgacga
cggcggcgga
ctegggageo
cgtoccagece

gecgggegoeg
gctgogacte
ggacggcgcec
cgegeggott
geagcrgoge
agcacagctg
cgegggcggc
geeggtccac
cgatggecac
accteaageg
tcggectgtg
ggcgcRacac
cgaaggaccg
accagttgag
agatcgcoota

ccctgategt
antgacagaa
tecogegoten
ccgogaatoe
gegggoageot
ctgtgggccg
acaggagacg
attaccatcg
ggogagageg
CCogocCage
gtegtectgg
gagaagtcce
cgcgecgeeyg
ctgtgctecg
cecacggcca
cgcggotact
gtaccgcogt
gteggtte

gecgtacgge
cgaggtgeag
gcagggacty
gctgggogac
getgetggeg
ccagccgggg
ggaccgggty
geoggcgace
tgcggaggtg:
gctgegotgg
cgtcgageag
gaaccogogy
ggccgogatg
goagcacccg
ggcggegtee
ctgggegctg
gtecggegtt

tgtegegete
cgtgugegge
egectgggac
cgacgectgt
gaaggtcgac
gaactacgeg
gcagcgcgag
gaccteggeg
cctgcgoaag
getoctggtoc
ccegtegaty
gogtgcgogac
geggtgecge
ccactgggac
ccgogeggte

gggaatgggt
atcctgctea
tcctecaceeo
aggccaccga
acgacagcag .
cctocgoacac
tgctggocaa
gcggcaacga
cgtgoctgge
tggaccaggt
gctacccgeyg
gcgoggecat
accacggctt
gegecccctyg
acggacagtc
cogococtga
cgccogtoge
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FIGURA 70 (SEQ ID No. 62)

51
. 101
151
201
251
301
35
401
451
501
551
601

651

701

151

B01

851

501

851

1001

ATGCARARAAT
TACTTITTTTA

GGCAGCCGAC

CCGTCGECTG

GCCTCTCCGR
CGGAGAGECT

TCCAGCCCGC
AGGTCGGEELGE

GGAGCAGCTG
CCTCGTCERC

RRGGCGETEC
TTCCGCCACE

TATCAGGTCA
ATAGTCCAGT

AGACAGCTTC
TCTGTCGARG

ACTRTCTGGC
TGATAGACCG

GATGCCATCR
CTACGGTAGT

GATACTGCTG
CTATGACGAC

GTCAGRAGGT
CAGTCTITCCA

CTGCTGCTGA

GACGACGACT .

GTTCGRAGATC
CRAGCTCTAG

TCGGCCTGERG
AGCCGGRCTC

RRGCCGTTTE
TTCGGECAAAC

CAGTCCGCAG
GTCAGGCGTC

CCGTTGCCAG
GGCARGATCT
CCGTTCIACA

CCTGRGCGRG
GGACTCGCTC

CCCAC TGR
GGGTG ACT

GETTTETGTG
CCAAACACAC

AGTCGCCCCG
TCAGCGGGGET

TACCGECARA
ATGGCCGTTT

CCTACTATGR
GGATGATACT

ACCARACAGT
TEETTTGTCA

CACTGCCGTG
GTGRACGGCAC

TCRACARCCT
RGTTGTTGGA

AAGCCGEACG
TTCGGCCTEC

CTATGGCTGG
GATRCCGACC

GCGATGCGGEE
CGLCTACGOCGE

TTCARCCTGC
AAGTTGGACG

GGTCGAGGCE
CCAGCTCCGC

ACCTGGCACE

GACRAGCAAT
CTGTTCGTTA

CCACCCGCAG
GGTGGGCETC

GARCGCCTCG
CTIGCGGEAGC

TCCTATGGCE
AGGATACCGG

TCTGGGATCA

AGACCCTAGT

GCGCGGCGET

TTTATTGGER
ARRTRACCCT

CCTTTTCOCG
GGRARAGGEC

ATGTACAGCA
TACATGTCET

GGGOCGTITC
CCCGGCARAG

TCCCGEGTCT
AGGGCCCAGR

GCTTACARCA
CEAATGTTGT

GGACTRCGAG
CCTGATGCTC

ATCTGGTGAT
TAGACCACTA

RAACACGGAGC
TTGTGCCTCG

CAACCGCATG
GTTGGCGTAC

CGEATCTGEE
GCCTAGACCC

GTCAGCCATG
CABTCGGTRC

CCAGCTGECC
TTGCCGAGAT
ARCCCCTGCT

TTGGGGEACER

CGTCAGCRCC
GCAGTCGTGG

CCATCGCCGE
GETAGTGECC

-CECCGCAGCG
BGCGGECETCGE

CCATGTGGGEE

CCTTCRTCGC

GGRAGTAGCG

126

TTEGTCGECGC
ARCCAGCGCG

GATCETGATG
CTAGCRCTAC

AGATGCECGG
TCTACGCGCC
RGETTGCCTG

GACCATCGCC

CCTCTGGEETC
GGAGACCCAG

AGGRTGCCRR
TCCTACGGTT

GTACTGRACG
CATGACTTGEC

CCAGAACCCG

TCTCCGCCTA
RGRGGCGGAT

GGGTGGCCET
BCTGCETGAT -

CGROGCACTA

TGCTGCCGCT

CARCCCGCTG

CccaGCeceeT
GGTCGGGGER

‘RCCACTGTCG

TGGTGACAGC

GRACCAGTAC
CITGETCATG

CTATGTGTGG
GATACACACC

CTGECACAGE
GAOCGTGTCC

CRACTGTGAG

CTCAAGGAGC



ES 2395551 T3

FIGURA 71 (SEQ ID No. 63)

- 51
101
151
201
251
‘301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
BO1
851
a01
951

1001

ATGRAARAART
TACTTTTTTA

GECRGCCGREC
CCETCGECTG

GCCTCTCCGA
CGGAGAGGCT

TCCAGCCCGC
AGCTCGEECGE

GGAGCAGCTG
CCTCGTCGAL

AAGGCEETGC
TTCCGCCACG

TATCAGETCA
ATAGTCCAGT

RAGACAGCTTC
TCTGTCGARG

ACTATCTGGC
TGATAGRACCG

GATGECCATChR
CTRCGGTAGT

GATACTGCTG
CTRTGRCGAC

GTCAGAAGGT
CAGTCTTCCA
CTGCTGCTGA
GACGACGACT

GTTCGAGATC
CAAGCTCTAG

TCGGCCTGAG
RGCCGGRCTC

ARGCCGTTTG
TTCGGCARAC

CAGTCCGCAG
GTCAGGCGTC

CCGTTECCAG
GGCAACGGTC
mc:n.iﬁn.mr
CCGTTCTACA

CCTGRAGCGRG
GGACTCGCTC

CCCACGGRTG
GGETGECCTAC

GETTTGTTTG
CCARRCRAAC

ACTCGCCCCSE
TGAGCGGEEEE

TACCGECARR
RTGGCCGTTT

CCTRCTATGA
GGATGATACT

ACCAAGCAGT
TGGTTCGTCA

CACTGCCGTE
GTGACGGCAC

TCAACAACCT
AGTTGTTGEA

ARGCCGGACG
TTCGGCCTGE

ATATGGCTGE
TATARCCGARCC

GCGRTGCGET
CGCTRCGCCG

TTCARCCTGC
RAGTTGGRCG

GGTCGAGGCE
CCAGCTCCGC

ACCTGGCACG
TGGRCCGTGEC

GRCRAGCART
CTGTTCGTTA

CGACETCEAG
GCTGCAGCTC

CCACCCGCAG
GGETGGGCGETC

GRACGCCTCG
CTTGCGGAGE

TCCTATGGEC
AGGATACCGG

TCTGGEATCA
RGACCCTAGT

CGCECCEECA
GCGCGGCGET

T

TTTATTGGGEG
ARATARCCCC

CCTICTCCCG

TCCCGGETCT
ECTTACARCA
CGARTCTTGT

GGACTACGRG
CCTGATGCTC

ATCTGGTGAT
TAGACCACTR

RATACGGARGC
TTATGCCTCG

CRRCCGCATG
GTTGGCGTAC

CGGATCTGEG
GCCTRGRCCC

GTCAGCCATG
CAGTCGGTRAC

CCAGCTGGCC

GGTCGACCGG

TTGCCGAGAT
ARCGGCTCTA

ARCCCCTGOT

CCATCGCCEG
GGTAGCGGCC.

CGCCGCAGCE

CCATGTGGGC

CCTTCATCGAR
GGARGTAGCT

127

TTGATCGCGE
RACTAGCGCG

GATCGTGATG
CTAGCACTRC

AGATGCGCGE
TCTRACGCGCC

TCCAMRCGGAL
GRCCATCGECC
CTGGTAGCGE
AGATCTCCTG
TCTAGAGGAC

CAGTGGGETCA

CCTCTEGETC

GGAGACCCRG
GTACTGARCG

CATGACTTGC

GGTCTTGGGE

"ICTCCGCCTA

AGRGGCGGAT

CCCACCGGCAR

GCTGCGTGAT
CGACGCRCTA

TGCTGCCEEE

CAACCOGCTG
GTTGGGCGAC

CTGGGTCATG

ARGCCGCTGT

TTACCTCCCC
AATGGRAGHGG

TIGCTTCECC

GAATCCCRAG
CTTAGGETTC

TCTTGCRAGAR

GETGCCARTG
CCACGETTAC

CGCTCAAGCG

TCACRACARG

TGGTARAGCT
RCCATTTCGA

CTATGTGTGE
GATACACACC

TCTCCGCCTT

CRACTGTGAG

ACGTGCGTCG

GAGTTCCTCG
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FIGURA 72 (SEQ ID No. 24)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
a01
851

1001

ATGTTTAAGT
TACARARTTCA

GRGTATTAGC
CTCATRATCG

GTCCCGECCTT
CRGGGCGGAA

GGCAAAATGT
CCGTTTTACR

CTATGAGGEC
GATRCTCCCG

AACAGTTCCC
TTGTCARAGGEG

GCCGTGGCTT
CGGCACCGAA

CAACCTGGRC
GTTGGRCCTG

CGEACGRTCT
GCCTGCTAGAR

GGCTGGRACAR
CCGACCTTGT

TGCGGCCARC
ACGCCGGTTG

GGCRCGCCAG
CCGTEOGGTC

AGCARTTTIGC
TCGTTAARCG

GTCGAGARCC
CAGCTCTTGE

CCGCAGCETC
GGCGTCGECAG

GCCTCGCCAT

' CGERGCGGTA

ATGGCCCGCT
TACCGGECGE

GGATCAGGTA
CCTRGTCCAT

CCGCCACCTT
GGCGGTGGRA

TTRARRRGAA
ARTTTTTCIT

TTETTTTCGG
RAACARRRGCC

TTCCCGGATC
ARGGECCTAG

ACAGCARGAT
TGTCGTTCTA

CGTTTCTCCA
GCAAAGAGET

GEETCTGACC
CCCAGACTGG

ACARCRAGAT
TGTTETTCTA

TACGAGETCA
ATGCTCCRGT

GGTGATCCTC
CCACTAGGAG

CGGAGCRGGA
GCCTCETCCT

CECATGGTAC
GCGTACCATG

TCTGGGCCAG
AGRCCCGGTC

GCCATGTCTC
CGETACRGRE

CTGGCCCCCR
GRCCGGEGET

CGRGATGCTG
BCTCTACGAC

CCTGCTACGA
GGACGATGECT

AGCACCGACC
TCGTGGCTGG

CGCCGGCAAC
GCGGCCGTIG
GCAGCGCCRG
CGTCGCGGTC

CRCCCGACCAR
GTGGGECTGET

CATCGCGARC
GTAGCGCTTG

TTTCTTAGTT
RARGRATCAR

CAACCGCCTC
GTTGECGGAG

GTGATGTTCG
CACTACAAGC

GCGCGETTAC
CGOCGCCAATG

ACGGACCCGT
ATCGCCAACG
TAGCGGTTGC

CTCCTGGEAAT
GAGGRCCTTA

CCCAGTICTT

ACCCAGCCAC

TGCCAAGCEG

ACTTGCCACG

ARCCCGTCAG
TTGGGCAGTC

CGECTATCAC
GCGEATAGTG

CCGGCATGET
GGCCGTACCA
GCACTAGGCG

CGECGECTAT
GCCGCCGATA

GGOGACGACC

CCCCCTCARC
CTGTCGTGCR

CAGTRCGRGT
GTCATGCTCA

128

GGATTATCGEG
CCTARTAGCC

TGCAGCTAGC
GCGACAGCCT
CECTGTCGER
CTCCCCTCCA
GAGGGGAGGT
GRCCGRCCTC
RAAGCEGARGE
CCCARGTATC
GGGTTCATAG
GCAGRARAGRC
CCARTGACTA
GGTTACTGAT
GTTCGCGRATG

CRAGCRAGATR
GITCGTCTRT

RRAAGCTGTTC
AGRACTTCGG

GTGTGGARGC

CRGCTTTAAT
GTCGRAATTA

GCCGACAGCC
CTCCGATACC
GAGGCTATGG
GCCCGCCCTAR
CGGGCGGGEAT

GTCGACTGET

AGGTCATCAA
TCCRGTAGTT

TCTGECCTAT
AGACCGGATA

CCATCRGCGA
GGTAGTCGCT

GACGARCARGT

CTTCCRCCAG

TGCTGAACCT

GAGARTCGACR
CTCTAGCTGT

AGATGTICTG
TCTACAAGAC

AGCGRGLGLG

CTGATGA
GRCTACT
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FIGURA 73

SEQ ID No. 68

1 ADTREAFSEI VMFGDSLSDT GEMYSEMRGY LPSSPPYYEG RFSNGPVWLE QLTRQFPGLT

61 IANEREGGAT AVAYNRISWD FEYQVINMLD YEVTQFLQED SFEPDDLVIL WVGANDYLAY
121 GWNTEQDARR VRDAISDRAN RMVLNGAEQI LLFNLFDLGQ MPSARSCEVV EAVSHVSAYH
161 WELLLNLARD LAPTGMVELF EIDRKQFAEML RDPQNFGLSD VENPCYDGGY VWEEF

236 RSASPLNCEG EKMFWDQVHPT TVVHAALSER AATFIETQYE FLAHG

129



FIGURA T4a

ES 2395551 T3

PROCESO CONVENCIONAL (sdlo para comparacion)

Procesos

de desgomado
adicionales,

por ejemplo
desgomado
acido/enzimatico

ACEITE CRUDO
v

Calefactor/Refrigerador

70-90°C

1e
[

media

Mezclador, intensidad

Hidrato/

Aglomerado
tiempo de residencia
13-30 min

Fase de aceite |
Aceite
desgomado
con agua

centrifuga

Agua blanda, 1-2%

/_
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NN

Fase de
goma

L J

Procesamiento
Adicional
Gomas para
alimentos,
Gomas secas,
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FIGURA T4b
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PROCESO DE LA PRESENTE INVENCION

Procesos

de desgomado
adicionales,

por ejemplo
desgomado
acido/enzimatico

ACEITE CRUDO
v

Calefactor/Refrigerador

50-90°C

Agua blanda, 12%

ENZIMA

o

Mezclador, intensidad
media

Hidrato/
Aglomerado

tiempo de residencia
13-30 min

Fase de aceite
Aceite
desgomado
con agua

centrifuga

N

Fase de
goma
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k

Procesamiento
Adicional
Gomas para
alimentos,
Gomas secas.
L ecitina
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FIGURATS

‘ Aceite crudo, 50° C
2% Agua +

Mezclado Ultra Turrax, 30 seg.

b

Agitacion 30 mina, 50° C

-

Inactivacién de la enzima 10 min 97° C.

Centrifugacion: 4.000g durante 10 min.

/\

Fase de Aceijte Fase de Goma
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FIGURA 76
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Fase de Aceite

N

GLC: FFA, Esterol
Ester de esterol

TLC: Fosfolipido
Triglicérido

[ IcP: P, Ca, Mg, Fe |
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Fase de Goma

TLC: Triglicerido,
Fosfolipido




FIGURATTY
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Desgomado con agua de Soja crudo, Solae, 180 min

% Fase de Goma

a0 TIPUK/g

= 0,1 TIPUK/g
m 0,25 TIPU-K/g
20,5 TIPU-K/g

Mezclado Uitra tumax
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ES 2395551 T3

FIGURA T8

Desgomado con agua de Aceite de Soja Crudo, SBO2

6,8 -[

6,4

56

52 f _‘_

438 !
0 01 025 04

Enzima, Ulg de Aceite

% Fase de Goma, 30 minutos
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FIGURA 79

Desgomado con agua de Aceite de Soja Crude, SBO2 con 1.5, 2,0 6 2,5% de agua

51.? ——
E !
Z 64 T
£ 61 T
E: .
S 58
=
2 55
[~} ———
Ll
== 5 ’2

1,5 2 25

% de Agua aiiadida al aceite
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FIGURA 80

Desgomado con agua de Aceite de Soja Crudo, SBO2 con 1,5, 2,0 6 2,5% de agua

6,7

6,4 ==

6,1

58

5,5 ——

% Fase de Goma, 30 minutos

52 .
0 025

Enzima, U/g de Aceite
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FIGURA 81

Desgomado con agua de Aceite de Soja Crude, SBO2
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FIGURA 82

Desgomado con agua de Aceite de Soja Crudo, SBO2

=
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FIGURA 83

Desgomado con agua de Aceite de Soja Crudoe, SBO2
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PA, % Relative en la fase de goma
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FIGURA 84
Desgomado ¢con agua de Aceite de Soja Crude, SBO2
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FIGURA 85
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FIGURA 86

Fase de goma {%)

Goma-control == Goma-KLM3" —i—TRkontrol —j— TREFFLM3I

Contenido de triglicéridos {%)

8 Fenulgms

Fuerza de centrifugacion relativa {rcf)
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FIGURA 87
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FIGURA 88
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FIGURA 89

% TRI En la goma
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FIGURA 90
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% En el aceite

.- | E==x3 esterol (Z=3 éster de esterol —t—-—FFAI b ]
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FIGURA 91
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Degradacion relativa
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FIGURA 92

Sin enzima x200 Sin enzima x400
2460-183 ax2Da 25°C 2460-183 axdba 25°C

Cnnzi D -:-n enzia :-:

2460-183 bx20m 25°C 2460-183 bx40a 25%C
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Cuentasis

Cuentas/s

ES 2395551 T3

FIG. 93
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FIGURA 95
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FIGURA 96
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FIGURA 97
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FIGURA 88
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FIGURA 99
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FIGURA 100
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FIGURA 101
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FIGURA 102
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FIGURA 103
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FIGURA 104
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FIGURA 105
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FIGURA 106
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FIGURA 107
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FIGURA 108
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FIGURA 109
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FIGURA 110
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FIGURA 111
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FIGURA 112
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FIGURA 113
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FIGURA 114
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FIGURA 115
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FIGURA 116
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FIGURA 117
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FIGURA 119
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