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DESCRIPCIÓN 

Proceso para el refinado de aceite comestible usando una lípido aciltransferasa 

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS 

Se hace referencia a las solicitudes relacionadas siguientes: US 2002-0009518, US 2004-0091574, WO2004/064537, 
WO2004/064987, WO2005/066347, WO2005/066351, Solicitud de los Estados Unidos Número de Serie 60/764.430 5 
presentada el 2 de febrero 2006, WO20061008508, Solicitud de Patente Internacional Número PCT/IB2007/000558 y 
Solicitud de los Estados Unidos Número de Serie 11/671.953. En este texto también se citan varios documentos 
("documentos citados en la presente memoria"). 

CAMPO DE LA PRESENTE INVENCIÓN 

La presente invención se refiere a un proceso para el refinado de aceite comestible (preferiblemente aceite vegetal) 10 
usando una lípido aciltransferasa. La presente invención se refiere además 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 lípido aciltransferasa. 

ANTECEDENTES DE LA PRESENTE INVENCIÓN 

Se sabe que las lípido aciltransferasas son ventajosas en las aplicaciones alimenticias. Se ha encontrado que las lípido 15 
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 producción in situ de un emulsionante por el uso de una 
lípido aciltransferasa y las ventajas asociadas con éste. WO2008/090395 enseña la expresión de lípido aciltransferasas 
en células huésped (heterólogas). 20 

El propósito 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- ácidos grasos libres, iones metálicos, compuestos con color, olores, 
gomas, etc.- se emplean convencionalmente una serie de procesos de naturaleza química y física para el refinado 
(véase por ejemplo Bailey's Industrial Oil and Fat Products- 2006 John Wiley & Sons- Sexta Edición). 25 

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

En el denominado refinado químico, casi todo el contenido de ácidos grasos libres se elimina por tratamiento inicial con 
un gran exceso de NaOH. Además, el contenido de fosfolípidos disminuye hasta un nivel de fósforo típicamente por 
debajo de 10 ppm. El aceite se blanquea y desodoriza posteriormente. 30 

El denominado refinado físico consiste generalmente en una etapa de desgomado con agua seguida de desgomado 
ácido, neutralización, blanqueo, extracción con vapor para eliminar los ácidos grasos libres y desodorización. 

En lugar de usar desgomado ácido durante el refinado físico, se han hecho avances para usar desgomado enzimático. 

El proceso de desgomado enzimático se desarrolló tomando como base el uso de fosfolipasa pancreática. Como esta 
enzima era no kosher, la fosfolipasa se sustituyó eventualmente por una fosfolipasa A1 microbiana (Lecitasa Ultra- 35 
Novozymes, Dinamarca) (Oil Mill Gazetteer, Vol 111 Julio 2005 p 2-4). 

El proceso enzimático tiene varias ventajas sobre los procesos de desgomado químico o físico incluyendo ahorro de 
costes, mayor rendimiento y un proceso más respetuoso con el medioambiente. 

El proceso de desgomado enzimático de aceites se basó en la adición de una fosfolipasa a un aceite que se había 
desgomado ya con agua. 40 

En WO2006/008508 se enseñaron las lípido aciltransferasas para uso en el desgomado enzimático de aceites 
comestibles. WO 2006/008508 enseña la adición de una lípido aciltransferasa a un aceite desgomado con agua o la 
adición de una lípido aciltransferasa a un aceite crudo sin la necesidad de que el aceite experimente un proceso de 
desgomado con agua. 

ES 2 395 551 T3

 



 3

El "aceite desgomado con agua" puede obtenerse típicamente por un proceso de desgomado con agua convencional 
que comprende mezclar 1-2% p/p de agua blanda caliente con aceite crudo templado (70-900) (AOCS Intoduction to the 
Processing of Fats and Oils- Tabla 8- Procesos de Desgomado - 
http://www.aocs.org/meetingsleducationlmod3sample.pdf). Una norma general es que la cantidad de agua añadida al 
aceite crudo es típicamente aproximadamente igual a la cantidad de fosfolípidos en el aceite crudo. Los periodos de 5 
tratamiento habituales son 30-60 minutos. La etapa de desgomado con agua elimina los fosfátidos y gomas 
mucilaginosas que se vuelven insolubles en el aceite cuando se hidrata. Los fosfátidos y gomas hidratadas pueden 
separarse del aceite por sedimentación, filtración o centrifugación- siendo la centrifugación la práctica más 
predominante. El objeto esencial en dicho proceso de desgomado con agua es separar los fosfátidos hidratados del 
aceite. El mezclado de agua caliente en el aceite, descrito anteriormente, debe entenderse en la presente memoria 10 
ampliamente como el mezclado de una disolución acuosa en el aceite según los procedimientos de desgomado con 
agua estándar en la técnica. 

En el proceso de desgomado con agua convencional, la parte principal de los fosfátidos 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 más en productos comerciales, se ve esencialmente como un subproducto del refinado del 15 
aceite. Es la fase de aceite la que es comercialmente importante. Sin embargo, como los fosfátidos 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. 20 

ASPECTOS RESUMEN DE LA PRESENTE INVENCIÓN 

Los aspectos de la presente invención se presentan en las reivindicaciones y en el comentario siguiente. 

Se ha encontrado sorprendentemente que mediante la adición de una o más lípido 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 25 
pueden reducirse significativamente. 

Además, se ha encontrado sorprendentemente que mediante la adición de una o más lípido 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 parámetros de centrifugación más favorables. 

También se ha encontrado sorprendentemente que mediante la adición de una o más lípido aciltransferasas a un aceite 30 
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 lípido aciltransferasa activa residual) puede observarse 
una hidrólisis adicional de fosfolípidos en la fase de goma. Los inventores han encontrado que es posible aislar una fase 
de aceite que contiene ácidos grasos libres (el aceite ácido) y los triglicéridos remanentes en la fase de goma. Este 
aceite ácido puede venderse con un valor mayor que la fase de goma normal que se añade a los alimentos. Además, se 35 
ha encontrado sorprendentemente que la fase sólida remanente (después de la separación del aceite ácido) tiene un 
nivel de fósforo mayor que la goma normal y así puede usarse como una fuente de fósforo orgánico. 

También se ha encontrado sorprendentemente que la combinación de una o más lípido aciltransferasas y una o más 
enzimas fosfolipasa C (PLC) resulta en efectos sinérgicos cuando se usan en el desgomado de aceites comestibles (por 
ejemplo, aceites vegetales). 40 

ASPECTOS DETALLADOS DE LA PRESENTE INVENCIÓN 

Según un primer aspecto de la presente invención 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 lípido 
aciltransferasa, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 450C a 900C, y c) separar la fase de aceite 45 
y la fase de goma, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al 
menos 25 TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el ensayo descrito más adelante. 

Según un segundo aspecto de la presente invención se proporciona un uso de una lípido 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 finalización del proceso de 50 
desgomado con agua, en el que se mezcla 0,1-4% p/p de agua con el aceite comestible; la enzima se añade a un aceite 
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comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 900C; y la lípido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite 
comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad 
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el 
ensayo descrito más adelante. 

Según un tercer aspecto de la presente invención se proporciona un uso de una lípido aciltransferasa durante el 5 
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 finalización 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 añade a un aceite comestible a una 
temperatura en el intervalo de 45 a 900C; y la lípido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante 
entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de 10 
enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el ensayo descritos más adelante. 

El incremento en el rendimiento y/o disminución 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 enzimáticamente) sin el 
uso de la lípido aciltransferasa. 

Según un cuarto aspecto la presente invención proporciona un proceso de desgomado con agua de un aceite comestible 15 
(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 lípido aciltransferasa, b) agitar la mezcla durante entre 10 
minutos y 180 minutos a 450C a 900C, c) separar la fase de aceite y la fase de goma, d) incubar la fase de goma que 
comprende la enzima lípido aciltransferasa activa durante entre un mínimo de 2 horas y un máximo de 7 días 
(adecuadamente hasta aproximadamente 1-2 días) y e) separar (por ejemplo, por centrifugación) el aceite de la fase de 20 
goma. 

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

Las mejoras y/o incrementos son cuando se comparan con una fase de goma que no se ha tratado con una lípido 25 
aciltransferasa (sola o en combinación con una fosfolipasa C). 

Adecuadamente, las una o más enzimas lípido aciltransferasas en la fase de goma pueden tener enzima activa residual 
que puede haberse transferido a la fase de goma después del desgomado enzimático del aceite comestible. 
Alternativamente, la enzima lípido aciltransferasa en la fase de goma puede ser lípido aciltransferasa añadida- enzima 
que puede añadirse al comienzo o durante la incubación de la fase de goma. 30 

De forma importante, el aceite al final del proceso en el cuarto aspecto (y otros tratamientos de la fase de goma) es un 
"aceite ácido". Este aceite ácido puede venderse con un valor mayor que la fase de goma normal que se añade a los 
alimentos. La fase de goma remanente (después de la separación del aceite ácido) se refiere a veces como una fase 
sólida. Se ha encontrado sorprendentemente que la fase sólida remanente (después de la separación del aceite ácido) 
tiene un nivel de fósforo mayor que la goma normal y así puede usarse como una fuente de fósforo orgánico. 35 

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

En una realización, preferiblemente la lípido aciltransferasa se usa en combinación con una fosfolipasa C (E.C.3.1.4.3). 

En una realización preferible, se usa una lípido aciltransferasa (E.C.2.3.1.43) en combinación con una fosfolipasa C 
(E.C.3.1.4.3). 40 

Por lo tanto, según un aspecto de la presente invención 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 combinación de una lípido aciltransferasa y 
una fosfolipasa C, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 450C a 900C, y c) separar la fase de 
aceite y la fase de goma, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima 45 
de al menos 25 TrU/mg de proteína de enzimática según se determina usando el ensayo descrito más adelante. 

Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, se ha encontrado sorprendentemente que la lípido aciltransferasa puede 
usar el diglicérido (producido por la reacción de la fosfolipasa C) como una molécula aceptora para producir triglicérido. 
Así, cuando se usa una lípido aciltransferasa en combinación con una fosfolipasa C, la interacción entre estas enzimas 
resulta en un incremento sinérgico de la cantidad de triglicérido en un aceite que comprende ambas enzimas comparado 50 
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 lípido aciltransferasa en combinación con una fosfolipasa C la 
interacción entre estas enzimas resulta en una disminución 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 lípido aciltransferasa en combinación con 
una fosfolipasa C, la interacción entre estas enzimas resulta en un incremento sinérgico del rendimiento del aceite en un 5 
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 combinación de estas enzimas tiene ventajas significativas sobre el uso de una fosfolipasa C sola ya que 
la acumulación 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 10 
impacto negativo en las propiedades de cristalización de más fuentes de grasa saturadas. 

Por lo tanto en la presente invención otra ventaja del uso de lípido aciltransferasas (particularmente en el caso de 
combinación con una fosfolipasa C) es que la cantidad de diglicérido en el aceite puede reducirse comparado con un 
aceite comparable sin la lípido aciltransferasa y/o particularmente comparado con un aceite comparable tratado con 
fosfolipasa C sola. 15 

En otro aspecto de la presente invención se proporciona un uso de una lípido aciltransferasa en combinación 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 finalización del proceso de desgomado con agua y/o para educir el nivel de 
diglicéridos en la fase de aceite después de la finalización del proceso de desgomado con agua, en el que 0,1-4% p/p de 20 
agua se mezcla con el aceite comestible; la enzima se añade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 
45 a 900C; y la lípido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 
minutos, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 
TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el ensayo descrito más adelante. 

Según otro aspecto más de la presente invención se proporciona un uso de una lípido aciltransferasa en combinación 25 
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 finalización 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 añade 
a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 900C; y la lípido aciltransferasa se hace reaccionar con 
el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad 30 
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el 
ensayo descrito más adelante. 

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

Generalmente, los incrementos y/o reducciones discutidas en la presente memoria son cuando se comparan con un 35 
proceso comparable o un aceite comparable que no ha sido tratado con una lípido aciltransferasa (bien sola o en 
combinación con una fosfolipasa C). 

Según otro aspecto, la presente invención 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 lípido aciltransferasa en combinación con una fosfolipasa 40 
C, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 450C a 900C, c) separar la fase de aceite y la fase de 
goma, d) incubar la fase de goma que comprende la lípido aciltransferasa activa durante entre un mínimo de 
aproximadamente 2 horas y un máximo de 7 días (adecuadamente hasta aproximadamente 1-2 días) y e) separar (por 
ejemplo, por centrifugación) el aceite de la fase de goma, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad 
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el 45 
ensayo descrito más adelante. 

Cuando se usa una enzima que degrada fosfolípidos (preferiblemente una lípido aciltransferasa) en combinación con una 
fosfolipasa C, la fosfolipasa C puede añadirse antes, al mismo tiempo o después de la adición de la enzima lípido 
aciltransferasa. 

En una realización, preferiblemente la fosfolipasa C se añade antes de la lípido aciltransferasa. 50 

Se ha encontrado sorprendentemente que el uso de una combinación de una lípido aciltransferasa y una fosfolipasa C 
incrementa significativamente el rendimiento de aceite en la fase de aceite después de la finalización del proceso de 
desgomado con agua. 
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Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, se prevé que la fosfolipasa C hidroliza el fosfolípido (por ejemplo, 
fosfatidilcolina) a un diglicérido (por ejemplo, 1,2-diacilglicerol) y un resto fosfato (por ejemplo, fosfato de colina) y la 
lípido aciltransferasa transfiere entonces un ácido graso al diglicérido formado por la fosfolipasa C- formando así más 
triglicérido e incrementando el rendimiento de aceite. Este efecto da lugar a un incremento sinérgico (es decir, 
preferiblemente más que aditivo) en el rendimiento de aceite. 5 

El método de desgomado de un aceite comestible y/o uso según la presente invención se lleva a cabo entre 45-900C, 
preferiblemente entre 45 a aproximadamente 700C. 

En otra realización, adecuadamente el proceso y/o uso del método de desgomado de un aceite comestible según la 
presente invención puede llevarse a cabo más preferiblemente por encima de 450C, más preferiblemente por encima de 
aproximadamente 500C. 10 

En otra realización, adecuadamente el proceso y/o uso según la presente invención puede llevarse a cabo por debajo de 
aproximadamente 600C, preferiblemente por debajo de aproximadamente  650C, preferiblemente por debajo de 
aproximadamente 700C. 

En una realización, adecuadamente el proceso y/o uso según la presente invención puede llevarse a cabo entre 45-
700C, preferiblemente entre 45-680C, más preferiblemente entre aproximadamente 50-650C grados Celsius. 15 

Adecuadamente, la temperatura del aceite y/o agua puede ser a la temperatura de reacción 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 adición de la 
enzima. Por lo tanto, en una realización se prevé que una etapa adicional del proceso según la presente invención puede 
ser el enfriamiento y/o calentamiento del aceite y/o del agua. 20 

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

En una realización, el contenido de agua para el proceso según la invención puede ser entre aproximadamente 1-3% 
p/p. 

En una realización, el contenido de agua para el proceso según la invención puede ser menor de aproximadamente 3% 25 
p/p, adecuadamente menor de aproximadamente 2%. 

En una realización, el contenido de agua para el proceso puede ser menor de 1%. La reducción de la cantidad de agua 
hasta menos de aproximadamente 1% puede resultar en una ventaja económica 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. 30 

Adecuadamente, el tiempo de reacción (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, más preferiblemente entre 
aproximadamente 15 minutos y 60 minutos, aún más preferiblemente entre aproximadamente 15 minutos y 
aproximadamente 35 minutos. 

En una realización, adecuadamente el tiempo de reacción puede ser entre aproximadamente 30 minutos y 180 minutos, 35 
preferiblemente entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 60 minutos. 

En una realización, 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, más preferiblemente entre aproximadamente pH 6,0 
y pH 10,0, más preferiblemente entre pH 5,0 y aproximadamente pH 7,0, más preferiblemente entre pH 5,0 y 40 
aproximadamente pH 6,5 y aún más preferiblemente entre aproximadamente pH 5,5 y pH 6,0. 

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

En una realización, 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 45 
invención. 
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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, típicamente el pH será aproximadamente 5,5-7,5. 

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

Además, el uso de una lípido 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 óptimo para las lípido aciltransferasas 
típicamente coincide mucho mejor con el pH óptimo para las enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, generalmente no hay 
un "conflicto de pH" cuando se usan lípido aciltransferasas en combinación con enzimas fosfolipasa C. Esto contrasta 10 
mucho con el uso de enzimas fosfolipasa A en combinación con enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, el uso de lípido 
aciltransferasas en combinación con enzimas fosfolipasa C proporciona una mejora significativa ya que ambas enzimas 
pueden funcionar en su intervalo óptimo de pH o simultáneamente. 

La separación de la fase de aceite y la fase de goma puede llevarse a cabo por cualquier método de separación 
convencional. Preferiblemente, la separación se lleva a cabo por centrifugación. 15 

Una ventaja significativa del uso de lípido aciltransferasas (bien solas o preferiblemente en combinación con una enzima 
fosfolipasa C) es que el tratamiento con la enzima hace posible ajustar la centrífuga para controlar la cantidad de fósforo 
en el aceite final. Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, esto se puede conseguir porque la viscosidad del aceite 
está significativamente reducida comparado con un aceite no tratado con la lípido aciltransferasa (bien sola o 
preferiblemente en combinación con una enzima fosfolipasa C). Esto es un avance significativo sobre los procesos de la 20 
técnica anterior. Típicamente, en los procesos de desgomado convencionales la centrifugación resulta en un nivel de 
fósforo en el aceite de aproximadamente 50 ppm. De hecho, la guía de especificación para el nivel de fósforo en un 
aceite comestible es que debe ser menor de 200 ppm. Realmente es óptimo tener aceites con un nivel de fósforo tan 
cercano como sea posible al nivel de 200 ppm. El uso de la lípido aciltransferasa (bien sola o preferiblemente en 
combinación con una enzima fosfolipasa C) resulta en un aceite que puede centrifugarse hasta un nivel de fósforo de 25 
entre aproximadamente 100-200 ppm, preferiblemente aproximadamente 170-190 ppm, más preferiblemente 
aproximadamente 180 ppm. Antes de la presente invención, había resultado muy difícil el ajuste de la centrífuga para 
proporcionar estos niveles de fósforo y proporciona una mejora significativa respecto a la presente invención. 

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. 30 

En una realización, el aceite, el agua y la enzima pueden bombearse en una corriente simultáneamente o 
sustancialmente simultáneamente a través de un mezclador y en un tanque de retención. 

Adecuadamente, la enzima puede inactivarse durante y/o al final del proceso. 

La enzima puede inactivarse antes o después de la separación de la fase de aceite y la fase de goma. 

Adecuadamente, la enzima puede inactivarse con calor calentando durante 10 mins a 75-850C o por encima de 920C. 35 

En una realización, adecuadamente la enzima puede no estar desactivada en la fase de goma. Así, cuando la fase de 
goma se recoge y se incuba, la enzima puede degradar más los fosfolípidos en la fase de goma. Después de una 
incubación extensa de la fase de goma, puede llevarse a cabo una separación más (por ejemplo, por centrifugación) con 
el fin de recuperar aún más aceite de la fase de goma. Esto puede incrementar aún más el rendimiento del aceite. 

Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, se piensa que la enzima degrada los fosfolípidos a ácidos grasos libres en 40 
la fase de goma liberando así triacilglicérido que se había emulsionado previamente con los fosfolípidos. Esto disminuye 
la viscosidad de la fase de goma y permite separar los triacilglicéridos y los ácidos grasos libres, por ejemplo por 
centrifugación. 

En una realización, adecuadamente el proceso de la presente invención puede llevarse a cabo sin la adición de un álcali, 
tal como NaOH por ejemplo. 45 

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

Las enzimas adecuadas para uso en los métodos y/o usos de la invención tienen actividad lípido aciltransferasa según 
se determina usando el "Ensayo de Transferasa (Colesterol:Fosfolípido) (TrU)" siguiente. 50 
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Determinación de la actividad Transferasa "ENSAYO DE TRANSFERASA (COLESTEROLFOSFOLÍPIDO)" (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 400C en vacío. 

Se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 400C en 10 ml de 50 mM tampón HEPES pH 7. 

Enzimación: 5 

Se añaden 250 l de sustrato en un vaso con tapa a 400C. 

Se añaden 25 l de disolución de enzima y se incuba con agitación durante 10 minutos a 400C. 

La enzima añadida debe esterificar 2-5% del colesterol en el ensayo. 

También se analiza un blanco con 25l de agua en lugar de la disolución de enzima. 

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

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

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

Una Unidad de Transferasa (TrU) se define como mol de éster de colesterol producido por minuto a 400C y pH 7 según 15 
el ensayo de transferasa proporcionado anteriormente. 

La lípido aciltransferasa usada en el método y usos de la presente invención tendrá una unidad de transferasa (TrU) 
específica por mg de enzima de la menos 25 TrU/mg de proteína enzimática. 

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención 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. 20 

Más preferiblemente, las enzimas adecuadas para uso en los métodos y/o usos de la presente invención tienen una 
actividad lípido aciltransferasa según se define por el protocolo siguiente: 

Protocolo para la determinación de % de actividad aciltransferasa: 

Una aceite comestible al que se ha añadido una lípido aciltransferasa puede extraerse después de la reacción 
enzimática con CHCl3:CH3OH 2:1 y la fase orgánica que contiene el material lipídico se aísla y analiza por GLC y HPLC 25 
según el procedimiento detallado a continuación en la presente memoria. A partir de los análisis de GLC y HPLC, se 
determinan la cantidad de los ácidos grasos libres y uno o más de ésteres de esterol/estanol. Un aceite comestible 
control al que no se ha añadido ninguna enzima según la presente invención se analiza de la misma manera. 

Cálculo: 

A partir de los resultados de los análisis de GLC y HPLC puede calcularse el incremento en los ácidos grasos libres y 30 
ésteres de esterol/estanol: 

 %ácido graso= % Ácido graso (enzima) - % ácido graso (control); 

Mv ácido graso= peso molecular medio de los ácidos grasos; 

A=  %éster de esterol/Mv éster de esterol (en el que  % 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); 35 

La actividad transferasa se calcula como un porcentaje de la actividad enzimática total: 
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Si los ácidos grasos libres están incrementados en el aceite comestible, preferiblemente no están incrementados 
sustancialmente, es decir, en un grado significativo. Con esto queremos decir que el incremento en el ácido 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: 5 

El esterol de plantas y la fosfatidilcolina se disolvieron en aceite de soja calentando hasta 950C con agitación. El aceite 
se enfrió hasta 400C y se añadieron las enzimas. Se añadió agua hasta una concentración total de 5% de la fase de 
aceite. La muestra se mantuvo a 400C con agitación magnética y se tomaron muestras después de 4 y 20 horas y se 
analizaron por TLC. 

Para el ensayo, la dosificación de la enzima usada es preferiblemente 0,2 TIPU-K/g de aceite, más preferiblemente 0,08 10 
TIPU-K/g de aceite, preferiblemente 0,01 TIPU-K/g de aceite. El nivel de fosfolípido presente en el aceite y/o el % de 
conversión de esterol se determina preferiblemente después de 0,5, 1, 2, 4 y 20 horas, más preferiblemente después de 
20 horas. 

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

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

En algunos aspectos de la presente invención, el término "sin incrementar sustancialmente los ácidos grasos libres" tal y 
como se usa en la presente memoria significa que la cantidad de ácidos grasos libres en un aceite comestible tratado 20 
con una lípido aciltransferasa según la presente invención es menor que la cantidad del ácido graso libre producido en el 
aceite comestible cuando se ha usado una enzima distinta de una lípido aciltransferasa según la presente invención, tal 
como por ejemplo comparado con la cantidad de ácido graso libre producido cuando se ha usado una enzima fosfolipasa 
convencional, por ejemplo, Lecitasa Ultra (Novozymes A/S, Dinamarca). 

Además de, o en lugar de, evaluar el % de actividad transferasa en un aceite (anterior), para identificar las enzimas lípido 25 
aciltransferasas lo más preferible para uso en los métodos de la invención, puede emplearse el ensayo siguiente titulado 
"Protocolo para identificar lípido aciltransferasas para uso en la presente invención". 

Protocolo para identificar lípido aciltransferasas 

Una lípido aciltransferasa según la presente invención es una que resulta en: 

i) la eliminación de fosfolípido presente en un aceite de soja suplementado con esterol de plantas (1%) y fosfatidilcolina 30 
(2%) (usando el método: El esterol de plantas y la fosfatidilcolina se disolvieron en aceite de soja calentando hasta 950C 
con agitación. El aceite se enfrió hasta 400C y se añadieron las enzimas. La muestra se mantuvo a 400C con agitación 
magnética y se tomaron muestras después de 0,5, 1, 2, 4 y 20 horas y se analizaron por TLC); 

y/o 

ii) la conversión (% de conversión) del esterol añadido a éster-esterol (usando el método enseñado en i) anterior). Puede 35 
usarse el método de GLC para determinar el nivel de esterol y ésteres de esterol según se enseña en el Ejemplo 2. 

Para el ensayo, la dosificación 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 fosfolípido presente en el aceite y/o la conversión (% de 
conversión) de esterol se determina preferiblemente después de 0,5, 1, 2, 4 y 20 horas, más preferiblemente después de 
20 horas. 40 

En el protocolo para identificar las lípido aciltransferasas, después del tratamiento enzimático, se añade preferiblemente 
5% de agua y se mezcla concienzudamente con el aceite. El aceite se separa en una fase de aceite y de agua usando 
centrifugación (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 fósforo 
usando el protocolo siguiente ("Ensayo para Contenido de Fósforo"): 45 

Ensayo para Contenido de Fósforo 

El nivel de fosfolípido presente en un aceite después de desgomado con agua se determina preparando en primer lugar 
la muestra de aceite según la preparación de muestra enseñada 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 fosfolípidos en el aceite se mide analizando el contenido de fósforo en la muestra 
de aceite después del desgomado según el Método Oficial AOAC Ca 20-99: Analysis of Phosphorus in oil by inductively 
Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy. 

La cantidad de fósforo presente en la fase de aceite después de usar la presente invención no es típicamente 5 
significativamente diferente del contenido de fósforo 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 invención está 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 según la presente invención mejora el rendimiento aproximadamente 0,25 10 
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 adición de la enzima. 

Sorprendentemente, se ha encontrado que la adición de enzima en el proceso según la presente invención proporciona 
un rendimiento de aceite significativamente mayor en la fase de aceite sin necesariamente reducir significativamente el 
contenido de fósforo de la fase de aceite comparado con una fase de aceite comparable obtenida usando un proceso de 15 
desgomado con agua comparativo pero sin adición de enzima. 

Adecuadamente, la cantidad de fósforo en la fase de aceite cuando el aceite se ha tratado según un proceso o uso de la 
presente invención puede ser 0-80%, adecuadamente 0-50%, adecuadamente 0-10%, adecuadamente 0-1% menos que 
el contenido de fósforo de una fase de aceite obtenida usando un proceso de desgomado con agua comparativo pero sin 
adición de enzima. 20 

De forma importante, la fase de aceite obtenida en el proceso según la presente invención puede desgomarse 
adicionalmente para eliminar los fosfátidos y/o fosfolípidos. Por ejemplo, la fase de aceite puede experimentar bien 
desgomado enzimático y/o desgomado ácido. 

El % de conversión 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%, 25 
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 realización, el % de conversión del esterol presente en el aceite es al menos 5%, preferiblemente al menos 20%. 

En algunos aspectos, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención puede comprender un resto GDSx y/o un resto GANDY. 30 

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

Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa o lípido aciltransferasa para uso en 
uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, a partir 35 
de un organismo de uno o más de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, 
Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, 
Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y Candida. 
Preferiblemente, la lípido aciltransferasa puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, a partir de un organismo del 
género Aeromonas. 40 

En algunos aspectos de la presente invención, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para 
uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención, codifica una lípido aciltransferasa que 
comprende un residuo de ácido aspártico en una posición correspondiente a N-80 en la secuencia de aminoácidos de la 
lípido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida mostrada como SEQ ID No. 35. 

En algunos aspectos de la presente invención, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o 45 
usos de la presente invención es una lípido aciltransferasa que comprende un residuo de ácido aspártico en una posición 
correspondiente a N-80 en la secuencia de aminoácidos de la lípido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida mostrada 
como SEQ ID No. 35. 

Además de o alternativamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno 
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención, codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la 50 
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secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 16 o una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más de 
homología con ésta. Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa codifica una 
lípido aciltransferasa que puede comprender la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No.16. 

Además de o alternativamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno 
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención, codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la 5 
secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoácidos que tiene un 75% o más de 
homología con ésta. Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa codifica una 
lípido aciltransferasa que puede comprender la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No.68. 

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención 
tiene una secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68 o tiene una secuencia de 10 
aminoácidos 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 realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención 
está codificada por una secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID No. 49 o está codificada por una secuencia de 
nucleótidos que tiene al menos un 75% de identidad con ésta, preferiblemente al menos 80%, preferiblemente al menos 15 
85%, preferiblemente al menos 95%, preferiblemente al menos 98% de identidad con ésta. 

En una realización, preferiblemente la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la 
presente invención es una lípido aciltransferasa que se expresa en Bacillus licheniformis transformando dicho B. 
licheniformis con una secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID No. 1 o una secuencia de nucleótidos que tiene al 
menos 75% de identidad con ésta (más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 85%, más 20 
preferiblemente al menos 95%, más preferiblemente al menos 98% de identidad con ésta); cultivando dicho B. 
licheniformis y aislando la o las lípido 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 según la presente invención es un aceite comestible crudo 
que comprende un contenido de fósforo no hidratable de aproximadamente 50-300 ppm, más preferiblemente en el 25 
intervalo de aproximadamente 50-1.400 ppm, más preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 200-1.400 ppm e 
incluso más 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 invención, un contenido de 
fósforo por encima de 350 ppm, más preferiblemente por encima de 400 ppm, incluso más preferiblemente por encima 
de 500 ppm y lo más preferiblemente por encima de 600 ppm. 30 

Preferiblemente, el aceite comestible es un aceite vegetal. 

Los aceites englobados por el método según la presente invención pueden incluir, pero no están limitados a, uno o más 
de aceite de soja, aceite de canola, aceite de maíz, aceite de algodón, 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. 35 

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

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

Lo más 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 40 
desgomado) puede ser un aceite prensado o extraído o una mezcla de éstos. 

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

Aparte de los fosfátidos, el aceite crudo también puede contener concentraciones pequeñas de carbohidratos, 
compuestos azucarados y complejos metal/fosfátido ácido de Ca, Mg y Fe. 45 

Ventajosamente, el método y usos de la presente invención permiten el desgomado de aceites comestibles en entornos 
con poca agua (<50C, preferiblemente menos de 2%, más preferiblemente menos de 1%). Por lo tanto, el desgomado 
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con agua puede realizarse añadiendo menos agua que cuando se usa un proceso de desgomado con agua 
convencional. 

Una ventaja adicional de la presente invención es la producción 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, más 5 
preferiblemente a 0,2-1 TIPU-K/g de aceite. 

Cuando la enzima es una lípido 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 realización, la lípido aciltransferasa puede 
dosificarse en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 1 unidad TIPU-K/g de aceite, más 
preferiblemente la lípido aciltransferasa puede dosificarse en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 10 
0,5 unidades TIPU-K/g de aceite, más preferiblemente la lípido 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 realización, 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 15 
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% Tritón X-100 (#T9284, Sigma) y 5 
mM CaCl2 disuelto en 50 mM Hepes pH 7,0. Procedimiento del ensayo: Las muestras, calibración y control se diluyeron 20 
en 10 mM HEPES pH 7,0, 0,1% Tritón X-100 (#T9284, Sigma). Los análisis se llevaron a cabo usando un Autoanalizador 
Konelab (Thermo, Finlandia). El ensayo se corrió a 30C. 34 L del sustrato se termostatizaron durante 180 segundos, 
antes de añadir 4 L de muestra. La enzimación duró 600 seg. La cantidad de ácido graso libre liberado durante la 
enzimación se midió usando el kit NEFA C (999-75406, WAKO, Alemania). Se añadieron 56 L de NEFA A y la mezcla 
se incubó durante 300 seg. Posteriormente, se añadieron 113 L de NEFA B y la mezcla se incubó durante 300 seg. Se 25 
midió la DO a 520 nm. La actividad enzimática (moles FFA/minmL) se calculó tomando como base una preparación 
enzimática estándar. 

La actividad enzimática TIPU-K se calculó como micromoles de ácido graso libre (FFA) producidos por minuto en las 
condiciones del ensayo. 

En la presente invención el proceso preferiblemente no es un proceso de neutralización cáustico (es decir, no es un 30 
proceso de desgomado con agua ácido y/o no es un proceso de desgomado cáustico ácido). En otras palabras, el 
proceso preferiblemente no comprende la adición de ácidos (tales como ácidos fosfórico, cítrico, ascórbico, sulfúrico, 
fumárico, maleico, clorhídrico y/o acético) o cáusticos (tales como KOH y NaOH) o no comprende la adición de 
cantidades sustanciales de ácidos o cáusticos. En otras palabras, si se añaden ácidos y/o cáusticos en el proceso de la 
presente invención, se añaden a menos de 0,004%. 35 

Para facilitar la referencia, éstos y otros aspectos de la presente invención se discuten ahora en los encabezados de las 
secciones apropiadas. Sin embargo, las enseñanzas en cada sección no están necesariamente limitadas a cada sección 
particular. 

Fosfolipasa C 

Como se ha mencionado anteriormente, la enzima que degrada fosfolípidos (preferiblemente una lípido aciltransferasa) 40 
puede usarse en combinación 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 más 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 enseñada en WO2008/036863. 45 

VENTAJAS 

Una ventaja de la presente invención 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 adición de una enzima según la presente invención. 
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Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, el rendimiento incrementado puede deberse a un efecto emulsionante 
disminuido causado por la eliminación de los fosfolípidos a la fase de goma. Los fosfolípidos son buenos emulsionantes 
y pueden emulsionar con triacilglicérido así cuando los fosfolípidos se eliminan a la fase de goma parte del aceite en la 
forma de triacilglicérido (aceite) también se elimina. Una reducción en la viscosidad de la fase de goma debida a la 
degradación de los fosfolípidos ayuda a evitar la pérdida de aceite a la fase de goma (ya que la separación de la fase de 5 
goma y el aceite es mucho más fácil). 

Además de o alternativamente a (sin pretender la vinculación a ninguna teoría) cuando se usa una lípido aciltransferasa 
según la presente invención se forman ésteres de esterol por la transferencia de un resto de ácido graso de un 
fosfolípido a un esterol. Este resto de ácido graso esterificado a esterol por la reacción de la enzima lípido aciltransferasa 
se encuentra en la fase de aceite y no en la fase de goma. En los procesos de desgomado con agua convencionales (sin 10 
la adición de lípido aciltransferasa) estos restos de ácido graso se pierden en la fase de goma. 

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

Otra ventaja de la presente invención cuando se usa una lípido aciltransferasa es que el ácido graso de los fosfolípidos 15 
se transfiere a un esterol para formar ésteres de esterol. Esto en sí 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 invención (particularmente cuando se usa una lípido 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 adición de una enzima según la presente invención. Una viscosidad menor en la fase de goma resulta en que ésta 20 
es más fácil de separar de la fase de aceite, es decir, por centrifugación. 

Además, la fase de goma puede tener un contenido de agua menor y por lo tanto puede ser más fácil secarla. 

Una ventaja adicional más de la presente invención es que hay una concentración reducida de triglicérido en la fase de 
goma. 

El proceso de la presente invención puede resultar en un ensuciamiento disminuido de la planta de procesamiento. Esto 25 
significa que la limpieza de la planta puede ser más fácil. 

Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, se ha encontrado sorprendentemente que la lípido aciltransferasa puede 
usar el diglicérido (producido por la reacción de la fosfolipasa C) como una molécula aceptora para producir triglicérido. 
Así, cuando se usa una lípido aciltransferasa en combinación con una fosfolipasa C la interacción entre estas enzimas 
resulta en un incremento sinérgico de la cantidad de triglicérido en un aceite que comprende ambas enzimas comparado 30 
con un aceite comparable que comprende una de las enzimas sola o un aceite comparable que no comprende enzima. 
Cuando se usa una lípido aciltransferasa en combinación con una fosfolipasa C la interacción 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 o un aceite comparable que no comprende enzima. 

El uso de una combinación de estas enzimas tiene ventajas significativas sobre el uso de una fosfolipasa C sola ya que 35 
la acumulación 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 cristalización de fuentes de grasa más saturadas. 

Por lo tanto, en la presente invención otra ventaja del uso de lípido aciltransferasas (particularmente cuando se usan en 
combinación con una fosfolipasa C) es que la cantidad de diglicérido en el aceite puede reducirse comparado con un 40 
aceite comparable sin la lípido aciltransferasa y/o particularmente comparado con un aceite comparable tratado con 
fosfolipasa C sola. 

El uso de la o las enzimas según la presente invención puede reducir la cantidad de agua necesaria en el proceso hasta 
menos de aproximadamente 1%. Esto puede resultar en una ventaja económica significativa en un proceso de 
desgomado con agua. Por lo tanto, la capacidad de reducir la cantidad de agua hasta menos de aproximadamente 1% 45 
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 
típicamente sólo son altamente activas en condiciones de pH ácido. Típicamente, 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 50 
desgomado. Esto no es necesario con la presente invención. 
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Además, el uso de una lípido aciltransferasa en combinación 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 óptimo para las lípido 
aciltransferasas coincide típicamente mucho mejor con el pH óptimo para las enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, 
generalmente no hay "conflicto de pH" cuando se usan lípido aciltransferasas en combinación con enzimas fosfolipasa C. 
Esto contrasta mucho con el uso de enzimas fosfolipasa A en combinación con enzimas fosfolipasa C. Por lo tanto, el 5 
uso de lípido aciltransferasas en combinación con enzimas fosfolipasa C proporciona una mejora significativa ya que 
ambas enzimas pueden funcionar en su intervalo óptimo de pH o simultáneamente. 

De forma importante, en el método que comprende el tratamiento de la fase de goma con una lípido aciltransferasa (bien 
sola o en combinación con una fosfolipasa C) el "aceite ácido" producido al final de este proceso puede venderse con un 
valor más alto que la fase de goma normal que se añade a los alimentos. Además, se ha encontrado sorprendentemente 10 
que la fase de goma remanente (después de la separación del aceite ácido) tiene un nivel de fósforo mayor que la goma 
normal y puede usarse así como una fuente de fósforo orgánico. 

CÉLULA HUÉSPED 

El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota. 

En una realización de la presente invención, la lípido aciltransferasa según la presente invención se expresa en una 15 
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 expresión incrementada de una 
lípido aciltransferasa cuando se compara con otros organismos, tales como Bacillus subtilis. 20 

Una lípido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida se ha insertado en varios vectores de expresión convencionales, 
diseñados para ser óptimos para la expresión en Bacillus subtilis, Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe 
y Aspergillus tubigensis, respectivamente. Sin embargo, sólo se detectaron niveles muy bajos en Hansenula polymorpha, 
Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis. Los niveles de expresión fueron menores de 1 g/ml y no fue 
posible seleccionar células que rindieran proteína suficiente para iniciar un producción comercial (resultados no 25 
mostrados). Por el contrario, Bacillus licheniformis fue capaz de producir niveles de proteína que son atractivos para una 
producción económicamente factible. 

En particular, se ha encontrado que la expresión en B. licheniformis es aproximadamente 100 veces mayor que la 
expresión en B. subtilis bajo el control del promotor aprE o es aproximadamente 100 veces mayor que la expresión en S. 
lividans bajo el control de un promotor A4 y fusionado con celulosa (resultados no mostrados en la presente memoria). 30 

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 relación con la presente invención incluye cualquier célula que comprende bien una 
secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria o un vector de 35 
expresión como se define en la presente memoria y que se usa en la producción recombinante de una lípido 
aciltransferasa que tiene las propiedades específicas 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 
-amilasa o sin -amilasa. 

El término "heteróloga" tal y como se usa en la presente memoria significa una secuencia derivada de una fuente o 40 
especie genética separada. Una secuencia heteróloga es una secuencia que no es del huésped, una secuencia 
modificada, una secuencia de una cepa diferente de célula huésped o una secuencia homóloga de una localización 
cromosómica diferente de la célula huésped. 

Una secuencia "homóloga" 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. 45 

El término "lípido aciltransferasa recombinante" tal y como se usa en la presente memoria significa que la lípido 
aciltransferasa se ha producido por medio de recombinación genética. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos que 
codifica la lípido aciltransferasa se ha insertado en un vector de clonación, lo que resulta en una célula B. licheniformis 
caracterizada por la presencia de la lípido aciltransferasa heteróloga. 
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SECUENCIAS REGULADORAS 

En algunas aplicaciones, una secuencia de lípido aciltransferasa para uso en los métodos y/o usos de la presente 
invención puede obtenerse uniendo de manera operativa una secuencia de nucleótidos que codifica la misma a una 
secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresión de la secuencia de nucleótidos, tal como por la célula 
huésped elegida (tal como una célula de B. licheniformis). 5 

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

El término "unido de manera operativa" se refiere a una yuxtaposición en la que los componentes descritos están en una 
relación que les permite funcionar de su manera pretendida. Una secuencia reguladora "unida de manera operativa" a 
una secuencia codificadora está ligada de manera que la expresión de la secuencia codificadora se consigue bajo 10 
condiciones compatibles con las secuencias control. 

El término "secuencias reguladoras" incluye promotores y amplificadores y otras señales de regulación de la expresión. 

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

La expresión aumentada de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tiene las propiedades específicas 
como se define en la presente memoria también puede conseguirse por la selección de regiones reguladoras, por 15 
ejemplo, promotor, líder de secreción y regiones terminadoras que no son regiones reguladoras para la secuencia de 
nucleótidos que codifica la enzima en la naturaleza. 

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

Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa puede estar unida de manera 
operativa a una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia terminadora Los ejemplos de secuencias 20 
terminadoras adecuadas para uso en uno cualquiera de los vectores, células huésped, métodos y/o usos de la presente 
invención incluyen: una secuencia terminadora de -amilasa (por ejemplo, 
CGGGACTTACCGAAAGAAACCATCAATGATGGTTTCTTTTTTGTTCATAAA - SEQ ID No. 64) una secuencia 
terminadora de proteasa alcalina (por ejemplo, 
CAAGACTAAAGACCGTTCGCCCGTTTTTGCAATAAGCGGGCGAATCTTACAT - AAAA ATA - SEQ ID No. 65), una 25 
secuencia terminadora específica de ácido glutámico (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, 30 
GCTGACAAATAAAAAGAAGCAGGTATGGAGGAACCTGCTTCTTTTTACTATTATTG). Adecuadamente, la secuencia 
de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa puede estar unida de manera operativa a un terminador de -
amilasa, tal como un terminador de -amilasa de B. licheniformis. 

PROMOTOR 

La secuencia promotora que se va a usar según la presente invención puede ser heteróloga u homóloga a la secuencia 35 
que codifica una lípido aciltransferasa. 

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

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homóloga a una especie de Bacillus, por ejemplo B. licheniformis. 
Preferiblemente, la secuencia promotora es homóloga a la célula huésped elegida. 40 

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homóloga a la célula huésped. "Homóloga 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 nucleótidos 
que codifica: un promotor de -amilasa, un promotor de proteasa, un promotor de subtilisina, un promotor de proteasa 45 
específica de ácido glutámico y un promotor de levansacarasa. 

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser una secuencia de nucleótidos 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 ácido glutámico 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 transcripción de una secuencia de ácido nucleico en los métodos 
de la presente invención 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 5 
stearothermophilus (amyM); el promotor del gen de la penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP); los promotores de los 
genes xyIA y xyIB de Bacillus subtilis; y/o el promotor del gen CryIIIA de Bacillus thuringiensis subesp. tenebrionis. 

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

La "secuencia -35 a -10" describe la posición relativa al sitio de inicio de la transcripción. Tanto "-35" como "-10" son 
cajas, es decir, un número de nucleótidos, cada uno comprendiendo 6 nucleótidos y estas cajas están separadas por 17 
nucleótidos. Estos 17 nucleótidos se refieren habitualmente como un "espaciador". Esto se ilustra en la Figura 55, en la 
que las cajas -35 y -10 están 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 15 
-35, el espaciador con una longitud de 17 nucleótidos y la caja -10. 

PÉPTIDO SEÑAL 

La lípido aciltransferasa producida por una célula huésped por expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica la 
lípido aciltransferasa puede secretarse o puede estar contenida intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o del 
vector usado. 20 

Puede usarse una secuencia señal para dirigir la secreción de las secuencias codificadoras a través de una membrana 
celular particular. Las secuencias señal pueden ser naturales o extrañas a la secuencia que codifica la lípido 
aciltransferasa. Por ejemplo, la secuencia que codifica el péptido señal 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 señal pueden obtenerse de uno o más de los genes siguientes: gen 25 
de la -amilasa maltogénica, gen de subtilisina, gen de beta-lactamasa, gen de proteasa neutra, gen prsA y/o gen de 
aciltransferasa. 

Preferiblemente, el péptido señal es un péptido señal de -amilasa de B. licheniformis, aciltransferasa de Aeromonas 
(por ejemplo, mkkwfvcllglialtvqa- SEQ ID No. 21), subtilisina de B. subtilis (por ejemplo, mrskklwisllfaltliftmafsnmsaqa- 
SEQ ID No. 22) o subtilisina de B. licheniformis (por ejemplo, mmrkksfwfgmltafmlvftmefsdsasa- SEQ ID No. 23). 30 
Adecuadamente, el péptido señal puede ser el péptido señal de -amilasa de B. licheniformis. 

Sin embargo, puede usarse cualquier secuencia que codifica un péptido señal capaz de dirigir la lípido 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 invención, una secuencia de nucleótidos que codifica un péptido señal puede 35 
unirse de manera operativa a una secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa elegida. 

La lípido aciltransferasa elegida puede expresarse en una célula huésped como se define en la presente memoria como 
una proteína de fusión. 

VECTOR DE EXPRESIÓN 

El término "vector de expresión" significa una construcción capaz de expresión in vivo o in vitro. 40 

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

La secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria puede estar 
presente en un vector, en el que la secuencia de nucleótidos está unida de manera operativa a secuencias reguladoras 
de manera que las secuencias reguladoras son capaces de proporcionar la expresión de la secuencia de nucleótidos por 45 
un organismo huésped adecuado (tal como B. licheniformis), es decir, el vector es un vector de expresión. 
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Los vectores pueden transformarse en una célula huésped adecuada como se ha descrito anteriormente para 
proporcionar la expresión de un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa como se define en la presente 
memoria. 

La elección del vector, por ejemplo, vector de plásmido, cósmido, virus o fago, inserto genómico, dependerá 
habitualmente de la célula huésped en la que se va a introducir. La presente invención puede englobar otras formas de 5 
vectores de expresión 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 o más genes marcadores seleccionables- tal como un gen que confiere resistencia a 
antibiótico, por ejemplo, resistencia a ampicilina, kanamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la selección 10 
puede conseguirse por co-transformación (como se describe en WO91/17243). 

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

El vector puede comprender además una secuencia de nucleótidos que permite al vector replicarse en la célula huésped 
en cuestión. Los ejemplos de dichas secuencias son los orígenes de replicación de los plásmidos pUC19, pACYC177, 15 
pUB110, pE194, pAMB1 y pIJ702. 

LÍPIDO ACIL TRANSFERASA 

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

La lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención puede ser una 20 
lípido acil transferasa natural o una lípido acil transferasa variante. 

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

El término "lípido 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 25 
enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido a uno o más sustratos aceptores, tal como uno o más de los 
siguientes: un esterol; un estanol; un carbohidrato; una proteína; una subunidad de proteína; un azúcar alcohol, tal como 
ácido ascórbico y/o glicerol- preferiblemente, glicerol y/o un esterol, tal como colesterol. 

Preferiblemente, la lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención 
es una lípido aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolípido (como se define en la 30 
presente memoria) a un azúcar alcohol, tal como ácido ascórbico y/o glicerol y/o un esterol, preferiblemente glicerol o un 
esterol, lo más preferiblemente un esterol (por ejemplo, colesterol). 

Para algunos aspectos, el "aceptor de acilo" según la presente invención puede ser cualquier compuesto que comprende 
un grupo hidroxi (-OH), tal como por ejemplo, alcoholes polivalentes, incluyendo glicerol; esteroles; estanoles; 
carbohidratos; hidroxiácidos incluyendo ácidos de fruta, ácido cítrico, ácido tartárico, ácido láctico y ácido ascórbico; 35 
proteínas o una subunidad de éstas, tal como aminoácidos, hidrolizados de proteínas y péptidos (proteína parcialmente 
hidrolizada) por ejemplo; y mezclas y derivados de éstos. Preferiblemente, el "aceptor de acilo" según la presente 
invención no es agua. 

El aceptor de acilo no es preferiblemente un monoglicérido. 

En una realización, el aceptor de acilo puede ser un diglicérido. 40 

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

En otro aspecto, la lípido aciltransferasa para uso en los métodos y/o usos de la presente invención puede, además de 
ser capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido a un esterol y/o un estanol, ser capaz adicionalmente de transferir 
el grupo acilo desde un lípido a uno o más de los siguientes: un carbohidrato, una proteína, una subunidad de proteína, 45 
glicerol, alcohol graso. 
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Adecuadamente, el aceptor de acilo puede encontrarse naturalmente en el aceite. Alternativamente, el aceptor de acilo 
puede añadirse al aceite (por ejemplo, el aceptor de acilo puede ser extraño para el aceite). Por ejemplo, en algunas 
realizaciones puede añadirse 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 reacción de la 
aciltransferasa. La adición de un aceptor de acilo puede dar lugar a reducciones en los ácidos grasos libres y/o a la 5 
formación mayor del éster del aceptor de acilo comparado con un aceite en el que no se añade aceptor de acilo 
adicional. 

Preferiblemente, el sustrato lipídico sobre el que actúa el acilo lipídico es uno o más de los lípidos siguientes: un 
fosfolípido, tal como una lecitina, por ejemplo, fosfatidilcolina y/o fosfatidiletanolamina. 

El sustrato lipídico puede referirse en la presente memoria como el "donante de acilo lipídico". El término lecitina tal y 10 
como se usa en la presente memoria engloba fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, fosfatidilserina y 
fosfatidilglicerol. 

Las lípido aciltransferasas preferidas para uso en la presente invención se identifican como aquellas que tienen una alta 
actividad tales como actividad hidrolítica de fosfolípidos alta o actividad transferasa de fosfolípidos alta en fosfolípidos en 
un entorno de aceite, lo más preferiblemente las lípido acil transferasas para uso en la presente invención tienen una 15 
actividad transferasa de fosfolípidos a esterol alta. 

Como se ha detallado anteriormente, otras acil-transferasas adecuadas para uso en los métodos de la invención 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 20 
transferasa de al menos 5%, más preferiblemente al menos 10%, más preferiblemente al menos 20%, más 
preferiblemente al menos 30%, más preferiblemente al menos 40%, más preferiblemente 50%, más preferiblemente al 
menos 60%, más preferiblemente al menos 70%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 
90% y más preferiblemente al menos 98% de la actividad enzimática total, dichas aciltransferasas se ensayan usando el 
ensayo "Protocolo para la determinación del % de actividad aciltransferasa" detallado anteriormente en la presente 25 
memoria. 

Para algunos aspectos, preferiblemente la lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de 
la presente invención es una lípido 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 lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de 30 
la presente invención es una lípido aciltransferasa que no presenta actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3) o 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 
según Food Chemical Codex (3ª 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 35 
cantidad de enzima que puede liberar 1 [mu]mol de ácidos grasos por minuto de aceite de girasol bajo las condiciones 
de ensayo anteriores. Alternativamente, puede usarse el ensayo LUT como se define en WO9845453. 

La lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención puede ser una 
lípido 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, más preferiblemente menor de 40 
100, más preferiblemente menor de 50, más preferiblemente menor de 20, más preferiblemente menor de 10, tal como 
menor de 5, menor de 2, más preferiblemente menor de 1 LUS/mg. Alternativamente, la actividad LUT/mg es menor de 
500, tal como menor de 300, preferiblemente menor de 200, más preferiblemente menor de 100, más preferiblemente 
menor de 50, más preferiblemente menor de 20, más preferiblemente menor de 10, tal como menor de 5, menor de 2, 
más preferiblemente menor de 1 LUT/mg. 45 

La lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención puede ser una 
lípido 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 ácidos grasos por minuto del monoglicérido bajo las condiciones 
del ensayo. 50 

La lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención es una lípido 
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, más preferiblemente menor de 100, más preferiblemente menor de 50, más preferiblemente menor de 20, 
más preferiblemente menor de 10, tal como menor de 5, menor de 2, más preferiblemente menor de 1 MGHU/mg. 

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención 
es una lípido aciltransferasa que además de su actividad lípido aciltransferasa también puede presentar una o más 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). 5 
La lípido acil transferasa también puede tener actividad fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5). 

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

La lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención codifica una lípido 
aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo desde un fosfolípido a un esterol y/o un estanol para formar al 10 
menos un éster de esterol y/o un éster de estanol. 

Así, en una realización, el "aceptor de acilo" según la presente invención puede se un esterol/estanol de plantas. 

Preferiblemente, la enzima lípido 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 lipídico se transfiere a un aceptor de acilo para 15 
formar un nuevo éster; y la enzima comprende la secuencia de aminoácidos del resto GDSX, en el que X es uno o más 
de los residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S. 

Preferiblemente, X del resto GDSX es L o Y. Más preferiblemente, X del resto GDSX es L. Así, preferiblemente la enzima 
según la presente invención comprende la secuencia de aminoácidos del resto GDSL. 

El resto GDSX está comprendido por cuatro restos de aminoácidos conservados. Preferiblemente, la serina en el resto 20 
es una serina catalítica de la enzima lípido acil transferasa. Adecuadamente, la serina del resto GDSX puede estar en 
una posición correspondiente a Ser-16 en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila enseñada en 
Brumilk y Buckley (Journal of Bacteriology abr. 1996, Vol. 178, No. 7, p. 2060-2064). 

Para determinar si una proteína tiene el resto GDSX según la presente invención, la secuencia se compara 
preferiblemente con los perfiles del modelo de markov ocultos (perfiles HMM) de la base de datos pfam según los 25 
procedimientos enseñados en WO2004/064537 o WO2004/064987. 

Preferiblemente, la enzima lípido acil transferasa puede alinearse usando la secuencia consenso Pfam00657 (para una 
explicación completa véase WO2004/064537 o WO2004/064987). 

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 según la presente invención. 30 

Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657, la lípido aciltransferasa para uso en los 
métodos o usos de la invención puede tener al menos uno, preferiblemente al menos más de uno, preferiblemente más 
de dos, de los siguientes, un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. Adecuadamente, la lípido 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 WO2004/064537 o WO2004/064987 35 
para más detalles. 

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

Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657, la enzima para uso en los métodos o usos de 
la invención, tiene al menos uno, preferiblemente más de uno, preferiblemente más de dos, preferiblemente más de tres, 40 
preferiblemente más de cuatro, preferiblemente más de cinco, preferiblemente más de seis, preferiblemente más de 
siete, preferiblemente más de ocho, preferiblemente más de nueve, preferiblemente más de diez, preferiblemente más 
de once, preferiblemente más de doce, preferiblemente más de trece, preferiblemente más de catorce, de los siguientes 
residuos de aminoácidos cuando se compara con la secuencia polipeptídica de referencia de A. hydrophila, 
concretamente la SEQ ID No. 1: 28hid, 29hid, 30hid, 31hid, 32gly, 33Asp, 34Ser, 35hid, 130hid, 131Gly, 132Hid, 133Asn, 45 
134Asp, 135hid, 309His. 

El dominio GDSX de pfam00657 es un identificador único que distingue las proteínas 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. Ésta se deriva de la identificación de 
la familia pfam 00657, base de datos versión 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 WO2004/064537 o WO2004/064987). 

En una realización, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 5 
invención es una lípido 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 lipídico se transfiere a un aceptor de acilo para 
formar un nuevo éster; 

(ii) la enzima comprende la secuencia de aminoácidos del resto GDSX, en el que X es uno o más de los residuos de 10 
aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S; 

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

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

En la SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1, los primeros 18 aminoácidos forman una secuencia señal. His-309 de la secuencia 15 
de longitud completa, que es la proteína que incluye la secuencia señal, equivale a His-291 de la parte madura de la 
proteína, es decir, la secuencia sin la secuencia señal. 

En una realización, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente 
invención es una lípido aciltransferasa que comprende las triada catalítica siguiente: Ser-34, Asp-306 e His-309 o 
comprende un residuo de serina, un residuo de ácido aspártico y un residuo de histidina, respectivamente, en las 20 
posiciones correspondientes a Ser-34, Asp-306 e His-309 en la enzima lípido 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 aminoácidos forman una secuencia 
señal. Ser-34, Asp-306 e His-309 de la secuencia de longitud completa, esto es la proteína incluyendo la secuencia 
señal, equivalen a Ser-16, Asp-288 e His-291 de la parte madura de la proteína, es decir, la secuencia sin la secuencia 25 
señal. 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 realización, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención es una lípido 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 30 
cual la parte acilo de un enlace éster original de un primer donante de acilo lipídico 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, ácido aspártico, serina, ácido aspártico e histidina en las posiciones correspondientes a Gly-32, Asp-
33, Ser-34, Asp-306 e His-309, respectivamente, en la enzima lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila mostrada 
en SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1. 35 

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

(a) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 36 (véase la Figura 29); 

(c) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 39 (véase la Figura 32); 

(d) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 42 (véase la Figura 35); 40 

(e) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 44 (véase la Figura 37); 

(f) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 46 (véase la Figura 39); 

(g) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 48 (véase la Figura 41); 

(h) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 49 (véase la Figura 57); 

(i) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 50 (véase la Figura 58); 45 
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(j) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 51 (véase la Figura 59); 

(k) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 52 (véase la Figura 60); 

(l) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 53 (véase la Figura 61); 

(m) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 54 (véase la Figura 62); 

(n) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 55 (véase la Figura 63); 5 

(o) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 56 (véase la Figura 64); 

(p) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 57 (véase la Figura 65); 

(q) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 58 (véase la Figura 66); 

(r) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 59 (véase la Figura 67); 

(s) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 60 (véase la Figura 68); 10 

(t) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 61 (véase la Figura 69); 

(u) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 62 (véase la Figura 70); 

(v) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 63 (véase la Figura 71); 

(w) o una secuencia de nucleótidos que tiene 70% o más, preferiblemente 75% o más, 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, 15 
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 
o SEQ ID No. 63. 

Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos puede tener 80% o más, preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 
90% o más e incluso más preferiblemente 95% o más de identidad con una cualquiera de las secuencias mostradas 20 
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 o SEQ ID No. 63. 

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno 
cualquiera de los métodos y usos de la presente invención es una secuencia de nucleótidos que tiene 70% o más, 25 
preferiblemente 75% o más, 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 nucleótidos puede tener 
80% o más, preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 90% o más e incluso más preferiblemente 95% o más 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. 30 

En una realización, la secuencia de nucleótidos que codifica una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno 
cualquiera de los métodos y usos de la presente invención es una secuencia de nucleótidos que tiene 70% o más, 75% o 
más, 80% o más, preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 90% o más e incluso más preferiblemente 95% o 
más de identidad con la secuencia mostrada como SEQ ID No. 49. 

Adecuadamente, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 35 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una o más de las secuencias de aminoácidos siguientes: 

(i) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 68 

(ii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 3 

(iii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 4 

(iv) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 5 40 

(v) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 6 

(vi) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 7 

ES 2 395 551 T3

 



 22

(vii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 8 

(viii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 9 

(ix) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 10 

(x) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 11 

(xi) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 12 5 

(xii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 13 

(xiii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 14 

(xiv) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 1 

(xv) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 15 

(xvi) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 16 10 

(xvii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 17 

(xviii) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 18 

(xix) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 34 

(xx) la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 35 o 

una secuencia de aminoácidos que tiene 75%, 80%, 85%, 90%, 98% o más de identidad con una cualquiera de las 15 
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 o 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 lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende bien la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID 20 
No. 68, o como SEQ ID No. 3 o como SEQ ID No. 4 o SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 15 o SEQ ID No. 16, o SEQ ID No. 34 
o SEQ ID No. 35 o comprende una secuencia de aminoácidos que tiene 75% o más, preferiblemente 80% o más, 
preferiblemente 85% o más, preferiblemente 90% o más, preferiblemente 95% o más, de identidad con la secuencia de 
aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 68 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 3 o la secuencia 
de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 4 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 1 o la 25 
secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 15 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 
16 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 34 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ 
ID No. 35. 

Adecuadamente, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene 80% o más, 30 
preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 90% o más e incluso más preferiblemente 95% o más 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. 35 

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una o más de las secuencias de aminoácidos siguientes: 

(a) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácidos 1-100 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1; 

(b) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácidos 101-200 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 
1; 40 

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

Adecuadamente, la enzima lípido acil transferasa para uso en los métodos y usos de la presente invención puede 
comprender una o más se las secuencias de aminoácidos siguientes: 5 

(a) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácidos 28-39 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1; 

(b) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácidos 77-88 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1; 

(c) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácidos 126-136 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 
1; 

(d) una secuencia de aminoácidos mostrada como los residuos de aminoácidos 163-175 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 10 
1; 

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

(f) una secuencia de aminoácidos que tiene 75% o más, preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 90% o más, 
incluso más preferiblemente 95% o más de identidad con una cualquiera de las secuencias de aminoácidos definidas en 15 
(a)-(e) anteriormente. 

En un aspecto, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser la lípido acil transferasa de Candida parapsilosis como se enseña 
en EP 1 275711. Así, en un aspecto la lípido acil transferasa para uso en el método y usos de la presente invención 
puede ser una lípido acil transferasa que comprende una de las secuencias de aminoácidos enseñadas en SEQ ID No. 20 
17 o SEQ ID No. 18. 

Muy preferentemente, la enzima lípido acil transferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente 
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser una lípido acil transferasa que comprende la secuencia de 
aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 16 o una secuencia de aminoácidos que tiene 75% o más, preferiblemente 
85% o más, más preferiblemente 90% o más, incluso más preferiblemente 95% o más, incluso más preferiblemente 98% 25 
o más, o incluso más preferiblemente 99% o más de identidad con SEQ ID No. 16. Esta enzima podría considerarse 
como una enzima variante. 

En un aspecto, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser una lecitina: colesterol aciltransferasa (LCAT) o variante de ésta 
(por ejemplo, una variante obtenida por evolución molecular). 30 

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

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser la lípido aciltransferasa que se puede obtener, preferiblemente se 35 
obtiene, a partir de las cepas de E. coli TOP 10 que portan pPet12aAhydro 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 Depósito 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 números de registro NCIMB 41204 y NCIMB 41205, respectivamente. 40 

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

Las lípido acil transferasas más preferidas para uso en la presente invención están codificadas por SEQ ID Nos. 1, 3, 4, 45 
15, 16, 34 y 35. El experto en la técnica reconocerá que es preferible que los péptidos señal de la acil transferasa se 
hayan escindido durante la expresión de la transferasa. El péptido señal de SEQ ID Nos. 1, 3, 4, 15 y 16 son los 
aminoácidos 1-18. Por lo tanto, las regiones más preferidas son los aminoácidos 19-335 para SEQ ID No. 1 y SEQ ID 
No. 3 (A. hydrophila) y los aminoácidos 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 homología de identidad de las secuencias de aminoácidos, se prefiere que los 
alineamientos como se describen en la presente memoria usen la secuencia madura. 

En una realización, adecuadamente la lípido acil transferasa para uso en la presente invención comprende (o consiste 
en) la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID No. 16 o comprende (o consiste en) una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos 70%, al menos 75%, al menos 85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 98% de 5 
identidad con SEQ ID No. 16. 

En una realización, adecuadamente la lípido acil transferasa para uso en la presente invención está codificada por una 
secuencia de nucleótidos que codifica la secuencia de aminoácidos que comprende (o consiste en) la secuencia de 
aminoácidos mostrada en SEQ ID No. 68 o comprende (o consiste en) una secuencia de aminoácidos 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. 10 
68. 

Por lo tanto, las regiones más preferidas para determinar la homología (identidad) son los aminoácidos 19-335 para SEQ 
ID No. 1 y 3 (A. hydrophila) y los aminoácidos 19-336 para SEQ ID Nos. 4, 15 y 16 (A. salmonicida). Las SEQ ID Nos. 34 
y 35 son secuencias de la proteína madura de una lípido acil transferasa de A. hydrophila y A. salmonicida 
respectivamente que pueden o no experimentar modificación adicional posterior a la traducción. 15 

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

Las lípido aciltransferasas adecuadas para uso según la presente invención y/o en los métodos de la presente invención 
pueden comprender una cualquiera de las secuencias de aminoácidos siguientes y/o estar codificadas por las 20 
secuencias de nucleótidos siguientes: 

a) un ácido nucleico que codifica un polipéptido que presenta actividad lípido aciltransferasa y es al menos 70% idéntico 
(preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 90% idéntico) a la secuencia polipeptídica 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 aminoácidos como se muestra en SEQ ID 25 
No. 16 o SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoácidos que es al menos 70% idéntica (preferiblemente al menos 80% 
idéntica, más preferiblemente al menos 90% idéntica) a SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68; 

c) un ácido nucleico que codifica una lípido aciltransferasa, ácido nucleico que comprende (o consiste en) una secuencia 
de nucleótidos mostrada como (SEQ ID No. 49 o una secuencia de nucleótidos que es al menos 70% idéntica 
(preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 90% idéntica) a la secuencia de nucleótidos mostrada 30 
como SEQ ID No. 49; 

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

e) un ácido nucleico que es un fragmento de las secuencias de ácido nucleico especificadas en a), c) o d); o 35 

f) un polipéptido que es un fragmento del polipéptido especificado en b). 

Una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención puede ser 
una lípido aciltransferasa que también puede aislarse de Streptomyces, preferiblemente S. avermitis, lo más 
preferiblemente la codificada por (SEQ ID No. 32. Otras enzimas posibles para uso en la presente invención de 
Streptomyces incluyen las codificadas por SEQ ID Nos. 5, 8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 31 y 33. 40 

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

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

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

b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID No. por la degeneración del código 
genético; y 5 

c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 70% de identidad con la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID No. 36. 

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 
invención es una lípido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoácidos como se muestra en SEQ ID No. 
37 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 60% de identidad con ésta. 10 

En una realización adicional, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la 
presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de 
aminoácidos mostradas como SEQ ID Nos. 37, 38, 40, 41, 43, 45 ó 47 o una secuencia de aminoácidos que tiene al 
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, ó 98% de identidad con éstas, o puede estar codificada por una 
cualquiera de las secuencias de nucleótidos mostradas como SEQ ID Nos. 39, 42, 44, 46 ó 48 o una secuencia de 15 
nucleótidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% ó 98% de identidad con éstas. 

En una realización adicional, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la 
presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una cualquiera de las secuencias de 
aminoácidos mostradas como SEQ ID No. 38, 40, 41, 45 ó 47 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70%, 
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% ó 98% de identidad con éstas para los usos descritos en la presente memoria. 20 

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

Más preferiblemente, en una realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de 25 
la presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como 
SEQ ID No. 47 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% ó 98% 
de identidad con ésta. 

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención 
puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 43 ó 44 o 30 
una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% ó 98% de identidad con ésta. 

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención 
puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 41 o una 
secuencia de aminoácidos que tiene al menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% ó 98% de identidad con 
ésta. 35 

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención 
puede estar codificada por un ácido nucleico seleccionado del grupo que consiste en: 

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

b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID No. 36 por la degeneración del 
código genético; y 40 

c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 70% de identidad con la 
secuencia de nucleótidos mostrada en SEQ ID No. 36. 

En una realización, la lípido aciltransferasa según la presente invención puede ser una lípido 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 45 
de Depósito 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 
números de registro NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente. 

ES 2 395 551 T3

 



 26

Las secuencias de nucleótidos adecuadas que codifican una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los 
métodos y/o usos de la presente invención puede codificar un polinucleótido que codifica una lípido aciltransferasa (SEQ 
ID No. 16 o SEQ ID No. 68); o puede codificar una secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa (SEQ ID No. 
16 o SEQ ID No. 68). 

Una lípido aciltransferasa adecuada para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención puede 5 
ser una secuencia de aminoácidos 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 NTI usando ajustes por defecto. 

Un alineamiento de L131 y homólogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservación 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 catalítica conservada). Estos tres bloques conservados están resaltados en la Figura 42. 10 

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 y el bloque HTP (véase WO04/064987 para más 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) 15 

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

ii) La lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención puede ser una 
lípido aciltransferasa que tiene un bloque GANDY, más preferiblemente un bloque GANDY que comprende amino 20 
GGNDx, más preferiblemente GGNDA o GGNDL. 

y/o 

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

y preferiblemente  25 

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

En una realización, la enzima según la presente invención puede no ser preferiblemente una enzima fosfolipasa, tal 
como una fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una fosfolipasa A2 clasificada como E. C. 3.1.1.4. 30 

Lípido acil transferasa variante 

En una realización preferida, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno 
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que es una lípido 
acil transferasa variante. 

Pueden usarse las variantes que tienen una actividad incrementada en los fosfolípidos, tal como actividad hidrolítica 35 
incrementada y/o actividad transferasa incrementada, preferiblemente actividad transferasa incrementada en 
fosfolípidos. 

Preferiblemente, la lípido aciltransferasa variante se prepara por una o más modificaciones de aminoácidos de las lípido 
acil transferasas como se han definido anteriormente en la presente memoria. 

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención 40 
puede ser una lípido aciltransferasa que puede ser una lípido aciltransferasa variante, en cuyo caso la enzima puede 
caracterizarse porque la enzima comprende el resto de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de 
los residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S y en el que la enzima variante comprende una o 
más modificaciones de aminoácidos comparada con una secuencia parental en uno o más residuos de aminoácidos 
definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en WO2005/066347 y más adelante en 45 
la presente memoria). 
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Por ejemplo, la lípido aciltransferasa variante puede caracterizarse porque la enzima comprende el resto de secuencia 
de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, 
M o S y en el que la enzima variante comprende una o más modificaciones de aminoácidos comparada con una 
secuencia parental en uno o más residuos de aminoácidos detallados en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o 
conjunto 7 (como se define en WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria) identificado porque dicha 5 
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 más adelante en la presente memoria. 

En una realización adicional, una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la 
presente invención puede ser una lípido aciltransferasa variante que puede caracterizarse porque la enzima comprende 10 
el resto de secuencia de aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los residuos de aminoácidos siguientes L, A, 
V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S y en el que la enzima variante comprende una o más modificaciones de aminoácidos 
comparada con una secuencia parental en uno cualquiera o más residuos de aminoácidos enseñados 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 según un modelo estructural de P10480 para asegurar el mejor ajuste de superposición como se define en 15 
WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. 

Adecuadamente, una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y usos de la presente invención 
puede ser una enzima lípido aciltransferasa variante que puede comprender una secuencia de aminoácidos, secuencia 
de aminoácidos 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. 20 
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 o SEQ ID No. 35 excepto para una o más 
modificaciones de aminoácidos en uno cualquiera o más de los residuos de aminoácidos definidos en el conjunto 2 o 
conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como define WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria, identificado 
por el alineamiento de secuencia con SEQ ID No. 34. 25 

Alternativamente, la lípido aciltransferasa puede ser una enzima lípido aciltransferasa variante que comprende una 
secuencia de aminoácidos, secuencia de aminoácidos 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 o SEQ ID No. 30 
35 excepto para una o más modificaciones de aminoácidos en uno cualquiera o más de los residuos de aminoácidos 
definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como define WO2005/066347 y más 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 enseña en WO2005/066347 y 35 
más adelante en la presente memoria. 

Alternativamente, la lípido aciltransferasa puede ser una enzima lípido aciltransferasa variante que comprende una 
secuencia de aminoácidos, secuencia de aminoácidos 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 40 
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 o SEQ ID No. 
35 excepto para una o más modificaciones de aminoácidos en uno cualquiera o más de los residuos de aminoácidos 
enseñados en el conjunto 2 identificado cuando dicha secuencia parental se alinea con la secuencia consenso pfam 
(SEQ ID No. 2) y se modifica según un modelo estructural de P10480 para asegurar el mejor ajuste de superposición 
como se enseña en WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. Preferiblemente, la enzima parental es 45 
una enzima que comprende, o es homóloga a, la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 34 y/o SEQ ID 
No. 15 y/o SEQ ID No. 35. 

Preferiblemente, la lípido aciltransferasa puede ser una enzima variante que comprende una secuencia de aminoácidos, 
secuencia de aminoácidos que se muestra como SEQ ID No. 34 o SEQ ID No. 35 excepto para una o más 
modificaciones de aminoácidos en uno cualquiera o más de los residuos de aminoácidos definidos en el conjunto 2 o 50 
conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 como se define en WO2005/066347 y más adelante en la presente memoria. 
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DEFINICIÓN DE CONJUNTOS 

Conjunto de aminoácidos 1: 

Conjunto de aminoácidos 1 (obsérvese que éstos son los aminoácidos en 1VN- Figura 53 y Figura 54) Gly8, Asp9, 
Ser10, Leu11, Ser12, Tyr15, Gly44, Asp45, Thr46, Glu69, Leu70, Gly71, Gly72, Asn73, Asp74, Gly75, Leu76, Gln106, 
Ile107, Arg108, Leu109, Pro110, Tyr113, Phe121, Phe139, Phe140, Met141, Tyr145, Met151, Asp154, His157, Gly155, 5 
Ile156, Pro158. 

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

Conjunto de aminoácidos 2: 10 

Conjunto de aminoácidos 2 (obsérvese que la numeración de los aminoácidos se refiere a los aminoácidos en la 
secuencia madura P10480) Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, 
Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, 
Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289 y Val290. 

Tabla de los residuos seleccionados en el Conjunto 1 comparado con el Conjunto 2: 15 
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(continuación) 

 

Conjunto de aminoácidos 3: 

El conjunto de aminoácidos 3 es idéntico al conjunto 2 pero se refiere a la secuencia codificadora de Aeromonas 
salmonicida (SEQ ID No. 4), es decir, los números de los residuos de aminoácidos son 18 veces mayores en el conjunto 5 
3 ya que refleja la diferencia entre la numeración del aminoácido en la proteína madura (SEQ ID No. 34) comparado con 
la proteína que incluye una secuencia señal (SEQ ID No. 25). 

Las proteínas maduras de GDSX de Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 4) y GDSX de Aeromonas hydrophila (SEQ ID 
No. 34) se diferencian en cinco aminoácidos. Éstos son Thr3Ser, Gln182Lys, Glu309Ala, Ser310Asn y Gly318-, en el que 
el residuo salmonicida se lista en primer lugar y el residuo hydrophila se lista el último. La proteína hydrophila tiene una 10 
longitud de sólo 317 aminoácidos y carece de un residuo en la posición 318. El GDSX de Aeromonas salmonicida tiene 
una actividad considerablemente mayor en los lípidos polares tales como sustratos galactolípidos que la proteína de 
Aeromonas hydrophila. Se realizó escaneo de sitio en las cinco posiciones de aminoácidos 

Conjunto de aminoácidos 4: 

El conjunto de aminoácidos 4 es S3, Q182, E309, S310 y -318. 15 

Conjunto de aminoácidos 5: 

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

Conjunto de aminoácidos 6: 

El conjunto de aminoácidos 6 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, 
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, 20 
Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, 
Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318. 
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La numeración de los aminoácidos en el conjunto 6 se refiere a los residuos de aminoácidos en P10480 (SEQ ID No. 
25)- los aminoácidos correspondientes en otros núcleos de secuencia pueden determinarse por alineamiento de 
homología y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1VN. 

Conjunto de aminoácidos 7: 

El conjunto de aminoácidos 7 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, 5 
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln180, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, 
Lys168, Val189, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, 
Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (en el que X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, 
R, S, T, V o W), Y226X (en el que X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W), Y230X (en el 
que X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W), S18X (en el que X se selecciona de A, C, D, 10 
E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, W o Y), D157X (en el que X se selecciona de A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, 
V, W o Y). 

La numeración de los aminoácidos en el conjunto 7 se refiere a los residuos de aminoácidos en P10480 (SEQ ID No. 
25)- los aminoácidos correspondientes en otros núcleos de secuencia pueden determinarse por alineamiento de 
homología y/o alineamiento estructural con P10480 y/o 1VN). 15 

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

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

E309Q, R o A, preferiblemente Q o R 

-318Y, H, S o Y, preferiblemente Y. 20 

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

Adecuadamente, dicha primera lípido aciltransferasa parental puede comprender una cualquiera de las secuencias de 
aminoácidos 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, 25 
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 o SEQ ID No. 35. 

Adecuadamente, dicha segunda lípido aciltransferasa relacionada puede comprender una cualquiera de las secuencias 
de aminoácidos 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 30 
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 o SEQ ID No. 35. 

La enzima variante debe comprender al menos una modificación de aminoácido 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 35 
8, preferiblemente al menos 9, preferiblemente al menos 10 modificaciones de aminoácidos comparada con la enzima 
parental. 

Cuando se hace referencia a residuos de aminoácidos específicos en la presente memoria, la numeración 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. 40 

En un aspecto, preferiblemente ka enzima variante comprende una o más de las sustituciones de aminoácidos 
siguientes: 
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Además o alternativamente a esto puede haber una o más extensiones C-terminales. Preferiblemente, la extensión C-
terminal adicional está comprendida por uno o más aminoácidos alifáticos, preferiblemente un aminoácido no polar, más 
preferiblemente I, L, V o G. Así, la presente invención proporciona además una enzima variante que comprende una o 
más de las extensiones C-terminales siguientes: 318I, 318L, 318V, 318G. 5 

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

La modificación de uno o más de los residuos siguientes puede resultar en una enzima variante que tiene una actividad 
transferasa absoluta incrementada frente a fosfolípidos: 

S3, D157, S310, E309, Y179, N215, K22, Q289, M23, H180, M209, L210, R211, P81, V112, N80, L82, N88; N87 5 

Las modificaciones específicas preferidas que pueden proporcionar una enzima variante que tiene una actividad 
transferasa mejorada de un fosfolípido pueden seleccionarse de una o más de las siguientes: 

 

La modificación preferida de uno o más de los residuos siguientes resulta en una enzima variante que tiene una actividad 
transferasa absoluta incrementada frente a fosfolípidos: 10 

S3 N, R, A, G 

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

H180 R 

L82 G 

Y179 E, R, N, V, K o Q 15 

E309 R, S, L o A 

Una modificación preferida es N80D. Éste es particularmente el caso cuando se usa la secuencia de referencia SEQ ID 
No.35 como el núcleo. Así, la secuencia de referencia puede ser SEQ ID No. 16. Esta modificación puede estar en 
combinación con una o más modificaciones adicionales. Por lo tanto, en una realización preferida de la presente 
invención, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos 20 
y usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que comprende SEQ ID No. 35 o una 
secuencia de aminoácidos que tiene 75% o más, preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 90% o más, incluso 
más preferiblemente 95% o más, incluso más preferiblemente 98% o más, o incluso más preferiblemente 99% o más de 
identidad con SEQ ID No. 35. 

Como se ha indicado anteriormente, cuando se hace referencia a residuos de aminoácidos específicos en la presente 25 
memoria, la numeración 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. 

ES 2 395 551 T3

 



 33

Muy preferentemente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de 
los métodos y usos de la presente invención puede codificar un lípido que comprende la secuencia de aminoácidos 
mostrada como SEQ ID No. 16 o la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 68 o una secuencia de 
aminoácidos que tiene 70% o más, preferiblemente 75% o más, preferiblemente 85% o más, más preferiblemente 90% o 
más, incluso más preferiblemente 95% o más, incluso más preferiblemente 98% o más, o incluso más preferiblemente 5 
99% o más de identidad con SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68. Esta enzima puede considerarse una enzima variante. 

Para los propósitos de la presente invención, el grado de identidad se basa en el número de elementos de la secuencia 
que son iguales. El grado de identidad según la presente invención para las secuencias de aminoácidos puede 
determinarse adecuadamente mediante programas informáticos conocidos en la técnica, tal como Vector NTI 10 
(Invitrogen Corp.). Para el alineamiento por parejas, la puntuación usada es preferiblemente BLOSUM62 con 10 
penalización por apertura de hueco de 10,0 y penalización por extensión de hueco de 0,1. 

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de aminoácidos se determina sobre al menos 20 
aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40 
aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60 
aminoácidos contiguos. 15 

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

Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa o la enzima lípido aciltransferasa 
para uso en la presente invención, puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, a partir de organismos de uno o más de 
los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, 20 
Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, 
Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida y 
Corynebacterium. 

Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa o la enzima lípido aciltransferasa 
para uso en la presente invención, puede obtenerse, preferiblemente se obtiene, a partir de uno o más de los 25 
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, 30 
Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Candida parapsilosis, 
Thermobifida fusca y Corynebacterium efficiens. 

En un aspecto, preferiblemente la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno 
cualquiera de los métodos y/o usos de la presente invención codifica una enzima lípido aciltransferasa según la presente 
invención que se puede obtener, preferiblemente se obtiene o deriva, de uno o más de Aeromonas  sp., Aeromonas 35 
hydrophila o Aeromonas salmonicida. 

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

El término "transferasa" tal y como se usa en la presente invención es intercambiable con el término "lípido 40 
aciltransferasa". 

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria cataliza una o más de las reacciones 
siguientes: interesterificación, transesterificación, alcoholisis, hidrólisis. 

El término "interesterificación" se refiere a la transferencia catalizada enzimáticamente de grupos acilo entre un donante 
lipídico y un aceptor lipídico, en el que el donante lipídico no es un grupo acilo libre. 45 

El término "transesterificación" tal y como se usa en la presente memoria significa la transferencia catalizada 
enzimáticamente de un grupo acilo desde un donante lipídico (distinto de un ácido 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 escisión enzimática de un enlace 
covalente de un derivado de ácido por reacción con un alcohol ROH de manera que uno de los productos se combina 50 
con el H del alcohol y el otro producto se combina con el grupo OR del alcohol. 
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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 "hidrólisis" se refiere a la transferencia catalizada enzimáticamente 
de un grupo acilo desde un lípido al grupo OH de una molécula de agua. 

El término "sin incrementar o sin incrementar sustancialmente los ácidos grasos libres" tal y como se usa en la presente 5 
memoria significa que preferiblemente la lípido acil transferasa según la presente invención 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 
hidrolítica); sin embargo, la enzima puede transferir menos del 100% de los grupos acilo presentes en el donante lipídico 
de acilo al aceptor de acilo. En este caso, preferiblemente la actividad aciltransferasa representa al menos 5%, más 
preferiblemente al menos 10%, más preferiblemente al menos 20%, más preferiblemente al menos 30%, más 10 
preferiblemente al menos 40%, más preferiblemente 50%, más preferiblemente al menos 60%, más preferiblemente al 
menos 70%, más preferiblemente al menos 80%, más preferiblemente al menos 90% y más preferiblemente al menos 
98% de la actividad enzimática total. El % de actividad transferasa (es decir, la actividad transferasa como un porcentaje 
de la actividad enzimática total) puede determinarse según el "Ensayo para Actividad Transferasa" proporcionado 
anteriormente. 15 

En algunos aspectos de la presente invención, el término "sin incrementar sustancialmente los ácidos grasos libres" tal y 
como se usa en la presente memoria significa que la cantidad de ácido graso libre en un aceite comestible tratado con 
una lípido aciltransferasa según la presente invención es menor que la cantidad de ácido graso libre producido en el 
aceite comestible cuando se ha usado una enzima distinta de una lípido aciltransferasa según la presente invención, tal 
como por ejemplo comparada con la cantidad de ácido graso libre producido cuando se ha usado una enzima fosfolipasa 20 
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 
composición, preferiblemente significa que el producto o composición, puede consistir en otros productos o 
composiciones pero sólo hasta una concentración máxima de, preferiblemente 10%, tal como 5%, tal como 3%, tal como 
2% ó 1% ó 0,5% ó 0,1%. 25 

En una realización preferida, la lípido aciltransferasa se usa en combinación con una lipasa que tiene una o más de las 
actividades enzimáticas siguientes: actividad glicolipasa (E.C. 3.1.1.26) actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) o actividad 
fosfolipasa A1 (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® 30 
(Novozymes A/S, Dinamarca). 

En algunas realizaciones, puede ser beneficioso combinar el uso de lípido aciltransferasa con una fosfolipasa, tal como 
fosfolipasa A1, fosfolipasa A2, fosfolipasa B, fosfolipasa C y/o fosfolipasa D. 

El uso combinado puede realizarse secuencialmente o simultáneamente, por ejemplo, el tratamiento con lípido acil 
transferasa puede ocurrir antes de o durante el tratamiento enzimático adicional. Alternativamente, el tratamiento 35 
enzimático adicional puede ocurrir antes de o durante al tratamiento con la lípido acil transferasa. 

En el caso de tratamientos enzimáticos secuenciales, en algunas  realizaciones puede ser ventajoso eliminar la primera 
enzima usada, por ejemplo, por inactivación 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 TRANSCRIPCIÓN Y POSTERIORES A LA TRADUCCIÓN 40 

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa según la presente invención puede estar codificada por una cualquiera de las 
secuencias de nucleótidos enseñadas en la presente memoria. 

Dependiendo de la célula huésped usada, pueden hacerse modificaciones posteriores a la transcripción y/o posteriores a 
la traducción. Se considera que la lípido aciltransferasa para uso en los presentes métodos y/o usos engloba lípido 
aciltransferasas que han experimentado modificación posterior a la transcripción y/o posterior a la traducción. 45 

Sólo como ejemplo, la expresión de la secuencia de nucleótidos 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 transcripción y/o posteriores a la traducción que dan lugar a la secuencia de aminoácidos 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 modificación posterior a la transcripción y/o posterior a la traducción para eliminar 38 
aminoácidos. 

AISLADA 

En un aspecto, la lípido aciltransferasa es una lípido aciltransferasa recuperada/aislada. Así, la lípido aciltransferasa 5 
producida puede estar en una forma aislada. 

En otro aspecto, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en la presente invención 
puede estar en una forma aislada. 

El término "aislada" significa que la secuencia o proteína carece al menos sustancialmente de al menos un componente 
distinto de aquel con el que la secuencia o proteína está asociada naturalmente en la naturaleza y como se encuentra en 10 
la naturaleza. 

PURIFICADA 

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

En otro aspecto, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en la presente invención 
puede estar en una forma purificada. 15 

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

CLONACIÓN DE UNA SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS QUE CODIFICA UN POLIPÉPTIDO SEGÚN LA PRESENTE 
INVENCIÓN 20 

Una secuencia de nucleótidos que codifica bien un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en 
la presente memoria o un polipéptido que es adecuado para modificación 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 nucleótidos. 

Por ejemplo, puede construirse una biblioteca de ADN genómico y/o de ADNc usando ADN cromosómico o ARN 25 
mensajero del organismo que produce el polipéptido. Si la secuencia de aminoácidos del polipéptido se conoce, pueden 
sintetizarse sondas oligonucleotídicas marcadas y usarse para identificar los clones que codifican el polipéptido de la 
biblioteca genómica preparada a partir del organismo. Alternativamente, una sonda oligonucleotídica marcada que 
contiene secuencias homólogas a otro gen de polipéptido conocido podría usarse para identificar los clones que 
codifican el polipéptido. En el último caso, se usan condiciones de hibridación y de lavado de menor astringencia. 30 

Alternativamente, los clones que codifican el polipéptido podrían identificarse insertando fragmentos de ADN genómico 
en un vector de expresión, tal como un plásmido, transformando bacterias negativas para la enzima con la biblioteca de 
ADN genómico resultante y sembrando en placas las bacterias transformadas en agar que contiene una enzima inhibida 
por el polipéptido, permitiendo de esta manera la identificación de los clones que expresan el polipéptido. 

En una alternativa adicional más, la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido puede prepararse 35 
sintéticamente mediante métodos estándar establecidos, por ejemplo el método de la fósforoamidita 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 fósforoamidita, se sintetizan oligonucleótidos, por ejemplo, en un sintetizador de ADN 
automático, se purifican se hibridan, se ligan y se clonan en vectores apropiados. 

La secuencia de nucleótidos puede ser de origen mixto genómico y sintético, origen mixto sintético y ADNc u origen 40 
mixto genómico y ADNc, preparada ligando fragmentos de origen sintético, genómico o ADNc (según sea apropiado) 
según técnicas estándar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la secuencia de nucleótidos completa. 
La secuencia de ADN también puede prepararse por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) usando cebadores 
específicos, por ejemplo, como se describe en US 4.683.202 o en Saiki R K et al (Science (1988) 239, p. 487-491). 

EVOLUCIÓN MOLECULAR 45 

Una vez se ha aislado una secuencia de nucleótidos que codifica la enzima, o se ha identificado una secuencia de 
nucleótidos posible que codifica la enzima, puede ser deseable modificar la secuencia de nucleótidos seleccionada, por 
ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia con el fin de preparar una enzima según la presente invención. 
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Las mutaciones pueden introducirse usando oligonucleótidos sintéticos. Estos oligonucleótidos contienen secuencias de 
nucleótidos flanqueando los sitios de mutación deseados. 

Un método adecuado se describe en Morinaga et al. (Biotechnology (1984) 2, p. 646-649). Otro método para introducir 
mutaciones en secuencias de nucleótidos que codifican la enzima se describe en Nelson y Long (Analytical Biochemistry 
(1989), 180, p. 147-151). 5 

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 análogos mutagénicos de ADN tal como 
los descritos en EP 0 866 796. Las tecnologías de PCR tendentes a error son adecuadas para la producción de variantes 10 
de lípido acil transferasas con características preferidas. WO0206457 se refiere a la evolución molecular de lipasas. 

Un tercer método para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias de nucleótidos no idénticas, bien usando 
cualquier número de enzimas de restricción o una enzima tal como ADNasa I y reensamblando secuencias de 
nucleótidos completas que codifican proteínas funcionales. Alternativamente, se puede usar una o múltiples secuencias 
de nucleótidos no idénticas e introducir mutaciones durante el reensamblaje de la secuencia de nucleótidos completa. 15 
Las tecnologías de transposición de secuencias de ADN y la transposición de secuencias con alta homología son 
adecuadas para la producción de variantes de lípido acil transferasas con características preferidas. Los métodos 
adecuados para realizar la "transposición de secuencias" pueden encontrarse en EP0 752 008, EP1 138 763, EP1 103 
606. La transposición de secuencias también puede combinarse con otras formas de mutagénesis de ADN como se 
describe en US 6.180.406 y WO 01/34835. 20 

Así, es posible producir numerosas mutaciones dirigidas a sitio o aleatorias en una secuencia de nucleótidos, bien in vivo 
o in vitro, y cribar posteriormente una funcionalidad mejorada del polipéptido codificado por varios medios. Usando 
métodos de recombinación basados en simulación informática y exo (véase WO 00/58517, US 6.344.328, US 
6.361.974), por ejemplo, puede realizarse la evolución molecular en la que la variante producida retiene una homología 
muy baja respecto a enzimas o proteínas conocidas. Dichas variantes obtenidas de esta manera pueden tener una 25 
analogía estructural significativa con enzimas transferasa conocidas, pero tienen una homología en la secuencia de 
aminoácidos muy baja. 

Como un ejemplo no limitativo, además, pueden recombinarse mutaciones o variantes naturales de una secuencia de 
polinucleótidos 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. 30 

La aplicación de los métodos de evolución molecular mencionados anteriormente y similares permite la identificación y 
selección de variantes de las enzimas para uso en la presente invención que tienen características preferidas sin ningún 
conocimiento previo de la estructura o función de la proteína y permite la producción de mutaciones o variantes no 
predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicación de la evolución molecular en la técnica para 
la optimización o alteración de la actividad enzimática, dichos ejemplos incluyen, pero no están limitados a uno o más de 35 
los siguientes: expresión y/o actividad optimizada en una célula huésped o in vitro, actividad enzimática incrementada, 
especificidad de sustrato y/o de producto alterada, estabilidad enzimática o estructural incrementada o disminuida, 
actividad/especificidad enzimática alterada en condiciones medioambientales preferidas, por ejemplo, temperatura, pH, 
sustrato. 

Como será evidente para un experto en la técnica, mediante el uso de las herramientas de evolución molecular una 40 
enzima puede alterarse para mejorar la funcionalidad de la enzima. 

Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa usada en la invención puede 
codificar una lípido aciltransferasa variante, es decir, la lípido aciltransferasa puede contener al menos una sustitución, 
deleción o adición de aminoácidos, 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 homología con la 45 
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 realización preferible, una enzima lípido aciltransferasa variante retiene o incorpora al menos uno o más de los 
residuos de aminoácidos de la secuencia consenso pfam00657 encontrados en los bloques GDSx, GANDY y HPT. 

Las enzimas, tales como lipasas, sin o con poca actividad lípido aciltransferasa en un entorno acuoso pueden mutarse 50 
usando herramientas de evolución molecular para introducir o aumentar la actividad transferasa, produciendo de esta 
manera una enzima lípido aciltransferasa con una actividad transferasa significativa adecuada para uso en los métodos 
de la presente invención. 
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Adecuadamente, la secuencia de nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los 
métodos y/o usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que puede ser una variante con 
actividad enzimática aumentada en lípidos polares, preferiblemente fosfolípidos y/o glicolípidos cuando se compara con 
la enzima parental. Preferiblemente, dichas variantes también tienen poca o ninguna actividad en los lípidos liso polares. 
La actividad aumentada en los lípidos polares, fosfolípidos y/o glicolípidos puede ser el resultado de hidrólisis y/o 5 
actividad transferasa o una combinación de ambas. 

Las lípido 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. 10 

La enzima variante puede tener una actividad incrementada en uno o más de los siguientes, lípidos polares, fosfolípidos, 
lecitina, fosfatidilcolina, glicolípidos, digalactosil monoglicérido, monogalactosil monoglicérido. 

Las variantes de lípido aciltransferasas se conocen y una o más de dichas variantes pueden ser adecuadas para uso en 
los métodos y usos según la presente invención. Sólo como ejemplo, las variantes de lípido aciltransferasas que se 
describen en las referencias siguientes pueden usarse según la presente invención: Hilton y Buckley J. Biol. Chem. 1991 15 
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 AMINOÁCIDOS 

La presente invención también engloba el uso de secuencias de aminoácidos codificadas por una secuencia de 
nucleótidos que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno cualquiera de los métodos y/o usos de la presente 20 
invención. 

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia de aminoácidos" es sinónimo del término "polipéptido" 
y/o del término "proteína". En algunos casos, el término "secuencia de aminoácidos" es sinónimo del término "péptido". 

La secuencia de aminoácidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede prepararse 
sintéticamente o puede prepararse mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. 25 

Adecuadamente, las secuencias de aminoácidos pueden obtenerse a partir de los polipéptidos aislados enseñados en la 
presente memoria por técnicas estándar. 

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

El polipéptido purificado puede liofilizarse y 100 g del material liofilizado pueden disolverse en 50 l de una mezcla de 8 
M urea y 0,4 M hidrógeno carbonato de amonio, pH 8,4. La proteína disuelta puede desnaturalizarse y reducirse durante 30 
15 minutos a 500C seguido de cubierta con nitrógeno y adición de 5 l de 45 mM ditiotreitol. Después de enfriar hasta 
temperatura ambiente, pueden añadirse 5 l de 100 mM yodoacetamida para derivatizar los residuos de cisteína durante 
15 minutos a temperatura ambiente en oscuridad bajo nitrógeno. 

Pueden añadirse 135 l de agua y 5 g de endoproteinasa Lys-C en 5 l de agua a la mezcla de reacción anterior y la 
digestión puede llevarse a cabo a 370C bajo nitrógeno durante 24 horas. 35 

Los péptidos resultantes pueden separarse por HPLC de fase reversa en una columna VYDAC C18 (0,46x15cm; 10 m; 
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 secuenciación N-terminal. La secuenciación puede hacerse usando un 
secuenciador Applied Biosystems 476A usando ciclos rápidos líquidos pulsados según las instrucciones del fabricante 40 
(Applied Biosystems, California, EEUU). 

IDENTIDAD DE SECUENCIA U HOMOLOGÍA DE SECUENCIA 

Aquí, el término "homólogo" significa una entidad que tiene una determinada homología con las secuencias de 
aminoácidos objeto y las secuencias de nucleótidos objeto. Aquí, el término "homología" puede ser igual a "identidad". 

La secuencia de aminoácidos y/o secuencia de nucleótidos homóloga debería proporcionar y/o codificar un polipéptido 45 
que retiene la actividad funcional y/o aumenta la actividad de la enzima. 
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En el presente contexto, una secuencia homóloga se considera que incluye una secuencia de aminoácidos que puede 
ser al menos 75, 85 ó 90% idéntica, preferiblemente al menos 95 ó 98% idéntica a la secuencia objeto. Típicamente, los 
homólogos comprenderán los mismos sitios activos etc. que la secuencia de aminoácidos objeto. Aunque la homología 
también puede considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoácidos que tienen propiedades 
químicas/funciones similares), en el contexto de la presente invención se prefiere expresar la homología en términos de 5 
identidad de secuencia. 

En el presente contexto, una secuencia homóloga se considera que incluye una secuencia de nucleótidos que puede ser 
al menos 75, 85 ó 90% idéntica, preferiblemente al menos 95 ó 98% idéntica a una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido para uso en la presente invención. Típicamente, los homólogos comprenderán las mismas 
secuencias que codifican los sitios activos etc. que la secuencia objeto. Aunque la homología también puede 10 
considerarse en términos de similitud (es decir, residuos de aminoácidos que tienen propiedades químicas/funciones 
similares), en el contexto de la presente invención se prefiere expresar la homología en términos de identidad de 
secuencia. 

Las comparaciones de homología pueden llevarse a cabo a simple vista, o más habitualmente, con la ayuda de 
programas de comparación de secuencias fácilmente disponibles. Estos programas informáticos disponibles 15 
comercialmente pueden calcular el % de homología entre dos o más secuencias. 

El % de homología puede calcularse sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra 
secuencia y cada aminoácido en una secuencia se compara directamente con el aminoácido correspondiente en la otra 
secuencia, un residuo cada vez. Esto se denomina un alineamiento "sin huecos". Típicamente, dichos alineamientos sin 
huecos sólo se llevan a cabo sobre un número relativamente pequeño de residuos. 20 

Aunque éste es un método muy sencillo y consistente, no tiene en consideración que, por ejemplo, en un par de 
secuencias idénticas por otra parte, una inserción o deleción causará que los residuos de aminoácidos siguientes no 
estén alineados, resultando así potencialmente en una gran reducción del % de homología cuando se lleva a cabo un 
alineamiento global. Consecuentemente, la mayor parte de los métodos de comparación se secuencias están diseñados 
para producir alineamientos óptimos que tienen en cuenta posibles inserciones y deleciones sin penalizar indebidamente 25 
la puntuación de homología global. Esto se consigue insertando "huecos" en el alineamiento de las secuencias para 
intentar maximizar la homología local. 

Sin embargo, estos métodos más complejos asignan "penalizaciones por hueco" a cada hueco que aparece en el 
alineamiento de manera que, para el mismo número de aminoácidos idénticos, un alineamiento de secuencia con tan 
pocos huecos como sea posible- que refleja una mayor relación entre las dos secuencias comparadas- conseguirá una 30 
puntuación mayor que uno con muchos huecos. Típicamente, se usan "costes de hueco afines " que cargan un coste 
relativamente alto para la existencia de un hueco y una penalización menor para cada residuo posterior en el hueco. 
Éste es el sistema de puntuación de huecos que se usa más comúnmente. Las penalizaciones por hueco altas 
producirán 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 35 
cuando se usa dicho software para comparaciones de secuencia. 

El cálculo del % de homología máximo requiere por lo tanto en primer lugar la producción de un alineamiento óptimo, 
teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informático 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 están limitados a, el paquete BLAST (véase Ausubel et al 1999 Short Protocols in Molecular 40 
Biology, 4ª Ed- Capítulo 18) y FASTA (Altschul et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410). Tanto BLAST como FASTA están 
disponibles para búsquedas offline y online (véase Ausubel et al 1999, páginas 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 está disponible para comparar secuencias de proteínas y nucleótidos (véase FEMS Microbiol Lett 1999 174(2): 
247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nlm.nih.gov). 45 

Aunque el % de homología final puede medirse en términos de identidad, el proceso de alineamiento en sí mismo no se 
basa típicamente en una comparación de parejas todo o nada. En lugar de esto, se usa generalmente una matriz de 
puntuación de similitud proporcionada que asigna puntuaciones a cada comparación por parejas basada en la similitud 
química o la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz usada comúnmente es la matriz BLOSUM62- la matriz por 
defecto para el paquete de programas BLAST. Los programas Vector NTI usan generalmente bien los valores por 50 
defecto públicos o una tabla de comparación de símbolos 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. 

ES 2 395 551 T3

 



 39

Alternativamente, los porcentajes de homología pueden calcularse usando la característica de alineamiento múltiple en 
Vector NTI (Invitrogen Corp.), basada en un algoritmo, análogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene 
73(1), 237-244). 

Una vez que el software ha producido un alineamiento óptimo, es posible calcular el % de homología, preferiblemente % 
de identidad de secuencia. El software hace esto típicamente como parte de la comparación de las secuencias y genera 5 
un resultado numérico. 

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

PARA BLAST  

APERTURA DE HUECO 0 

EXTENSIÓN DE HUECO 0 

 

PARA CLUSTAL ADN PROTEÍNA  

TAMAÑO DE PALABRA 2 1 K triple 

PENALIZACIÓN POR HUECO 15 10  

EXTENSIÓN DE HUECO 6,66 0,1  

 10 

En una realización, preferiblemente la identidad de secuencia para las secuencias de nucleótidos se determina usando 
CLUSTAL con el conjunto de la penalización por hueco y la extensión de hueco como se ha definido anteriormente. 

Adecuadamente, el grado de identidad  respecto a una secuencia de nucleótidos se determina sobre al menos 20 
nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40 
nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60 15 
nucleótidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 100 nucleótidos contiguos. 

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

En una realización, el grado de identidad en la secuencia de aminoácidos según la presente invención puede 
determinarse adecuadamente mediante programas informáticos conocidos en la técnica, tal como Vector NTI 10 20 
(Invitrogen Corp.). Para el alineamiento por parejas, la matriz usada es preferiblemente BLOSUM62 con una 
penalización por apertura de hueco de 10,0 y penalización por extensión de hueco de 0,1. 

Adecuadamente, el grado de identidad respecto a una secuencia de aminoácidos se determina sobre al menos 20 
aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 40 
aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 50 aminoácidos contiguos, preferiblemente sobre al menos 60 25 
aminoácidos contiguos. 

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

Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoácidos que producen 
un cambio silencioso y resultan en una sustancia funcionalmente equivalente. Pueden hacerse sustituciones de 30 
aminoácidos deliberadas tomando como base la similitud de polaridad, carga, solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad 
y/o naturaleza anfipática de los residuos siempre que se retenga la actividad de unión secundaria de la sustancia. Por 
ejemplo, los aminoácidos cargados negativamente incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; los aminoácidos cargados 
positivamente incluyen lisina y arginina; y los aminoácidos con grupos en la cabeza polar no cargados que tienen valores 
de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina, treonina, 35 
fenilalanina y tirosina. 

Pueden hacerse sustituciones conservativas, por ejemplo, según la Tabla siguiente. Los aminoácidos en el mismo 
bloque en la segunda columna y preferiblemente en la misma línea en la tercera columna pueden sustituirse entre sí. 
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ALIFÁTICOS No polares G A P 

I L V 

Polares- no cargados C S T M 

N Q 

Polares- cargados D E 

K R 

AROMÁTICOS  H F W Y 

 

Las presentes secuencias también engloban secuencias que tienen sustitución homóloga (sustitución y reemplazo se 
usan ambas en la presente memoria para significar el intercambio de un residuo de aminoácido existente, con un residuo 
alternativo) que pueden ocurrir, es decir, sustitución de semejante por semejante tal como básico por básico, ácido por 
ácido, polar por polar, etc. La sustitución no homóloga también puede ocurrir, es decir, de una clase de residuo por otra o 5 
alternativamente implicando la inclusión de aminoácidos no naturales tales como ornitina (de ahora en adelante referido 
en la presente memoria como Z), ácido diaminobutírico 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 aminoácidos no naturales. 10 

Las secuencias de aminoácidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse entre 
cualesquiera dos residuos de aminoácidos de la secuencia incluyendo grupos alquilo tales como grupos metilo, etilo o 
propilo además de espaciadores de aminoácidos tales como residuos de glicina o -alanina. Un forma adicional de 
variación, que implica la presencia de uno o más residuos de aminoácidos en forma peptoide, será bien entendida por 
los expertos en la técnica. Para evitar dudas, la "forma peptoide" se usa para referirse a residuos de aminoácidos 15 
variantes en los que el grupo sustituyente del carbono  está en el átomo de nitrógeno del residuo en lugar del carbono 
. 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 nucleótidos para uso en la presente invención o que codifican un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas definidas en la presente memoria pueden incluir en ellas nucleótidos sintéticos o modificados. 20 
En la técnica se conocen varios tipos diferentes de modificaciones en oligonucleótidos. Éstas incluyen núcleos de 
metilfosfonato y fósforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3' y/o 5' de la molécula. 
Para los propósitos de la presente invención, debe entenderse que las secuencias de nucleótidos 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 nucleótidos. 25 

La presente invención también engloba el uso de secuencias de nucleótidos que son complementarias a las secuencias 
discutidas en la presente memoria, o 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 polinucleótidos que no son 100% homólogos a las secuencias para uso en la presente invención pero que se 30 
encuentran en el alcance de la invención 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. Además, pueden obtenerse otros homólogos 
virales/bacterianos o celulares, particularmente homólogos celulares encontrados en células de mamíferos (por ejemplo, 
células de rata, ratón, bovinas y de primates) y dichos homólogos y fragmentos de éstos en general serán capaces de 35 
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 genómico 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 obtención de homólogos de especies y variantes alélicas de las secuencias de polipéptido o 40 
nucleótidos para uso en la invención. 
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Las variantes y homólogos de cepa/especie también pueden obtenerse usando PCR degenerada que usará cebadores 
diseñados para tomar como diana secuencias en las variantes y homólogos que codifican secuencias de aminoácidos 
conservadas en las secuencias para uso en la presente invención. Las secuencias conservadas pueden predecirse, por 
ejemplo, alineando las secuencias de aminoácidos de varias variantes/homólogos. Los alineamientos de secuencia 
pueden realizarse usando software informático conocido en la técnica. Por ejemplo el programa GCG Wisconsin PileUp 5 
se usa ampliamente. 

Los cebadores usados en la PCR degenerada contendrán una o más posiciones degeneradas y se usarán en 
condiciones de astringencia menores que las usadas para la clonación de secuencias con cebadores únicos de 
secuencia frente a secuencias conocidas. 

Alternativamente, dichos polinucleótidos pueden obtenerse por mutagénesis dirigida a sitio de secuencias 10 
caracterizadas. Esto puede ser útil 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 polinucleótido se 
están expresando. Otros cambios en las secuencias pueden desearse con el fin de introducir sitios de reconocimiento de 
restricción en el polipéptido, o para alterar la propiedad o función de los polipéptidos codificados por los polinucleótidos. 

Los polinucleótidos (secuencias de nucleótidos) descritos en la presente memoria pueden usarse para producir un 15 
cebador, por ejemplo, un cebador de PCR, un cebador para una reacción de amplificación alternativa, una sonda, por 
ejemplo, marcada con un marcaje que se revela por medios convencionales usando marcajes radiactivos o no 
radiactivos o los polinucleótidos pueden clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos tendrán una 
longitud de al menos 15, preferiblemente al menos 20, por ejemplo, al menos 25, 30 ó 40 nucleótidos y también están 
englobados por el término polinucleótidos para usar la invención como se usa en la presente memoria. 20 

Los polinucleótidos tales como polinucleótidos 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 estándar. 

En general, los cebadores se producirán por medios sintéticos, implicando una fabricación por etapas de la secuencia de 
ácido nucleico deseada, con un nucleótido cada vez. Las técnicas para conseguir esto usando técnicas automatizadas 25 
están disponibles fácilmente en la técnica. 

Los polinucleótidos más largos se producirán generalmente usando medios recombinantes, por ejemplo, usando 
técnicas de clonación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa). Esto implicará preparar una pareja de cebadores 
(por ejemplo, de aproximadamente 15 a 30 nucleótidos) que flanquean una región de la secuencia diana del lípido que 
se desea clonar, poner los cebadores en contacto con ARNm o ADNc obtenido de una célula animal o humana, realizar 30 
una reacción en cadena de la polimerasa bajo condiciones que den lugar a la amplificación de la región deseada, aislar 
el fragmento amplificado (por ejemplo, purificando la mezcla de reacción en un gel de agarosa) y recuperar el ADN 
amplificado. Los cebadores pueden diseñarse para contener sitios de reconocimiento adecuados de enzimas de 
restricción de manera que el ADN amplificado puede clonarse en un vector de clonación adecuado. 

HIBRIDACIÓN 35 

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

El término "hibridación" tal y como se usa en la presente memoria, debe incluir "el proceso por el que una cadena de 
ácido nucleico se une a una cadena complementaria mediante emparejamiento de bases" así como el proceso de 40 
amplificación como se lleva a cabo en las tecnologías de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 

La presente invención también engloba el uso de secuencias de nucleótidos 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 invención también engloba secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de 45 
hibridar con las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria. 

Las condiciones de hibridación se basan en la temperatura de fusión (Tm) del complejo de unión de nucleótidos, como 
se enseña 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 más adelante. 
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La astringencia máxima ocurre típicamente a aproximadamente Tm-50C (50C por debajo de la Tm de la sonda); 
astringencia alta a aproximadamente 50C a 100C por debajo de la Tm; astringencia intermedia a aproximadamente 100C 
a 200C por debajo de la Tm; y astringencia baja a aproximadamente 200C a 250C por debajo de la Tm. Como entenderán 
los expertos en la técnica, una hibridación con astringencia máxima puede usarse para identificar o detectar secuencias 
de nucleótidos idénticas mientras que una hibridación con astringencia intermedia (o baja) puede usarse para identificar 5 
o detectar secuencias de polinucleótido similares o relacionadas. 

Preferiblemente, la presente invención 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 
nucleótidos que codifican los polipéptidos que tienen las propiedades específicas como se define en la presente 
memoria. 10 

Más preferiblemente, la presente invención engloba el uso de secuencias que son complementarias a secuencias que 
son capaces de hibridar bajo condiciones de astringencia alta (por ejemplo, 650C y 0,1xSSC {1xSSC= 0,15 M NaCl, 
0,015 M Na-citrato pH 7,0}) con secuencias de nucleótidos que codifican los polipéptidos que tienen las propiedades 
específicas como se define en la presente memoria. 

La presente invención también se refiere al uso de secuencias de nucleótidos que pueden hibridar con secuencias de 15 
nucleótidos discutidas en la presente memoria (incluyendo secuencias complementarias a las discutidas en la presente 
memoria). 

La presente invención también se refiere al uso de secuencias de nucleótidos que son complementarias a secuencias 
que pueden hibridar con las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria (incluyendo secuencias 
complementarias a las discutidas en la presente memoria). 20 

También se incluye en el alcance de la presente invención el uso de secuencias de polinucleótidos que son capaces de 
hibridar con las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria bajo condiciones de astringencia 
intermedia a máxima. 

En un aspecto preferido, la presente invención abarca el uso de secuencias de nucleótidos que pueden hibridar con las 
secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria, o el complemento de éstas, bajo condiciones astringentes 25 
(por ejemplo, 500C y 0,2xSSC). 

En un aspecto más preferido, la presente invención abarca el uso de secuencias de nucleótidos que pueden hibridar con 
las secuencias de nucleótidos discutidas en la presente memoria, o el complemento de éstas, bajo condiciones de 
astringencia alta (por ejemplo, 650C y 0,1xSSC). 

EXPRESIÓN DE LOS POLIPÉPTIDOS 30 

Una secuencia de nucleótidos para uso en la presente invención o para codificar un polipéptido que tiene las 
propiedades específicas 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 nucleótidos, en forma polipeptídica, en 
y/o a partir de una célula huésped compatible. La expresión puede controlarse usando secuencias de control que 
incluyen promotores/amplificadores y otras señales de regulación de la expresión. Pueden usarse promotores 35 
procariotas y promotores funcionales en células eucariotas. Pueden usarse promotores específicos de tejido o 
específicos de estímulo. También pueden usarse promotores quiméricos que comprenden elementos de secuencia de 
dos o más promotores diferentes descritos anteriormente. 

El polipéptido producido por una célula huésped recombinante por la expresión de la secuencia de nucleótidos puede 
secretarse o puede estar contenido intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o vector usado. Las secuencias 40 
codificadoras pueden diseñarse con secuencias señal que dirigen la secreción de las secuencias que codifican la 
sustancia a través de una membrana celular procariota o eucariota particular. 

CONSTRUCCIONES 

El término "construcción"- que es sinónimo de términos tales como "conjugado", "casete" e "híbrido"- incluye una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la 45 
presente memoria para uso según la presente invención directamente o indirectamente unida a un promotor. Un ejemplo 
de una unión indirecta es el suministro de un grupo espaciador adecuado tal como una secuencia de intrón, tal como el 
intrón Sh1 o el intrón ADH, entre el promotor y la secuencia de nucleótidos para uso en la presente invención. Lo mismo 
es cierto para el término "fusionado" en relación con la presente invención que incluye la unión directa o indirecta. En 
algunos casos, los términos no abarcan la combinación natural de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína 50 
asociada habitualmente con el promotor del gen de tipo salvaje y cuando ambos están en su entorno natural. 
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La construcción puede contener o expresar incluso un marcador que permite la selección de la construcción genética. 

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

ORGANISMO 5 

El término "organismo" en relación con la presente invención incluye cualquier organismo que podría comprender una 
secuencia de nucleótidos para uso en la presente invención o una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido 
que tiene las propiedades específicas como se define en la presente memoria y/o productos obtenidos de él. 

El término "organismo transgénico" en relación con la presente invención incluye cualquier organismo que comprende 
una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la 10 
presente memoria y/o los productos obtenidos de él, y/o en el que un promotor puede permitir la expresión de la 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la 
presente memoria en el organismo. Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos se incorpora en el genoma del 
organismo. 

El término "organismo transgénico" no abarca secuencias de nucleótidos codificadoras nativas en su entorno natural 15 
cuando están bajo el control de su promotor nativo que también está en su entorno natural. 

Por lo tanto, el organismo transgénico para uso en la presente invención incluye un organismo que comprende una 
cualquiera de, o combinaciones de, una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades 
específicas como se define en la presente memoria, construcciones como se define en la presente memoria, vectores 
como se define en la presente memoria, plásmidos como se define en la presente memoria, células como se define en la 20 
presente memoria o los productos de éstos. Por ejemplo, el organismo transgénico también puede comprender una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la 
presente memoria bajo el control de un promotor no asociado con una secuencia que codifica una lípido aciltransferasa 
en la naturaleza. 

TRANSFORMACIÓN DE LAS CÉLULAS/ORGANISMO HUÉSPED 25 

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 enseñanzas sobre la transformación de huéspedes procariotas están bien documentadas en la técnica, por ejemplo 
véase Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, 1989, Cold Spring Harbor Laboratory Press). 30 
Si se usa un huésped procariota puede ser necesario modificar adecuadamente la secuencia de nucleótidos antes de la 
transformación- tal como por eliminación de intrones. 

En otra realización, 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 formación de protoplastos y la transformación de los protoplastos seguido de regeneración de la 35 
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 revisión de las técnicas generales usadas para transformar plantas 
puede encontrarse en los artículos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42: 205-225) y Christou 
(Agro-Food-Industry Hi-Tech marzo/abril 1994 17-27). Pueden encontrarse enseñanzas adicionales sobre la 40 
transformación de plantas en EP-A-0449375. 

Las enseñanzas generales sobre la transformación 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 45 
adecuados incluyen cualquier miembro que pertenece a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus, 
Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y semejantes. 

ES 2 395 551 T3

 



 44

Las enseñanzas sobre la transformación de hongos filamentosos se revisan en US-A-5741665 que indica que las 
técnicas estándar para la transformación de hongos filamentosos y el cultivo de hongos son muy conocidas en la técnica. 
Una revisión amplia de las técnicas según se aplican a N. crassa se encuentra, por ejemplo, en Davis y de Serres, 
Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143. 

Las enseñanzas adicionales sobre la transformación de hongos filamentosos se revisan en US-A-5674707. 5 

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

Un Aspergillus transgénico para uso en la presente invención también puede prepararse, por ejemplo, según las 
enseñanzas 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 expresión génica en hongos filamentosos se ha revisado en Punt et al. (2002) Trends Biotechnol 2002 mayo; 20 (5): 10 
200-6, Archer y Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17(4): 273-306. 

LEVADURAS TRANSFORMADAS 

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

Una revisión de los principios de expresión génica heteróloga en levaduras se proporciona, por ejemplo, en Methods Mol 
Biol (1995) 49: 341-54 y Curr Opin Biotechnol (1997) oct; 8(5): 554-60. 15 

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 vehículo para la expresión génica heteróloga. 

Una revisión de los principios de expresión génica heteróloga en Saccharomyces cerevisiae y la secreción 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, 2ª edición, Academic Press Ltd.). 20 

Para la transformación de levaduras, se han desarrollado varios protocolos de transformación. Por ejemplo, un 
Saccharomyces transgénico para uso en la presente invención puede prepararse según las enseñanzas 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 25 
marcadores auxotróficos marcadores de resistencia a antibióticos dominantes. 

Un organismo huésped de levadura adecuado puede seleccionarse de especies de levaduras biotecnológicamente 
relevantes tales como, pero no limitadas a, especies de levadura seleccionadas de Pichia sp., Hansenula sp., 
Kluyveromyces, Yarrowinia sp., Saccharomyces sp., incluyendo S. cerevisiae o Schizosaccharomyces sp., incluyendo 
Schizosaccharomyces pombe. 30 

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

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

PLANTAS/CÉLULAS DE PLANTAS TRANSFORMADAS 

Un organismo huésped adecuado para la presente invención puede ser una planta. Una revisión de las técnicas 35 
generales puede encontrarse en los artículos 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 producción 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 40 
lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria (en particular con un vector o construcción de expresión 
que comprende una lípido aciltransferasa como se define en la presente memoria) y crecer una planta a partir de la 
célula de planta transformada. 

SECRECIÓN 

Frecuentemente, es deseable que el polipéptido se secrete del huésped de expresión en el medio de cultivo del que la 45 
enzima puede recuperarse más fácilmente. Según la presente invención, la secuencia líder de secreción puede 
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seleccionarse tomando como base el huésped de expresión deseado. Las secuencias señal híbridas también pueden 
usarse con el contexto de la presente invención. 

Los ejemplos típicos de secuencias líder de secreción no asociadas con una secuencia de nucleótidos que codifica una 
lípido 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 aminoácidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen del factor a (levaduras, por ejemplo, 5 
Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de la -amilasa (Bacillus). 

DETECCIÓN 

En la técnica se conoce una variedad de protocolos para detectar y medir la expresión de la secuencia de aminoácidos. 
Los ejemplos incluyen el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y separación de 
células activada por fluorescencia (FACS). 10 

Los expertos en la técnica conocen una amplia variedad de marcadores y técnicas de conjugación y pueden usarse en 
varios ensayos de ácido nucleico y aminoácidos. 

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 radionúclidos, enzimas, agentes fluorescentes, 15 
quimioluminiscentes o cromogénicos así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas magnéticas y semejantes. 
Las patentes que enseñan 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. 

PROTEÍNAS DE FUSIÓN 20 

La lípido aciltransferasa para uso en la presente invención puede producirse como una proteína de fusión, por ejemplo 
para ayudar en la extracción y purificación de ésta. Los ejemplos de parejas en las proteínas de fusión incluyen glutatión-
S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unión a ADN y/o activación transcripcional) y -galactosidasa. También 
puede ser conveniente incluir un sitio de escisión proteolítica entre la pareja de la proteína de fusión y la secuencia de la 
proteína de interés para permitir la eliminación de las secuencias de proteínas de fusión. Preferiblemente, la proteína de 25 
fusión no dificultará la actividad de la secuencia de la proteína. 

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

La secuencia de aminoácidos de un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente 
memoria puede ligarse a una secuencia no nativa para codificar una proteína de fusión. Por ejemplo, para cribar 
bibliotecas de péptidos para agentes capaces de influir en la actividad de la sustancia, puede ser útil codificar una 30 
sustancia quimérica que expresa un epítopo no nativo que es reconocido por un anticuerpo disponible comercialmente. 

La invención se describirá ahora, sólo como ejemplo, con referencia a las Figuras y Ejemplos siguientes. 

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa madura mutante de Aeromonas 
salmonicida (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notablemente, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) 
(SEQ ID 16); 35 

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

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

La Figura 4 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 3) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila 
(P10480; GI:121051); 40 

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

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

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

La Figura 9 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 8) obtenida del organismo Ralstonia (número de 5 
registro Genbank: AL646052); 

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

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

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

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

La Figura 14 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 13) Scoe5 NCBI código de registro de la proteína 15 
CAB62724.1 GI:6562793 lipoproteína posible [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 15 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 14) Srim1 NCBI código de registro de la proteína 
AAK84028.1 GI:15082088 GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus]; 

La Figura 16 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 15) de una lípido aciltransferasa de Aeromonas 
salmonicida subesp. Salmonicida (ATCC#14174); 20 

La Figura 17 muestra SEQ ID No. 19 Scoe1 NCBI código de registro de la proteína CAB39707.1 GI:4539178 proteína 
hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 18 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 25) de la construcción de fusión usada para la 
mutagénesis del gen de la lípido aciltransferasa de Aeromonas hydrophila. Los aminoácidos subrayados son un péptido 
señal de xilanasa; 25 

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

La Figura 20 muestra una secuencia polipeptídica de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No. 27); 

La Figura 21 muestra una secuencia polipeptídica de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No. 28); 

La Figura 22 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Corynebacterium efficiens GDSx 300 30 
aminoácidos (SEQ ID No. 29); 

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

La Figura 24 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces coelicolor GDSx 269 aa (SEQ 
ID No. 31); 35 

La Figura 25 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces avermitilis I GDSx 269 
aminoácidos (SEQ ID No. 32); 

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

La Figura 27 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 34) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila 
(P10480; GI: 121051) (notablemente, ésta es la secuencia madura); 40 

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

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

La Figura 31 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 38) de Thermobifida fusca/GDSx 548 aminoácidos; 

La Figura 32 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 39) de Thermobifida fusca; 

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

La Figura 34 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 41) de Corynebacterium efficiens/GDSx 300 5 
aminoácidos; 

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

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

La Figura 37 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 44) de S. coelicolor; 

La Figura 38 muestra una secuencia de aminoácidos (SEQ ID No. 45) de S. avermitilis; 10 

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

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

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

La Figura 42 muestra el alineamiento de L131 y homólogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservación 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 15 
(que se considera que es la histidina catalítica conservada). Estos tres bloques conservados están resaltados; 

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

La Figura 44 muestra SEQ ID No. 18 que es la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa de Candida 
parapsilosis; 20 

La Figura 45 muestra una representación con cintas de la estructura cristalina de 1IVN.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 1IVN.PDB- Vista Superior usando el visor Deep View Swiss-PDB, con 25 
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 usó en el proceso de 30 
construcción 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 construcción del modelo y la selección de sitio. Obsérvese que la proteína 
completa (SEQ ID No. 25) se representa, la proteína 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 35 
ID No. 34). La secuencia consenso contiene un * en la posición de una diferencia entre las secuencias listadas; 

La Figura 53 muestra una construcción génica usada en el Ejemplo 1; 

La Figura 54 muestra una construcción génica con optimización de codones (no. 052907) usada en el Ejemplo 1; y 

La Figura 55 muestra la secuencia del inserto XhoI que contiene el gen precursor LAT-KLM3', las cajas -35 y -10 están 
subrayadas; 40 
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La Figura 56 muestra BML780-KLM3'CAP50 (que comprende SEQ ID No. 16- colonia superior) y BML780 (la cepa 
huésped vacía- colonia inferior) después de 48 h de crecimiento a 370C en 1% agar tributirin; 

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

La Figura 58 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 50) que codifica una lípido aciltransferasa para uso en 5 
la presente invención obtenida del organismo Aeromonas hydrophila; 

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

La Figura 60 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 52) que codifica una lípido aciltransferasa para uso en 
la presente invención obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (número de registro Genbank NC_003888.1: 10 
8327480..8328367); 

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

La Figura 62 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 54) que codifica una lípido aciltransferasa para uso en 15 
la presente invención obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae (número de registro Genbank Z75034); 

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

La Figura 64 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 56 que codifica NCBI código de acceso 
de la proteína CAB39707.1 GI:4539178 proteína hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 20 

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

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

La Figura 67 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 59 que codifica Scoe4 NCBI código de 25 
acceso de la proteína CAB89450.1 GI:7672261 proteína posible secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 68 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 60 que codifica Scoe5 NCBI código de 
acceso de la proteína CAB62724.1 GI:6562793 lipoproteína posible [Streptomyces coelicolor A3(2)]; 

La Figura 69 muestra una secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 61 que codifica Srim1 NCBI código de 
acceso de la proteína AAK84028.1 GI:15082088 GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus]; 30 

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

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

La Figura 72 muestra una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 24) que codifica una enzima de Aeromonas hydrophila 35 
incluyendo un péptido señal de xilanasa; 

La figura 73 muestra la secuencia de aminoácidos de una lípido aciltransferasa madura mutante de Aeromonas 
salmonicida (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notablemente, el aminoácido 80 está en la proteína madura)- 
mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 16- y después de experimentar modificación posterior a la 
traducción como SEQ ID No. 68- los residuos de aminoácidos 235 y 236 de SEQ ID No. 68 no están unidos 40 
covalentemente después de la modificación posterior a la traducción. Los dos péptidos formados se mantienen juntos 
por uno o más puentes S-S. El aminoácido 236 en SEQ ID No. 68 corresponde al residuo de aminoácido número 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 45 
goma pueden procesarse adicionalmente por métodos convencionales/conocidos; 
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La Figura 74b muestra el proceso según la presente invención 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 adición de una enzima). La fase de aceite y/o la fase de goma pueden 
experimentar opcionalmente un procesamiento adicional, tal como procesamiento convencional adicional; 5 

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

La Figura 76 muestra un diagrama para el análisis 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 10 
según la presente invención; 

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 ó 2,5%) en la cantidad de goma después del desgomado 
con agua de aceite de soja crudo; 15 

La Figura 80 muestra el efecto con y sin enzima por desgomado con diferentes cantidades de agua (1,5, 2 ó 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 fósforo 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 20 
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; 25 

Figura 85 Rendimiento de aceite incrementado (%) obtenido en el desgomado enzimático comparado con el control. Los 
aceites se centrifugan a diferentes fuerzas de centrifugación 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 centrifugación relativas. Lote 
3: control, 550C, 4: con enzima (KLM3'), 550C; 30 

La figura 87 muestra la viscosidad como una función de la velocidad de cizallamiento. Las mediciones se basan en la 
goma del lote 1: control, 700C y lote 2: con enzima, 700C; 

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

La Figura 89 muestra los resultados de análisis por TLC de la fase de goma. El contenido en triglicéridos (%) en gomas 35 
obtenidas a partir del desgomado con cantidades crecientes (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5 y 1,9 ml disolución 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 
enzimáticas con KLM3' (0,1 TIPU-k/g) y cantidades crecientes (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1, 1,5 y 1,9 ml disolución al 4%) de 
NaOH; 40 

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

La Figura 92 muestra el análisis microscópico de gomas de desgomado con agua convencional y desgomado con agua 
enzimático según la presente invención (fotografías con aumentos de 200 y 400 a 250C); 45 

La Figura 93 muestra el análisis por rayos X en las fases de goma de desgomado convencional y enzimático; 
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La Figura 94 muestra embudos de sedimentación (día 3). Izquierda: control, derecha: aceite tratado con enzima; 

La Figura 95 muestra el análisis microscópico en gomas de desgomado con agua convencional y enzimático; 

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

La Figura 97 muestra la pérdida de aceite en la muestra control y con desgomado con agua enzimático (según la 5 
presente invención) realizado con 1, 1,5 y 2% de agua. Cálculo de pérdida de aceite: (% goma/% triglicérido en la goma) 
x 100%; 

La Figura 98 muestra la degradación relativa de ácido fosfatídico y fosfatidiletanolamina en muestras de goma 
enzimáticas (KLM3') comparadas con el control (sin enzima); 

La Figura 99 muestra las mediciones de viscosidad de fases de goma enzimáticas, obtenidas del desgomado con 10 
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 adición de aceptor 
como se muestra en la Tabla 1 del Ejemplo 9; 

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

La Figura 102 muestra análisis por ICP de fósforo en aceite del desgomado con agua de aceite de soja crudo (tabla 1 del 15 
Ejemplo 9); 

Figura 103: Ejemplo 13 TLC (tampón de corrida 1) de la muestra 1 a 9 después de 30 minutos de incubación; 

Figura 104: Ejemplo 13 TLC (tampón de corrida 1) de la muestra 1 a 9 después de 240 minutos de incubación; 

Figura 105: Ejemplo 13 TLC (tampón de corrida 6) de la muestra 1 a 9 después de 30 minutos de incubación. PE= 
fosfatidiletanolamina, PA= ácido fosfatídico, PI= fosfatidilinositol y PC= fosfatidilcolina; 20 

Figura 106: Ejemplo 13 TLC (tampón de corrida 6) de la muestra 1 a 9 después de 240 minutos de incubación. PE= 
fosfatidiletanolamina, PA= ácido fosfatídico, PI= fosfatidilinositol y PC= fosfatidilcolina; 

Figura 107: Ejemplo 13 Degradación relativa de los fosfolípidos por tratamiento enzimático del aceite crudo con lípido 
aciltransferasa (KLM3') y fosfolipasa C (PLC). Tiempo de reacción de 240 minutos; 

Figura 108: Ejemplo 13 Reacción de diglicérido aciltransferasa de fosfolípidos; 25 

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

Figura 110: Ejemplo 13 análisis por TLC; 

La Figura 111 muestra el efecto de la adición de enzima en los triglicéridos; 

La Figura 112 muestra el efecto del tiempo de reacción en los triglicéridos; 30 

La Figura 113 muestra el análisis 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 análisis 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 formación de triglicéridos en un sustrato de 35 
diglicérido/PC 80/20; 

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

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

La Figura 118 muestra el análisis por TLC de las muestras de la fase de goma después de desgomado con agua a 550C 40 
e incubación durante 0d, 1d ó 7d como se detalla en el Ejemplo 15; y 
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La Figura 119 muestra el análisis por TLC de las muestras de la fase de goma después de desgomado con agua a 450C 
e incubación durante 0d, 1d ó 7d como se detalla en el Ejemplo 15. 

EJEMPLO 1 

Expresión de KLM3' en Bacillus licheniformis 

Una secuencia de nucleótidos (SEQ ID No. 49) que codifica una lípido aciltransferasa (SEQ ID No. 16, de ahora en 5 
adelante en la presente memoria KLM3') se expresó en Bacillus licheniformis como una proteína de fusión con el péptido 
señal de la [alfa]-amilasa (LAT) de  B. licheniformis (véanse las FIGS. 53 y 54). Para la expresión óptima en Bacillus, se 
encargó una construcción génica con optimización de codones (no. 052907) a Geneart (Geneart AG, Regensburg, 
Alemania). 

La construcción no. 052907 contiene una promotor de LAT incompleto (sólo la secuencia -10) delante del gen precursor 10 
LAT-KLM3' y la transcripción de LAT (Tlat) en 3' del gen precursor LAT-KLM3' (véanse las FIGS 53 y 55). Para crear un 
fragmento XhoI 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 realizó una amplificación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa) con los 
cebadores Plat5XhoI_FW y EBS2XhoI_RV y la construcción génica 052907 como molde. 

Plat5XhoI_FW: 15 

 

EBS2XhoI_RV: tggaatctcgaggttttatcctttaccttgtctcc 

Se realizó la PCR en un termociclador con ADN Polimerasa de Alta Fidelidad Phusion (Finnzymes OY, Espoo, Finlandia) 
según las instrucciones del fabricante (temperatura de hibridación de 550C). 

El fragmento de PCR resultante se digirió con la enzima de restricción XhoI y se ligó con ADN ligasa T4 en pICatH 20 
digerido con XhoI según las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, Calif. EEUU). 

La mezcla de ligación se transformó en la cepa de B. subtilis SC6.1 como se describe en la Solicitud de Patente U.S. 
US20020182734 (Publicación Internacional WO 02/14490). La secuencia del inserto XhoI que contiene el gen precursor 
LAT-KLM3' se confirmó por secuenciación de ADN (BaseClear, Leiden, Holanda) y uno de los clones con plásmido 
correcto se designó pICatH-KLM3' (ori1) (Figura 53). pICatH-KLM3' (ori1) se transformó en la cepa de B. licheniformis 25 
BML780 (un derivado de BRA7 y BML612, véase WO2005111203) a la temperatura permisiva (370C). 

Se seleccionó un transformante resistente a neomicina (neoR) y resistente a cloranfenicol (CmR) y se designó 
BML780(pICatH-KLM3'(ori1)). El plásmido en BML780(pICatH-KLM3'(ori1)) se integró en la región catH en el genoma de 
B. licheniformis creciendo la cepa a una temperatura no permisiva (500C) en medio con 5 g/ml de cloranfenicol. Se 
seleccionó un clon resistente CmR y se designó BML780-pICatH-KLM3'(ori1). BML780-pICatH-KLM3'(ori1) se creció de 30 
nuevo a la temperatura permisiva durante varias generaciones sin antibióticos para que secuencias del vector formen un 
bucle y se seleccionó un clon CmR sensible a neomicina (neoS). En este clon, las secuencias del vector de pICatH en el 
cromosoma se escinden (incluyendo el gen de resistencia a neomicina) y sólo se deja el casete catH-LATKLM3'. A 
continuación, el casete catH-LATKLM3' en el cromosoma se amplificó creciendo la cepa en medio con concentraciones 
crecientes de cloranfenicol. Después de varios ciclos de amplificación, se seleccionó un clon (resistente frente a 50 g/ml 35 
de cloranfenicol) y se designó BML780-KLM3'CAP50. Para verificar la expresión de KLM3', BML780-KLM3'CAP50 y 
BML780 (la cepa huésped vacía) se crecieron durante 48 h a 370C en una placa de agar Heart Infusion (Bacto) con 1% 
tributirin. Fue claramente visible una zona de aclaramiento, indicativa de actividad lípido 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 40 
estas moléculas de KLM3' son funcionales. 

EJEMPLO COMPARATIVO 1 

Construcción del vector 

La construcción del plásmido es pCS32new N80D, que es un derivado pCCmini que porta la secuencia que codifica la 
forma madura de la Glicerofosfolípido-colesterol aciltransferasa nativa de Aeromonas salmonicida con una sustitución 45 
Asn a Asp en la posición 80 (KLM3'), bajo el control del promotor p32 y con una secuencia señal CGTasa. 
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La cepa huésped usada para la expresión es en la cepa de Bacillus subtilis OS21AprE. 

El nivel de expresión 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 

5 ml de caldo LB (Digerido enzimático de caseína, 10 g/l; extracto de Levadura bajo en sodio, 5 g/l; Cloruro de Sodio, 5 
g/l; agentes para formación de comprimidos inertes, 2 g/l) suplementado con 50 mg/l de kanamicina, se inocularon con 
una única colonia y se incubó a 300C durante 6 horas a 205 rpm. Se usaron 0,7 ml de este cultivo para inocular 50 ml de 
medio SAS (K2HPO4, 10 g/l; MOPS (ácido 3-morfolinopropano sulfónico), 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/l 10 
de kanamicina y una disolución de hidrolizados de almidón con alta maltosa (60 g/l). La incubación continuó durante 40 
horas a 300C y 180 rpm antes de separar el sobrenadante del cultivo por centrifugación a 19.000 rpm durante 30 min. El 
sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se usó directamente para la medición de la actividad transferasa. 

Preparación de los sustratos y reacción enzimática 

Se pesaron PC (Avanti Polar Lipids #441601) y colesterol (Sigma C8503) en la proporción 9:1, se disolvió en cloroformo 15 
y se evaporó a sequedad. 

El sustrato se preparó por dispersión de 3% PC:Colesterol 9:1 en 50 mM tampón Hepes pH 7. 

Se transfirieron 0,250 ml de disolución de sustrato a un tubo de vidrio de 3 ml con tapa de rosca. Se añadieron 0,025 ml 
de sobrenadante de cultivo y la mezcla se incubó a 400C durante 2 horas. También se preparó una muestra de 
referencia con agua en lugar de la enzima. El calentamiento de la mezcla de reacción en un baño de agua hirviendo 20 
durante 10 minutos paró la reacción enzimática. Se añadieron 2 ml de 99% etanol a la mezcla de reacción antes de 
someterla a análisis por ensayo de colesterol. 

Ensayo de colesterol 

Se incubaron 100 l 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-HCl, pH 6,6 y 0,5% Tritón 25 
X-100 (Sigma X-100) a 370C durante 5 minutos antes de añadir 5 l de muestra de reacción con enzima y mezclar. La 
mezcla de reacción se incubó durante 5 minutos más y se midió la DO405. El contenido de colesterol se calculó a partir 
de los análisis de disoluciones estándar 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 30 

La tabla muestra la media de 8 cultivos de expresión independientes 

Cepa TPC
a

OS21prE[X32v] 74,1  10,1b 

a TPC 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. 

b Media de 8 cultivos de expresión independientes 

 

EJEMPLO 2 

Uso de una lípido aciltransferasa en el desgomado con agua 

MATERIALES Y MÉTODOS 35 

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

Aceite: 

SBO 1: Aceite de soja crudo de Solae, Aarhus, DK. 27.09.2007 Delite (Basado en judías de Canadá) 

SBO 2: Aceite de soja crudo de Brasil 5 

RSO 3: Aceite de colza crudo extraído de Aarhus Karishamn 

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

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

Métodos: 

HTPLC: 10 

Aplicador: Muestreador Automático TLC 4, CAMAG 

Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck no. 1.05641. Activada 10 minutos a 1600C antes de usarla. 

Aplicación: 

Fase de aceite: 5 l de una disolución al 8% de aceite en Cloroformo:Metanol 2:1 se aplicaron en la placa de HPTLC 
usando el Muestreador Automático de TLC. 15 

Fase de goma: La fase de goma de 10 gramos de aceite se disolvió en 7,5 ml de cloroformo:metanol 2:1. 1 l de la 
muestra se aplicó en la placa de HPTLC. 

Aplicador de TLC. 

Tampón de corrida 6: Clorformo:1-propanol:Metilacetato:Metanol:0,25% KCl en agua 25:25:25:10:9 

Tampón de corrida 5: P-eter:MTBE 30:70 20 

Elución: La placa se eluyó 7 cm usando una Cámara de Revelado Automática ADC2 de Camag. 

Revelado: 

La placa se secó en un horno durante 10 minutos a 1600C, se enfrió y se sumergió en 6% acetato de cobre en 16% 
H3PO4. Se secó adicionalmente 10 minutos a 1600C y se evaluó directamente. 

Después del revelado, las placas se escanearon en un Escáner Camag y se calculó el área de cada componente (punto) 25 
en la placa de TLC. 

Cálculo 

Fase de aceite: 

La cantidad de fosfolípido en la fase de aceite se calculó analizando una lecitina Estándar con concentraciones 
conocidas de fosfolípidos (PE, PA, PI, PC, PS) a diferentes concentraciones en la misma placa de TLC que las muestras 30 
de aceite. Tomando como base la mezcla estándar se produjo una curva de calibración para cada fosfolípido y se usó 
para el cálculo de la concentración de fosfolípidos de cada fosfolípido en la muestra de aceite. 

Tomando como base el peso en moles de la concentración de fosfolípidos se convirtió en ppM P (fósforo). 

Fase de Goma: 

El contenido de triglicérido en la fase de goma se calculó tomando como base el análisis de un aceite vegetal refinado 35 
estándar en la misma placa que la fase de goma. Tomando como base el análisis del aceite vegetal se produjo una 
curva de calibración y se usó para el cálculo del triglicérido en la fase de goma. 

El análisis de los fosfolípidos en la fase de goma se basó en la aplicación de diferentes volúmenes de la fase de goma 
del control (sin enzima añadida) en la misma placa que las demás fases de goma. Tomando como base el análisis de los 
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fosfolípidos (PE y PA) en la fase de goma control se produjo una curva de calibración y se usó para el cálculo de la 
cantidad de fosfolípidos en las muestras tratadas con enzima respecto a la cantidad de fosfolípido en el control que se 
definió como 100%. 

Medición de pH: 

El pH de las muestras del desgomado de aceite se analizó por un método de fluorescencia descrito en http://www.3i-5 
usa.com/downloads/hydrop man.pdf, es decir, la medición del pH se realizó usando una HydroPlate® HP96C de 
Presens, Joef Engert Str. 11, D-93053 Regensburg, Alemania. 

La HydroPlate® es una placa de microtitulación de poliestireno estéril en el formato común 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 10 
ensayo se basa en 2 agentes de tinción fluorescentes diferentes: Un indicador sensible al pH y un agente de tinción 
inerte de referencia. Esta combinación asegura una señal precisa con referencia interna para conseguir los resultados 
más exactos de los experimentos. 

El pH puede medirse alternativamente usando un electrodo de pH según Bo Yang et al JAOCS, Vol. 83, No. 7 (2006) p 
653-658. 15 

Determinación de agua en el aceite 

El agua residual en el aceite se determina por el método AOCS Ca 2c-25 o equivalente. 

Análisis de GLC 

Cromatógrafo de Gases Capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con columna de sílice fusionada WCOT 
12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1  espesor de la película 5% fenil-metil-silicona (CP Sil 8 CB de Chrompack). 20 

Gas transportador: Helio. 

Inyector. Inyección split en frío PSSI (temp inicial 500C calentado hasta 3850C), volumen 1,0 l. Detector FID: 3950C 

Programa del horno (usado desde 30.10.2003):  1 2 3 

Temperatura del horno, 0C.   90 280 350 

Isotermal, tiempo min.    1 0 10 25 

Velocidad de la temperatura, 0C/min.  15 4 

Preparación de la muestra: 50 mg de la muestra se disolvieron en 12 ml de Piridina, que contiene el estándar interno 
heptadecano, 0,5 mg/ml. Se transfirieron 500 l de disolución de la muestra a un vial con tapón de goma, se añadieron 
100 l MSTFA:TMCS- 99:1 (N-Metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hizo reaccionar durante 20 minutos a 600C. 

Cálculo: Los factores de respuesta para esterol, palmitato de esterol y estearato de esterol se determinaron a partir de un 30 
material de referencia puro (peso del material puro 8-10 mg en 12 ml de Piridina, que contiene el estándar interno 
heptadecano, 0,5 mg/ml). 

Ensayo enzimático, TIPU 

Sustrato: 

Se disolvieron 0,6% L- Fosfatidilcolina 95% Planta (Avanti #441601), 0,4% Tritón-X 100 (Sigma X-100) y 5 mM CaCl2 35 
en 0,05 M tampón HEPES pH 7. Procedimiento del ensayo: 

se añadieron 34 l de sustrato a una cubeta, usando un analizador automático KoneLab. En el tiempo T= 0 min, se 
añadieron 4 l de disolución de la enzima. También se analizó un blanco con agua en lugar de la enzima. La muestra se 
analizó y se incubó a 300C durante 10 minutos. 

El contenido de ácido graso libre de la muestra se analizó usando el kit NEFA C de WAKO GmbH. 40 

La actividad enzimática TIPU pH 7 se calculó como micromoles de ácido graso producidos por minuto bajo las 
condiciones del ensayo. 
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Procedimiento de desgomado a escala de laboratorio. 

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con Tapa Azul de 250 ml con tapón y se calentó hasta 500C ó 
550C ó 600C ó 650C ó 700C. 

Se añadió agua al aceite seguido de la adición de la enzima. El aceite se homogeneizó con un mezclador Ultra Turrax 
durante 30 segundos y se agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. 5 

Después de 30, 120 ó 180 minutos, se transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga de 12 ml (pesado 
previamente). El aceite se calentó hasta 970C en un baño de agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugó 
inmediatamente a 5.000 g durante 5 minutos. 

El aceite se decantó de la fase de goma y los tubos se drenaron durante 30 minutos y se midió el peso de ambas fases. 
(Véase la Figura 75). 10 

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

Resultados 

EJEMPLO 2a: 

En este experimento, se ensayó KLM3' en el proceso de desgomado con agua de SBO 1 crudo. 15 

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

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

Se observó un incremento de aproximadamente 2% de aceite y había una tendencia de que se obtenía un rendimiento 20 
incrementado incrementando la dosificación de la enzima. 

El mezclado también tuvo un impacto en la fase de goma. Se observó que el tratamiento con Ultra Turrax del aceite 
durante 30 seg justo después de la adición de la enzima proporcionó una fase de goma menor, pero el efecto de la 
adición 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 estático o un mezclador dinámico después de la adición del agua y con el fin de imitar esto a 25 
escala de laboratorio se decidió 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/ml 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  - - - - + + + + 

(continuación)          

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

pH  5,39 5,7 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 adición de enzima          
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EJEMPLO 2b: 

Dos SBO crudos diferentes se ensayaron en el desgomado con agua según el procedimiento estándar con o sin la 
adición de la enzima KLM3'. La dosificación 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/ml 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 reducción de la fase de goma tanto después de 30 5 
minutos como de 120 minutos de tiempo de reacción, lo que corresponde a un rendimiento de aceite mayor. El análisis 
de esterol y éster de esterol en la fase de aceite mostró una alta conversión de esterol a éster de esterol en las muestras 
tratadas con enzima. También se observa que la cantidad de ácido graso libre (FFA) se incrementaba, debido a que 
también había tenido lugar una actividad hidrolítica. 

Resultados 10 

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 5,21 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 

Éster 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 500C. 
También se ensayaron diferentes niveles de agua en el proceso, concretamente 1,5%, 2% y 2,5%, con y sin la adición 
de enzima. 

Receta 15 

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/ml ml 0 0,1 0,25 0,4 0 0,25 0 0,25 
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Agua Extra ml 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 1,5 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 observó que el contenido de fosfolípido en la fase de goma se redujo en las muestras tratadas con enzima. 5 
Tanto la fosfatidiletanolamina (PE) como el ácido fosfatídico (PA) se redujeron en la fase de goma respecto a la cantidad 
de estos fosfolípidos 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 añadida al aceite de soja crudo también mostró como se esperaba un impacto en la cantidad de 10 
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 adición 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 
enzimática a dosificación baja y una alta conversión de esterol en ésteres de esterol. 

Resultados 15 

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 

Análisis TLC          

Fósforo 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 

Análisis 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 

Ésteres de Esterol  0,18 0,41 0,47 0,51 0,12 0,53 0,13 0,40 

 

Los análisis se hicieron en duplicado y los resultados se usaron para la evaluación Estadística 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 ensayó en 20 
desgomado con agua de SBO2 a 55, 60, 65 y 700C. 
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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/ml ml 0 0,10 0,20 0,30 

Agua Extra ml 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 dosificación de 0,1 TIPU/g de aceite a todas las temperaturas proporcionó una reducción significativa de la cantidad 
de goma. El incremento de la cantidad de enzima de 0,2 a 0,3 disminuyó un poco más la fase de goma. 

Resultados 5 

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

Temperatura 0C Tiempo de 
reacción 
minutos 

Enzima 0 
TIPU/g 

Enzima 0,1 
TIPU/g 

Enzima 0,2 
TIPU/g 

Enzima 0,3 
TIPU/g 

55 30 6,53 4,77 5,12 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 enzimático en planta piloto 

Receta 10 

Ingredientes aplicados en ensayos de desgomado con agua piloto. 

Lote 1: control, 700C, 

Lote 2: con enzima (concretamente la lípido aciltransferasa K932- algunas veces referida en la presente memoria como 
KLM3'- que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 68), 700C, 

Lote 3: control, 550C y 15 

Lote 4: con enzima (concretamente la lípido aciltransferasa K932- algunas veces referida en la presente memoria como 
KLM3'- que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada en la presente memoria como SEQ ID No. 68), 550C. 

 

 

 20 
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Cantidad Lote 

  1 2 3 4 

Publicación no.  2460-158 2460-160 

Aceite de Soja Crudo kg 20 20 20 20 

K932, 1.128 TIPU/ml MI 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 calentó inicialmente bajo cubierta de N2 y agitación en un tanque de 50 litros. Posteriormente, se añadió 
agua (y enzima) al aceite. En los experimentos iniciales (lotes 1 y 2), se hizo recircular el aceite después de la adición del 
agua y la enzima, usando un homogeneizador (Silverson, Chesham Suecia). En los lotes 3 y 4 sólo se usó una bomba 5 
de recirculación para disminuir la agitación en el tanque. 

Las muestras de aceite se recogieron (lotes 1-4) para análisis de laboratorio después de 30 minutos de actividad 
enzimática y se pusieron en un baño de agua hirviendo (10 minutos) con el fin de inactivar la enzima. La inactivación del 
aceite restante en el tanque se hizo calentando el aceite hasta 750C (con agitación). Posteriormente, se realizó una 
centrifugación en una centrífuga precalentada (agua caliente) (Alfa Laval) y la fase de aceite se compactó en cubetas y 10 
se pesó. Se ensayaron diferentes ajustes de capacidad de la centrífuga, no fue posible monitorizar la fase de goma 
separada, ya que el volumen de la centrífuga era demasiado grande comparado con la cantidad de aceite. La fase de 
goma se recogió así de la tapa de la centrífuga, donde se había acumulado. 

Desgomado con agua y centrifugación en laboratorio 

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapón y se calentó hasta 550C. Se 15 
añadió agua al aceite seguido de adición de enzima. El aceite se homogeneizó usando un mezclador Ultra Turrax 
durante 30 segundos y se agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, se 
transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga de 12 ml (pesado previamente). El aceite se calentó hasta 970C en 
un baño de agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugó inmediatamente a diferentes fuerzas de centrifugado 
relativas (500, 1.000, 2.500 y 5.000) durante varios tiempos (3, 6 y 10 minutos). 20 

El aceite se decantó 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 analizó para fitoesteroles libres, ésteres de esterol y ácidos grasos libres por GLC y la fase de 
aceite se analizó por HPTLC. 

Resultados y discusión 

Rendimiento de aceite 25 

La figura 85 muestra el rendimiento de aceite incrementado obtenido del desgomado enzimático de aceite de soja crudo 
según la presente invención comparado con el control. El aceite se centrifuga a una fuerza de centrifugación 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 enzimáticas. 

Claramente, se observa que el rendimiento de aceite se incrementa en el desgomado enzimático comparado con el 30 
control y que el rendimiento de aceite se incrementa con rcf decreciente. 

Efecto de la centrifugación 

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 3 y 4 en la Figura 86. 

Los resultados ilustran que rcf influye en la cantidad (%) de goma obtenida por desgomado convencional (barras azules). 35 
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 centrifugación relativas de 2.500 a 5.000. El tiempo de la centrifugación (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 enzimático según la presente invención, la cantidad no parece estar 
influida por rcf y tiempo. Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, esto puede explicarse por diferencias en la 
viscosidad entre las gomas obtenidas del desgomado convencional y enzimático según la presente invención. En la 5 
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 enzimático según la presente invención. 

Además del rendimiento de aceite incrementado, la viscosidad disminuida conseguida con la presente invención puede 
tener otros beneficios para un procesamiento de desgomado con agua industrial. Es probable que la capacidad de la 10 
producción pueda incrementarse. 

EJEMPLO 4 

Evaluación de NaOH en el desgomado con agua de aceite de soja crudo 

Receta 

Tabla 1: Muestras para ensayos de desgomado con agua 15 

Publicación 2460-
181 

 1 2 3 4 5 6 7 8 

Aceite de soja crudo g 100 100 100 100 100 100 100 100 

K932 100 TIPU/ml ml 0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

4% disolución 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 tapón y se calentó hasta 550C. Se 
añadieron agua y NaOH al aceite seguido de la adición de la enzima. El aceite se homogeneizó usando un mezclador 
Ultra Turrax durante 30 segundos y se agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. Después de 30 20 
minutos, aproximadamente 10 ml del aceite se transfirieron a un tubo de centrífuga de 12 ml (previamente pesado). El 
aceite se calentó hasta 970C en un baño de agua hirviendo durante 10 minutos. 

Resultados y discusión 

Análisis del rendimiento de aceite 

La Figura 88 muestra el rendimiento de aceite incrementado, obtenido del desgomado enzimático con KLM3' 25 
(concretamente la lípido aciltransferasa K932- algunas veces referida en la presente memoria como KLM3'- que tiene la 
secuencia de aminoácidos 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 disolución al 4%). Los cálculos se basan en la cantidad de goma en el 
control menos la cantidad de goma en las muestras enzimáticas. 

El incremento mayor en el rendimiento de aceite se consigue por el desgomado enzimático sin NaOH y generalmente el 30 
rendimiento de aceite incrementado (%) disminuye con cantidad creciente de NaOH. Esto puede explicarse muy 
probablemente por la saponificación incrementada de triglicéridos con cantidad creciente de NaOH. Sin embargo, la 
inspección de los triglicéridos en las muestras de goma control y enzimática (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 enzimáticas sin NaOH es asimismo comparable con observaciones previas. 35 
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Análisis de ácidos grasos, fitoesteroles y éster de fitoesterol en el aceite 

El contenido de fitoesteroles, ésteres de fitoesterol y ácidos grasos libres en los aceites desgomados control y 
enzimáticos 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 máximo. Después de este punto, los ésteres de fitoesterol disminuyen 
hasta 0,15%. De acuerdo con esto, se observa una disminución inicial de fitoesteroles desde 0,3%-0,12%, seguido de un 5 
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 más probablemente debido a una 
saponificación incrementada. 

Los resultados ilustran claramente que la realización del desgomado con agua a pH más altos incrementa la actividad 
transferasa de la lípido aciltransferasa KLM3'. Incluso un ligero incremento del pH (por ejemplo, 0,1 ml NaOH) 10 
incrementa la formación de ésteres de fitoesterol aproximadamente un 50%, casi sin afectar la formación 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 desodorización y así se consideran como pérdida de aceite. 

Análisis del contenido de fosfolípidos en el aceite 

La Tabla 2 muestra el contenido (ppm) de fosfolípidos (fosfatidil-etanolamina y ácido fosfatídico) en los aceites (muestras 15 
control y enzimática) desgomados con cantidad creciente (0, 0,1, 0,2, 0,5, 1 y 1,9 ml) de NaOH. 

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

Muestra 

pH 5,3 5,9 6,3 6,6 7,4 7,8 8,2 8,3 

KLM3' 
(TIPU-K/g) 

0 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 

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 5,9 5,0 5,6 4,9 4,0 5,0 4,6 

PC 1,9 0,8 0 0 0 0,7 2,8 0,9 

Contenido 
de fósforo 
total 

42,8 40,6 40,2 44,1 41,8 41,5 42,6 44,3 

 

La mayor reducción (40,2 ppm) de fósforo se observa en los aceites, desgomados con 0,1 ml NaOH (pH 6,3), sin 20 
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 hidrolítica de KLM3'. A pH mayores de 6,3 (>0,2 ml NaOH), 
se observa una degradación reducida de fosfolípidos comparada con las condiciones enzimáticas "normales". 

Análisis del contenido de fosfolípidos en la goma 

La Figura 91 muestra la degradación relativa de ácido fosfatídico (PA), fosfatidil-etanolamina (PE), fosfatidilcolina y 25 
fosfatidilinositol (PI) en muestras de goma enzimáticas comparada con el control. La degradación de fosfolípidos en el 
control se ajusta a 100% y el contenido en las muestras enzimáticas se calcula respecto al control. 

La degradación de fosfolípidos en las muestras enzimáticas con 0, 0,1 y 0,2 ml de NaoH es análoga. Por lo tanto, 
aplicando NaOH en cantidades menores de 0,2 ml no perjudica la degradación de los fosfolípidos comparado con el 
desgomado enzimático sólo con KLM3'. Por el contrario, se observa una degradación reducida en los aceites con NaOH 30 
aplicado en cantidades mayores (0,5, 1 y 1,9 ml). 
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CONCLUSIÓN 

El incremento del pH con NaOH en el desgomado con agua de aceite de soja crudo resultó, como se esperaba, en un 
incremento de la actividad de KLM3'. La formación de ésteres de fitoesterol se incrementó concurrente con cantidades 
crecientes de NaOH. El máximo nivel de éster de fitoesterol (0,42%) se obtuvo a pH 6,3 (0,2 ml NaOH), después de lo 
cual siguió una disminución continua. Se observó un patrón similar para los FFA en el aceite, que se incrementaron 5 
desde 0,46% en el control hasta 0,60% en los aceites desgomados con 0,2 ml NaOH, después de lo cual disminuyó. 

Cantidades pequeñas de NaOH no afectaron la actividad hidrolítica de KLM3', como se observa a partir de niveles 
comparables de fosfolípidos en los aceites, desgomados con 0 y 0,1 ml NaOH. La degradación de los fosfolípidos en la 
fase de goma se redujo comparada con el desgomado enzimático normal (KLM3' solo) a pH por encima de 7,5 (>0,5 ml 
NaOH). 10 

El incremento más alto en el rendimiento de aceite se consiguió por el desgomado enzimático sin NaOH y generalmente 
el % de rendimiento de aceite incrementado disminuyó con cantidades crecientes de NaOH. 

La conclusión del presente experimento es que pequeñas cantidades de NaOH pueden ser ventajosas para la formación 
de ésteres de fitoesterol en el desgomado con agua, sin embargo, el NaOH no contribuye positivamente al rendimiento 
de aceite y degradación de fosfolípidos. 15 

EJEMPLO 5 

Análisis de la fase de goma de desgomado con agua enzimático- Análisis por microscopía y rayos X 

Receta 

  1 2 

Aceite de Soja Crudo Solae g 100 100 

K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0.20 

Agua Extra ml 2,00 1,80 

TIPU-K/g de aceite  0,00 0,20 

% agua  2 2 

 

Procedimiento de desgomado con agua en laboratorio 20 

Se pesaron 100 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapón y se calentó hasta 550C. Se 
añadió agua al aceite seguido de adición de enzima. El aceite se homogeneizó usando un mezclador Ultra Turrax 
durante 30 segundos y se agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, el 
aceite se centrifugó (2.000 rcf durante 3 minutos). La fase de goma se recogió para análisis por microscopía y rayos X. 

Resultados y discusión 25 

Análisis por microscopía/rayos X 

Las gomas de ensayos de desgomado con agua control y enzimáticos (el último según la presente invención) se 
recogieron para análisis por microscopía y rayos X. Las fases de goma se estudiaron en el microscopio (luz polarizada 
plana) a diferentes temperaturas (25, 35, 45, 55 y 650C). A todas las temperaturas, la goma estaba en una fase lamelar 
(bicapas lipídicas separadas por capas de agua), como se observa para la muestra control y enzimática (250C) en la 30 
Figura 92. 

Aparecen algunas diferencias entre la muestra control y enzimática. La goma control parece más rugosa que la muestra 
de goma enzimática según la presente invención. Las diferencias entre la muestra control y enzimática también pueden 
observarse a partir de los análisis 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 35 
corresponde a la longitud de una cadena de ácido graso (C18). El espaciamiento expresa la capa de agua y fosfolípido, 
por lo tanto, el mayor espaciamiento en el control podría explicar que el control contiene una monocapa extra de ácidos 
grasos o que se absorbe más agua en la fase de goma. 
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EJEMPLO 6 

Estudio de sedimentación 

Receta 

  1 2 

Aceite de Soja Crudo Solae g 200 200 

K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0,4 

Agua Extra ml 4,00 3,60 

TIPU-K/g de aceite  0,00 0,20 

% agua  2 2 

 

Procedimiento 5 

Se pesaron 200 g de aceite de soja crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapón y se calentó hasta 550C. Se 
añadió agua al aceite seguido de adición de enzima. El aceite se homogeneizó usando un mezclador Ultra Turrax 
durante 30 segundos y se agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, las 
muestras se pusieron en embudos de separación. Las fotografías de la fase de goma se hicieron después de 1, 3 y 6 
días. Después del día seis, las gomas se recogieron para análisis por microscopía. 10 

Resultados 

Fotografías de las fases de goma/microscopía 

En la Figura 94 se puede observar la fase de aceite y de goma para la muestra control y enzimática. La sedimentación 
por gravedad se llevó a cabo durante 3 días. Existen diferencias claras entre la muestra control y enzimática, como se 
observa tanto en la fase de aceite como de goma. 15 

La fase de aceite del aceite tratado enzimáticamente (es decir, tratado según la presente invención) es más transparente 
que el control y se observa una cantidad disminuida de goma comparado con el control. Los resultados pueden 
explicarse a partir de los análisis por microscopía (Figura 95). La goma tratada enzimáticamente se observa como una 
emulsión, mientras que la goma control está en fase lamelar. 

EJEMPLO 7 20 

Evaluación de cantidades variadas de agua en el desgomado enzimático de aceite de soja crudo 

Recetas 

Publicación 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/ml 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 1,5 1,5 2 2 2,5 2,5 

 

 

 25 
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Publicación 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 1,5 2 1 1,5 2 

 

Publicación 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 
aceite) 

 0,00 0,00 0,00 0,00 0 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 

% 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 tapón y se calentó hasta 550C. Se 
añadió agua al aceite seguido de adición de enzima. El aceite se homogeneizó usando un mezclador Ultra Turrax 5 
durante 30 segundos y se agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. Después de 30 minutos, se 
transfirieron aproximadamente 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga de 12 ml (previamente pesado). El aceite se 
calentó hasta 970C en un baño de agua hirviendo durante 10 minutos. Los tubos se centrifugaron a 300 rcf durante 3 
minutos. El aceite se decantó de la fase de goma y se drenó durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como 
base el peso de la fase de goma se calculó el rendimiento de aceite. 10 

Resultados y discusión 

Rendimiento de aceite 

La Figura 96 muestra el rendimiento de aceite incrementado obtenido a partir de desgomado con agua enzimático 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 enzimáticas. 15 

El desgomado enzimático 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 enzimático comparado con el control, cuando el agua se reduce de 2 a 1%. 

Estos cálculos 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 20 
la goma) (Figura 97), la pérdida de aceite disminuye en el control con contenidos crecientes de agua. Sin embargo, en el 
desgomado enzimático, 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 enzimático comparado con 3,5-6,5% en el control. 

La cantidad disminuida de agua en el desgomado con agua enzimático puede ser una ventaja económica para la 
industria (menos agua en el proceso) y también lo más probablemente respecto a ahorros energéticos durante el secado 25 
de la fase de goma. 

Degradación de fosfolípidos en la fase de goma 

La degradación relativa (%) de ácido fosfatídico (PA) y fosfatidiletanolamina (PE) en las fases de goma enzimáticas 
respecto al control se muestra en la Figura 98. 
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La degradación de fosfolípidos con KLM3' parece ser más pronunciada a concentraciones menores de agua. 
Globalmente, el desgomado enzimático con KLM3' y 1% agua parece ser una ventaja respecto a la degradación de 
fosfolípidos comparado con el desgomado con 2% agua. 

Mediciones de viscosidad de la fase de goma 

La viscosidad de las fases de goma enzimáticas (KLM3' 0,2 TIPU-K/g), del desgomado con diferentes cantidades de 5 
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 10 

Desgomado con agua de Aceite de Maíz crudo 

RESUMEN 

La lípido aciltransferasa, KLM3' (algunas veces referida como K932 y que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada 
en la presente memoria como SEQ ID No. 68) se ensayó en un aceite de maíz crudo con el objetivo de estudiar los 
efectos en el rendimiento de aceite en el desgomado con agua de este aceite. 15 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Enzima: 

KLM3' K932. 1.128 TIPU/g 

Aceite: 

Aceite de maíz crudo de Cargill, mayo 2008 20 

Procedimiento de desgomado: 

Se pesaron 100 g de aceite de maíz crudo en un matraz con tapa azul de 250 ml con tapón y se calentó hasta 550C. 

Se añadieron el agua y la enzima y el aceite se homogeneizó con un mezclador Ultra Turrax durante 30 segundos y se 
agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. 

Después de 30 minutos, se transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga alquitranado de 12 ml y el peso del 25 
aceite se registró. El aceite se calentó hasta 970C en un baño con agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugó 
inmediatamente a 3.000 rcf durante 3 minutos. 

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

La fase de goma se analizó por HPTLC y se calculó la degradación de los fosfolípidos en la fase de goma. 30 

Resultados 

El proceso de desgomado del aceite se realizó con diferentes concentraciones de KLM3' 

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

2460-182  1 2 3 4 5 

Aceite de Maíz Crudo  g 100 100 100 100 100 

K932 100 TIPU-K/ml ml 0 0,050 0,10 0,20 0,50 

Agua Extra ml 2,00 1,95 1,90 1,80 1,50 

TIPU/g de aceite  0,00 0,05 0,10 0,20 0,50 

% agua  2 2 2 2 2 

ES 2 395 551 T3

 



 66

Las muestras se trataron como se describe en "procedimiento de desgomado" y la cantidad de goma húmeda se 
determinó en duplicado con los resultados mostrados a continuación. 

Tabla 2 Fase de Goma, % de desgomado con agua de aceite de maíz 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 disminución de la cantidad de la fase de 
goma por el desgomado con agua de aceite de maíz crudo. La cantidad reducida de la fase de goma corresponde a un 5 
incremento en la fase de aceite de 0,28 a 0,44%. 

La fase de goma aislada del desgomado con agua del aceite de maíz crudo se analizó por TLC y la reducción de 
fosfatidiletanolamina y ácido fosfatídico se calculó respecto a la cantidad en la goma sin tratamiento con enzima (Tabla 
3). 

Tabla 3: Análisis por TLC de la Fase de goma. PE= fosfatidiletanolamina, PA= Ácido fosfatídico 10 

Dosificación de la enzima 
TIPU/g de aceite 

PA 
% Relativo 

PE 
% 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 fosfolípidos de aceite de maíz crudo. Se observa una 
actividad enzimática incrementada hasta la dosificación de 0,1 TIPU/g de aceite. A dosificaciones de enzima superiores, 
la actividad en los niveles de fosfolípidos desaparece. 

EJEMPLO 9 

Desgomado con agua de Aceite de Soja crudo y adición de aceptores. 15 

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

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

La adición de fitoesterol al aceite produjo más éster de esterol concomitante con una reducción de la formación de 
ácidos grasos libres. Se concluye que se puede conseguir un mayor grado de conversión de fosfolípidos sin una 20 
producción de ácidos grasos incrementada cuando está disponible más sustrato aceptor. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Enzima: 

KLM3' K932 (que tiene la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 68- 1.128 TIPU/g 

Fitoesterol de soja: Generol 122 N, de Grünau, Illertissen, Alemania. Laurilalcohol: Sigma L-5375. 25 

Aceite: 
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Aceite de Soja Crudo de Solae, enero 2008 

Estándar 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 tapón y se 
calentó hasta 550C. El fitoesterol se disolvió completamente en el aceite antes del procesamiento adicional. 5 

Se añadieron el agua y la enzima y el aceite se homogeneizó con un mezclador Ultra Turrax durante 30 segundos y se 
agitó durante 30 minutos con agitación magnética a 450 rpm. 

Después de 30 minutos, se transfirieron 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga alquitranado de 12 ml y el peso del 
aceite se registró. El aceite se calentó hasta 970C en un baño con agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifugó 
inmediatamente a 3.000 rcf durante 3 minutos. 10 

El aceite se decantó de la fase de goma y se drenó durante 15 minutos dando la vuelta al tubo. Tomando como base el 
peso de la fase de goma se calculó el rendimiento de aceite. La fase de aceite y la fase de goma se analizaron por 
HPTLC y se calculó la cantidad de triglicéridos en la fase de goma y la degradación de los fosfolípidos en la fase de 
aceite. 

Resultados 15 

El proceso de desgomado del aceite se realizó 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. 
16-01-2008 

g 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

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 húmeda se 
determinó en duplicado con los resultados mostrados en la Figura 100. 20 

La adición de una cantidad creciente de fitoesterol no contribuyó a ninguna disminución en el % de goma, y el ajuste de 
pH (ensayo 6) no tuvo ningún efecto significativo en la cantidad de goma aunque hay una tendencia a más goma en este 
ensayo. La adición de 0,2 TIPU/g de KLM3' tuvo un efecto significativo en el contenido de goma y se mostró que un 
incremento a 1 TIPU/g disminuyó más la cantidad de goma. El lauril alcohol no tuvo ningún efecto en la cantidad de 
goma. 25 

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

Los resultados en la tabla 2 indican un incremento de 0,09% de ácido graso libre por tratamiento enzimático con 0,2 
TIPU/g (muestra 2) pero se observa que la muestra 3 a 5 con nivel incrementado de fitoesteroles contiene menos ácidos 
grasos libres. También en las muestras 7 y 8 tratadas con 1 TIPU/g se observa una reducción en los ácidos grasos libres 
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cuando se añade más esterol al aceite. Estos resultados indican que la reacción hidrolítica disminuye con una cantidad 
incrementada de esteroles en el aceite. 

Entonces debería 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 5 
muestra 5, pero esto está dentro del error experimental. El ajuste del pH por la adición de NaOH, sin embargo, tiene un 
efecto fuerte en la formación 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 formación de ésteres de esterol. 

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

Muestra Ácidos grasos libres, % Esteroles, % Éster 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 

 10 

La fase de goma aislada del desgomado con agua de las muestras (tabla 1) se analizó por HPTLC y la degradación de 
determinados fosfolípidos fosfatidiletanolamina (PE) y ácido fosfatídico (PA) se cuantificó respecto a la muestra control 
no 1. (Figura 101). 

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

Pero la dosificación incrementada (0,5 y 0,75% esterol) no contribuye a una degradación adicional de fosfolípidos. Esto 15 
está de acuerdo con la observación acerca del efecto en la formación de ésteres de esterol (véase la tabla 2). El ajuste 
del pH con NaOH también tiene un efecto fuerte en la degradación de fosfolípidos, pero esto está relacionado con más 
actividad enzimática con pH incrementado. 

También se observa que el incremento de la dosificación de enzima hasta 1 TIPU/g degrada adicionalmente los 
fosfolípidos. 20 

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

Los resultados en la Figura 102 indican que el nivel de fósforo en el aceite no depende mucho de la cantidad de esterol 
en el aceite, pero los resultados indican que una dosificación de enzima incrementada (1 TIPU/g) tiene un efecto en el 
nivel de fósforo. La adición de laurilalcohol (alcohol C12) tiene un efecto negativo en el nivel de fósforo en la fase de 25 
aceite. 

Conclusión. 

La adición de lípido aciltransferasa KLM3' al aceite crudo cataliza la transferencia del resto de ácido graso desde el 
fosfolípido al esterol durante la formación de ésteres de esterol. A nivel molecular, la cantidad de esterol es menor de 1/3 
de la cantidad de fosfolípidos en el aceite de soja crudo. Debido a que el esterol aceptor de acilo es el factor limitante 30 
para KLM3' en el aceite de soja crudo, la reacción de hidrólisis podría ocurrir dependiendo de la dosificación de enzima y 
el tiempo de reacción. 
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En este estudio, se encontró que la adición de más esterol al aceite crudo producirá más éster de esterol, cuando el 
aceite se trata con la lípido aciltransferasa KLM3' y la cantidad de ácidos grasos libres formados se reduce comparado 
con un aceite al que no se ha añadido esterol. 

La adición de esterol extra no tiene mucho impacto en el nivel de fósforo en la fase de aceite después del desgomado 
con agua, pero se observa que una dosificación incrementada de KLM3' reduce el nivel de fósforo en la fase de aceite. 5 
La adición de 0,5% laurilalcohol no tuvo mucho efecto en el nivel de ácidos grasos libres y no se observó éster de 
laurilalcohol por en el análisis por GLC. 

Ejemplo 10 

Combinación de una lípido aciltransferasa y una fosfolipasa C 

MATERIALES Y MÉTODOS 10 

Enzima: 

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

Fosfolipasa C, Sigma P7633 15 Unidades/mg 

Aceite: 15 

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 tapón y se calentó hasta 550C. Se 
añaden 14 ml de ácido cítrico monohidrato al 50%. El aceite se homogeneiza con un mezclador Ultra Turrax durante 30 
segundos y se agita durante 15 minutos con agitación magnética a 450 rpm. Se añaden 0,367 ml de 1 N NaOH seguido 20 
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 reacción, se añaden 0,2 
LATU/g de aceite de enzima Lípido aciltransferasa KLM3' y la reacción se continúa durante una hora más con agitación. 

El aceite se calienta hasta 970C en un baño de agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifuga inmediatamente a 
3.000 rcf durante 3 minutos. 25 

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 fosfolípidos residuales por TLC y las ppm de fósforo se analizan por ICP. El esterol 
libre, ésteres de esterol y ácidos grasos libres y diglicérido se analizan por GLC. 

La fase de goma se analiza para triglicéridos, diglicéridos, fosfolípidos residuales y ácidos grasos libres. 

La degradación de los fosfolípidos en la fase de goma se analiza por TLC. 30 

Resultados 

El proceso de desgomado con una combinación de lípido aciltransferasa y fosfolipasa C se espera que incremente el 
rendimiento de aceite más 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 centrifugación una parte principal de los esteroles estará esterificada. 35 

Las investigaciones preliminares muestran que el nivel de fósforo está por debajo de 5 ppm en la fase de aceite y una 
degradación fuerte de los fosfolípidos en la fase de goma (es decir, Fosfatidilcolina (PC) y fosfatidiletanolamina (PE) 
desapareciendo casi completamente y una degradación fuerte de fosfatidilinositol (PI) y ácido fosfatídico (PA)). 

 

 40 

 

ES 2 395 551 T3

 



 70

Ejemplo 11 

Lípido aciltransferasa en combinación con Fosfolipasa C 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Enzima: 

Lípido aciltransferasa KLM3' K932. 1.128 LATU/g  5 

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 tapón y se calentó hasta 550C. 10 

Se añade 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 agitación 
magnética a 450 rpm. 

Después de 30 minutos, se transfieren 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga alquitranado de 12 ml y el peso del aceite 
se registra. El aceite se calienta hasta 970C en un baño con agua hirviendo durante 10 minutos y se centrifuga 15 
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 fosfolípidos 
residuales por TLC e ICP. El esterol libre, ésteres de esterol, ácidos grasos libres y diglicérido se analizan por GLC. 

La fase de goma se analiza para triglicéridos, fosfolípidos residuales y ácidos grasos libres. 20 

Resultados 

Las investigaciones preliminares sugieren que el proceso de desgomado con agua con una combinación de Lípido 
aciltransferasa y fosfolipasa C resulta en un incremento significativo del rendimiento de aceite con más 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 está esterificada. 25 

Ejemplo 12 

Desgomado enzimático con lípido aciltransferasa KLM3 y Fosfolipasa C (PLC) 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Enzima: 

Lípido aciltransferasa KLM3' K932. 1.128 LATU/g  30 

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 tapón y se calentó hasta 550C. 35 

Se añade 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 agitación 
magnética a 450 rpm. Después de 15 minutos, se toma una muestra y se añaden 0,1 Unidades/g de aceite de 
Aciltransferasa. El aceite se agita durante 15 minutos más a 550C. 
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Después de 2x15 minutos de tiempo de reacción, se transfieren 10 ml de aceite a un tubo de centrífuga alquitranado de 
12 ml y el peso del aceite se registra. El aceite se calienta hasta 970C en un baño 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.  5 

La fase de aceite se analiza para fosfolípidos residuales por TLC e ICP. El esterol libre, ésteres de esterol, ácidos grasos 
libres y diglicérido se analizan por GLC. 

La fase de goma se analiza para triglicéridos, fosfolípidos residuales y ácidos grasos libres. 

Resultados 

Los estudios iniciales sugieren que el proceso de desgomado con agua usando una combinación de Lípido 10 
aciltransferasa y fosfolipasa C incrementa el rendimiento de aceite más 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 estará esterificada. 

Las investigaciones preliminares muestran que después de 15 minutos, una parte principal de la fosfatidiletanolamina 15 
(PE) y de la fosfatidilcolina (PC) ha desaparecido pero puede observarse una menor actividad en fosfatidilinositol (PI) y 
ácido fosfatídico (PA). En la muestra después de 30 minutos y centrifugación también una parte principal de PI y PA 
habrá desaparecido. 

Ejemplo 13 

Desgomado enzimático con lípido aciltransferasa KLM3 y Fosfolipasa C (PLC) 20 

La Lípido 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 fosfolípidos en el aceite. Se mostró sorprendentemente que KLM3' puede usar el diglicérido como una molécula 
aceptora durante la producción de triglicérido. Los experimentos modelo con sustrato que contiene diglicérido y 
fosfatidilcolina confirmaron que la lípido aciltransferasa (KLM3') cataliza una reacción de transferencia del resto de ácido 25 
graso desde el fosfolípido al diglicérido durante la producción de triglicérido. 

RELEVANCIA COMERCIAL DE LOS RESULTADOS 

Este estudio se inició con el objetivo de mostrar que la combinación 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 30 
aceites (WO 2008/036863). 

Esta enzima es activa en fosfolípidos (tales como fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina) en aceite crudo formando 
diglicérido (diacilglicerol) y fosfo-colina, -etanolamina, -inositol o -ácido. El diglicérido producido durante este proceso 
formará parte del aceite durante el proceso de desgomado del aceite y así contribuye a un rendimiento de aceite 
mejorado. 35 

Los inventores han mostrado que las lípido aciltransferasas (tales como KLM3') pueden contribuir a un rendimiento 
mejorado en el desgomado del aceite mediante la modificación de los fosfolípidos concomitante con la formación de 
éster de esterol. 

Las lípido aciltransferasas (tales como KLM3') pueden usar esteroles como un aceptor de acilo así como otros aceptores 
como alcoholes incluyendo alcoholes grasos. 40 

El objetivo del presente estudio fue investigar cualquier efecto sinérgico cuando una lípido aciltransferasa (por ejemplo, 
KLM3') se usaba en combinación con una fosfolipasa C. 

Material y Métodos: 

 KLM3': Glicerofosfolípido colesterol aciltransferasa (FoodPro LysoMax  Aceite) (K932) (SEQ ID No. 68) Lote no 
102629600. Actividad 1.128 LATU/g 45 
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 Fosfolipasa C P7633 Sigma, de Clostridium perfringens, 135,3 mg sólido:3,8 unidades/mg de sólido, 13,2 
unidades/mg de proteína 

 Fosfolipasa C P6621 Sigma, de Bacillus cereus, 250 Unidades 

Diglicérido. Diglicérido destilado de aceite de girasol, Publicación 2641/064 Fosfatidilcolina, Avanti #441601 

Mono-di-triglicérido: GRINDSTED® MONO-DI R 50/D 5 

Aceite de soja crudo no 18 de Argentina 

Análisis por HPTLC 

La degradación de los fosfolípidos en la fase de goma de las muestras tratadas con enzima se analizó por HPTLC. 
Aplicador: Muestreador Automático de TLC 4, CAMAG 

Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck no. 1.05641. Activada 10 minutos a 1600C antes del uso. 10 

Aplicación: 

La fase de goma de 10 gramos de aceite se disolvió en 7,5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2. 

1  de la muestra se aplicó en la placa de HPTLC. 

Se aplicó un estándar de fosfolípido (0,5% fosfolípido (Spectra Lipid, Alemania) (0,1, 0,3, 0,5, 0,8 y 1,5 l) y se usó para 
el cálculo de los fosfolípidos individuales en la goma. 15 

En algunas aplicaciones el contenido de fosfolípidos se calculó respecto a una goma control no tratada con enzima. Esta 
muestra control se aplicó 0,1-0,3-0,5-0,8-1 l y se usó para hacer las curvas de calibración. 

Fase de aceite. Aproximadamente 90 mg se pesaron y se disolvieron en 1 ml de Hexano:Isopropanol 3:2. 

Se aplicaron 5 l de la muestra en la placa de HPTLC. Se aplicó mono-diglicérido 5 mg/ml de concentración conocida a 
0,1-0,3-0,5-0,8-1,5 l y se usó para el cálculo de los componentes glicérido individuales. 20 

Aplicador de TLC. 

Tampón de corrida no. 1: P-éter:Metil Terc Butil Cetona:Ácido acético 50:50:1 

Tampón de corrida no. 6: Cloroformo:1-propanol:Metilacetato:Metanol:0,25% KCl en agua 25:25:25:10:9 

Elución: La placa se eluyó 7 cm usando una Cámara de Revelado Automático ADC2 de Camag. 

Revelado: 25 

La placa se secó en un Calentador de Placas de TLC III de Camag durante 6 minutos a 1600C, se enfrió y se sumergió 
en 6% acetato de cobre en 16% H3PO4. Se secó adicionalmente 10 minutos a 1600C y se evaluó directamente. 

La densidad de los componentes en la placa de TLC se analizó con un Escáner de TLC 3 de Camag. 

Cromatografía de gases 

Los ácidos grasos libres en la fase de goma se analizaron por GLC. 30 

El mono-di-triglicérido, esterol y éster de esterol de la fase de aceite también se analizaron por GLC. 

Aparato: 

 Cromatógrafo de Gases Capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con una columna de sílice fusionada 
WCOT 12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 m espesor de la película 5% fenil-metil-silicona (CP Sil 8 CB de Chrompack). 

 Gas transportador: Helio. 35 

 Inyector: Inyección split en frío PSSI (temp inicial 500C calentado hasta 3850C), volumen 1,0 l. 

 Detector FID: 3950C 
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Programa del horno (usado desde 30.10.2003):  1 2 3 

Temperatura del horno, 0C.   90 280 350 

Isotermal, tiempo, min.    1 0 10 

Velocidad de la temperatura, 0C/min.  15 4 

Preparación de la muestra: 5 

La muestra se disolvió en 12 ml de Heptano:Piridina 2:1, que contiene el estándar interno heptadecano, 0,5 mg/ml. Se 
transfirieron 500 l de disolución de la muestra a un vial con tapón de goma, se añadieron 100 l de MSTFA (N-Metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hizo reaccionar durante 15 minutos a 600C. 

Cálculo: 

Los factores de respuesta para esterol, éster de esterol, ácidos grasos libres, mono, di y triglicérido se determinaron 10 
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 15 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Aceite de soja crudo de 
Argentina n 

g 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Fosfolipasa C P7633 ml  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 sólido:3,8 unidades/mg de sólido, 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/ml 20 

El aceite de soja crudo se calentó hasta 450C en un vaso Wheaton de 20 ml. Se añadió agua y enzima. 

La muestra se homogeneizó por cizallamiento alto mezclando durante 30 segundos. 

Las muestras se pusieron en un bloque calefactor a 450C con agitación 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 970C. De forma 
importante, aunque se realiza la inactivación de la enzima en los experimentos- esto no se hace generalmente en la 25 
práctica en la industria. La inactivación sólo se realiza en los experimentos en la presente memoria por lo que es un 
análisis exacto de la degradación de la enzima. 

Las muestras se centrifugaron  3.000 rcf durante 3 minutos. La fase de aceite se separó de la fase de goma y ambas 
fases se analizaron por TLC y GLC. 

 30 
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Resultados 

Análisis 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. 

Las placas de TLC (Figura 103 y Figura 104) se escanearon y se usaron para la determinación cuantitativa de 1,2 5 
diglicérido (DAG sn1,2) con los resultados mostrados en la Tabla 2 y 3 a continuación. 

La degradación relativa de los fosfolípidos se muestra en la Figura 107. 

Tabla 2: Análisis por TLC de la fase de aceite después de 30 minutos de tiempo de reacción. 

 Fosfolipasa C 
P7633 

Fosfolipasa C 
P6621 

K932 10 
U/ml 

DAG 
sn_1,2 

Ensayo no. U/g U/g 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 

 

Tabla 3: Análisis por TLC de la fase de aceite después de 240 minutos de tiempo de reacción. 10 

 Fosfolipasa C 
P7633 

Fosfolipasa C 
P6621 

K932  DAG 
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 

8 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 formación de diglicérido causada por la degradación 
de fosfolípidos por PLC. Se observa que con la dosificación de PLC usada, la formación de sn 1,2 diglicérido ha 
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alcanzado su máximo después de 30 minutos de tiempo de reacción. También se observa que la cantidad de sn 1,2 
diglicérido disminuye con una dosificación incrementada de KLM3' cuando se usa en combinación con PLC. 

Este efecto se observó para ambas enzimas fosfolipasa C pero el efecto fue más pronunciado cuando KLM3' se combinó 
con Fosfolipasa C P7633 de Sigma, de C. perfringens. Esto se explica lo más probablemente por el hecho de que la PLC 
de C. perfringens sólo degradaba una pequeña parte de los fosfolípidos, de manera que estaba disponible mas sustrato 5 
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 ácido fosfatídico 
(PA) y fosfatidilinositol (PI). Los resultados también prueban que KLM3' puede usar los cuatro tipos de fosfolípidos. 10 

Por lo tanto, se concluye que la aciltransferasa KLM3' puede usar sn 1,2 diglicérido como una molécula aceptora y 
cataliza la reacción en la Figura 108. 

Análisis 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 análisis por GLC de diglicérido (DAG) total, esterol, éster de esterol y FFA se listan en la Tabla 4 siguiente. 15 

Tabla 4 Análisis por GLC de la fase de aceite después de 30 minutos y 240 minutos de incubación. 

 PLC KLM3 Tiempo de 
Reacción 

DAG Esterol Éster de 
esterol 

FFA 

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 análisis por GLC de las muestras tomadas después de 30 y 240 minutos de tiempo de reacción confirmaron lo que 
ya se había observado por análisis de TLC, que la Fosfolipasa C P7633 de sigma, de C. perfringens producía diglicérido 
a partir de fosfolípidos en el aceite. Los resultados también confirman el efecto sinérgico por cantidad reducida de 20 
diglicérido cuando la Fosfolipasa C se combina con KLM3'. Una evaluación estadística por ANOVA usando el software 
Statgraphic del efecto de PLC y KLM3' en la cantidad de diglicérido indica claramente el efecto de interacción 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, sólo el 10-15% del 25 
DAG en la mezcla de reacción se convirtió en triglicérido. 

ES 2 395 551 T3

 



 76

La PLC no tiene mucho impacto en el nivel de ácidos grasos libres (FFA) pero se observa que KLM3' en la dosificación 
alta y en un tiempo de reacción amplio contribuye a un nivel incrementado de FFA. 

Publicación 2460-224: 

Sin pretender la vinculación a ninguna teoría, la disminución en diglicérido combinando aciltransferasa (KLM3') y 
fosfolipasa C (PLC) puede estar causada por la competición de sustrato (fosfolípido) cuando las dos enzimas se usan 5 
conjuntamente. 

Con el fin de probar que KLM3' es capaz de usar diglicérido como aceptor y catalizar la reacción mencionada en la 
Figura 108 se realizó un experimento modelo con la receta mostrada en la Tabla 5 siguiente. 

Tabla 5 Receta para la investigación 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 
LATU/g 

ml 0 0,01  0,01  0,01 

Tampón ml 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03 

Agua 3% sal  0,01  0,01 0,01 0,01  

        

Tampón 1: 100 mM 
Acetato pH 5,5 

 X X     

Tampón 2: 100 mM 
HEPES pH 7 

   X X   

Tampón 3: 100 mM MES 
pH 6 

     X X 

 10 

Se mezclaron diglicérido destilado basado en aceite de girasol y fosfatidilcolina (PC) durante el calentamiento y agitación 
hasta 800C hasta que la PC se disolvió en el diglicérido. 

El sustrato se pesó en un Vaso Dram de 7 ml con tapón de rosca y se calentó hasta 550C. Se añadió enzima, tampón y 
agua y la muestra se agitó con agitación magnética a 450 rpm. 

Después de 30 y 180 minutos se tomó una muestra y se analizó por TLC (Figura 110). 15 

La placa de TLC se escaneó y el contenido de triglicérido en las muestras se cuantificó a partir de una curva estándar 
hecha a partir del análisis de aceite de Canola con los resultados mostrados en la Tabla 6 siguiente. 

Tabla 6 

 Enzima Tiempo de reacción Triglicérido 

pH del Tampón U/g minutos % 

5,5 0 30 1,42 

5,5 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 

5,5 0 180 1,75 

5,5 1 180 1,79 

6 0 180 1,76 

6 1 180 1,80 

7 0 180 1,67 

 Enzima Tiempo de reacción Triglicérido 

pH del Tampón U/g minutos % 

7 1 180 2,01 

 

Los resultados mostrados en la Tabla 6 se analizaron estadísticamente por ANOVA usando el software Statgraphic con 
los resultados mostrados en las Figuras 111 y 112. 

La evaluación estadística de los resultados de triglicérido de la Tabla 6 confirma un incremento significativo de la 
cantidad de triglicérido por la adición de la aciltransferasa KLM3' a un sustrato que contiene diglicérido y fosfatidilcolina. 5 

Publicación 2460-228 

El experimento mencionado anteriormente en la Tabla 5 se estudió con más detalle para investigar el efecto de un mayor 
nivel de agua en la reacción de transferencia del resto de ácido graso desde fosfolípidos a diglicérido durante la 
formación de triglicérido. La puesta a punto experimental se lista en la Tabla 7 siguiente. 

Tabla 7: Receta para la investigación del efecto aciltransferasa de KLM3' en el sustrato diglicérido/fosfatidilcolina. 10 

  1 2 3 4 5 

Diglicérido/Fosfatidilcolina 80/20 g 3 3 3 3 3 

Aciltransferasa KLM3': 1.128 
LATU/ml 

ml 0 0,01 0,01 0,01 0,01 

Tampón 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 agitación 
hasta 800C hasta que la PC se disolvió en el diglicérido. 

El sustrato se pesó en un Vaso Dram de 7 ml con tapón de rosca y se calentó hasta 550C. Se añadió enzima, tampón y 
agua y la muestra se agitó con agitación magnética a 450 rpm. 15 

Después de 30, 90 y 240 minutos se tomó una muestra y se analizó 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 calculó tomando como base una 
curva de calibración hecha a partir de triglicérido (Aceite de Canola). Los resultados de la determinación de triglicérido se 
muestran en la Tabla 8. 20 
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Tabla 8: Análisis 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 estadísticamente 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. 5 

Conclusión 

Se sabe que la lípido aciltransferasa KLM3' así como la fosfolipasa C (PLC) contribuyen a un rendimiento de aceite 
incrementado en el desgomado del aceite vegetal. 

El efecto de la lípido aciltransferasa KLM3' en el desgomado del aceite se basa en una reacción de transferencia de 
resto de ácido graso desde los fosfolípidos al esterol durante la producción de lisofosfolípidos y ésteres de esterol. 10 

El efecto de la fosfolipasa C (PLC) se basa en la conversión de los fosfolípidos en diglicérido y derivados de fósforo 
solubles en agua. El diglicérido producido en esta reacción se acumulará en la fase de aceite por el proceso de 
desgomado, pero no es siempre preferible tener alto diglicérido en el aceite porque tendrá un impacto en el punto de 
humo del aceite y también tendrá un impacto en las propiedades de cristalización de las fuentes grasas más saturadas. 

En el presente estudio, la lípido aciltransferasa KLM3' y la Fosfolipasa C (PLC) se ensayaron solas o en combinación en 15 
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 usó en combinación con KLM3' se 
mostró sorprendentemente que la cantidad de diglicérido producido por la PLC se reducía y que el esterol se convertía 
en ésteres de esterol lo que indica un efecto sinérgico entre estas dos enzimas porque KLM3' cataliza la reacción de 
transferencia de resto de ácido graso desde el fosfolípido al diglicérido durante la formación de triglicérido. 20 

La reacción de transferencia catalizada por KLM3' del resto de ácido graso desde el fosfolípido al diglicérido durante la 
formación de triglicérido se confirmó en un sistema modelo compuesto por diglicérido y fosfolípido. 

Los resultados también mostraron que los dos fosfolípidos ensayados no tienen la misma actividad en todos los tipos de 
fosfolípidos, pero KLM3' tiene casi la misma actividad en los cuatro tipos de fosfolípidos encontrados en el aceite de soja 
crudo. Esto también abre la posibilidad de usar Fosfolipasa C en combinación con KLM3' con el fin de obtener una 25 
conversión adicional de fosfolípidos. 

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 fosfolípidos, 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 30 
agua y un proceso de neutralización. El aceite de Soja Crudo con 1-3% de fosfolípidos no puede transportarse para 
exportación sin desgomado con agua con el objetivo de reducir el nivel de fósforo hasta 200 ppm de Fósforo o menos 
para cumplir con la especificación del aceite crudo desgomado con agua. 
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Si el nivel de fósforo es mucho menor de 200 ppm esto puede ser desventajoso. Típicamente, el desgomado 
convencional resulta en un nivel de fósforo después de la centrifugación de aproximadamente 50 ppm. Esto es porque 
no es posible controlar la centrífuga para proporcionar niveles de fósforo 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 lípido aciltransferasa el aceite desgomado con agua podría ajustarse 5 
preferiblemente a aproximadamente 180 ppm de fósforo. 

El ajuste del nivel de fósforo en el proceso de desgomado con agua enzimático de la presente invención puede hacerse 
preferiblemente ajustando la interfase entre la goma y el aceite en la centrífuga para obtener un poco más de fosfolípido 
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 fácil ajustar la interfase en la centrífuga. 10 

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que cuando se usa lípido aciltransferasa (por ejemplo, 
KLM3') en el proceso de desgomado con agua la interfase podía ajustarse sin problemas en la centrífuga y podía 
producir un aceite desgomado que estaba más cerca de la especificación de un máximo de 200 ppm de fósforo. 

Experimental 

La lípido aciltransferasa KLM3' (SEQ ID No. 68) se usó en el desgomado con agua de aceite de soja crudo en el proceso 15 
indicado en la Figura 117. 

El aceite de soja crudo que contiene 1.100 ppm de fósforo se expuso al proceso de desgomado con agua mostrado en la 
Figura 117. En el primer experimento, el proceso de desgomado se realizó sin la adición de la enzima. En el segundo 
experimento, se añadió la enzima KLM3' y después de analizar el contenido de fósforo del aceite desgomado con agua 
la interfase entre la goma y el aceite en la centrífuga se ajustó hacia el centro de la centrífuga. Cuando el proceso estuvo 20 
de nuevo en equilibrio el fósforo se analizó 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 centrífuga  185 185 195 

Fósforo en el aceite después de la centrifugación, ppm 44* 35* 185 

* no significativo    

Conclusión 

En el experimento con desgomado con agua enzimático usando KLM3', se mostró que la interfase entre el aceite y la 25 
goma en la centrífuga podía ajustarse o controlarse fácilmente para producir aceite desgomado con agua con un nivel de 
fósforo cercano a la especificación (es decir, cercano a pero menor de 200 ppm). 

Bajo las condiciones del desgomado con agua convencional no es siempre fácil ajustar la interfase debido a que la 
consistencia (alta viscosidad) de la fase de goma no permite dicho ajuste. 

Ejemplo 15 30 

Reacción enzimática en la "fase de goma" después del desgomado con agua enzimático de aceites vegetales. 

La lípido aciltransferasa, Aceite LysoMax (KLM3') se ensayó en el desgomado con agua de aceite de soja crudo. De 
forma importante, la enzima no se inactivó al final del proceso de desgomado con agua enzimático- como sería la 
práctica rutinaria en la industria. Por lo tanto, el proceso de desgomado con agua enzimático se realizó según el 
protocolo Experimental mostrado a continuación. De forma importante, la enzima no se inactivó después del desgomado. 35 

La fase de goma aislada de este proceso se incubó a 400C y se analizó la degradación adicional de los fosfolípidos en la 
fase de goma. Los resultados mostraron sorprendentemente que la enzima hidrolizaba además los fosfolípidos en 
lisofosfolípidos y ácido 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 centrifugación. 
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También los liso-fosfolípidos se hidrolizaron durante el almacenamiento y después de 7 días de almacenamiento casi 
todos los fosfolípidos habían desaparecido de la fase de goma. 

RELEVANCIA COMERCIAL DE LOS RESULTADOS 

El desgomado enzimático 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 típicamente contiene aún algo de 5 
aceite y fosfolípidos (EP1 624 047). Se sabe que mediante la hidrólisis de la fase de goma puede separarse una fase de 
aceite de la goma, que puede aislarse por centrifugación u otros medios de separación. Esta fase de aceite que contiene 
altos niveles de ácido graso libre puede venderse como aceite ácido con un valor más alto que la fase de goma normal 
que se añade a los alimentos. 

Un aspecto adicional es que la fase sólida remanente después de la separación del aceite ácido tiene un nivel de fósforo 10 
más alto que la goma normal y puede usarse como una fuente de fósforo orgánico. 

Introducción 

Los inventores han mostrado sorprendentemente que la lípido aciltransferasa, Aceite LysoMax (KLM3') es activa en la 
fase de goma aislada del desgomado con agua enzimático de aceite de soja crudo. Por lo tanto, se especuló si la enzima 
podría degradar más los fosfolípidos en ácidos grasos libres que, por centrifugación, podrían aislarse como un aceite 15 
ácido junto con el triglicérido remanente en la fase de goma. 

En este estudio se examinó el efecto de diferentes dosificaciones de enzima y temperaturas de desgomado con agua en 
la degradación de fosfolípidos en la fase de goma. 

Material y Métodos: 

 KLM3': Glicerofosfolípido colesterol aciltransferasa (Aceite FoodPro LysoMax) (K932) 20 

           Lote no 102629600. 1 Actividad 1.128 LATU/g 

Aceite de soja crudo no 18: de, Argentina 

Análisis por HPTLC 

La degradación de los fosfolípidos en la fase de goma de las muestras tratadas con enzima se analizó por HPTLC. 

Aplicador: Muestreador Automático de TLC 4, CAMAG 25 

Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck no. 1.05641. Activada 10 minutos a 1600C antes del uso. 

Aplicación: 

La fase de goma de 10 gramos de aceite se disolvió en 7,5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2. 

1 l de la muestra se aplicó en la placa de HPTLC. 

Se aplicó un estándar de fosfolípido (0,5% fosfolípido (Spectra Lipid, Alemania) (0,1, 0,3, 0,5, 0,8 y 1,5 l) y se usó para 30 
el cálculo de los fosfolípidos individuales en la goma. 

En algunas aplicaciones el contenido de fosfolípidos se calculó respecto a una goma control no tratada con enzima. Esta 
muestra control se aplicó 0,1-0,3-0,5-0,8-1 l y se usó para hacer las curvas de calibración. 

Fase de aceite. Aproximadamente 90 mg se pesaron y se disolvieron en 1 ml de Hexano:Isopropanol 3:2. 

Se aplicaron 5 l de la muestra en la placa de HPTLC. Se aplicó mono-diglicérido 5 mg/ml de concentración conocida a 35 
0,1-0,3-0,5-0,8-1,5 l y se usó para el cálculo de los componentes glicérido individuales. 

Aplicador de TLC. 

Tampón de corrida no. 1: P-éter:Metil Terc Butil Cetona:Ácido acético 50:50:1 

Tampón de corrida no. 6: Cloroformo:1-propanol:Metilacetato:Metanol:0,25% KCl en agua 25:25:25:10:9 

Elución: La placa se eluyó 7 cm usando una Cámara de Revelado Automático ADC2 de Camag. 40 
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Revelado: 

La placa se secó en un Calentador de Placas de TLC III de Camag durante 10 minutos a 1600C, se enfrió y se sumergió 
en 6% acetato de cobre en 16% H3PO4. Se secó adicionalmente 10 minutos a 1600C y se evaluó directamente. 

La densidad de los componentes en la placa de TLC se analizó con un Escáner de TLC 3 de Camag. 

Cromatografía de gases 5 

Los ácidos 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: 

 Cromatógrafo de Gases Capilar Autosystem 9000 de Perkin Elmer equipado con una columna de sílice fusionada 
WCOT 12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 m espesor de la película 5% fenil-metil-silicona (CP Sil 8 CB de Chrompack). 10 

 Gas transportador: Helio. 

 Inyector. Inyección split en frío PSSI (temp inicial 500C calentado hasta 3850C), volumen 1,0 l. 

 Detector FID: 3950C 

Programa del horno (usado desde 30.10.2003):  1 2 3 

Temperatura del horno, 0C.   90 280 350 15 

Isotermal, tiempo, min.    1 0 10 

Velocidad de la temperatura, 0C/min.  15 4 

Preparación de la muestra 

La muestra se disolvió en 12 ml de Heptano:Piridina 2:1, que contienen el estándar interno heptadecano, 0,5 mg/ml. Se 
transfirieron 500 l de disolución de la muestra a un vial con tapón de goma, se añadieron 100 l de MSTFA (N-Metil-N-20 
trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se hizo reaccionar durante 15 minutos a 600C. 

Cálculo 

Los factores de respuesta para ácidos grasos libres, mono- di- y triglicérido se determinaron tomando como base 
material de referencia puro. 

Experimental: 25 

La lípido aciltransferasa KLM3' se ensayó 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 45 y 550C. 

Publicación 
2460-220 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Aceite de soja 
crudo 

g 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

K932: 100 
LATU-K/ml 

ml 0 0,01 0,02 0,05 0,01 0,02 0,05 0,01 0,02 0,05 

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 
aceite 

 0,00 0,10 0,20 0,50 0,10 0,20 0,50 0,10 0,20 0,50 

% 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 calentó hasta 550C (ó 450C) en un vaso Wheaton de 20 ml. Se añadió agua y enzima. La 
muestra se homogeneizó por cizallamiento alto mezclando durante 30 segundos. Las muestras se pusieron en un bloque 
calefactor a 550C (ó 450C) con agitación magnética (450 rpm). Después de 30 minutos de incubación las muestras se 
centrifugaron a 3.000 rcf durante 3 minutos. 

La fase de aceite se separó de la fase de goma dando la vuelta a los tubos durante 15 minutos, lo que dejó la goma en 5 
los tubos. 

La fase de goma de cada una de las muestras 1 a 4 se congeló inmediatamente. 

La fase de goma de cada una de las muestras 5 a 8 se incubó a 400C durante 1 día y se congeló. 

La fase de goma de cada una de las muestras 9-12 se incubó 7 días a 400C. 

Todas las muestras se analizaron al mismo tiempo por TLC y GLC. 10 

Resultados: 

El análisis por TLC de las muestras de fase de goma del desgomado a 550C se muestran en la Figura 118 y las 
muestras del desgomado a 450C se muestran en la Figura 119. 

Tomando como base el escaneo del cromatograma de TLC, se calculó el contenido relativo de fosfolípidos en la fase de 
goma tratada con enzima comparado con la fase de goma sin tratamiento con enzima (véanse las Tablas 2 y 3 15 
siguientes). 

Tabla 2: Fosfolípidos relativos en la fase de goma después de desgomado con agua a 550C 

muestra no Enzima 
LATU/g 

Tiempo días LPC Rel. % PC Rel. % PA Rel. % PE Rel. % PI Rel. % 

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 1 452,5 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: Fosfolípidos relativos en la fase de goma después de desgomado con agua a 450C 

muestra no Enzima 
LATU/g 

Tiempo días PC Rel. % PA Rel. % PE Rel. % PI Rel. % 

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 21,5 33,7 22,4 26,9 

4 0,5 0 7,4 23,1 9,0 15,6 
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5 0,1 1 6,4 41,9 6,0 17,2 

6 0,2 1 2,3 25,7 1,9 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 días se tomaron justo después de la reacción de desgomado y centrifugación. En 
este momento una parte principal de los fosfolípidos ya se ha degradado y se observa que la cantidad de liso-fosfolípido 
se incrementa (Tabla 2). Durante la incubación de la fase de goma ocurre una hidrólisis adicional de los fosfolípidos pero 
también se hidrolizan los liso-fosfolípidos. 5 

Las fases de goma se analizaron por GLC para ácidos grasos libres (FFA) y triglicérido (véase la Tabla 3 siguiente). 

Una fracción de la fase de goma se extrajo dos veces con Hexano Isopropanol 2:1 y la parte insoluble se secó y se 
cuantificó gravimétricamente. 

Tabla 3: Análisis por GLC de FFA y triglicérido en la fase de goma y material insoluble 

Muestra No Días de 
Incubación  

Enzima 
LATU/g 

% FFA como 
materia seca 

% Triglicérido 
como materia 
seca 

% 
FFA+Triglicérido 
como materia 
seca 

Hexano:IPA 
insoluble, %. 

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 

 10 

Los resultados mostrados en la Tabla 3 confirman claramente que la hidrólisis enzimática continúa durante el 
almacenamiento de la fase de goma a 400C hasta 7 días. 

El contenido de la fase de goma que no se puede extraer con disolvente orgánico (Hexano Isopropanol 2:1) es una 
medida de la cantidad de sólido en la fase de goma. Cuando los fosfolípidos 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 días de 15 
incubación, más del 90% de la fase de goma está compuesto por FFA, triglicérido y fosfatidilglicerol y no quedan 
fosfolípidos en la fase de goma. La composición de la fase de goma después de la incubación facilita mucho la 
separación en una fase de aceite y una fase sólida/soluble en agua porque no quedan emulsionantes (fosfolípidos y 
lisofosfolípidos) en la goma. 

 20 
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Conclusión 

Durante el desgomado enzimático con una lípido aciltransferasa (por ejemplo, KLM3') se aísla una fase de goma que 
contiene enzima activa. La incubación de la fase de goma a 400C hidroliza más los fosfolípidos en la fase de goma. 
Dependiendo de la dosificación de la enzima, todos los fosfolípidos así como los liso-fosfolípidos se hidrolizan en ácidos 
grasos y fosfatidilglicerol. La eliminación de los fosfolípidos en la fase de goma hace posible aislar una fase de aceite 5 
que contiene ácidos grasos libres y el triglicérido remanente en la fase de goma. 

En el experimento de desgomado realizado a 550C, se observaron niveles de degradación de fosfolípidos más altos que 
cuando se realizó el experimento a 450C. En ambos experimentos la enzima era activa en la fase de goma después de la 
separación y hubo una tendencia a un grado global mayor de hidrólisis durante el almacenamiento a 400C cuando el 
desgomado con agua se realizó a 550C. 10 

ES 2 395 551 T3

 



 85

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 lípido aciltransferasa, b) agitar la mezcla durante entre 10 minutos y 180 minutos a 45 
a 900C, y c) separar la fase de aceite y la fase de goma, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad 
transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el 5 
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 
400C en vacío; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 400C en 10 ml de 50 mM tampón HEPES pH 7 para formar el 
sustrato; 

c) se añaden 250 l de sustrato en un vaso con tapa a 400C, se añaden 25 l de disolución de enzima y se incuba con 10 
agitación durante 10 minutos a 400C; 

d) después de 10 minutos, se añaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2; 

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estándar de estearato de colesterilo para la 
calibración; 

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formación de éster de colesterol (en moles) por minuto. 15 

2. Un método según la reivindicación 1 en el que el método comprende además d) incubar la fase de goma que 
comprende la enzima lípido aciltransferasa activa durante entre un mínimo de 2 horas y un máximo de 7 días y e) 
separar el aceite de la fase de goma. 

3. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido 
que tiene actividad lípido aciltransferasa, polipéptido que se obtiene por la expresión de: 20 

a) la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 49 o una secuencia de nucleótidos que tiene 75% o más de 
identidad con ésta; 

b) un ácido nucleico que codifica dicho polipéptido en el que dicho polipéptido es al menos 70% idéntico a la secuencia 
polipeptídica mostrada en SEQ ID No. 16 o a la secuencia polipeptídica mostrada en SEQ ID No. 68; 

c) o un ácido nucleico que hibrida en condiciones de astringencia media con una sonda de ácido nucleico que 25 
comprende la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 49. 

4. Un método según la reivindicación 3 en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido obtenido por la expresión de 
las secuencias de nucleótidos en Bacillus licheniformis. 

5. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido 
que tiene actividad lípido aciltransferasa, polipéptido que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 30 
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 aminoácidos 
que tiene 75% o más de identidad con éstas. 

6. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido 35 
que tiene actividad lípido aciltransferasa, polipéptido que comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ 
ID No. 68 o una secuencia de aminoácidos que tiene 75% o más de identidad con ésta. 

7. Un método según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que una fosfolipasa C se mezcla 
adicionalmente con el aceite y/o agua y/o lípido aciltransferasa. 

8. Uso de una lípido aciltransferasa en el desgomado con agua de un aceite comestible para incrementar el rendimiento 40 
de aceite en la fase de aceite después de la finalización 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 añade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 
45 a 900C; y la lípido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 
minutos, en el que la lípido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 
TrU/mg de proteína enzimática según se determina usando el ensayo siguiente: 45 
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a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatidilcolina de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a 400C 
en vacío; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 400C en 10 ml de 50 mM tampón HEPES pH 7 para formar el 
sustrato; 

c) se añaden 250 l de sustrato en un vaso con tapa a 400C, se añaden 25 l de disolución de enzima y se incuba con 
agitación durante 10 minutos a 400C; 5 

d) después de 10 minutos, se añaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2; 

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estándar de estearato de colesterilo para la 
calibración; 

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formación de éster de colesterol (en moles) por minuto. 

9. Uso de una lípido aciltransferasa en el desgomado con agua de un aceite comestible para disminuir la viscosidad de la 10 
fase de goma después de la finalización 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 añade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 900C; y la 
lípido aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la 
lípido aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína 
enzimática según se determina usando el ensayo siguiente: 15 

a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatidilcolina de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a 400C 
en vacío; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 400C en 10 ml de 50 mM tampón HEPES pH 7 para formar el 
sustrato;. 

c) se añaden 250 l de sustrato en un vaso con tapa a 400C, se añaden 25 l de disolución de enzima y se incuba con 
agitación durante 10 minutos a 400C; 20 

d) después de 10 minutos, se añaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2; 

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estándar de estearato de colesterilo para la 
calibración; 

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formación de éster de colesterol (en moles) por minuto. 

10. Uso de una lípido aciltransferasa en combinación con una fosfolipasa C en el desgomado con agua de un aceite 25 
comestible para incrementar el rendimiento de aceite y/o para incrementar los niveles de triglicérido en la fase de aceite 
después de la finalización del proceso de desgomado con agua y/o para reducir el nivel de diglicérido en la fase de 
aceite después de la finalización 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 añade a un aceite comestible a una temperatura en el intervalo de 45 a 900C; y la lípido 
aciltransferasa se hace reaccionar con el aceite comestible durante entre 10 minutos a 180 minutos, en el que la lípido 30 
aciltransferasa usada tiene una actividad transferasa (TrU) por mg de enzima de al menos 25 TrU/mg de proteína 
enzimática según se determina usando el ensayo siguiente: 

a) se disuelven 50 mg de colesterol y 450 mg de fosfatidilcolina de soja en cloroformo y el cloroformo se evapora a 400C 
en vacío; se dispersan 300 mg de PC:colesterol 9:1 a 400C en 10 ml de 50 mM tampón HEPES pH 7 para formar el 
sustrato; 35 

c) se añaden 250 l de sustrato en un vaso con tapa a 400C, se añaden 25 l de disolución de enzima y se incuba con 
agitación durante 10 minutos a 400C; 

d) después de 10 minutos, se añaden 5 ml de Hexano:Isopropanol 3:2; 

e) la cantidad de éster de colesterol se analiza por HPTLC usando estándar de estearato de colesterilo para la 
calibración; 40 

f) la actividad transferasa se calcula como la cantidad de la formación de éster de colesterol (en moles) por minuto. 

11. El método o uso según 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 según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-11, en el que la lípido aciltransferasa 
comprende un resto GDSx y/o un resto GANDY. 45 
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13. El método o uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-12, en el que la enzima lípido aciltransferasa 
se caracteriza como una enzima que posee actividad aciltransferasa y que comprende el resto de la secuencia de 
aminoácidos GDSX, en el que X es uno o más de los residuos de aminoácidos siguientes L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o 
S. 

14. El método o uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-13, en el que la lípido aciltransferasa puede 5 
obtenerse a partir de un organismo de uno o más de los géneros siguientes: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, 
Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, 
Xylella, Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y 
Candida. 

15. El método o uso según una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 u 8-13, en el que la lípido aciltransferasa se 10 
obtiene por la expresión de una cualquiera de las secuencias de nucleótidos 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 o SEQ ID No. 63 o una secuencia de nucleótidos que tiene 75% 
o más de identidad con éstas. 15 

16. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8-15, en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido obtenido 
por la expresión de: 

a. la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 49 o una secuencia de nucleótidos que tiene 75% o más de 
identidad con ésta; 

b. un ácido nucleico que codifica dicho polipéptido en el que dicho polipéptido es al menos 70% idéntico a la secuencia 20 
polipeptídica mostrada en SEQ ID No. 16 o a la secuencia polipeptídica mostrada en SEQ ID No. 68; o 

c. un ácido nucleico que hibrida en condiciones de astringencia media con una sonda de ácido nucleico que comprende 
la secuencia de nucleótidos mostrada como SEQ ID No. 49. 

17. Uso según la reivindicación 16, en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido obtenido por la expresión de las 
secuencias de nucleótidos en Bacillus licheniformis. 25 

18. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8-17, en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido que 
comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene 75% o más de identidad con éstas. 30 

19. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8-18, en el que la lípido aciltransferasa es un polipéptido que 
comprende la secuencia de aminoácidos mostrada como SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoácidos que tiene 75% 
o más de identidad con ésta. 

20. Uso según una cualquiera de las reivindicaciones 8-19, en el que la lípido aciltransferasa se usa en combinación con 
una fosfolipasa C. 35 
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