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DESCRIPCIÓN 
 
Enzima lipolítica, usos de la misma en la industria alimentaria 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
La presente invención se refiere a una nueva enzima lipolítica, en particular una nueva enzima lipolítica, y 
secuencias de nucleótidos que codifican la misma. La presente invención también se refiere a métodos de 
producción de la nueva enzima lipolítica y a usos de la misma. La presente invención también se refiere a métodos y 
usos de una enzima lipolítica. 10 
 
ANTECEDENTES TÉCNICOS 
 
El uso beneficioso de enzimas lipolíticas activas sobre glucolípidos en la fabricación de pan se mostró en el 
documento EP 1 193 314. Se mostró que los productos de hidrolisis parcial, los lisoglucolípidos, se descubrió que 15 
tenían funcionalidad emulsionante muy elevada. Sin embargo, también se descubrió que las enzimas mostradas en 
el documento EP 1 193 314 tenían significativa actividad no selectiva sobre triglicéridos que provocaba un contenido 
de ácidos grasos libres innecesariamente elevado. 
 
Una enzima lipolítica de Fusarium oxysporum que tiene actividad fosfolipasa se ha mostrado en el documento EP 0 20 
869 167. Esta enzima lipolítica tiene alta actividad de hidrolisis de triacilglicéridos (lipasa). Esta enzima ahora se 
vende por Novozymes A/S (Dinamarca) como Lipopan FTM. 
 
El documento WO02/00852 describe cinco enzimas lipasa y sus polinucleótidos codificantes, aislados de Fusarium 
venenartum, F. sulphureum, Aspergillus berkeleyanum, F. culmorum y F. solani. Las cinco enzimas se describen 25 
como con actividad hidrolizante de triacilglicerol, fosfolipasa y actividad galactolipasa. 
 
Se han producido variantes de enzima lipolítica, con sustituciones de aminoácidos específicas y fusiones; algunas 
de las cuales tienen actividad potenciada sobre los lípidos polares en comparación con las enzimas precursoras de 
tipo silvestre. El documento WO01/39602 describe dicha variante, mencionada como SP979, que es una fusión de la 30 
lipasa de Thermomyces lanuginosus, y la lipasa de Fusarium oxysporum descrita en el documento EP 0 869 167. Se 
ha descubierto que esta variante tiene una proporción significativamente elevada de actividad sobre fosfolípidos y 
glucolípidos en comparación con triglicéridos. 
 
En el documento WO02/094123 se descubrió que mediante la selección de enzimas lipolíticas que eran activas 35 
sobre los lípidos polares (glucolípidos y fosfolípidos) en una masa, pero sustancialmente no activas sobre 
triglicéridos o 1-mono-gliceridos, podía conseguirse una funcionalidad mejorada. 
 
En la solicitud PCT en trámite junto con la presente número PCT/IB2005/00875, publicación número WO 
2005087918, se muestran enzimas lipolíticas de tipo silvestre que tienen una proporción mayor de actividad sobre 40 
lípidos polares en comparación con triglicéridos. Sin embargo, este documento no muestra enzimas lipolíticas de 
especies Streptomyces, Thermobifida o Corynebacterium. 
 
Previo a la presente invención, no se habían publicado enzimas lipolíticas que tuvieran actividad o actividad 
significativa sobre glucolípidos de especies Streptomyces. Asimismo, no se habían publicado enzimas lipolíticas que 45 
tuvieran actividad o actividad significativa sobre glucolípidos de especies Thermobifida o especies Corynebacterium. 
Aunque se han aislado lipasas, es decir, enzimas hidrolizantes de triacilglicerol de especies Streptomyces (véase 
Vujaklija et al Arch Microbial (2002) 178: 124-130 por ejemplo), estas enzimas nunca se han identificado como con 
actividad hidrolizante de glucolípidos. 
 50 
ASPECTOS DE LA INVENCIÓN 
 
La presente invención se basa en el hallazgo seminal de una enzima lipolítica que tiene actividad galactolipídica 
significativa del género Streptomyces. En particular, la enzima lipolítica del género Streptomyces tiene significativa 
actividad hidrolizante de galactolípidos y/o actividad significativa galactolípido aciltransferasa, particularmente 55 
cuando se usa en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención. 
 
Además, las enzimas lipolíticas de los géneros Thermobifida o Corynebacterium tienen significativa actividad 
galactolipídica. En particular, las enzimas lipolíticas de los géneros Thermobifida o Corynebacterium tienen 
significativa actividad hidrolizante de galactolípidos y/o significativa actividad galactolípido aciltransferasa, 60 
particularmente cuando se usan en los métodos y usos de la presente invención. 
 
En un amplio aspecto, la presente invención se refiere a una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos 
glucolípidos y/o capaz de transferir un grupo acilo de al menos un glucolípido a uno o más sustratos aceptores de 
acilo, donde la enzima se puede obtener, y preferiblemente se obtiene, de especies Streptomyces y comprende una 65 
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secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 2 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% 
de identidad con la misma. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos 
galactolípidos y/o capaz de transferir un grupo acilo de al menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores 5 
de acilo, donde la enzima está codificada por un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en: 
 
 a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 
 b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 

del código genético; y 10 
 c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 

la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un 
galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo de al menos un galactolípido a uno o más sustratos aceptores de 15 
acilo, donde la enzima comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 4 o una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad con la misma. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona un ácido nucleico que codifica una enzima lipolítica 
capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo de al menos un galactolípido a 20 
uno o más sustratos aceptores de acilo que comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 4 
o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad con la misma. 
 
La SEC ID Nº 3 se muestra en la Figura 3 y la SEC ID Nº 4 se muestra en la Figura 4. 
 25 
La presente invención proporciona además adicionalmente un ácido nucleico que codifica una enzima lipolítica 
capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo acilo de un lípido polar a uno o más sustratos 
aceptores de acilo, en que dicho ácido nucleico se selecciona entre el grupo que consiste en: 
 
 a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 30 
 b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 

del código genético; y 
 c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 

la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 35 
La presente invención proporciona además adicionalmente el uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la 
presente invención en un sustrato (preferiblemente un producto alimenticio) para preparar un lisoglucolípido, por 
ejemplo digalactosil monoglicérido (DGMG) o monogalactosil monoglicérido (MGMG) por tratamiento de un 
glucolípido (por ejemplo digalactosil diglicérido (DGDG) o monogalactosil diglicérido (MGDG)) con la enzima lipolítica 
de acuerdo con la presente invención para producir el producto de hidrolisis parcial, es decir, el lisoglucolípido. 40 
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona el uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la 
presente invención en un sustrato (preferiblemente un producto alimenticio) para preparar un lisofosfolípido, por 
ejemplo lisolecitina, por tratamiento de un fosfolípido (por ejemplo, lecitina) con la enzima de acuerdo con la 
presente invención para producir un producto de hidrolisis parcial, es decir, un lisofosfolípido. 45 
 
En un amplio aspecto, la presente invención se refiere a un método para preparar un producto alimenticio, 
comprendiendo el método mezclar una enzima lipolítica de la presente invención con uno o más ingredientes del 
producto alimenticio. 
 50 
Otro amplio aspecto de la presente invención se refiere a un método para preparar un producto horneado a partir de 
una masa, comprendiendo el método mezclar una enzima lipolítica de la presente invención con la masa. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención se refiere a un método para preparar un producto lácteo, 
comprendiendo el método mezclar una enzima lipolítica de la presente invención con uno o más ingredientes del 55 
producto lácteo. 
 
El método se refiere al uso de una enzima lipolítica de la presente invención en la fabricación de un producto lácteo 
para reducir uno o más de los siguientes efectos nocivos: malos olores y/o malos sabores y/o gusto jabonoso. 
 60 
En otro aspecto de la presente invención se proporciona el uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención en un proceso para tratar productos de huevo o basados en huevo para producir lisofosfolípidos.  
 
En otro aspecto de la presente invención se proporciona el uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención en un proceso para tratar productos de huevo o basados en huevo para producir lisoglucolípidos. 65 
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Un aspecto adicional de la presente invención proporciona un proceso de desgomado enzimático de aceites 
vegetales o comestibles, que comprende tratar el aceite comestible o vegetal con una enzima lipolítica de acuerdo 
con la presente invención para hidrolizar una parte principal de los lípidos polares (por ejemplo, fosfolípido y/o 
glucolípido). 
 5 
En otro aspecto, la presente invención proporciona el uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención en un proceso que comprende el tratamiento de un fosfolípido para hidrolizar los grupos acilo grasos. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona el uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención en un proceso para reducir el contenido de un fosfolípido en un aceite comestible, que comprende tratar el 10 
aceite con la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención para hidrolizar una parte principal del fosfolípido, 
y separar una fase acuosa que contiene el fosfolípido hidrolizado del aceite. 
 
También se proporciona un método para preparar una enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención, 
comprendiendo el método transformar una célula hospedadora con un ácido nucleico recombinante que comprende 15 
una secuencia de nucleótidos que codifica la enzima lipolítica, siendo capaz la célula hospedadora de expresar la 
secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido de la enzima lipolítica, cultivar la célula hospedadora 
transformada en condiciones en las que se exprese el ácido nucleico y recoger la enzima lipolítica. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 20 
invención en la bioconversión de lípidos polares (preferiblemente glucolípidos) para preparar productos de alto valor, 
tales como ésteres de carbohidrato y/o ésteres de proteína y/o ésteres de subunidad de proteína y/o un éster de 
hidroxiácido. 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención 25 
en un proceso de desgomado enzimático de aceite vegetal o comestible, que comprende tratar dicho aceite 
comestible o vegetal con dicha enzima lipolítica para hidrolizar una parte principal de los lípidos polares. 
 
Un aspecto adicional de la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención en un proceso que comprende el tratamiento de un fosfolípido para hidrolizar los grupos acilo grasos. 30 
 
También se describe una enzima lipolítica inmovilizada de acuerdo con la presente invención. 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a un método para preparar un lisoglucolípido que comprende tratar 
un sustrato que comprende un glucolípido con al menos una enzima lipolítica descrita anteriormente para producir 35 
dicho lisoglucolípido, donde dicha enzima lipolítica tiene actividad glucolipasa. 
 
Un aspecto adicional de la presente invención se refiere a un método para preparar un lisofosfolípido que 
comprende tratar un sustrato que comprende un fosfolípido con al menos una enzima lipolítica descrita 
anteriormente para producir dicho lisofosfolípido, donde dicha enzima lipolítica tiene actividad fosfolipasa. 40 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a un método de desgomado enzimático de aceite vegetal o 
comestible, que comprende tratar dicho aceite comestible o vegetal con una enzima lipolítica descrita anteriormente 
capaz de hidrolizar una parte principal de los lípidos polares. 
 45 
La presente invención se refiere adicionalmente a un método de bioconversión de lípidos polares para preparar 
productos de alto valor que comprende tratar dichos lípidos polares con una enzima lipolítica descrita anteriormente 
para producir dichos productos de alto valor, donde dicha enzima lipolítica es capaz de hidrolizar dichos lípidos 
polares. 
 50 
Otro aspecto de la presente invención se refiere a un método para preparar un producto alimenticio que comprende 
mezclar al menos una enzima lipolítica descrita anteriormente con uno o más ingredientes de un producto alimenticio 
donde dicha enzima lipolítica es capaz de hidrolizar un glucolípido y/o un fosfolípido presente en o como al menos 
uno de dichos ingredientes. 
 55 
Un aspecto adicional de la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica descrita anteriormente en un 
sustrato para preparar un lisofosfolípido donde dicha enzima lipolítica tiene actividad fosfolipasa. 
 
La presente invención se refiere adicionalmente al uso de una enzima lipolítica descrita anteriormente para 
desgomado enzimático de aceite vegetal o comestible para hidrolizar una parte principal de los lípidos polares. 60 
 
Otro aspecto de la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica descrita anteriormente en un proceso 
que comprende el tratamiento de un fosfolípido para hidrolizar grupos acilo grasos. 
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Un aspecto adicional de la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica descrita anteriormente en la 
bioconversión de lípidos polares para preparar productos de alto valor, donde dicha enzima lipolítica es capaz de 
hidrolizar dichos lípidos polares. 
 
Un aspecto adicional de la presente invención se refiere al uso de una enzima lipolítica descrita anteriormente en la 5 
preparación de un producto alimenticio, donde dicha enzima lipolítica es capaz de hidrolizar un glucolípido y/o un 
fosfolípido. 
 
Aspectos de la presente invención se presentan en las reivindicaciones. 
 10 
Otras características respecto a la secuencias de nucleótidos de la presente invención incluyen: una construcción 
que comprende las secuencias de la presente invención; un vector que comprende las secuencias para su uso en la 
presente invención; un plásmido que comprende las secuencias para su uso en la presente invención; una célula 
transformada que comprende las secuencias para su uso en la presente invención; un tejido transformado que 
comprende las secuencias para su uso en la presente invención; un órgano transformado que comprende las 15 
secuencias para su uso en la presente invención; un hospedador transformado que comprende las secuencias para 
su uso en la presente invención; un organismo transformado que comprende las secuencias para su uso en al 
presente invención. También se describen métodos para expresar la secuencia de nucleótidos para su uso en la 
presente invención usando los mismos, tales como expresión en una célula hospedadora; incluyendo métodos para 
transferir las mismas. 20 
 
Se describen métodos adicionales para aislar la secuencia de nucleótidos, tal como aislamiento desde una célula 
hospedadora. 
 
Otras características respecto a la secuencia de aminoácidos para su uso en la presente invención incluyen: una 25 
construcción que codifica las secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; un vector que 
codifica las secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; un plásmido que codifica las 
secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; una célula transformada que expresa las 
secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; un tejido transformado que expresa las 
secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; un órgano transformado que expresa las 30 
secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; un hospedador transformado que expresa las 
secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención; un organismo transformado que expresa las 
secuencias de aminoácidos para su uso en la presente invención. También se describen métodos para purificar la 
secuencia de aminoácidos para su uso en la presente invención usando los mismos, tales como expresión en una 
célula hospedadora; incluyendo métodos para transferir la misma, y después purificar dicha secuencia. 35 
 
Para facilidad de referencias, los aspectos de la presente invención se analizan ahora en el encabezado apropiado 
de sección. Sin embargo, los contenidos en cada sección no están necesariamente limitados a cada sección 
particular. 
 40 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 
Adecuadamente, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención 
pueden ser una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo 
desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, que comprende las secuencias de 45 
aminoácidos mostradas como SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tenga al menos un 70%, 75%, 
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar 
lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de 
acilo codificada por la secuencia de nucleótidos mostrada como SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que 
tenga al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma. 50 
 
En una realización, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 
preferiblemente una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un grupo 
acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, donde la enzima está codificada 
por un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en: 55 
 
 a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 
 b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 

del código genético; y 
 c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 60 

la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 
En una realización, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 
preferiblemente una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo 
acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo que comprende una secuencia 65 
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de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% de 
identidad con la misma. 
 
En otra realización, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención es 
preferiblemente una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo 5 
acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, donde la enzima comprende 
una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
70% de identidad con la misma. 
 
En una realización adicional, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente 10 
invención pueden ser una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo que comprende una 
cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que 
tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, o una enzima 
lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o 15 
más sustratos aceptores de acilo codificada por una cualquiera de las secuencias de nucleótidos mostradas como 
SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 
98% de identidad con la misma. 
 
En una realización, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y usos de acuerdo con la presente invención 20 
puede ser una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de transferir un grupo acilo 
desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, donde la enzima está codificada por 
un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en: 
 
 a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 25 
 b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 

del código genético; y 
 c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 

la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 30 
En una realización, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede ser una enzima lipolítica que se 
puede obtener, y que preferiblemente se obtiene, de las cepas de Streptomyces L130 o L131 depositadas por 
Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca según el Tratado de Budapest sobre el 
Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos con fines de procedimiento de patente en la National 
Collection of Industrial, Marine and Food Bacteria (NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen Scotland, GB el 25 de 35 
junio de 2004 con los números de acceso NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente. 
 
Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención actúa sobre al menos un glucolípido, tal 
como digalactosildiglicérido (DGDG) por ejemplo. Adecuadamente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención también puede actuar sobre uno o más sustratos diferentes de lípido polar, tal como un fosfolípido, por 40 
ejemplo una lecitina, por ejemplo, fosfatidilcolina. 
 
Un modo alternativo para expresar la expresión "capaz de hidrolizar glucolípidos" como se usa en este documento 
sería decir que la enzima lipolítica tiene actividad hidrolizante de glucolípidos. 
 45 
Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención hidroliza un glucolípido, tal como 
digalactosildiglicérido (DGDG) por ejemplo, y también un fosfolípido, tal como una lecitina, por ejemplo 
fosfatidilcolina. 
 
Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención actúa sobre glucolípidos tales como 50 
DGDG o MGDG. 
 
En un aspecto, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención hidroliza DGDG a DGMG y/o MGDG a 
MGMG. 
 55 
En un aspecto, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención hidroliza lecitina a lisolecitina. 
 
Cuando es el caso en que la enzima lipolítica es capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un glucolípido 
hasta un sustrato donante, el sustrato de lípido polar puede mencionarse en este documento como "donante de acilo 
lipídico". 60 
 
En una realización, la enzima de acuerdo con la presente invención que también tiene actividad fosfolipasa y/o 
glucolipasa (generalmente clasificada como E.C. 3.1.1.26; E.C. 3.1.1.4 o E.C. 3.1.1.32 de acuerdo con las 
Recomendaciones de Nomenclatura de Enzimas (1992) del Nomenclature Committee of the International Union of 
Biochemistry and Molecular Biology) también tiene actividad acetiltransferasa (generalmente clasificada como E.C. 65 
2.3.1.x), mediante lo cual la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un donante de acilo lipídico hasta 
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uno o más sustratos aceptores, tales como uno o más de los siguientes: un esterol; un estanol; un carbohidrato; una 
proteína; una subunidad proteica; glicerol. 
 
Las lípido acetiltransferasas y sus usos se muestran en la solicitud de patente internacional en trámite junto con la 
presente número PCT/IB2004/000655. Sin embargo, las enzimas lipolíticas de los géneros Streptomyces de acuerdo 5 
con la presente invención no se muestran en el documento PCT/IB2004/000655. 
 
En algunos aspectos, la enzima lipolítica para su uso en los métodos y/o usos de la presente invención pueden ser 
capaces de transferir un grupo acilo desde un lípido polar (como se define en este documento) hasta uno o más de 
los siguientes sustratos aceptores de acilo: un esterol, un estanol, un carbohidrato, una proteína o subunidades de la 10 
misma, o un glicerol. 
 
Para algunos aspectos, el "aceptor de acilo" de acuerdo con la presente invención puede ser cualquier compuesto 
que comprenda un grupo hidroxi (-OH), tal como por ejemplo, alcoholes polivalentes, incluyendo glicerol; esterol; 
estanoles; carbohidratos; hidroxiácidos incluyendo ácidos frutales, ácido cítrico, ácido tartárico, ácido láctico y ácido 15 
ascórbico; proteínas o una subunidad de las mismas, tales como aminoácidos, hidrolizados proteicos y péptidos 
(proteína parcialmente hidrolizada) por ejemplo; y mezclas y derivados de los mismos. 
 
En algunos aspectos, el "aceptor de acilo" de acuerdo con la presente invención puede ser preferiblemente no agua. 
 20 
En una realización, el aceptor de acilo es preferiblemente no un monoglicérido y/o un diglicérido. 
 
En un aspecto, preferiblemente la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta un esterol y/o 
un estanol. 
 25 
En un aspecto, preferiblemente la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta un 
carbohidrato. 
 
En un aspecto, preferiblemente la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta una proteína o 
una subunidad de la misma. Adecuadamente, la subunidad proteica puede ser una o más de las siguientes: un 30 
aminoácido, un hidrolizado proteico, un péptido, un dipéptido, un oligopéptido, un polipéptido. 
 
Adecuadamente, en la proteína o subunidad proteica, el aceptor de acilo puede ser uno o más de los siguientes 
constituyentes de la proteína o subunidad proteica: una serina, una treonina, una tirosina, o una cisteína. 
 35 
Cuando la subunidad proteica es un aminoácido, adecuadamente el aminoácido puede ser cualquier aminoácido 
adecuado. Adecuadamente, el aminoácido puede ser uno o más de una serina, una treonina, una tirosina, o una 
cisteína por ejemplo. 
 
En un aspecto, preferiblemente la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta un glicerol. 40 
 
En un aspecto, preferiblemente la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta un 
hidroxiácido. 
 
En un aspecto, preferiblemente la enzima es capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta un alcohol 45 
polivalente. 
 
En un aspecto, la enzima lipolítica puede, siendo también capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido hasta un 
esterol y/o un estanol, adicionalmente ser capaz de transferir el grupo acilo desde un lípido hasta uno o más de los 
siguientes: un carbohidrato, una proteína, una subunidad proteica, glicerol. 50 
 
El término lecitina como se usa en este documento abarca fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, 
fosfatidilserina y fosfatidilglicerol. 
 
Para algunos aspectos, preferiblemente el sustrato lipídico es al menos un glucolípido, tal como DGDG por ejemplo. 55 
 
Para algunos aspectos, preferiblemente el sustrato lipídico puede ser adicionalmente un fosfolípido, tal como lecitina, 
por ejemplo fosfatidilcolina. Otros sustratos fosfolipídicos de acuerdo con la presente invención pueden ser uno o 
más de N acil fosfatidil etanolamina (APE) o N acil liso-fosfatidil etanolamina (ALPE). 
 60 
Preferiblemente, el sustrato lipídico es un lípido alimenticio, es decir un componente lipídico de un producto 
alimenticio. 
 
Para algunos aspectos, preferiblemente la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención es incapaz, o 
sustancialmente incapaz, de actuar sobre un triglicérido y/o un 1-monogliceridos y/o 2-monogliceridos. 65 
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En una realización, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención no tiene actividad o no tiene actividad 
significativa sobre triglicérido y/o 1-monogliceridos y/o 2-monogliceridos. 
 
Adecuadamente, el sustrato lipídico o donante de acilo lipídico puede ser uno o más lípidos presentes en uno o más 
de los siguientes sustratos: grasas, incluyendo manteca, sebo y grasa de mantequilla; aceites incluyendo aceites 5 
extraídos de o derivados de aceite de palma, aceite de girasol, aceite de soja, aceite de cártamo, aceite de semilla 
de algodón, aceite de cacahuete, aceite de maíz, aceite de oliva, aceite de cacahuete, aceite de coco, y aceite de 
colza. La lecitina de soja, la colza o la yema de huevo también son un sustrato lipídico adecuado. El sustrato lipídico 
puede ser un lípido de avena u otro material basado en plantas que contenga galactolípidos. 
 10 
En un aspecto, el sustrato lipídico o donante de acilo lipídico es preferiblemente lecitina (tal como fosfatidilcolina) en 
yema de huevo. 
 
Para algunos aspectos de la presente invención, el lípido puede seleccionarse entre lípidos que tienen una longitud 
de cadena de ácidos grasos de 8 a 22 carbonos. 15 
 
Para algunos aspectos de la presente invención, el lípido puede seleccionarse entre lípidos que tienen una longitud 
de cadena de ácidos grasos de 16 a 22 carbonos, más preferiblemente de 16 a 20 carbonos. 
 
Para algunos aspectos de la presente invención, el lípido puede seleccionarse entre lípidos que tienen una longitud 20 
de cadena de ácidos grasos de no más de 14 carbonos, adecuadamente de lípidos que tienen una longitud de 
cadena de ácidos grasos de 4 a 14 carbonos, adecuadamente de 4 a 10 carbonos, adecuadamente de 4 a 8 
carbonos. 
 
Adecuadamente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención muestra al menos actividad glucolipasa 25 
(E.C. 3.1.1.26). Adecuadamente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención también puede mostrar 
actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) y/o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). 
 
Para algunos aspectos, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede únicamente tener actividad 
glucolipasa (E.C. 3.1.1.26). 30 
 
Para algunos aspectos, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención en una galactolipasa (E.C. 
3.1.1.26). El hecho de que la enzima se designe como una galactolipasa no evita, sin embargo, que tenga otras 
actividades secundarias, tales como actividad hacia otros lípidos polares por ejemplo. 
 35 
Las expresiones "actividad glucolipasa" y "actividad galactolipasa" como se usan en este documento, se usan de 
forma intercambiable. 
 
Adecuadamente, para algunos aspectos, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede ser capaz 
de transferir un grupo acilo desde un glucolípido y/o un fosfolípido hasta uno o más sustratos aceptores. 40 
 
Adecuadamente, el sustrato aceptor puede ser uno o más de los siguientes sustratos: un esterol, un estanol, un 
carbohidrato, una proteína, glicerol. 
 
La expresión "lípidos polares" como se usa en este documento, significa fosfolípidos y/o glucolípidos. En algunos 45 
aspectos, la expresión lípidos polares preferiblemente significa al menos glucolípidos. 
 
La actividad glucolipasa; la actividad fosfolipasa y/o la actividad triacilglicerol lipasa de una enzima puede 
determinarse usando los ensayos presentados a continuación en este documento. 
 50 
Determinación de actividad galactolipasa (ensayo de actividad glucolipasa (GLU-7)): 
 
Sustrato 
 
Se disolvió digalactosildiglicérido al 0,6% (Sigma D 4651), Tritón-X 100 al 0,4% (Sigma X-100) y CaCl2 5 mM en 55 
tampón HEPES 0,05 M pH 7. 
 
Procedimiento de ensayo: 
 
Se añadieron 400 µl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Eppendorf Thermomixer a 37°C 60 
durante 5 minutos. A tiempo t = 0 min., se añadieron 50 µl de solución enzimática. También se analizó un blanco con 
agua en lugar de enzima. La muestra se mezcló a 10x100 rpm en un Eppendorf Thermomixer a 37°C durante 1 0 
minutos. A tiempo t=10 min., el tubo Eppendorf se colocó en otro thermomixer a 99°C durante 10 minutos p ara 
detener la reacción. 
Los ácidos grasos libres en las muestras se analizaron usando el kit NEFA C de WAKO GmbH. 65 
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La actividad enzimática GLU a pH 7 se calculó como los micromoles de ácido graso producidos por minuto en 
condiciones de ensayo. 
 
Determinación de actividad fosfolipasa (ensayo de actividad fosfolipasa (PLU-7)): 
 5 
Sustrato 
 
Se dispersaron L-α fosfatidilcolina al 0,6% de planta al 95% (Avanti nº441601), Tritón-X 100 al 0,4% (Sigma X-100) y 
CaCl2 5 mM en tampón HEPES 0,05 M pH 7. 
 10 
Procedimiento de ensayo: 
 
Se añadieron 400 µl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Eppendorf Thermomixer a 37°C 
durante 5 minutos. A tiempo t = 0 min., se añadieron 50 µl de solución enzimática. También se analizó un blanco con 
agua en lugar de enzima. La muestra se mezcló a 10x100 rpm en un Eppendorf Thermomixer a 37°C durante 1 0 15 
minutos. A tiempo t=10 min., el tubo Eppendorf se colocó en otro thermomixer a 99°C durante 10 minutos p ara 
detener la reacción. 
 
Los ácidos grasos libres en las muestras se analizaron usando el kit NEFA C de WAKO GmbH. 
La actividad enzimática PLU-7 a pH 7 se calculó como los micromoles de ácido graso producidos por minuto en 20 
condiciones de ensayo. 
 
Determinación de actividad triacilglicérido lipasa: ensayo basado en triglicérido (tributirina) como sustrato (LIPU): 
 
La actividad lipasa basada en tributirina se midió de acuerdo con el Food Chemical Codex, Cuarta Edición, National 25 
Academy Press, 1996, pág. 803. Con la modificación de que la muestra se disuelve en agua desionizada en lugar de 
tampón glicina, y el pH de punto de inicio es 5,5 en lugar de 7. 
1 LIPU se define como la cantidad de enzima que puede liberar un micromol de ácido butírico por minuto en 
condiciones de ensayo. 
 30 
En una realización, preferiblemente la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención es una enzima lipolítica 
de tipo silvestre. 
 
Los términos "natural" y "de tipo silvestre" como se usan en este documento, significan una enzima de origen 
natural. Es decir, una enzima expresada a partir del código genético endógeno y aislada de su organismo 35 
hospedador endógeno y/o una enzima producida de forma heteróloga que no se ha mutado (es decir, no contiene 
deleciones, adiciones o sustituciones de aminoácidos) en comparación con la secuencia proteica madura (después 
de eventos de escisión co- y post-traduccional) producida de forma endógena. Las proteínas naturales y de tipo 
silvestre de la presente invención pueden codificarse por polinucleótidos de codones optimizados para expresión 
heteróloga, y también pueden comprender un péptido señal no endógeno seleccionado para la expresión en ese 40 
hospedador. 
 
El término "variante" como se usa en este documento significa una proteína expresada a partir de un código genético 
no endógeno que provoca una o más alteraciones de aminoácido (es decir, deleciones, adiciones o sustituciones de 
aminoácidos) en comparación con la secuencia natural o de tipo silvestre dentro de la secuencia proteica madura. 45 
 
La enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención es obtenible (adecuadamente puede obtenerse) de una 
bacteria. 
 
La enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede obtenerse (preferiblemente se obtiene) de 50 
Streptomyces spp. Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede obtenerse 
(preferiblemente se obtiene) de Streptomyces cepa L131 o Streptomyces cepa L130. 
 
Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención comprende una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos un 70%, preferiblemente al menos un 75%, preferiblemente al menos un 80%, 55 
preferiblemente al menos un 90%, preferiblemente al menos un 95%, preferiblemente al menos un 98%, 
preferiblemente al menos un 99% de identidad con la secuencia de aminoácidos mostrada como SEC ID Nº 4. 
 
Preferiblemente, el ácido nucleico que codifica la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención comprende 
una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 75%, preferiblemente al menos un 80%, preferiblemente al 60 
menos un 85%, preferiblemente al menos un 90%, preferiblemente al menos un 95%, preferiblemente al menos un 
98%, preferiblemente al menos un 99% de identidad con la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 
En una realización, adecuadamente el pH óptimo de la enzima sobre un sustrato galactolipídico es 
aproximadamente 6-8, preferiblemente aproximadamente 6,5 a 7,5, más preferiblemente aproximadamente 7. 65 
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Adecuadamente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención no puede inhibirse o no se inhibe 
significativamente por inhibidores de lipasas presentes en harina de trigo. La expresión "no se inhibe 
significativamente" como se usa en este documento significa que la enzima es menos sensible a inhibidores de 
lipasa presentes en la harina de trigo en comparación con una dosificación equivalente (PLU) de LipopanF™ 
(Novozymes A/S, Dinamarca), en base al ensayo de fosfolipasa convencional (PLU-7) definido en este documento. 5 
 
Adecuadamente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención es capaz de hidrolizar al menos el 10% 
del diéster galactolipídico en el sustrato (es decir, en el producto alimenticio, por ejemplo, masa, por ejemplo) en el 
monoéster. Preferiblemente, la enzima es capaz de hidrolizar al menos el 20%, más preferiblemente al menos el 
30%, al menos el 40%, al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al menos el 80% o al menos el 90% del 10 
diéster galactolipídico en el monoéster. Adecuadamente, el diéster galactolipídico puede ser uno o más de MGDG o 
DGDG y el monoéster poder ser uno o más de MGMG o DGMG, respectivamente. 
 
Adecuadamente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede aislarse de un caldo de 
fermentación de Streptomyces cepa L131 o Streptomyces cepa L130. 15 
 
Adecuadamente, la enzima puede purificarse por cromatografía líquida. 
 
La secuencia de aminoácidos de la enzima lipolítica purificada puede determinarse por degradación de Edman, 
análisis LC-MS o MALDI-TOF. 20 
 
Adecuadamente, la enzima definida en este documento puede catalizar una o más de las siguientes reacciones: 
interesterificación, transesterificación, alcoholisis, hidrólisis. 
 
El término "interesterificación" se refiere a la transferencia catalizada enzimáticamente de grupos acilo entre un 25 
donante lipídico y un aceptor lipídico, donde el donante lipídico no es un grupo acilo libre. 
 
El término "transesterificación" como se usa en este documento significa la transferencia catalizada enzimáticamente 
de un grupo acilo desde un donante lipídico (diferente a un ácido graso libre) hasta un aceptor de acilo (diferente de 
agua). 30 
 
Como se usa en este documento, el término "alcoholisis" se refiere a la escisión enzimática de un enlace covalente 
de un derivado ácido por reacción con un alcohol ROH de modo que uno de los productos se combine con el H del 
alcohol y el otro producto se combine con el grupo OR del alcohol. 
 35 
Como se usa en este documento, el término "alcohol" se refiere a un compuesto alquilo que contiene un grupo 
hidroxi. 
 
Como se usa en este documento, el término "hidrólisis" se refiere a la transferencia catalizada enzimáticamente de 
un grupo acilo desde un lípido hasta el grupo OH de una molécula de agua. La transferencia de acilo que resulta de 40 
la hidrólisis requiere la separación de la molécula de agua. 
 
El término "producto alimenticio" como se usa en este documento significa una sustancia que es adecuada para 
consumo humano y/o animal. 
 45 
Adecuadamente, el término "producto alimenticio" como se usa en este documento puede significar un producto 
alimenticio en una forma que está lista para su consumo. Como alternativa o adicionalmente, sin embargo, el 
término producto alimenticio como se usa en este documento puede significar uno o más materiales alimenticios que 
se usan en la preparación de un producto alimenticio. A modo de ejemplo solamente, el término producto alimenticio 
abarca tanto productos horneados producidos a partir de masa así como la masa usada en la preparación de dichos 50 
productos horneados. 
 
En un aspecto preferido, la presente invención proporciona un producto alimenticio definido anteriormente donde el 
producto alimenticio se selecciona entre uno o más de los siguientes: huevos, productos basados en huevo, 
incluyendo aunque sin limitación mahonesa, aliños de ensalada, salsas, helados, huevo en polvo, yema de huevo 55 
modificada y productos preparados a partir de la misma; productos horneados, incluyendo panes, tortas, productos 
de masa dulce, masas laminadas, masas líquidas, muffins, rosquillas, galletas, galletas saladas y galletas dulces; 
productos de confitería, incluyendo chocolate, golosinas, caramelos, halawa, chicles, incluyendo chicle sin azúcar y 
edulcorado con azúcar, chicle globo, chicle globo blando, goma de mascar y postres; productos congelados 
incluyendo sorbetes, preferiblemente productos lácteos congelados, incluyendo helados y leche helada; productos 60 
lácteos, incluyendo queso, mantequilla, leche, nata para café, nata montada, crema pastelera, bebidas lácteas y 
yogures; mousses, nata batida vegetal, productos cárnicos, incluyendo productos cárnicos procesados; aceites y 
grasas comestibles, productos batidos gaseosos y no gaseosos, emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua 
en aceite, margarina, productos para untar y mantecas incluyendo mantecas de bajo y muy bajo contenido en grasa; 
aliños, mahonesa, aderezos, salsas basadas en crema, sopas basadas en crema, bebidas, emulsiones sazonadas y 65 
salsas. 
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Adecuadamente, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser una "especialidad 
gastronómica", incluyendo tartas, pasteles, artículos de confitería, chocolates, dulces de azúcar y similares. 
En un aspecto, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser un producto de masa o un 
producto horneado, tal como un pan, un producto frito, un aperitivo, tortas, tartas, brownies, galletas dulces, fideos, 5 
artículos de aperitivo tales como galletas saladas, galletas integrales, pretzels, y patatas fritas, y pasta. 
 
En un aspecto adicional, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser un producto 
alimenticio derivado de plantas tales como harinas, pre-mezclas, leche en polvo, aliños de ensalada, margarina, 
productos para untar, manteca de cacahuete, mantecas, helado, aceites de cocinar. 10 
 
En otro aspecto, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser un producto lácteo, 
incluyendo mantequilla, leche, crema, queso tal como quesos naturales, procesados, y de imitación en una 
diversidad de formas (incluyendo triturado, de barra, lonchas o rayado), queso en crema, helado, postres 
congelados, yogurt, bebidas de yogurt, grasa de mantequilla, grasa láctea anhidra, otros productos lácteos. La 15 
enzima de acuerdo con la presente invención puede mejorar la estabilidad de la grasa en productos lácteos. 
 
Es particularmente ventajoso utilizar la enzima de acuerdo con la presente invención en queso. Por tanto, una 
enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede usarse ventajosamente para producir queso. La 
enzima lipolítica cataliza la hidrolisis de fosfolípidos en la leche que contribuye a una producción aumentada de 20 
queso. Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede añadirse a la leche 
(mencionada como leche de queso) antes de o durante el proceso de fabricación de queso. 
 
En otro aspecto, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser un producto alimenticio que 
contenga ingredientes derivados de animales, tales como productos cárnicos procesados, aceites de cocinar, 25 
mantecas. 
 
En un aspecto adicional, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser una bebida, una 
fruta, fruta mezclada, un vegetal o vino. En algunos casos la bebida puede contener hasta 20 gr/l de fitoesteroles 
añadidos. 30 
 
En otro aspecto, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede ser un pienso animal. El pienso 
animal puede enriquecerse con fitoesteroles y/o fitoestanoles, preferiblemente con beta-fitoesterol/estanol. 
Adecuadamente, el pienso animal puede ser un pienso para aves de corral. Cuando el producto alimenticio es 
pienso para aves de corral, la presente invención puede usarse para disminuir el contenido de colesterol de huevos 35 
producidos por aves de corral alimentadas con el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención. 
 
En un aspecto, preferiblemente el producto alimenticio se selecciona entre uno o más de los siguientes: huevos, 
productos basados en huevo, incluyendo mahonesa, aliños de ensalada, salsas, helado, huevo en polvo, yema de 
huevo modificada y productos fabricados a partir de los mismos. 40 
 
Preferiblemente, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención es un producto alimenticio que 
contiene agua. Adecuadamente, el producto alimenticio puede estar compuesto por un 10-98% de agua, 
adecuadamente por un 14-98%, adecuadamente por un 18-98% de agua, adecuadamente por un 20-98%, 
adecuadamente por un 40-98%, adecuadamente por un 50-98%, adecuadamente por un 70-98%, adecuadamente 45 
por un 75-98%. 
 
Para algunos aspectos, el producto alimenticio de acuerdo con la presente invención puede no ser un aceite 
derivado de plantas puro, tal como aceite de oliva, aceite de girasol, aceite de cacahuete, aceite de colza por 
ejemplo. Para evitar dudas, en algunos aspectos de la presente invención, el producto alimenticio de acuerdo con la 50 
presente invención puede comprender un aceite, pero el producto alimenticio no está compuesto principalmente por 
aceite o mezclas de aceite. Para algunos aspectos, preferiblemente el producto alimenticio comprende menos del 
95% de lípidos, preferiblemente menos del 90% de lípidos, preferiblemente menos del 85%, preferiblemente menos 
del 80% de lípidos. Por tanto, para algunos aspectos de la presente invención, el aceite puede ser un componente 
del producto alimenticio, pero preferiblemente el producto alimenticio no es un aceite per se. 55 
 
Las ventajas de usar una enzima lipolítica capaz de transferir un grupo acilo en aplicaciones de alimentos, se 
muestran en las solicitudes de patente WO2004/064987, WO2004/064537, PCT/IB2004/004374 y GB0513859.9. 
 
La producción de ácidos grasos libres puede ser perjudicial para los productos alimenticios. Los ácidos grasos libres 60 
se han ligado con malos olores y/o malos sabores en productos alimenticios, así como otros efectos nocivos, 
incluyendo un sabor jabonoso en productos lácteos tales como queso, por ejemplo. Adecuadamente, en algunas 
realizaciones de la presente invención, la enzima lipolítica es capaz de transferir el ácido graso desde el lípido a un 
aceptor de acilo, por ejemplo un esterol y/o estanol. Por tanto, el nivel global de ácidos grasos libres en el producto 
alimenticio no aumenta o aumenta solamente a un grado insignificante. Por tanto, una enzima lipolítica capaz de 65 
transferir un grupo acilo de acuerdo con la presente invención puede proporcionar uno o más de los siguientes 
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efectos técnicos inesperados en la producción de queso: una disminución en el efecto de desprendimiento de 
aceites en el queso; un aumento en la producción de queso; una mejora en el aroma; una reducción del mal olor; 
una reducción del sabor "jabonoso". 
La utilización de una enzima lipolítica mostrada en este documento que puede transferir el grupo acilo a un 
carbohidrato así como a un esterol y/o un estanol es particularmente ventajosa para productos alimenticios que 5 
comprenden huevos. En particular, la presencia de azúcares, en particular glucosa, en huevos y productos de huevo 
a menudo se observa como desventajosa. La yema de huevo puede comprender hasta el 1% de glucosa. De 
acuerdo con la presente invención, este azúcar indeseado puede eliminarse fácilmente por "esterificación" del 
azúcar para formar un éster de azúcar. 
 10 
La presencia de diglicéridos en aceites comestibles es desventajosa. En particular, los diglicéridos en aceites 
comestibles (en particular aceite de palma) pueden conducir a un aceite de baja calidad. Adecuadamente, en 
algunas realizaciones de la presente invención, una enzima lipolítica mostrada en este documento es capaz de 
transferir el ácido graso desde el lípido hasta un aceptor de acilo que reduce el nivel de diglicéridos en el aceite sin 
aumentar o aumentar significativamente el nivel de ácidos grasos libres. 15 
 
Una enzima lipolítica mostrada en este documento es capaz de hidrolizar una parte principal de los fosfolípidos en 
un aceite comestible o vegetal. Esto es muy ventajoso en el desgomado enzimático de aceites vegetales o 
comestibles. Adecuadamente, en algunas realizaciones de la presente invención, la enzima lipolítica puede ser 
capaz de transferir el ácido graso desde el lípido hasta un aceptor de acilo. Por tanto, ventajosamente el nivel global 20 
de ácidos grasos libres en el aceite no aumenta o aumenta solamente a un grado insignificante. La producción de 
ácidos grasos libres puede ser perjudicial en el aceite comestible. Preferiblemente, el método de acuerdo con la 
presente invención provoca el desgomado de un aceite comestible donde la acumulación de ácidos grasos libres se 
reduce y/o elimina. 
 25 
Debe entenderse que las reivindicaciones de la presente invención incluyen cada uno de los productos alimenticios 
enumerados anteriormente. 
 
En algunas de las aplicaciones mencionadas en este documento, particularmente las aplicaciones en alimentos, 
tales como las aplicaciones en panadería, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede usarse 30 
con uno o más emulsionantes convencionales, incluyendo por ejemplo monoglicéridos, ésteres de ácido diacetil 
tartárico de mono- y diglicéridos de ácidos grasos, ésteres de azúcar, estearoil lactilato de sodio (SSL) y lecitinas. 
 
Además o alternativamente, la enzima de acuerdo con la presente invención puede usarse con una o más enzimas 
de calidad alimenticia adecuadas diferentes. Por tanto, está dentro del alcance de la presente invención que, 35 
además de la enzima lipolítica de la presente invención, pueda añadirse al menos una enzima adicional al producto 
horneado y/o a la masa. Dichas enzimas adicionales incluyen enzimas degradantes de almidón tales como endo- o 
exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadoras, hemicelulasas incluyendo xilanasas, celulasas, 
oxidorreductasas, por ejemplo, glucosa oxidasa, piranosa oxidasa, sulfidrilo oxidasa o una carbohidrato oxidasa tal 
como una que oxida maltosa, por ejemplo, hexosa oxidasa (HOX), lipasas, fosfolipasas y hexosa oxidasa, proteasas, 40 
y aciltransferasas (tales como las descritas en el documento PCT/IB2004/000575, por ejemplo). 
 
La presente invención abarca composiciones de enzimas alimentarias, incluyendo composiciones que mejoran el 
pan y/o la masa que comprenden la enzima de acuerdo con la presente invención, y opcionalmente que comprenden 
adicionalmente otra enzima, tal como una o más enzimas de calidad alimenticia adecuadas diferentes, incluyendo 45 
enzimas que degradan el almidón tal como endo- o exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadoras, 
hemicelulasas incluyendo xilanasas, celulasas, oxidorreductasas, por ejemplo, glucosa oxidasa, piranosa oxidasa, 
sulfidrilo oxidasa o una carbohidrato oxidasa tal como una que oxida maltosa, por ejemplo, hexosa oxidasa (HOX), 
lipasas, fosfolipasas y hexosa oxidasa, proteasas, y aciltransferasas (tales como las descritas en el documento 
PCT/IB2004/000575, por ejemplo). 50 
 
En algunas aplicaciones mencionadas en este documento, particularmente en aplicaciones alimenticias, tales como 
aplicaciones de panadería, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede añadirse en combinación 
o secuencialmente con uno o más sustratos enzimáticos. A modo ejemplo solamente, la enzima lipolítica de acuerdo 
con la presente invención puede añadirse junto con uno o más sustratos lipídicos polares y/o uno o más sustratos 55 
aceptores de acilo. 
 
En algunas aplicaciones mencionadas en este documento, particularmente en aplicaciones alimenticias, tales como 
aplicaciones de panadería, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención puede usarse con uno o más 
hidroxiácidos, incluyendo por ejemplo ácido tartárico, ácido cítrico, ácido láctico, ácido succínico o ácido ascórbico, 60 
por ejemplo. 
 
La expresión "propiedades mejoradas" como se usa en este documento significa cualquier propiedad que pueda 
mejorarse por la acción de la enzima lipolítica de la presente invención. En particular, el uso de la enzima lipolítica 
de acuerdo con la presente invención provoca una o más de las siguientes características: volumen aumentado del 65 
producto horneado; estructura de la miga mejorada del producto horneado; propiedades anti-envejecimiento en el 
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producto horneado; resistencia aumentada, estabilidad aumentada, rigidez reducida y/o manejabilidad mejorada de 
la masa. 
 
Las propiedades mejoradas se evalúan por comparación con una masa y/o un producto horneado preparado sin la 
adición de la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención. 5 
 
La expresión "producto horneado" como se usa en este documento, incluye un producto preparado a partir de una 
masa. Ejemplos de productos horneados (sean de tipo blanco, ligero u oscuro) que pueden producirse 
ventajosamente por la presente invención incluyen una o más de los siguientes: pan (incluyendo pan blanco, integral 
y de centeno), típicamente en forma de barra de pan o panecillos, bolitos, pan tipo baguette francesa, pan pita, 10 
tacos, tortilla de maíz, tortilla de trigo, tortas, panqueques, galletas, pan crujiente, pasta, fideos y similares. 
 
La masa de acuerdo con la presente invención puede ser una masa leudada o una masa a someter a fermentación. 
La masa puede fermentarse de diversos modos tal como añadiendo bicarbonato sódico o similares, o añadiendo un 
cultivo de levaduras adecuado tal como un cultivo de Saccharomyces cerevisiae (levadura de panadería). 15 
 
La presente invención se refiere adicionalmente al uso de la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención 
para producir una masa de pasta, preferiblemente preparada a partir de harina de trigo duro o una harina de calidad 
comparable. 
 20 
La enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención es adecuada para su uso en el desgomado enzimático de 
aceites vegetales o comestibles. En el procesamiento de aceite vegetal o comestible, el aceite comestible o vegetal 
se trata con enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención para hidrolizar una parte principal de los lípidos 
polares (por ejemplo, fosfolípido). Preferiblemente, los grupos acilo grasos se hidrolizan a partir de los lípidos 
polares. El proceso de desgomado típicamente provoca la reducción del contenido de lípidos polares, 25 
particularmente de fosfolípidos, en un aceite comestible debido a la hidrolisis de una parte principal (es decir, más 
del 50%) del lípido polar, por ejemplo, fosfolípido. Típicamente, la fase acuosa que contiene el lípido polar 
hidrolizado (por ejemplo, fosfolípido) se separa del aceite. Adecuadamente, el aceite comestible o vegetal puede 
tener inicialmente (pretratamiento con la enzima de acuerdo con la presente invención) un contenido de fosforo de 
50-250 ppm. 30 
 
En una realización, la presente invención se refiere al uso de la enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención en la bioconversión de lípidos polares (preferiblemente glucolípidos) para preparar productos de alto valor, 
tales como ésteres de carbohidrato y/o ésteres de proteína y/o ésteres de subunidad proteica y/o un éster de 
hidroxiácido. El uso de una enzima lipolítica, particularmente una enzima lipolítica capaz de transferir grupos acilo 35 
desde un sustrato lípido polar (preferiblemente un glucolípido) hasta un aceptor de acilo, en la bioconversión de 
lípidos polares y las ventajas del mismo, se detalla en el documento PCT/IB2004/004374. 
 
En una realización, la enzima lipolítica para su uso en los métodos de la presente invención puede inmovilizarse. 
Cuando es el caso en que se inmoviliza la enzima, la mezcla que comprende un donante de acilo, opcionalmente un 40 
aceptor de acilo, y opcionalmente agua puede pasarse a través de una columna por ejemplo que comprenda la 
enzima inmovilizada. Inmovilizando la enzima es posible reutilizarla fácilmente. 
 
Adecuadamente, la enzima inmovilizada puede usarse en un reactor de flujo o en un reactor de lotes que contiene 
una mezcla de reacción que comprende un donante de acilo lipídico y opcionalmente un aceptor de acilo disuelto en 45 
agua. Cuando el aceptor de acilo está presente, el donante y el aceptor están en un sistema de dos fases o una 
emulsión. La mezcla de reacción puede agitarse o sonicarse opcionalmente. Una vez la reacción ha alcanzado el 
equilibrio, por ejemplo, la mezcla de reacción y la enzima inmovilizada pueden separarse. Adecuadamente, el 
producto de reacción puede fraccionarse, por ejemplo, por cromatografía de interacción hidrófoba, cristalización o 
destilación de alto vacío. 50 
 
La lípido acetil transferasa inmovilizada puede prepararse usando técnicas de inmovilización conocidas en la 
técnica. Existen numerosos métodos para preparar enzimas inmovilizadas, que serán evidentes para un especialista 
en la técnica (por ejemplo, las técnicas mencionadas en el documento EP 0 746 608; o Balcao V.M. et al Enzyme 
Microb Technol. 1996 May 1; 18(6):392-416; o Retz et al Chem Phys Lipids 1998 Junio:93(1-2) : 3-14; Bomscheuer 55 
et al Trends Biotechnol. 2002 Oct; 20(10):433-7; Plou et al Biotechnology 92 (2002) 55-66; Warmuth et al 1992 Bio 
Forum 9, 282-283; Ferrer et al 2000 J. Chem Technol. Biotechnol. 75, 1-8; o Christensen et al 1998 Nachwachsende 
Rohstoff 10, 98-105; Petersen y Christenen 2000 Applied Biocatalysis Harwood Academic Publishers, Amsterdam. 
 
Las técnicas que pueden usarse en este documento incluyen acoplamiento covalente a Eupergit C, adsorción en 60 
polipropileno y granulación en sílice, por ejemplo. 
 
ENZIMAS LIPOLÍTICAS DE ACUERDO CON LA PRESENTE INVENCIÓN 
 
La enzima lipolítica para su uso de acuerdo con la presente invención y/o en los métodos descritos en este 65 
documento es preferiblemente una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos galactolípidos y/o capaz de 
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transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, donde la 
enzima está codificada por un ácido nucleico seleccionado entre el grupo que consiste en: 
 
 d) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 
 e) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 5 

del código genético; y 
 f) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con la 

secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 
Preferiblemente, la enzima lipolítica usada de acuerdo con la presente invención y/o en los métodos descritos en 10 
este documento es una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo que comprende una 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% 
de identidad con la misma. Las enzimas lipolíticas adecuadas que tienen actividad galactolipasa para su uso de 
acuerdo con la presente invención y/o en los métodos de la presente invención pueden comprender una cualquiera 15 
de las siguientes secuencias de aminoácidos y/o estar codificada por las siguientes secuencias de nucleótidos: 
 
Thermobifida\fusca GDSx 548 aa 
 
SEC ID Nº 5 20 
 

   
 
SEC ID Nº 6 
 25 
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Thermobifida\fusca\ - GDSx 
 
SEC ID Nº 7 5 
 

   
 
Corynebacterium\effciens\ GDSx 300 aa 
 10 
SEC ID Nº 8 
 

   
 
SEC ID Nº 9 15 
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S.coelicolor\ GDSx 268 aa 
 
SEC ID Nº 12 5 
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SEC ID Nº 13 
 

   
 
S.avermitilis\ GDSx 269 aa 5 
 
SEC ID Nº 14 
 

   
 10 
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SEC ID Nº 15 
 

   
 
Thermobifida\fusca\ - GDSx 5 
 
SEC ID Nº 16 
 

   
 10 
Thermobifida\fusca\ - GDSx 
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SEC ID Nº 17 
 

   
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona el uso de una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al 5 
menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más 
sustratos aceptores de acilo que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como 
SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 
98% de identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo codificada por una cualquiera de las 10 
secuencias de nucleótidos mostradas como SEC ID Nº 3 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, en un producto alimenticio para la 
preparación de un lisoglucolípido, por ejemplo digalactosil monoglicérido (DGMG) o monogalactosil monoglicérido 
(MGMG) por tratamiento de un glucolípido (por ejemplo, digalactosil diglicérido (DGDG) o monogalactosil diglicérido 
(MGDG)) con la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención para producir el producto de hidrolisis parcial, 15 
es decir, el lisoglucolípido. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención proporciona también adicionalmente el uso de una enzima lipolítica 
capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido 
hasta uno o más sustratos aceptores de acilo que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos 20 
mostradas como SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 
95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o 
capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo codificada por 
una cualquiera de las secuencias de nucleótidos mostradas como SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que 
tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, en un producto 25 
alimenticio para la preparación de un lisofosfolípido, por ejemplo lisolecitina, por tratamiento de un fosfolípido (por 
ejemplo, lecitina) con la enzima para producir el producto de hidrolisis parcial, es decir, un lisofosfolípido. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona también adicionalmente el uso de una enzima lipolítica capaz de 
hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno 30 
o más sustratos aceptores de acilo que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas 
como SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 
97% o 98% de identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de 
transferir un grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo codificada por una 
cualquiera de las secuencias de nucleótidos mostradas como SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que tiene 35 
al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, en un huevo o un 
producto basado en huevo para la hidrolisis de fosfolípidos y/o glucolípidos. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona el uso de una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un 
galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos 40 
aceptores de acilo que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEC ID Nº 4 
o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de 
identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo 
acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo codificada por una cualquiera de las 
secuencias de nucleótidos mostradas como SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 45 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, en un sustrato (preferiblemente, un 
producto alimenticio) para hidrolizar grupos acilo graso. 
 
En otro aspecto, la presente invención proporciona el uso de una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un 
galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos 50 
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aceptores de acilo que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEC ID Nº 4 
o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de 
identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo 
acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo codificada por una cualquiera de las 
secuencias de nucleótidos mostradas como SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 5 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, en un aceite comestible para reducir 
el contenido de un fosfolípido. 
 
En un aspecto adicional, la presente invención se refiere al uso de la enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos 
un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos 10 
aceptores de acilo que comprende una cualquiera de las secuencias de aminoácidos mostradas como SEC ID Nº 4 
o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de 
identidad con la misma, o una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo 
acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo codificada por una cualquiera de las 
secuencias de nucleótidos mostradas como SEC ID Nº 3 o una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 15 
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97% o 98% de identidad con la misma, en un sustrato (preferiblemente una 
mezcla de bioconversión que comprende lípidos polares (preferiblemente glucolípidos)) para la producción en la 
preparación de productos de alto valor, tales como ésteres de carbohidrato y/o ésteres de proteína y/o ésteres de 
subunidad proteica y/o un éster de hidroxiácido. 
 20 
En otro aspecto amplio la presente invención puede proporcionar una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos 
un glucolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde al menos un galactolípido hasta uno o más sustratos 
aceptores de acilo, donde la enzima se puede obtener, preferiblemente se obtiene, de Streptomyces avermitilis. 
 
En una realización de la presente invención, preferiblemente la especie Streptomyces de la cual se puede obtener la 25 
enzima lipolítica (o se obtiene) no es Streptomyces rimosus. 
 
En una realización de la presente invención, preferiblemente la especie Streptomyces de la cual se puede obtener la 
enzima lipolítica (o se obtiene) no es Streptomyces coelicolor. 
 30 
VENTAJAS 
 
Una ventaja de la presente invención es que la enzima lipolítica tiene actividad significativa de hidrolisis de 
glucolípidos. Esto fue sorprendente para una enzima lipolítica de Streptomyces spp. 
 35 
Una ventaja adicional de la presente invención es que la enzima lipolítica no tiene actividad o no tiene actividad 
significativa de hidrolisis de triacilglicerol. 
 
AISLADA 
 40 
En un aspecto, preferiblemente la secuencia está en una forma aislada. El término "aislada" significa que la 
secuencia está al menos sustancialmente libre de al menos un componente diferente con el cual está asociado de 
forma natural la secuencia en la naturaleza y como se encuentra en la naturaleza. 
 
PURIFICADA 45 
 
En un aspecto, preferiblemente la secuencia está en una forma purificada. El término "purificada" significa que la 
secuencia está en un estado relativamente puro - por ejemplo, al menos aproximadamente un 90% puro, o al menos 
aproximadamente un 95% puro o al menos aproximadamente un 98% puro. 
 50 
SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS 
 
El alcance de la presente invención abarca secuencias de nucleótidos que codifican enzimas que tienen las 
propiedades específicas definidas en este documento. 
 55 
La expresión "secuencia de nucleótidos" como se usa en este documento, se refiere a una secuencia 
oligonucleotídica o secuencia polinucleotídica, y variantes, homólogos, fragmentos y derivados de las mismas (tales 
como partes de las mismas). La secuencia de nucleótidos puede ser de origen genómico o sintético o recombinante, 
que puede ser bicatenaria o monocatenaria ya sea que represente la hebra con sentido o antisentido. 
 60 
La expresión "secuencia de nucleótidos" en relación con la presente invención incluye ADN genómico, ADNc, ADN 
sintético, y ARN. Preferiblemente, significa ADN, más preferiblemente secuencia de ADNc codificante para la 
presente invención. 
 
En una realización preferida, la secuencia de nucleótidos cuando se refiere a y cuando se abarca por el alcance per 65 
se de la presente invención, no incluye la secuencia de nucleótidos nativa de acuerdo con la presente invención 
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cuando está en su entorno natural y cuando está ligada a su secuencia o secuencias asociadas de forma natural 
que también están en su entorno natural. Para facilitar las referencias, llamaremos a esta realización preferida la 
"secuencia de nucleótidos no nativa". A este respecto, la expresión "secuencia de nucleótidos nativa" significa una 
secuencia de nucleótidos completa que está en su entorno nativo y cuando está unida de forma funcional a un 
promotor completo con el que está asociado de forma natural, estando dicho promotor también en su entorno nativo. 5 
Sin embargo, la secuencia de aminoácidos abarcada por la presente invención puede aislarse y/o purificarse 
después de la expresión de una secuencia de nucleótidos en su organismo nativo. Preferiblemente, sin embargo, la 
secuencia de aminoácidos abarcada por el alcance de la presente invención puede expresarse por una secuencia 
de nucleótidos en su organismo nativo pero donde la secuencia de nucleótidos no está bajo el control del promotor 
con el que está asociada de forma natural dentro de ese organismo. 10 
 
PREPARACIÓN DE LA SECUENCIA DE NUCLEÓTIDOS 
 
Típicamente, la secuencia de nucleótidos abarcada por el alcance de la presente invención se prepara usando 
técnicas de ADN recombinante (es decir, ADN recombinante). Sin embargo, en una realización alternativa de la 15 
invención, la secuencia de nucleótidos podría sintetizarse, por completo o en parte, usando métodos químicos bien 
conocidos en la técnica (véase, Caruthers MH et al., (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 215-23 y Horn T et al., (1980) 
Nuc Acids Res Symp Ser 225-232). 
 
Una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima que tiene las propiedades específicas definidas en este 20 
documento puede identificarse y/o aislarse y/o purificarse de cualquier célula u organismo que produzca dicha 
enzima. Son bien conocidos diversos métodos dentro de la técnica para la identificación y/o aislamiento y/o 
purificación de secuencias de nucleótidos. A modo de ejemplo, pueden usarse técnicas de amplificación por PCR 
para preparar más de una secuencia una vez se ha identificado y/o aislado y/o purificado una secuencia adecuada. 
 25 
A modo ejemplo adicional, puede construirse una biblioteca de ADN genómico y/o ADNc usando ADN cromosómico 
o ARN mensajero del organismo que produce la enzima. Si la secuencia de aminoácidos de la enzima o una parte 
de la secuencia de aminoácidos de la enzima es conocida, pueden sintetizarse sondas oligonucleotídicas marcadas 
y usarse para identificar clones que codifican la enzima a partir de la biblioteca genómica preparada a partir del 
organismo. Como alternativa, podría usarse una sonda oligonucleotídica marcada que contiene secuencias 30 
homólogas a otra enzima conocida para identificar clones que codifican la enzima. En el último caso, se usan 
condiciones de hibridación y lavado de inferior rigurosidad. 
 
Como alternativa, los clones que codifican la enzima podrían identificarse insertando fragmentos de ADN genómico 
en un vector de expresión, tal como un plásmido, transformando bacterias enzima negativas con la biblioteca de 35 
ADN genómico resultante, y después sembrando las bacterias transformadas en placas de agar que contienen un 
sustrato para la enzima (por ejemplo, maltosa para una enzima que produce glucosidasa (maltasa)), permitiendo de 
ese modo que se identifiquen clones que expresan la enzima. 
 
En una alternativa adicional más, la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima puede prepararse de forma 40 
sintética por métodos convencionales establecidos, por ejemplo, el método de fosforamidita descrito por Beucage 
S.L. et al., (1981) Tetrahedron Letters 22, pág. 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., (1984) EMBO J. 
3, pág., 801-805. En el método de fosforamidita, se sintetizan oligonucleótidos, por ejemplo, en un sintetizador de 
ADN automatizado, se purifican, hibridan, ligan y clonan en vectores apropiados. 
 45 
La secuencia de nucleótidos puede ser de origen genómico o sintético mixto, origen sintético y ADNc mixto, o de 
origen genómico y ADNc mixto, preparada por ligamiento de fragmentos de origen sintético, genómico o de ADNc 
(según lo apropiado) de acuerdo con técnicas convencionales. Cada fragmento ligado corresponde a diversas partes 
de la secuencia completa de nucleótidos. La secuencia de ADN también puede prepararse por reacción en cadena 
de la polimerasa (PCR) usando cebadores específicos, por ejemplo como se describe en el documento US 50 
4,683,202 o en Saiki R K et al., (Science (1988) 239, pág. 487-491). 
 
Debido a la degeneración en el código genético, pueden producirse fácilmente secuencias de nucleótidos en que el 
uso de codones de triplete, para algunos o todos los aminoácidos codificados por la secuencia de nucleótidos 
original, se han cambiado produciendo de ese modo una secuencia de nucleótidos con baja homología a la 55 
secuencia de nucleótidos original pero que codifica la misma secuencia de aminoácidos, o una variante, codificada 
por la secuencia de nucleótidos original. Por ejemplo, para la mayoría de los aminoácidos, la degeneración del 
código genético es en la tercera posición en el codón de triplete (posición oscilante) (para referencia véase Stryer, 
Lubert, Biochemistry, Tercera Edición, Freeman Press, ISBN 0-7167-1920-7) por lo tanto, una secuencia de 
nucleótidos en que todos los codones de triplete se han "oscilado" en la tercera posición sería aproximadamente un 60 
66% idéntica a la secuencia de nucleótidos original, sin embargo, la secuencia de nucleótidos enmendada codificaría 
la misma secuencia de aminoácidos primaria, o una variante, que la secuencia de nucleótidos original. 
 
Por lo tanto, la presente invención se refiere adicionalmente a cualquier secuencia de nucleótidos que tenga uso 
alternativo de codones de triplete para al menos un codón de triplete que codifica un aminoácido, pero que codifica 65 
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la misma secuencia polipeptídica, o una variante, que la secuencia polipeptídica codificada por la secuencia de 
nucleótidos original. 
 
Además, organismos específicos típicamente tienen una desviación en cuanto a los codones de triplete que se usan 
para codificar los aminoácidos. Están ampliamente disponibles tablas de uso de codones preferidos, y pueden 5 
usarse para preparar genes con codones optimizados. Dichas técnicas de optimización de codones se usan 
rutinariamente para optimizar la expresión de transgenes en un hospedador heterólogo. 
 
EVOLUCIÓN MOLECULAR 
 10 
Una vez se ha aislado una secuencia de nucleótidos codificante de enzima, o se ha identificado una secuencia 
putativa de nucleótidos que codifica enzima, puede ser deseable modificar la secuencia de nucleótidos 
seleccionada, por ejemplo puede ser deseable mutar la secuencia para preparar una enzima de acuerdo con la 
presente invención. 
 15 
Pueden introducirse mutaciones usando oligonucleótidos sintéticos. Estos oligonucleótidos contienen secuencias de 
nucleótidos que flanquean los sitios de mutación deseados. 
 
Un método adecuado se describe en Morinaga et al (Biotechnology (1984) 2, pág., 646-649). Otro método para 
introducir mutaciones en secuencias de nucleótidos que codifican enzima se describe en Nelson y Long (Analytical 20 
Biochemistry (1989), 180, pág., 147-151). 
 
En lugar de mutagénesis dirigida al sitio, tal como se ha descrito anteriormente, pueden introducirse mutaciones 
aleatoriamente por ejemplo usando un kit comercial tal como el kit de mutagénesis por PCR GeneMorph de 
Stratagene, o el kit de mutagénesis aleatoria por PCR Diversify de Clontech. El documento EP 0 583 265 se refiere a 25 
métodos para optimizar mutagénesis basada en PCR, que también puede combinarse con el uso de análogos 
mutagénicos de ADN tales como los descritos en el documento EP 0 866 796. Son adecuadas tecnologías de PCR 
propensas a error para la producción de variantes de enzimas lipolíticas con características preferidas. El documento 
WO0206457 se refiere a evolución molecular de lipasas. 
 30 
Un tercer método para obtener nuevas secuencias es fragmentar secuencias de nucleótidos no idénticas, usando 
cualquier cantidad de enzimas de restricción o una enzima tal como Dnasa I, y reensamblando las secuencias 
completas de nucleótidos que codifican proteínas funcionales. Como alternativa, puede usarse una o múltiples 
secuencias de nucleótidos no idénticas e introducir mutaciones durante el reensamblaje de la secuencia de 
nucleótidos completa. Son adecuadas tecnologías de arrastre de ADN y reordenamiento de familias para la 35 
producción de variantes de lípido acil transferasas con características preferidas. Los métodos adecuados para 
realizar el "arrastre" pueden encontrarse en los documentos EP0 752 008, EP1 138 763, EP1 103 606. El arrastre 
también puede combinarse con otras formas de mutagénesis de ADN como se describe en el documento US 
6.180.406 y el documento WO 01/34835. 
 40 
Por tanto, es posible producir numerosos mutaciones dirigidas al sitio o aleatorias en una secuencia de nucleótidos, 
in vivo o in vitro, y para seleccionar posteriormente la funcionalidad mejorada del polipéptido codificado por diversos 
medios. Usando métodos de recombinación in silico y exo mediados (véanse los documentos WO 00/58517, US 
6.344.328, US 6.361.974), por ejemplo, puede realizarse evolución molecular donde la variante producida retiene 
homología muy baja a enzimas o proteínas conocidas. Dichas variantes obtenidas de ese modo pueden tener 45 
analogía estructural significativa con enzimas lipolíticas conocidas, pero tener muy baja homología de secuencia de 
aminoácidos. 
 
Como ejemplo no limitante, además, pueden recombinarse mutaciones y variantes naturales de una secuencia 
polinucleotídica con las variantes de tipo silvestre u otras mutaciones o variantes naturales para producir nuevas 50 
variantes. Dichas nuevas variantes también pueden seleccionarse para funcionalidad mejorada del polipéptido 
codificado. 
 
La aplicación de los métodos de evolución molecular mencionados anteriormente y similares permite la identificación 
y selección de variantes de las enzimas de la presente invención que tienen características preferidas sin ningún 55 
conocimiento previo de estructura o función proteica, y permite la producción de mutaciones o variantes no 
predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicación de evolución molecular en la técnica 
para la optimización o alteración de actividad enzimática, dichos ejemplos incluyen, aunque sin limitación, uno o más 
de los siguientes: expresión y/o actividad optimizada en una célula hospedadora o in vitro, actividad enzimática 
aumentada, especificidad por sustrato y/o producto alterada, estabilidad enzimática o estructural aumentada o 60 
disminuida, actividad/especificidad enzimática alterada en condiciones ambientales preferidas, por ejemplo, 
temperatura, pH, sustrato. 
 
Como será evidente para los especialistas en la técnica, usando herramientas de evolución molecular puede 
alterarse una enzima para mejorar la funcionalidad de la enzima. 65 
 

E05773820
09-06-2015ES 2 539 006 T3

 



23 

Adecuadamente, al enzima lipolítica usada en la invención puede ser una variante, es decir, puede contener al 
menos una sustitución, deleción o adición de aminoácido, en comparación con una enzima precursora. Las enzimas 
variantes retienen al menos el 20%, 30%, 40%, 50 %, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 97%, 99% de homología con la 
enzima precursora. Las enzimas precursoras adecuadas pueden incluir cualquier enzima con actividad esterasa o 
lipasa. Preferiblemente, la enzima precursora se alinea con la secuencia consenso pfam00657. 5 
 
En una realización preferida, una enzima lipolítica variante retiene o incorpora al menos uno o más de los restos de 
aminoácido de la secuencia consenso pfam00657 encontrados en los bloques GDSx, GANDY y HPT. 
 
Las enzimas, tales como lipasas, sin actividad o baja actividad galactolipasa y/o fosfolipasa en un entorno acuoso 10 
pueden mutarse usando herramientas de evolución molecular para introducir o potenciar la actividad galactolipasa 
y/o fosfolipasa, produciendo de ese modo una enzima lipolítica con actividad galactolipasa y/o fosfolipasa 
significativa adecuada para su uso en las composiciones y métodos de la presente invención. 
 
Adecuadamente, la enzima variante puede no tener actividad sobre triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos. 15 
 
Como alternativa, la enzima variante para su uso en la invención puede tener actividad aumentada sobre 
triglicéridos, y/o también puede tener actividad aumentada sobre uno o más de los siguientes, lípidos polares, 
fosfolípidos, lecitina, fosfatidilcolina, glucolípidos, digalactosil monoglicérido, monogalactosil monoglicérido. 
 20 
SECUENCIA DE AMINOÁCIDOS 
 
El alcance de la presente invención también abarca secuencias de aminoácidos de enzimas que tienen las 
propiedades específicas definidas en este documento. 
 25 
Como se usa en este documento, la expresión "secuencia de aminoácidos" es sinónima del término "polipéptido" y/o 
el término "proteína". En algunos casos, la expresión "secuencia de aminoácidos" es sinónima del término "péptido". 
En algunos casos, la expresión "secuencia de aminoácidos" es sinónima del término "enzima". 
 
La secuencia de aminoácidos puede prepararse/aislarse a partir de una fuente adecuada, o puede prepararse de 30 
forma sintética o puede prepararse mediante el uso de técnicas de ADN recombinante. 
 
La enzima abarcada en la presente invención puede usarse junto con otras enzimas. Por tanto, la presente 
invención también cubre una combinación de enzimas donde la combinación comprende la enzima de la presente 
invención y otra enzima, que puede ser otra enzima de acuerdo con la presente invención. Este aspecto se analiza 35 
en una sección posterior. 
 
Preferiblemente, la secuencia de aminoácidos cuando se refiere a y cuando está abarcada por el alcance per se de 
la presente invención no es una enzima nativa. A este respecto, la expresión "enzima nativa" significa una enzima 
completa que está en su entorno nativo y cuando se ha expresado por su secuencia de nucleótidos nativa. 40 
 
IDENTIDAD/HOMOLOGÍA 
 
La presente invención también abarca el uso de homólogos de cualquier secuencia de aminoácidos de una enzima o 
de cualquier secuencia de nucleótidos que codifique dicha enzima. 45 
 
Aquí, el término "homólogo" significa una entidad que tiene una cierta homología con las secuencias de aminoácidos 
y las secuencias de nucleótidos. Aquí, el término "homología" puede equipararse con "identidad". Estos términos se 
usarán de forma intercambiable en este documento. 
 50 
En el presente contexto, se adopta que una secuencia de aminoácidos homóloga incluye una secuencia de 
aminoácidos que puede ser al menos un 87 o 90% idéntica, preferiblemente al menos un 95, 96, 97, 98 o 99% 
idéntica a la secuencia. Típicamente, los homólogos comprenderán los mismos sitios activos etc. - por ejemplo que 
la secuencia de aminoácidos objeto. Aunque la homología también puede considerarse en términos de similitud (es 
decir, restos de aminoácido que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente 55 
invención se prefiere expresar la homología en términos de identidad.  
 
En el presente contexto, se adopta que una secuencia de nucleótidos homóloga incluye una secuencia de 
nucleótidos que puede ser al menos un 85 o 90% idéntica, preferiblemente al menos un 95, 96, 97, 98 o 99% 
idéntica a una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima de la presente invención (la secuencia objeto). 60 
Típicamente, los homólogos comprenderán las mismas secuencias que codifican los sitios activos etc. que la 
secuencia objeto. Aunque la homología también puede considerarse en términos de similitud (es decir, restos de 
aminoácido que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención se 
prefiere expresar la homología en términos de identidad de secuencia. 
 65 
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Para las secuencias de aminoácidos y las secuencias de nucleótidos, las comparaciones de homología pueden 
realizarse a ojo, o más habitualmente, con la ayuda de programas de comparación de secuencia fácilmente 
disponibles. Estos programas informáticos disponibles en el mercado 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 correspondiente 5 
aminoácido en la otra secuencia, un resto cada vez. Esto se llama una alineación "sin huecos". Típicamente, dichas 
alineaciones sin huecos se realizan solamente sobre una cantidad relativamente corta de restos.  
 
Aunque éste es un método muy simple y coherente, no logra tener en consideración que, por ejemplo, en un par de 
secuencias por lo demás idénticas, una inserción o deleción cause que los siguientes restos de aminoácido se 10 
pongan fuera de la alineación, provocando de este modo potencialmente una gran reducción en el % de homología 
cuando se realiza una alineación global. Por consiguiente, la mayoría de los métodos de comparación de secuencia 
se diseñan para producir alineaciones óptimas que tengan en consideración posibles inserciones y deleciones sin 
penalizar excesivamente el valor de homología global. Esto se consigue insertando "huecos" en la alineación de 
secuencia para intentar maximizar la homología local. 15 
 
Sin embargo, estos métodos más complejos asignan "penalizaciones por hueco" a cada hueco que sucede en la 
alineación de modo que, para la misma cantidad de aminoácidos idénticos, una alineación de secuencia con la 
menor cantidad posible de huecos - que refleja mayor vinculación entre las dos secuencias comparadas - consiga un 
mayor valor que una con muchos huecos. Típicamente se usan "costes de hueco afines" que cargan un coste 20 
relativamente alto para la existencia de un hueco y una penalización más pequeña para cada resto posterior en el 
hueco. Éste es el sistema de valoración de huevos más habitualmente usado. Las altas penalizaciones por hueco 
por supuesto producirán alineaciones optimizadas con menos huecos. La mayoría de los programas de alineación 
permitirán modificar las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere usar los valores por defecto cuando se 
usan dichos software para las comparaciones de secuencia. Por ejemplo, cuando se usa el paquete GCG Wisconsin 25 
Bestfit, la penalización por hueco por defecto para secuencias de aminoácidos es -12 para un hueco y -4 para cada 
extensión. 
 
El cálculo del % máximo de homología por lo tanto requiere en primer lugar la producción de una alineación óptima, 
teniendo en consideración penalizaciones por hueco. Un programa informático adecuado para realizar dicha 30 
alineación es el paquete GCG Wisconsin Bestfit (Devereux et al. 1984 Nuc. Acids Research 12 p387). Ejemplos de 
otros software que pueden realizarse comparaciones de secuencia incluyen, aunque sin limitación, el paquete 
BLAST (véase Ausubel et al., 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4ª Ed - Capítulo 18), FASTA (Altschul et al., 
1990 J. Mol. Biol. 403-410) y la serie GENEWORKS de herramientas de comparación. Tanto BLAST como FASTA 
están disponibles para búsquedas offline y online (véase Ausubel et al., 1999, Short Protocols in Molecular Biology, 35 
páginas 7-58 a 7-60). 
 
Sin embargo, para algunas aplicaciones, se prefiere usar el programa GCG Bestfit. Una nueva herramienta, llamada 
BLAST 2 Sequences también está disponible para comparar secuencias de proteínas y nucleótidos (véase FEMS 
Microbiol Lett 1999 174(2): 247-50; y FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8). 40 
 
Aunque el % final de homología puede medirse en términos de identidad, el propio proceso de alineación 
típicamente no se basa en una comparación de pares de todo o nada. En su lugar, generalmente se usa una matriz 
de valores de similitud escalada que asigna valores a cada comparación por pares en base a la similitud química o 
distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz habitualmente usada es la matriz BLOSUM62 - la matriz por defecto 45 
para la serie BLAST de programas. Los programas GCG Wisconsin generalmente usan los valores por defecto 
públicos o una tabla de comparación de símbolos personalizada si se suministra (véase el manual del usuario para 
detalles adicionales). Para algunas aplicaciones, si se prefiere usar los valores por defecto públicos para el paquete 
GCG, o en el caso de otro software, la matriz por defecto, tal como BLOSUM62. 
 50 
Como alternativa, los porcentajes de homología pueden calcularse usando la característica de alineación múltiple en 
DNASIS™ (Hitachi Software), basada en un algoritmo, análogo a CLUSTAL (Higgins DG y Sharp PM (1988), Gene 
73 (1), 237-244). 
 
Una vez el software ha producido una alineación óptima, es posible calcular el % de homología, preferiblemente el % 55 
de identidad de secuencia. El software típicamente hace esto como parte de la comparación de secuencia y genera 
un resultado numérico.  
 
En un aspecto preferible de la presente invención, se usa el siguiente software y ajustes para calcular el porcentaje 
de homología/identidad de secuencia. Para secuencias de aminoácidos, los porcentajes de identidad (homología) o 60 
"positivos" se calculan por el AlignX VectorNTI (Vector NTI Advance 9.1 de Invitrogen Corporation, Carlsbad, 
California, EEUU.) para cada posible par de secuencias de aminoácidos. Los ajustes son parámetros por defecto 
(penalización por abertura de hueco - 10, penalización por extensión de hueco 0,1). 
 
Para cada secuencia de ácido nucleico, los porcentajes de identidad (homología) o "positivos" se calculan por el 65 
programa AlignX VectorNTI de Informax Inc. (EEUU) para cada posible par de secuencias de ácido nucleico. Los 
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ajustes son ajustes por defecto que para ADN son: penalización por abertura de hueco: 15 y penalización por 
extensión de hueco: 6,66. (Mismos ajustes para alineaciones múltiples). 
 
Preferiblemente, la identidad de aminoácidos (homología) se calcula en toda la secuencia de aminoácidos de 
longitud completa (por ejemplo, SEC ID 4, 5, 7, 8, 10, 12 y 14), o para ácido nucleico respeto a un polinucleótido 5 
correspondiente que codifica la respectiva secuencia de aminoácidos de longitud completa. La identidad de 
aminoácidos o ácidos nucleicos (homología) puede calcular, preferiblemente, comparando la homología/identidad 
sobre la secuencia polipeptídica madura, es decir, una secuencia polipeptídica que se ha procesado co- o post-
traduccionalmente, por ejemplo por escisión de un péptido señal N-terminal, o un evento de escisión C-terminal. 
 10 
Las secuencias también pueden tener deleciones, inserciones o sustituciones de restos de aminoácido que 
producen un cambio silencioso y provocar una sustancia funcionalmente equivalente. Pueden hacerse sustituciones 
deliberadas de aminoácidos en base a la similitud en propiedades de aminoácidos (tales como polaridad, carga, 
solubilidad, hidrofobicidad, hidrofilicidad, y/o la naturaleza anfipática de los restos) y por lo tanto es útil agrupar 
aminoácidos juntos en grupos funcionales. Los aminoácidos pueden agruparse juntos en base a las propiedades de 15 
su cadena lateral solamente. Sin embargo, es más útil incluir datos de mutación también. Estos conjuntos de 
aminoácidos así derivados tienen probabilidad de conservarse por razones estructurales. Estos conjuntos pueden 
describirse en forma de un diagrama de Venn (Livingstone C.D. y Barton G.J. (1993) "Protein sequence alignments: 
a strategy for the hierarchical analysis of residue conservation" Comput.Appl Biosci. 9: 745-756) (Taylor W.R. (1986) 
"The classification of amino acid conservation" J.Theor.Biol. 119; 205-218). Las sustituciones conservativas pueden 20 
hacerse, por ejemplo, de acuerdo con la siguiente tabla que describe un diagrama de Venn generalmente aceptado 
de agrupación de aminoácidos. 
 

CONJUNTO SUB-CONJUNTO 
Hidrófobo F W Y H K M I L V A G C Aromático F W Y H 
  Alifático I L V 
Polar W Y H K R E D C S T N Q Cargado H K R E D 
 
 

 
 

Cargado 
positivamente 

H K R 

 
 

 
 

Cargado 
negativamente 

E D 

Pequeño V C A G S P T N D Mínimo A G S 
 
La presente invención también abarca sustitución homóloga (sustitución y remplazo se usan ambos en este 25 
documento para indicar el intercambio de un resto existente de aminoácido, con un resto alternativo) que puede 
suceder, es decir, sustitución similar por similar tal como básico por básico, ácido por ácido, polar por polar etc. 
También puede suceder sustitución no homóloga, es decir, de una clase de resto a otra o como alternativa 
implicando la inclusión de aminoácidos no naturales tales como ornitina (a partir de ahora en este documento 
mencionada como Z), ácido diaminobutírico ornitina (a partir de ahora en este documento mencionada como B), 30 
norleucina ornitina (a partir de ahora en este documento mencionada como O), piridilalanina, tienilalanina, 
naftilalanina y fenilglicina. 
 
Los remplazos también pueden hacerse por aminoácidos no naturales. 
 35 
Las secuencias de aminoácidos variantes pueden incluir grupos espaciadores adecuados que pueden insertarse 
entre dos restos de aminoácido cualesquiera de la secuencia incluyendo grupos alquilo tales como grupos metilo, 
etilo o propilo además de espaciadores de aminoácido tales como restos de glicina o β-alanina. Una forma adicional 
de variación implica la presencia de uno o más restos de aminoácido en forma peptoide, y será bien comprendida 
por los especialistas en la técnica. Para evitar dudas, "la forma peptoide" se usa para hacer referencia a restos de 40 
aminoácido variantes donde el grupo sustituyente de carbono α está en el átomo de nitrógeno del resto en lugar del 
carbono α. Los procesos para preparar péptidos en la forma peptoide son conocidos 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 su uso en la presente invención pueden incluir dentro de ellas nucleótidos 45 
sintéticos o modificados. Se conocen en la técnica varios tipos diferentes de modificación para oligonucleótidos. 
Éstos incluyen estructuras metil-fosfonato y fosforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o polilisina en los 
extremos 3' y/o 5' de la molécula. Para los propósitos de la presente invención, debe entenderse que las secuencias 
de nucleótidos descritas en este documento pueden modificarse por cualquier método disponible en la técnica. 
Dichas modificaciones pueden realizarse para potenciar la actividad in vivo o vida de las secuencias de nucleótidos 50 
de la presente invención. 
 
La presente invención también abarca el uso de secuencias de nucleótidos que son complementarias a las 
secuencias presentadas en este documento, o cualquier derivado, fragmento o derivado de las mimas. Si la 
secuencia es complementaria a un fragmento de las mismas, entonces esa secuencia puede usarse como sonda 55 
para identificar secuencias codificantes similares en otros organismos, etc.  
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Los polinucleótidos que no son 100% homólogos a las secuencias de la presente invención pero están dentro del 
alcance de la invención pueden obtenerse de varios modos. Otras variantes de las secuencias descritas en este 
documento pueden obtenerse por ejemplo sondeando bibliotecas de ADN preparadas a partir de una serie de 
individuos, por ejemplo, individuos de diferentes poblaciones. Además, pueden obtenerse otros homólogos y dichos 
homólogos y fragmentos de los mismos en general serán capaces de hibridar selectivamente con las secuencias 5 
mostradas en las secuencias enumeradas en este documento. Dichas secuencias pueden obtenerse sondeando 
bibliotecas de ADNc preparadas a partir de o bibliotecas de ADN genómico de otras especies, y sondeando dichas 
bibliotecas con sondas que comprenden todo o parte de una cualquiera de las secuencias en las listas de 
secuencias adjuntas en condiciones de medio de alta rigurosidad. Se aplica consideraciones similares para obtener 
homólogos de especie y variantes alélicas del polipéptido o secuencias de nucleótidos de la invención. 10 
 
También pueden obtenerse variantes y homólogos de cepa/especie usando PCR degenerada que usará cebadores 
diseñados para abordar secuencias en las variantes y homólogos que codifican secuencias de aminoácidos 
conservadas dentro de las secuencias de la presente invención. Las secuencias conservadas pueden predecirse, 
por ejemplo, alineando las secuencias de aminoácidos de varias variantes/homólogos. Las alineaciones de 15 
secuencia pueden realizarse usando software informáticos conocidos en la técnica. Por ejemplo se usa ampliamente 
el programa GCG Wisconsin PileUp. 
 
Los cebadores usados en PCR degenerada contendrán una o más posiciones degeneradas y se usarán en 
condiciones de rigurosidad inferiores a las usadas para clonar secuencias con cebadores de secuencia únicos frente 20 
a secuencias conocidas.  
 
Como alternativa, dichos polinucleótidos pueden obtenerse por mutagénesis dirigida al sitio de secuencias 
caracterizadas. Esto puede ser útil cuando, por ejemplo, se requieren cambios de secuencia de codones silenciosos 
para optimizar preferencias de codones para una célula hospedadora particular en que se están expresan 25 
secuencias polinucleotídicas. Pueden desearse otros cambios de secuencia para introducir sitios de reconocimiento 
de enzimas de restricción, o para alterar la propiedad o función de los polipéptidos codificados por los 
polinucleótidos. 
 
Los polinucleótidos (secuencias de nucleótidos) de la invención pueden usarse para producir un cebador, por 30 
ejemplo, un cebador de PCR, un cebador para una reacción alternativa de amplificación, una sonda, por ejemplo, 
marcada con un marcador de revelado por medios convencionales usando marcadores radiactivos o no radiactivos, 
o los polinucleótidos pueden clonarse en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos serán de al menos 
15, preferiblemente al menos 20, por ejemplo al menos 25, 30 o 40 nucleótidos de longitud, y también están 
abarcados por el término polinucleótidos de la invención como se usa en este documento. 35 
 
Los polinucleótidos tales como polinucleótidos y sondas de ADN de acuerdo con la invención pueden producirse de 
forma recombinante, sintética, o por cualquier medio disponible para los especialistas en la técnica. También pueden 
clonarse por técnicas convencionales. 
 40 
En general, los cebadores se producirán por medios sintéticos, que implican una fabricación por etapas de la 
secuencia deseada de ácido nucleico un nucleótido cada vez. Las técnicas para conseguir esto usando técnicas 
automatizadas están fácilmente disponibles en la técnica. 
 
Generalmente se producirán polinucleótidos más largos usando medios recombinantes, por ejemplo usando técnicas 45 
de clonación por PCR (reacción en cadena de la polimerasa). Los cebadores pueden diseñarse para contener sitios 
adecuados de reconocimiento para enzimas de restricción de modo que el ADN amplificado pueda clonarse en un 
vector de clonación adecuado. 
 
BIOLÓGICAMENTE ACTIVO 50 
 
Preferiblemente, las secuencias variantes etc. son al menos tan biológicamente activas como las secuencias 
presentadas en este documento.  
 
Como se usa en este documento "biológicamente activo" se refiere a una secuencia que tiene una función 55 
estructural similar (pero no necesariamente al mismo grado), y/o función reguladora similar (pero no necesariamente 
al mismo grado), y/o función bioquímica similar (pero no necesariamente al mismo grado) de la secuencia de origen 
natural. 
 
HIBRIDACIÓN 60 
 
La presente invención también abarca secuencias que son complementarias a las secuencias de ácido nucleico de 
la presente invención o secuencias que son capaces de hibridar con las secuencias de la presente invención o con 
secuencias que son complementarias a las mismas. 
 65 
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El término "hibridación" como se usa en este documento incluirá "el proceso por el cual una hebra de ácido nucleico 
se une con una hebra complementaria a través de apareamiento de bases" así como el proceso de amplificación 
realizado en tecnologías de reacción en cadena de la polimerasa (PCR). 
 
La presente invención también abarca el uso de secuencias de nucleótidos que son capaces de hibridar con las 5 
secuencias que son complementarias a las secuencias presentadas en este documento, o cualquier derivado, 
fragmento o derivado de las mismas. 
 
El término "variante" también abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces de 
hibridar con las secuencias de nucleótidos presentadas en este documento. 10 
 
Preferiblemente, el término "variante" abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son capaces 
de hibridar en condiciones rigurosas (por ejemplo, 50ºC y SSC 0,2x {SSC 1x = NaCl 0,15 M, Na3citrato 0,015 M pH 
7,0}) con las secuencias de nucleótidos presentadas en este documento. 
 15 
Más preferiblemente, el término "variante" abarca secuencias que son complementarias a secuencias que son 
capaces de hibridar en condiciones altamente rigurosas (por ejemplo, 65ºC y SSC 0,1x {SSC 1x = NaCl 0,15 M, 
Na3citrato 0,015 M pH 7,0}) con las secuencias de nucleótidos presentadas en este documento. 
 
La presente invención también se refiere a secuencias de nucleótidos que pueden hibridar con las secuencias de 20 
nucleótidos de la presente invención (incluyendo secuencias complementarias de las presentadas en este 
documento). 
 
La presente invención también se refiere a secuencias de nucleótidos que son complementarias a secuencias que 
pueden hibridar con las secuencias de nucleótidos de la presente invención (incluyendo secuencias 25 
complementarias de las presentadas en este documento). 
 
También se incluyen dentro del alcance de la presente invención secuencias polinucleotídicas que son capaces de 
hibridar con las secuencias de nucleótidos presentadas en este documento en condiciones de rigurosidad intermedia 
a máxima.  30 
 
En un aspecto preferido, la presente invención cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridar con la 
secuencia de nucleótidos de la presente invención, o el complemento de la misma, en condiciones rigurosas (por 
ejemplo, 50ºC y SSC 0,2x).  
 35 
En un aspecto más preferido, la presente invención cubre secuencias de nucleótidos que pueden hibridar con la 
secuencia de nucleótidos de la presente invención, o el complemento de la misma, en condiciones altamente 
rigurosas (por ejemplo, 65ºC y SSC 0,1x). 
 
RECOMBINANTE 40 
 
En un aspecto, la secuencia para su uso en la presente invención es una secuencia recombinante - es decir una 
secuencia que se ha preparado usando técnicas de ADN recombinante. 
 
Estas técnicas de ADN recombinante pertenecen a las capacidades de una persona especialista en la técnica. 45 
Dichas técnicas se explican en la bibliografía, por ejemplo, J. Sambrook, E. F. Fritsch, y T. Maniatis, 1989, Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edición, Libros 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
 
SINTÉTICO 
 50 
En un aspecto, la secuencia para su uso en la presente invención es una secuencia sintética - es decir, una 
secuencia que se ha preparado por síntesis química o enzimática in vitro. Incluye, aunque sin limitación, secuencias 
preparadas con uso de codones óptimos para organismos hospedadores - tales como las levaduras metilotróficas 
Pichia y Hansenula. 
 55 
EXPRESIÓN DE ENZIMAS 
 
La secuencia de nucleótidos para su uso en la presente invención puede incorporarse en un vector replicable 
recombinante. El vector puede usarse para replicar y expresar la secuencia de nucleótidos, en forma enzimática, en 
y/o a partir de una célula hospedadora compatible. 60 
 
La expresión puede controlarse usando secuencias de control por ejemplo secuencias reguladoras. 
 
La enzima producida por una célula recombinante hospedadora por expresión de la secuencia de nucleótidos puede 
secretarse o puede contenerse de forma intracelular dependiendo de la secuencia y/o el vector usados. Las 65 
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secuencias codificantes pueden diseñarse con secuencias señal que dirijan la secreción de las secuencias 
codificantes de sustancia a través de una membrana celular procariota o eucariota particular. 
 
VECTOR DE EXPRESIÓN 
 5 
La expresión "vector de expresión" significa una construcción con capacidad de expresión in vivo o in vitro.  
 
Preferiblemente, el vector de expresión se incorpora en el genoma de un organismo hospedador adecuado. El 
término "incorporado" preferiblemente cubre la incorporación estable en el genoma. 
 10 
La secuencia de nucleótidos de la presente invención puede estar presente en un vector en que la secuencia de 
nucleótidos está unida de forma funcional a secuencias reguladoras capaces de proporcionar la expresión de la 
secuencia de nucleótidos por un organismo hospedador adecuado. 
 
Los vectores para su uso en la presente invención pueden transformarse en una célula hospedadora adecuada 15 
como se describe a continuación para proporcionar la expresión de un polipéptido de la presente invención. 
 
La elección del vector, por ejemplo, un plásmido, cósmido, o vector fágico a menudo dependerá de la célula 
hospedadora en que tiene que introducirse. 
 20 
Los vectores para su uso en la presente invención pueden contener uno o más genes marcadores de selección - 
tales como un gen, que confiere resistencia a antibióticos, por ejemplo, resistencia a ampicilina, kanamicina, 
cloranfenicol o tetraciclina. Como alternativa, la selección puede conseguirse por co-transformación (como se 
describe en el documento WO91/17243). 
 25 
Los vectores pueden usarse in vitro, por ejemplo, para la producción de ARN o usarse para transfectar; transformar, 
transducir o infectar una célula hospedadora. 
 
Por tanto, en una realización adicional, la invención proporciona un método para preparar secuencias de nucleótidos 
de la presente invención introduciendo una secuencia de nucleótidos de la presente invención en un vector 30 
replicable, introduciendo el vector en una célula hospedadora compatible, y cultivando la célula hospedadora en 
condiciones que provocan la replicación del vector.  
 
El vector puede comprender adicionalmente una secuencia de nucleótidos que posibilita que el vector se replique en 
la célula hospedadora en cuestión. Ejemplos de dichas secuencias son los orígenes de replicación de plásmidos 35 
pUC19, pACYC177, pUB110, pE194, pAMB1 y pIJ702. 
 
SECUENCIAS REGULADORAS 
 
En algunas aplicaciones, la secuencia de nucleótidos para su uso en la presente invención está unida de forma 40 
funcional a una secuencia reguladora que es capaz de proporcionar la expresión de la secuencia de nucleótidos, tal 
como por la célula hospedadora elegida. A modo de ejemplo, la presente invención cubre un vector que comprende 
la secuencia de nucleótidos de la presente invención unida de forma funcional a dicha secuencia reguladora, es 
decir, el vector es un vector de expresión. 
 45 
La expresión "unido de forma funcional" se refiere a una yuxtaposición donde los componentes descritos están en 
una relación que les permite funciona de su modo pretendido. Una secuencia reguladora "unida de forma funcional" 
a una secuencia codificante está ligada de tal modo que la expresión de la secuencia codificante se consigue en 
condiciones compatible con las secuencias de control. 
 50 
La expresión "secuencias reguladoras" incluye promotores y potenciadores 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 a ARN polimerasa. 
 55 
La expresión potenciada de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima de la presente invención también 
puede conseguirse mediante la selección de regiones reguladoras heterólogas, por ejemplo regiones promotoras, 
líderes de secreción y terminadoras.  
 
Preferiblemente, la secuencia de nucleótidos de acuerdo con la presente invención se une de forma funcional a al 60 
menos un promotor.  
 
Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de la secuencia de nucleótidos en un hospedador 
bacteriano, fúngico o de levadura son bien conocidos en la técnica. 
 65 
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CONSTRUCCIONES 
 
El término "construcción" - que es sinónimo de términos tales como "conjugado", "casete" e "híbrido" - incluye una 
secuencia de nucleótidos para su uso de acuerdo con la presente invención directa o indirectamente unida a un 
promotor.  5 
 
Un ejemplo de una unión indirecta es la provisión de un grupo espaciado adecuado tal como una secuencia 
intrónica, tal como el intrón Sh1 o el intrón ADH, intermedia, el promotor y la secuencia de nucleótidos de la presente 
invención. Lo mismo es cierto para el término "fusionado" en relación a la presente invención que incluye unión 
directa o indirecta. En algunos casos, los términos no cubren la combinación natural de la secuencia de nucleótidos 10 
que codifica la proteína asociada de forma normal con el promotor génico de tipo silvestre y cuando ambos se 
expresan en su entorno natural.  
 
La construcción incluso puede contener o expresar un marcador, que permite la selección de la construcción 
genética.  15 
 
Para algunas aplicaciones, preferiblemente la construcción de la presente invención comprende al menos la 
secuencia de nucleótidos de la presente invención unida de forma funcional a un promotor. 
 
CÉLULAS HOSPEDADORAS 20 
 
La expresión "célula hospedadora" - en relación a la presente invención incluye cualquier célula que comprenda la 
secuencia de nucleótidos o un vector de expresión como se ha descrito anteriormente y que se usa en la producción 
recombinante de una enzima que tiene las propiedades específicas como se define en este documento. 
 25 
Por tanto, una realización adicional de la presente invención proporciona células hospedadoras transformadas o 
transfectadas con una secuencia de nucleótidos que expresa la enzima de la presente invención. Las células se 
elegirán para ser compatibles con dicho vector y pueden ser, por ejemplo, células procariotas (por ejemplo 
bacterianas), fúngicas, de levaduras o vegetales. Preferiblemente, las células hospedadoras no son células 
humanas. 30 
 
Ejemplos de organismos hospedadores bacterianos adecuados son especies bacterianas gram positivas o gram 
negativas.  
 
Dependiendo de la naturaleza de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima de la presente invención, y/o la 35 
conveniencia de procesamiento adicional de la proteína expresada, pueden preferirse hospedadores eucariotas tales 
como levaduras u otros hongos. En general, se prefieren células de levadura sobre las células fúngicas porque son 
más fáciles de manipular. Sin embargo, algunas proteínas se secretan mal de la célula de levadura, o en algunos 
casos no se procesan apropiadamente (por ejemplo, hiperglucosilación en levaduras). En estos casos, debe 
seleccionarse un organismo hospedador fúngico diferente. 40 
 
El uso de células hospedadoras adecuadas - tales como células hospedadoras de levadura, fúngicas y vegetales - 
puede proporcionar modificaciones post-traduccionales (por ejemplo, miristoilación, glucosilación, truncamiento, 
lipidación y fosforilación de tirosina, serina o treonina) que puedan necesitarse para conferir actividad biológica 
óptima sobre productos de expresión recombinante de la presente invención.  45 
 
La célula hospedadora puede ser una cepa deficiente en proteasa o proteasa menos.  
 
El genotipo de la célula hospedadora puede modificarse para mejorar la expresión. 
 50 
Ejemplos de modificaciones de células hospedadoras incluyen deficiencia en proteasa, suplementación de ARNt 
raros, y modificación del potencial reductor en el citoplasma para potenciar la formación de enlaces disulfuro. 
 
Por ejemplo, la célula hospedadora E. coli puede sobre-expresar ARNt raros para mejorar la expresión de proteínas 
heterólogas como se ejemplifica/describe en Kane (Curr Opin Biotechnol (1995), 6, 494-500 "Effects of rare codon 55 
clusters on high-level expression of heterologous proteins in E.coli"). La célula hospedadora puede ser deficiente en 
carias enzimas reductoras favoreciendo de este modo la formación de enlaces disulfuro estables como se 
ejemplifica/describe en Bessette (Proc Natl Acad Sci USA (1999), 96, 13703-13708 " Efficient folding of proteins with 
multiple disulphide bonds in the Escherichia coli cytoplasm").  
 60 
En una realización, la célula hospedadora es un bacteria, preferiblemente una bacteria gram-positiva, 
preferiblemente una célula hospedadora seleccionada entre Actinobacteria, tal como Bifidobacteria y Aeromonas, 
particularmente preferiblemente Aeromonas salmonicida. Aún más preferidos son Actinomicetales tales como 
Corynebacteria, en particular Corynebacterium glutamicum y Nocardia. Son particularmente preferidos 
Streptomycetaceae, tales como Streptomyces, especialmente S. lividans. 65 
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Puede usarse un hospedador microbiano para la expresión del gen de galactolipasa, por ejemplo Eubacteria, Archea 
o Fungi, incluyendo levaduras. Se prefieren Eubacterias, por ejemplo, Firmicutes (bacteria Gram positiva de bajo 
GC), tal como Bacillus subtilis y otras especies de bacilos, bacterias ácido lácticas tales como especies de los 
géneros Lactobacillus y Lactococcus.  
 5 
También se prefieren Proteobacterias Gram-negativas, en particular Gammaproteobacteria, tales como especies 
hospedadoras que pertenecen a los géneros Pseudomonas, Xanthomonas, Citrobacter y Escherichia, especialmente 
Escherichia coli.  
 
En otra realización, la célula hospedadora es el mimo género que la especie hospedadora nativa, es decir el gen 10 
recombinante se re-introduce y expresa en una especie del mismo género que la especie de la cual se aisló el gen 
recombinante. 
 
En otra realización, la célula hospedadora es la especie hospedadora nativa, es decir el gen recombinante se re-
introduce y expresa en la misma especie de la cual se aisló el gen recombinante. 15 
 
ORGANISMO 
 
El término "organismo" en relación a la presente invención incluye cualquier organismo que podría comprender la 
secuencia de nucleótidos que codifica la enzima de acuerdo con la presente invención y/o productos obtenidos de la 20 
misma, y/o donde un promotor puede permitir la expresión de la secuencia de nucleótidos de acuerdo con la 
presente invención cuando está presente en el organismo. 
 
Los organismos adecuados pueden incluir un procariota, hongo, levadura o una planta. 
 25 
La expresión "organismo transgénico" en relación a la presente invención incluye cualquier organismo que 
comprende la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima de acuerdo con la presente invención y/o los 
productos obtenidos de la misma, y/o donde un promotor puede permitir la expresión de la secuencia de nucleótidos 
de acuerdo con la presente invención dentro del organismo. Preferiblemente la secuencia de nucleótidos se 
incorpora en el genoma del organismo. 30 
 
La expresión "organismo transgénico" no cubre secuencia codificantes nativas de nucleótidos en su entorno natural 
cuando están bajo el control de su promotor nativo que también está en su entorno natural. 
 
Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente invención incluye un organismo que comprende una cualquiera 35 
de, o combinaciones de, la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima de acuerdo con la presente invención, 
construcciones de acuerdo con la presente invención, vectores de acuerdo con la presente invención, plásmidos de 
acuerdo con la presente invención, células de acuerdo con la presente invención, tejidos de acuerdo con la presente 
invención, o los productos de los mismos. 
 40 
Por ejemplo, el organismo transgénico también puede comprender la secuencia de nucleótidos que codifica la 
enzima de la presente invención bajo el control de un promotor heterólogo. 
 
TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS/ORGANISMO HOSPEDADOR 
 45 
Como se ha indicado previamente, el organismo hospedador puede ser un organismo procariota o un organismo 
eucariota. Ejemplos de hospedadores procariotas adecuados incluyen E. coli y Bacillus subtilis. 
 
Los contenidos sobre la transformación de hospedadores procariotas están bien documentados en la técnica, por 
ejemplo véase Sambrook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2ª edición, 1989, Cold Spring Harbor 50 
Laboratory Press). Si se usa un hospedador procariota entonces puede que se necesite que la secuencia de 
nucleótidos se modifique adecuadamente antes de la transformación - tal como por eliminación de intrones. 
 
Pueden transformarse células de hongos filamentosos usando diversos métodos conocidos en la técnica - tales 
como un proceso que implica la formación de protoplastos y la transformación de los protoplastos seguida de 55 
regeneración de la pared celular de un modo conocido. El uso de Aspergillus como microorganismo hospedador se 
describe en el documento EP 0 238 023. 
 
Otro organismo hospedador puede ser una planta. Puede encontrarse una revisión de las técnicas generales usadas 
para transformar plantas en artículos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) y 60 
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech Marzo/Abril 1994 17-27). Pueden encontrarse contenidos adicionales sobre 
transformación de plantas en el documento EP-A-0449375.  
 
Se presentan contenidos generales sobre la transformación de hongos, levaduras y plantas en las siguientes 
secciones. 65 
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HONGOS TRANSFORMADOS 
 
Un organismo hospedador puede ser un hongo - tal como un hongo filamentoso. Ejemplos de hospedadores 
adecuados de éstos incluyen cualquier miembro que pertenezca a los géneros Thermomyces, Acremonium, 
Aspergillus, Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y similares. 5 
 
Se revisan contenidos sobre la transformación de hongos filamentosos en el documento US-A-5741665 que expone 
que las técnicas convencionales para la transformación de hongos filamentosos y el cultivo de los hongos son bien 
conocidas en la técnica. Se encuentra una revisión extensiva de las técnicas aplicadas a N. crassa, por ejemplo, en 
Davis y de Serres, Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143. 10 
 
Se revisan contenidos adicionales sobre transformación de hongos filamentosos en el documento US-A-5674707. 
 
En un aspecto, el organismo hospedador puede ser del género Aspergillus, tal como Aspergillus niger.  
 15 
Un Aspergillus transgénico de acuerdo con la presente invención también puede prepararse siguiendo, por ejemplo, 
los contenidos de Turner G. 1994 (Vectors for genetic manipulation. En: Martinelli S.D., Kingdom J.R. (Editores) 
Aspergillus: 50 years on. Progress in industrial microbiology vol. 29, Elsevier Amsterdam 1994, pág. 641-666). La 
expresión génica en hongos filamentosos se ha revisado en Punt et al. (2002) Trends Biotechnol 2002, Mayo; 
20(5):200-6, Archer & Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17(4):273-306. 20 
 
LEVADURAS TRANSFORMADAS 
 
En otra realización, el organismo transgénico puede ser una levadura. 
 25 
Se proporciona una revisión de los principios de expresión génica heteróloga en levaduras en, por ejemplo, Methods 
Mol Biol (1995), 49:341-54, y Curr Opin Biotechnol (1997) Oct; 8(5):554-60. 
 
A este respecto, las levaduras - tales como las especies Saccharomyces cereviseae o Pichia pastoris (véase FEMS 
Microbiol Rev (2000 24(1):45-66), pueden usarse como vehículo para la expresión génica heteróloga. 30 
 
Se da una revisión de los principios de expresión génica heteróloga en Saccharomyces cerevisiae y la secreción de 
productos génicos 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.). 
 35 
Para la transformación de levaduras, se han desarrollado varios protocolos de transformación. Por ejemplo, puede 
prepararse una Saccharomyces transgénica de acuerdo con la presente invención siguiendo los contenidos 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). 
 40 
Las células transformadas de levadura pueden seleccionarse usando diversos marcadores selectivos - tales como 
marcadores auxotróficos, marcadores dominantes de resistencia a antibióticos. 
 
PLANTAS/CÉLULAS VEGETALES TRANSFORMADAS 
 45 
Un organismo hospedador adecuado para la presente invención puede ser una planta. Puede encontrarse una 
revisión de los contenidos generales en 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). 
 
CULTIVO Y PRODUCCIÓN 50 
 
Las células hospedadoras transformadas con la secuencia de nucleótidos de la presente invención pueden 
cultivarse en condiciones conductoras a la producción de la enzima codificada y que faciliten la recuperación de la 
enzima desde las células y/o el medio de cultivo. 
 55 
El medio usado para cultivar las células puede ser cualquier medio convencional adecuado para cultivar la célula 
hospedadora en cuestión y obtener la expresión de la enzima. 
 
La proteína producida por una célula recombinante puede presentarse sobre la superficie de la célula. 
 60 
La enzima puede secretarse desde las células hospedadoras y puede recuperarse convenientemente desde el 
medio de cultivo usando procedimientos bien conocidos. 
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SECRECIÓN 
 
A menudo, es deseable que la enzima se secrete desde el hospedador de expresión al medio de cultivo desde 
donde la enzima puede recuperarse más fácilmente. De acuerdo con la presente invención, la secuencia líder de 
secreción puede seleccionarse en base al hospedador de expresión deseado. También pueden usarse secuencias 5 
señal híbridas con el contexto de la presente invención. 
 
Ejemplos típicos de secuencias líder de secreción heterólogas son aquellas que se originan a partir del gen de la 
amiloglucosidasa (AG) fúngica (glaA - versiones tanto de 18 como de 24 aminoácidos por ejemplo de Aspergillus), el 
gen del a-factor (levaduras por ejemplo Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen de la α-amilasa 10 
(Bacillus). 
 
A modo de ejemplo, se revisa la secreción de proteínas heterólogas en E. coli en Methods Enzymol (1990) 182:132-
43. 
 15 
DETECCIÓN 
 
Se conoce en la técnica una diversidad de protocolos para detectar y medir la expresión de la secuencia de 
aminoácidos. Ejemplos incluyen ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) y 
clasificación de células activadas fluorescentes (FACS). 20 
 
Los especialistas en la técnica conocen una amplia diversidad de marcadores y técnicas de conjugación y pueden 
usarse en diversos ensayos de ácido nucleico y aminoácidos. 
 
Varias compañías tales como Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI), y US Biochemical Corp 25 
(Cleveland, OH) suministran kits comerciales y protocolos para estos procedimientos. 
 
Las moléculas indicadoras o marcadores adecuados incluyen aquellos radionúclidos, enzimas, agentes 
fluorescentes, quimioluminiscentes, o cromogénicos así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas 
magnéticas y similares. Las patentes que muestran el uso de dichos marcadores incluyen US-A-3.817.837; US-A-30 
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. 
 
Además, pueden producirse inmunoglobulinas recombinantes como se muestra en el documento US-A-4.816.567. 
 
PROTEÍNAS DE FUSIÓN 35 
 
La secuencia de aminoácidos para su uso de acuerdo con la presente invención puede producirse como una 
proteína de fusión, por ejemplo para ayudar en la extracción y purificación. Ejemplos de compañeros de proteínas de 
fusión incluyen glutatión-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unión a ADN y/o activación transcripcional) 
y (β-galactosidasa). También puede ser conveniente incluir un sitio de escisión proteolítica entre el compañero de 40 
proteínas de fusión y la secuencia proteica de interés para permitir la eliminación de secuencias de proteína de 
fusión. 
 
Preferiblemente, la proteína de fusión no impedirá la actividad de la secuencia proteica. 
 45 
Los sistemas de expresión de fusión génica en E. coli se han revisado en Curr Opin Biotechnol (1995) 6(5):501-6.  
 
En otra realización de la invención, la secuencia de aminoácidos puede ligarse a una secuencia heteróloga para 
codificar una proteína de fusión. Por ejemplo, para seleccionar bibliotecas de péptidos para agentes capaces de 
afectar a la actividad de la sustancia, puede ser útil codificar una sustancia quimérica que exprese un epítopo 50 
heterólogo que se reconoce por un anticuerpo disponible en el mercado. 
 
APLICACIÓN A GRAN ESCALA 
 
En una realización preferida de la presente invención, la secuencia de aminoácidos se usa para aplicaciones a gran 55 
escala. 
 
Preferiblemente la secuencia de aminoácidos se produje en una cantidad de 1 g por litro a aproximadamente 2 g por 
litro del volumen total de cultivo celular después de cultivo del organismo hospedador. 
 60 
Preferiblemente la secuencia de aminoácidos se produce en una cantidad de 100 mg por litro a aproximadamente 
900 mg por litro del volumen total de cultivo celular después de cultivo del organismo hospedador. 
 
Preferiblemente la secuencia de aminoácidos se produce en una cantidad de 250 mg por litro a aproximadamente 
500 mg por litro del volumen total de cultivo celular después de cultivo del organismo hospedador. 65 
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ALIMENTOS 
 
La composición de la presente invención puede usarse como - o en la preparación de - un alimento. Aquí, el término 
"alimento" se usa en un sentido amplio - y cubre alimentos para seres humanos así como alimentos para animales 
(es decir piensos). En un aspecto preferido, el alimento es para consumo humano. 5 
 
El alimento puede estar en forma de una solución o en forma de un sólido - dependiendo del uso y/o el modo de 
aplicación y/o el modo de administración. 
 
INGREDIENTES DE ALIMENTOS 10 
 
La composición de la presente invención puede usarse como un ingrediente de alimentos. 
 
Como se usa en este documento la expresión "ingrediente de alimentos" incluye una formulación, que se añade o 
puede añadirse a alimentos funcionales o productos alimenticios e incluye formulaciones que pueden usarse a bajos 15 
niveles en una amplia diversidad de productos que requieren, por ejemplo, acidificación o emulsión. 
 
El ingrediente de alimentos puede estar en forma de una solución o en forma de un sólido - dependiendo del uso y/o 
el modo de aplicación y/o el modo de administración. 
 20 
PRODUCTOS ALIMENTICIOS 
 
La composición de la presente invención puede usarse en la preparación de productos alimenticios tales como uno o 
más de: productos de confitería, productos lácteos, productos cárnicos, productos de avicultura, productos 
pesqueros y productos de panadería.  25 
 
La presente invención también proporciona un método para preparar un alimento o un ingrediente de alimentos, 
comprendiendo el método mezclar una enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención con otro ingrediente 
de alimentos. 
 30 
Se presentan aspectos preferibles adicionales en las reivindicaciones adjuntas y en las siguientes Figuras y 
ejemplos. 
 
 La Figura 1 muestra el fragmento de PCR SEC ID Nº 1, que es un polinucleótido parcial que no codifica enzima; 

esta secuencia es un gen de ARN ribosómico 16S ampliamente usado para comparaciones taxonómicas; 35 
 
 La Figura 2 muestra el Fragmento de PCR SEC ID Nº 2, que es un polinucleótido parcial que no codifica enzima; 

esta secuencia es un gen de ARN ribosómico 16S ampliamente usado para comparaciones taxonómicas; 
 
 La Figura 3 muestra un polinucleótido que codifica una enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención 40 

(SEC ID Nº 3); 
 
 La Figura 4 muestra una secuencia de aminoácidos de una enzima lipolítica de acuerdo con la presente 

invención (SEC ID Nº 4); 
 45 
 La Figura 5 muestra la estructura de los vectores de expresión de enzima lipolítica pGTK(L131) y pET11(131-51); 
 
 La Figura 6 muestra un gráfico del efecto de una enzima lipolítica de Streptomyces sp. L130 sobre 

digalactosildiglicérido en masa; 
 50 
 La Figura 7 muestra en forma gráfica el efecto de una enzima lipolítica de Streptomyces sp. L131 sobre 

digalactosildiglicérido en masa; 
 
 La Figura 8 muestra en forma gráfica el efecto de una enzima lipolítica de Streptomyces sobre triglicérido en 

masa; 55 
 
 La Figura 9 muestra el perfil de pH de la enzima lipolítica obtenida de Streptomyces sp. L131 sobre sustrato 

galactolipídico; 
 
 La Figura 10 muestra una placa de TLC de lípidos extraídos de masa tratada con una enzima lipolítica de 60 

Streptomyces expresada en E. coli marcada nº 236; Carril 1 = control; Carril = nº 236, 0,225PLU-7/g harina; Carril 
3 = nº 236, 0,45 PLU-7/g harina; Carril 4 = nº 236, 0,675 PLU-7/g harina; Carril 5 = material de referencia DGDG. 

 
 La Figura 11 muestra la construcción del vector de expresión pRX487 a partir de pUC18 (L131R) y pIJ48; 
 65 
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 La Figura 12 muestra en forma gráfica el efecto de la temperatura sobre la estabilidad y actividad de una enzima 
lipolítica de Streptomyces sp L131; 

 
 La Figura 13 muestra en forma gráfica las especificidades de sustrato de galactolipasas de Streptomyces sp 

L131, Streptomyces avermitilis, Corynebacterium efficiens y Thermobifida fusca; 5 
 
 La Figura 14 muestra la estructura de un vector de expresión pCB5(TF) para la expresión de lipasa de 

Thermobifida fusca en C. glutamicum; 
 
 La Figura 15 muestra una alineación de secuencia de L131 y homólogos de S. avermitilis y T. fusca; 10 
 
 La Figura 16 muestra una placa de HPTLC de productos de reacción del tratamiento enzimático de muestras de 

aceite de soja crudo. Carril 1 = control Carril 2 = 99% de aceite crudo y 1% de K371 10% en agua Carril 3 = 98% 
de aceite crudo y 2% de K371 10% en agua Carril 4 = 97% de aceite crudo y 3% de K371 10% en agua Carril 5 = 
99,7% de aceite crudo y 0,3% de Lecitase Ultra™ nº 3108 1% en agua Carril 6 = 99% de aceite crudo, 0,3% de 15 
Lecitase Ultra™ nº 3108 1% en agua y 0,7% de agua. Como referencia se analiza fosfatidilcolina (PC); y 

 
 La Figura 17 muestra una placa de HPTLC de productos de reacción del tratamiento enzimático de muestras de 

aceite de soja crudo. Carril 1 = control Carril 2 = 99% de aceite crudo y 1% de K371 10% en agua Carril 3 = 98% 
de aceite crudo y 2% de K371 10% en agua Carril 4 = 97% de aceite crudo y 3% de K371 10% en agua Carril 5 = 20 
99,7% de aceite crudo y 0,3% de Lecitase Ultra nº 3108 1% en agua Carril 6 = 99% de aceite crudo, 0,3% de 
Lecitase Ultra™ nº 3108 1% en agua y 0,7% de agua, junto con carriles de referencia de éster de colesterol, 
monoglicérido, diglicérido, triglicérido y esterol vegetal. 

 
Ejemplo 1: Identificación de una cepa bacteriana que produce galactolipasa. 25 
 
Se aislaron dos cepas microbianas con un fenotipo similar codificado L130 y L131 de tierra recogida en el sur de 
Finlandia. Los genes de ARN 16S de estos dos cepas se amplificaron por PCR convencional usando los cebadores 
oligonucleotídicos 536f (CAGCMGCCGCGGTAATWC) y 1392r (ACGGGCGGTGTGTRC). Los fragmentos de PCR 
resultantes se secuenciaron parcialmente. Las SEC ID Nº 1 y 2 son polinucleótidos no codificantes de enzima. Estas 30 
secuencias son genes de ARN ribosómico 16S ampliamente usados para comparaciones taxonómicas. Se 
descubrió que la SEC ID Nº 1 y SEC ID Nº 2 tienen una alta similitud. Las secuencias después se compararon con 
las secuencias génicas de ARN 16S en GenBank. Para ambos aislados la mayor homología (97%) se observó con 
la secuencia de un gen de ARN 16S de Streptomyces thermosacchari. Por tanto, las cepas se llamaron 
Streptomyces sp. L130 y Streptomyces sp. L131. 35 
 
Ejemplo 2: Preparación de muestras de enzima lipolítica (galactolipasa) de las cepas Streptomyces sp. L130 y 
L131. 
 
Se inocularon 0,5 l de medio LB con Streptomyces L130 y se cultivaron en un agitador rotatorio a 200 rpm y 30ºC 40 
durante 2 días. Este cultivo se usó como inóculo para un fermentador de 10 l que contenía el mismo medio. El 
cultivo se continuó durante 3 días a 30ºC, 600 rpm de velocidad de agitación y 0,5 v/v de aireación. El caldo de 
fermentación se aclaró por centrifugación (15 min a 5000 rpm) y se añadió Triton X-100 hasta concentración final del 
0,1%. La solución se concentró usando la celda de ultrafiltración Vivaflow 200 (Vivascience AG, Hannover, 
Alemania) hasta 300 ml. El concentrado se dializó frente a 10 l de tampón Tris HCl 20 mM, pH 7 que contenía CaCl2 45 
2 mM y MgCl2 2 mM seguido de diálisis frente a 0,5 l de glicerol al 85%. Las preparaciones resultantes contenían 90 
U de ensayo de actividad galactolipasa como se ha definido anteriormente (GLU-7). La cepa Streptomyces L131 se 
cultivó en las mismas condiciones y su caldo de cultivo se concentró por el mismo procedimiento. La preparación de 
galactolipasa resultante contenía 70 U de actividad. 
 50 
Ejemplo 3 - Experimentos de horneado 
 
Las galactolipasas de los aislados bacterianos L130 y L131 indicaron una alta actividad sobre sustratos lipídicos 
polares, galactolípidos (DGDG) y fosfolípidos, (actividad galactolipasa y fosfolipasa), equivalente a la de una lipasa 
de Fusarium oxisporum (Lipopan F™ Novozymes A/S Dinamarca): sin embargo, se descubrió que la galactolipasa 55 
de los aislados bacterianos L130 y L131 (es decir la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención) no tenía 
actividad significativa de triglicéridos. Esto contrasta agudamente con la actividad lipasa de Fusarium oxisporum - 
LipopanF™. 
 
Las enzimas lipolíticas de los aislados bacterianos L130 y L131 se prepararon como se ha descrito en el Ejemplo 2 y 60 
se analizaron para la caracterización de su actividad sobre glucolípidos, fosfolípidos y triglicéridos, ambos en 
condiciones convencionales de ensayo y dentro de una masa. 
 
Experimentos de horneado a pequeña escala y un sistema de masa modelo. Ambas enzimas son muy activas sobre 
galactolípidos en harina. 65 
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Materiales y métodos 
 
Se prepararon tres muestras de cada enzima como en el Ejemplo 3. Cada muestra se marcó como se muestra en la 
tabla 1: 
 5 

Tabla 1 
ID Organismo Marca GLU-7 PLU-7 
180 Streptomyces spp L 130 A Enzima lipolítica 0,58 PLU/ml 0,95 1,31 
181 Streptomyces spp L 130 B Enzima lipolítica 0,44 PLU/ml. 0,91 1,31 
182 Streptomyces spp L 130 C Enzima lipolítica 1,8 PLU/ml. 1,21 1,53 
183 Streptomyces spp L 131 A Enzima lipolítica 0,54 PLU/ml. 0,63 1,29 
184 Streptomyces spp L 131 B Enzima lipolítica 0,64 PLU/ml. 0,84 1,16 
185 Streptomyces spp L 131 C Enzima lipolítica 0,85 PLU/ml. 1,35 1,17 

 
La actividad fosfolipasa y galactolipasa de las enzimas se evaluó usando el ensayo de actividad fosfolipasa (PLU-7) 
y el ensayo de actividad galactolipasa (GLU-7) mencionados anteriormente en este documento. 
 
Experimento de suspensión de masa  10 
 
Se cambiaron de escala 0,8 gramos de harina de trigo en un tubo de centrífuga de 12 ml con tapa. Se añadieron 1,5 
ml de agua que contenía la enzima. La muestra se mezcló en un Whirley y se colocó en un armario de calentamiento 
a 30ºC durante 60 minutos. Se añadieron 6 ml de n-Butanol:Etanol 9:1, y la muestra se mezcló de nuevo hasta que 
la harina se distribuyó finamente en el disolvente. Los tubos se colocaron en un baño de agua a 95ºC durante 10 15 
minutos. Después se mezclaron de nuevo y se colocaron en un dispositivo de rotación 45 rpm, durante 45 minutos.  
 
La muestra después se centrifugó a 2000 g durante 10 minutos. Y se transfirieron 2 ml de sobrenadante a un frasco 
de vidrio dram de 10 ml. El disolvente se evaporó a 70ºC bajo una corriente de nitrógeno.  
 20 
Los lípidos aislados se analizaron por GLC. 
 
Cromatografía de gases 
 
Cromatógrafo de gases capilar Perkin Elmer 8420 equipado con columna de sílice condensada WCOT de 12,5 m x 25 
0,25 mm DI x 0,1 mm de fenil-metil-silicona al 5% (CP Sil 8 CB de Crompack). 
 
    Vehículo: Helio. 
    Inyección: 1,5 ml con división. 
    Detector: FID. 385ºC. 30 
    Programa de horno:     1  2  3  4 
    Temperatura del horno [ºC]   80  200 240 360 
    Isotérmica, tiempo [min]    2  0  0  10 
    Tasa de temperatura [ºC/min]  20  10  12 
 35 
Preparación de la muestra: El lípido extraído de 0,2 gramos de harina se disolvió en 2 ml de heptano:piridina 2:1 que 
contenía un patrón interno heptadecano, 2 mg/ml. Se transfirieron 500 µl de la muestra a un vial ondulado. Se 
añadieron 100 µl de MSTFA (N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetamida) y la reacción se incubó durante 15 minutos a 
90ºC.  
 40 
Cálculo: Los factores de respuesta para monoglicéridos, diglicéridos, triglicéridos, ácido graso libre y galactolípidos 
se determinaron a partir de mezclas de referencia de estos componentes. En base a estos factores de respuesta se 
calcularon los lípidos en la masa. 
 
Resultados 45 
 
Las muestras de enzima de Streptomyces se analizaron para la actividad fosfolipasa y galactolipasa con resultados 
mostrados en la tabla 2. También se calculó la proporción de actividad PLU-7/GLU-7. La proporción media para las 
muestras fue 1,4, pero con alguna desviación en algunas de las muestras, que podría explicarse por desviaciones 
analíticas. 50 
 

Tabla 2 
Muestra ID Organismo GLU-7 PLU-7 Proporción PLU-7/GLU-7 
180 L 130 A 0,95 1,31 1,4 
181 L 130 B 0,91 1,31 1,4 
182 L 130 C 1,21 1,53 1,3 
183 L 131 A 0,63 1,29 2,0 
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Muestra ID Organismo GLU-7 PLU-7 Proporción PLU-7/GLU-7 
184 L 131 B 0,84 1,16 1,4 
185 L 131 C 1,35 1,17 0,9 

 
Experimento de masa 
 
La actividad de la enzima sobre lípidos de trigo se ensayó en el experimento de suspensión de masa como se ha 5 
mencionado en materiales y métodos. Los lípidos aislados de la masa se analizaron por GLC como se muestra en la 
tabla 3. 
 

Tabla 3. Análisis GLC de lípidos de masa (% basado en peso de harina). FFA= ácidos grasos libres. 
MGMG=monogalactosilmonoglicérido. DGMG=digalactosildiglicérido. MGDG=monogalactosildiglicérido. 

DGDG=digalactosildiglicérido. TRI= triglicérido. 

Muestra 
Dosificación 
de enzima  

      

ID PLU/g harina FFA MGMG DGMG MGDG DGMG TRI 
185 0,105 0,1642 0,0042 0,0380 0,0345 0,1520 0,5515 
185 0,263 0,1687 0,0130 0,0670 0,0239 0,0941 0,5470 
185 0,526 0,2096 0,0121 0,0664 0,0158 0,0617 0,5460 
185 1,05 0,2597 0,0036 0,0546 0,0068 0,0303 0,5301 
182 0,097 0,1542 0,0051 0,0563 0,0313 0,1148 0,5475 
182 0,244 0,1687 0,0159 0,0785 0,0200 0,0566 0,5280 
182 0,488 0,2095 0,0055 0,0646 0,0098 0,0219 0,5418 
182 0,976 0,2581 0,0092 0,0439 0,0043 0,0045 0,5579 
Control 0 0,1529 0,0006 0,0188 0,0440 0,1443 0,5054 
Lipopan 
F™ 

1,47 0,23 0,03 0,10 0,01 0,07 0,44 

 
Los resultados de la tabla 3 y tabla 4 confirman que las enzimas aisladas en el sobrenadante de fermentación de 10 
Streptomyces sp L130 y L131 son muy activas sobre galactolípidos en una masa. Los diésteres DGDG y MGDG se 
hidrolizan en los correspondientes monoésteres DGMG y MGMG. Los resultados también se ilustran de forma 
gráfica en las Figuras 6 y 7. Estos resultados confirman que ambas enzimas son muy activas a baja dosificación de 
0-0,2 Unidades/g de harina y se produce la correspondiente cantidad de monoéster. A mayor dosificación de 0,4-1 
Unidades/gramo de harina, el DGDG se degrada adicionalmente pero también se observa algo de hidrólisis de los 15 
monoésteres. Esto puede indicar que las enzimas no son específicas para la posición del ácido graso en la molécula 
de galactolípido. 
 
La actividad de las enzimas sobre triglicérido, como se ilustra en la Figura 8, es casi inexistente. Por lo tanto se 
concluye que las enzimas ensayadas no tienen efecto significativo sobre triglicérido. Esto también está en acuerdo 20 
con algunos experimentos realizados sobre tributirina como sustrato, donde no se observó actividad. 
 
SUMARIO 
 
Se aisló una enzima lipolítica en el sobrenadante de fermentación de Streptomyces sp. 25 
 
Se descubrió que la enzima lipolítica tenía actividad tanto fosfolipasa como galactolipasa, pero no actividad 
significativa sobre triglicéridos. La proporción de actividad fosfolipasa:galactolipasa fue aprox. 1,4 para las muestras 
ensayadas. 
 30 
Los experimentos de suspensión de masa confirman que las enzimas eran activas sobre galactolípidos en la harina. 
Las enzimas eran activas en masa a una dosificación muy baja de 0-0,2 Unidades/g de harina. Fosfolipasas 
comerciales como Lipopan F™ (Novozymes A/S, Dinamarca) tienen que dosificarse en dosificación 3-4 veces mayor 
para obtener el mismo efecto sobre galactolípidos. Los experimentos de suspensión de masa también confirmaron 
que las enzimas de Streptomyces sp. no tenían actividad medible sobre triglicéridos. 35 
 
Ejemplo 4: Clonación del gen de la enzima lipolítica de Streptomyces sp. L131. 
 
Se aisló el ADN cromosómico de Streptomyces sp. L131 usando una modificación de un método convencional. Las 
bacterias se cultivaron en un agitador rotatorio en medio LB a 30ºC y alta aireación (100 ml de medio por matraz con 40 
deflectores de 0,5 l, 200 rpm) hasta temprana fase estacionaria. Del cultivo bacteriano de 500 ml se recogieron 
células con centrifugación y se lavaron una vez con tampón de lisis (glucosa 550 mM, Tris 100 mM, EDTA 2 mM, pH 
8,0). 
 

E05773820
09-06-2015ES 2 539 006 T3

 



37 

El sedimento celular se re-suspendió en 10 ml de tampón de lisis y se añadió lisozima hasta 1 mg/ml. Las células se 
incubaron a 37ºC durante al menos 15 min. El progreso de la digestión con lisozima fue seguido por la transferencia 
de alícuotas de suspensión bacteriana en solución de SDS al 1% y medición de la absorción de la mezcla resultante 
a 600 nm. La cantidad de lisozima y el tiempo de incubación se ajustaron de modo que al menos el 70-90% de todas 
las células se lisaran, evidenciado por la disminución en A600. En este punto temporal, se añadió SDS a la 5 
suspensión bacteriana hasta el 1% y proteinasa K hasta 0,1 mg/ml. La suspensión se incubó a 56ºC durante 30 min 
seguido de extracciones con fenol y cloroformo. Después de la extracción con cloroformo, se precipitó el ADN con 
acetato sódico (concentración final 0,5 M) e isopropanol (0,6 vol/vol) y el sedimento de ADN se lavó con etanol al 
70%, se secó al vacío y se disolvió en tampón TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) que contenía RNasa A (0,01 mg/ml). 
 10 
El ADN se digirió parcialmente con endonucleasa de restricción Sau3A y los hidrolizados se fraccionaron en un gel 
de agarosa al 0,8%. La fracción de 3-10 kb de Sau3A se aisló de los geles de agarosa por electroelución. Esta 
preparación de ADN se usó para construir una biblioteca génica usando el kit de clonación de Stratagene (LaJolla, 
EEUU) ZAP Express/Predigested Vector/Gi-gapack (producto nº 239615). El ligamiento, compactación, amplificación 
de la biblioteca y su conversión a la forma de fagómido se realizaron de acuerdo con los protocolos proporcionados 15 
por Stratagene. La forma plasmídica de la biblioteca génica resultante se seleccionó sobre placas indicadoras 
preparadas del siguiente modo. Se colocaron 80 ml de agar LB estéril que contenía 25 mg/l de kanamicina en cada 
placa Petri de 15 cm y se dejó solidificar. Posteriormente, se añadió la capa de agar superior de 10 ml que contenía 
DGDG al 0,5% y Safranina O al 0,0005%. La biblioteca génica se sembró a una densidad de aproximadamente 5000 
colonias por placa de 15 cm. Las placas se incubaron a 37ºC durante 24 h seguido de una incubación de cuatro días 20 
a temperatura ambiente. Se seleccionó un clon que formaba un halo rojo en la placa indicadora de la biblioteca y se 
purificó por clonación en una nueva placa indicadora.  
 
El plásmido aislado de este clon (llamado pBK(L131)) se usó para re-transformar E. coli cepa XL1-Blue MRF' para 
resistencia a kanamicina. Todos estos transformantes presentaban genotipo galactolipasa-positivo. pBK(L131) 25 
contenía un inserto de aproximadamente 7,5 kb. Este inserto se secuenció. Se encontró que una región secuenciada 
(SEC ID Nº 3) contenía una fase de lectura abierta que codificaba una proteína (SEC ID Nº 4) que mostraba 
homología con una lipasa conocida de Streptomyces rimosus. Esta lipasa, un miembro de la llamada familia GDSX 
de lipasas/esterases/acil transferasas se conoce solamente por ser capaz de hidrolizar lípidos neutros y sustratos 
artificiales de lipasa. 30 
 
Se construyó una serie de deleciones y sub-clones del inserto original y se ensayó para la actividad galactolipasa. 
Se descubrió que el derivado de deleción que portaba el fragmento EcoRI - SacI de 3 kb del inserto original aún 
retiene la actividad DGDGsa completa. Estos datos se correlacionaban bien con los resultados del ADN parcial. Un 
área demostró homología a lipasas conocidas. Esta área se secuenciación posteriormente de forma completa. La 35 
comparación de esta secuencia con GenBank reveló que el homólogo más cercano (58,5%) de la galactolipasa L131 
que se ha caracterizado bioquímicamente es una lipasa de S. rimosus, y se identificó como una lípido:acil 
transferasa en el documento WO04/064987 y el documento WO04/064537. 
 
Expresión de galactolipasa L131 en E. coli 40 
 
El sistema pET convencional, en que el gen está bajo el control del promotor del fago T7, se usó para expresar la 
galactolipasa L131 en E. coli. 
 
Expresión de galactolipasa L131 en Streptomyces lividans 45 
 
El vector lanzadera pRX487-5 (Figura 11) (derivado de pIJ4987: Kieser T. et al. Practical Streptomyces genetics. 
The John Innes Foundation, Crowes, Norwich, Inglaterra (2000)) usado para la expresión de galactolipasa L131 en 
S. lividans combina el plásmido de E. coli pUC18 y el plásmido de S. lividans IJ487. En pRX487-5, se coloca el 
promotor lac de pUC18 cadena arriba del gen de la kanamicina fosfotransferasa sin promotor de pIJ487. De hecho, 50 
el plásmido transformó E. coli no solamente para ampicilina sino también para al menos un bajo nivel (5 mg/l) de 
resistencia a kanamicina. El vector contiene el fragmento EcoRI-XbaI no modificado del ADN cromosómico de S. 
thermosacchari que comprende la secuencia codificante completa del gen de la galactolipasa, aproximadamente 160 
pb de secuencia no codificante cadena arriba y 420 pb de secuencia no codificante cadena abajo. Todos los 
transformantes presentaron niveles similares de actividad galactolipasa juzgados por la formación de halo en placas 55 
indicadoras. Asimismo, cuando se cultivaba S. lividans que porta pRX487-5 a un nivel de 10 l y se clonaba el cultivo 
resultante en placas indicadoras, todos los clones parecían producir cantidades iguales de actividad galactolipasa. 
En cultivos pequeños de matraz en agitación inoculados por células vegetales directamente de placas, los 
transformantes típicamente producían aproximadamente 10-20 mU/ml de actividad galactolipasa después de 3 días 
de cultivo. Cuando se inoculaban cultivos de matraz en agitación con esporas de S. lividans recombinante, se 60 
midieron actividades galactolipasa mayores (aproximadamente 30 mU/ml), lo que se correlaciona con mayor 
acumulación de biomasa. En un experimento donde se cultivó S. lividans que porta pRX487-5 en fermentado en 
condiciones de alta aireación y modo de alimentación por lotes (véase material y métodos para los detalles) la 
acumulación de biomasa alcanzó 170 g/l (peso húmedo). Por consiguiente, se detectó actividad galactolipasa mucho 
mayor - aproximadamente 1 U/ml. 65 
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Propiedades bioquímicas de L131 
 
Se ensayaron algunas propiedades bioquímicas de L131. Se descubrió que el pH óptimo de la enzima era 
aproximadamente 6,5-7,5 (Figura 9). La enzima mostró actividad máxima hacia DGDG a una temperatura ~50ºC. 
Por encima de esta temperatura sucedía inactivación, pero no bruscamente, y después de 20 min de incubación en 5 
90ºC, se detectó ~10% de actividad residual (Figura 12). 
 
Ejemplo 5: Expresión de enzima lipolítica de Streptomyces L131 de acuerdo con el gen de la presente invención en 
E. coli 
 10 
La fase de lectura abierta de pBK(L131) que codifica la presunta enzima lipolítica de acuerdo con la presente 
invención se amplificó por PCR usando los cebadores oL131-5 
(GGTGAATTCATGAGATTGACCCGATCCCTGTCGG, cebador con sentido) y oL131-3 
(ACTTCTAGAGCGGCGCCACCGTGACGTACA, cebador antisentido). El fragmento de ADN amplificado se digirió 
con EcoRI y XbaI y se clonó en un vector lanzadera de B. subtilis - E. coli pGTK44. Este vector se ha construido 15 
sustituyendo el fragmento SalI-EcoRI del plásmido pGTK44 (Povelainen et al., Biochem J. 371, 191-197 (2003)) que 
contiene el promotor degQ36 con el fragmento EcoRI-SalI de pGT44 (Kerovuo J. et al. Biotechnology Letters 22, 
1311-1317 (2000)).  
 
La actividad galactolipasa se detectó en E. coli transformado con el plásmido resultante pGTK44(L131) (Figura 5) 20 
usando placas indicadoras. Los transformantes de control (que contenían el plásmido precursor pGTK44) eran 
galactolipasa-negativos. Por tanto, la secuencia proteica representada por la SEC ID Nº 4 de hecho posee actividad 
galactolipasa. El mismo par de cebadores amplificó un fragmento del mismo tamaño (por electroforesis en gel de 
agarosa) con ADN cromosómico de Streptomyces sp. L130 que confirma adicionalmente las observaciones previas 
acerca de la estrecha similitud de las dos cepas aisladas y sus genes de galactolipasa.  25 
 
Para la expresión en E. coli bajo el control del promotor del fago T7, se amplificó la región codificante de 
galactolipasa deducida por PCR usando ADN cromosómico de Streptomyces sp. L131 como molde y los dos 
cebadores oligonucleotídicos (oL131-51 GGTCATGCTAGCATGAGATTGACCCGATCCCTGTCGG y oL131-31 
GCATGGATCCGCGGCGCCACCGTGACGTACA). El producto de PCR se digirió con NheI y BamHI y se ligó con el 30 
vector pET11a (Novagen, EEUU) digerido con las mismas endonucleasas de restricción. La mezcla de ligamiento se 
usó para transformar la cepa de E. coli XL-Blue1 MRF' y se aislaron 12 diferentes clones plasmídicos con patrones 
de restricción correspondientes a la estructura de pET11(131-51) (Fig. 4). Cada clon plasmídico se usó para 
transformar por separado la cepa de E. coli BL21(DE3) y los transformantes resultantes se cultivaron en LB-
ampicilina que contenía capa indicadora de actividad galactolipasa (Ejemplo 4). La mayoría de los clones no 35 
expresaron galactolipasa activa. Uno clon (pET11(131-51)-12) se seleccionó como fuente de galactolipasa 
recombinante para posterior caracterización. 
 
La enzima expresada en E. coli (marcada nº 236) se analizó y se descubrió que tenía: 0,33 GLU/ml y 0,36 PLU/ml, 
cuando se analizó usando el ensayo GLU-7 y el ensayo PLU-7 mostrados en este documento. 40 
 
En cultivo líquido E. coli BL21(DE3) expresó aproximadamente 2 mU/ml de actividad galactolipasa después de 40 h 
de cultivo en caldo LB-ampicilina (37ºC, 200 rpm de agitación). Esencialmente toda la actividad se encontró en el 
caldo de cultivo. No se detectó actividad galactolipasa en E. coli BL21(DE3) transformada con pET11a (Novagen, 
EEUU) y cultivada en las mismas condiciones. 45 
 
Se concentraron aproximadamente cuatro litros de cultivo en caldo de cultivo que contenía galactolipasa en un 
evaporador rotatorio a aproximadamente 300 ml y se dializó frente a 15 l de tampón Tris HCl 20 mM, pH 7 que 
contenía CaCl2 2 mM y MgCl2 2 mM. El material dializado se concentró de nuevo en un evaporador rotatorio a 
aproximadamente 30 ml y se dializó frente a 2 l de glicerol al 50%. La preparación resultante (18 ml) contenía 50 
aproximadamente 100 mU/ml de actividad galactolipasa. 
 
La enzima expresada en E. coli (marcada nº 236) también se ensayó en masa. Se observó alta actividad sobre 
galactolípidos en masa como puede observarse a partir de la Figura 10, que muestra una palca de TLC. 
 55 
Ejemplo 6: Expresión de la enzima lipolítica de acuerdo con el gen de la presente invención de Streptomyces sp. 
L131 en diferentes hospedadores. 
 
La construcción del vector pGTK44(L131) se ha resumido en el Ejemplo 5. Además de E. coli, este vector puede 
usarse para producir enzima lipolítica de Streptomyces L131 de acuerdo con la presente invención en Bacillus. Usar 60 
este vector es solamente uno de los muchos posibles modos de expresar la enzima lipolítica L131 de acuerdo con la 
presente invención en Bacillus. Por ejemplo, puede remplazarse el promotor pst empleado en pGTK44(L131) por 
cualquier otro promotor constitutivo o regulado fuerte activo en Bacillus. Muchos de estos promotores son conocidos 
en la técnica. Por ejemplo, el promotor degQ36 (Yang M et al. J. Bacteriol. 166, 113-119 (1986)), el promotor cdd, 
también conocido como p43 (Wang PZ, Doi RH. J. Biol. Chem. 259, 8619-8625 (1984), promotores de amilasa o 65 
proteasa neutra etc. Además de pGTK44(L131) y otros vectores de Bacillus basados en el replicón pTZ12 (Aoki T. et 
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al., Mol. Gen. Genet. 208, 348-352 (1987)) puede usarse cualquier otro vector plasmídico (por ejemplo, pUB110, 
Gryczan TJ et al. J. Bacteriol. 134, 318-29 (1978) y sus derivados). 
 
Otros hospedadores preferidos para la expresión de la enzima lipolítica de Streptomyces L131 de acuerdo con el 
gen de la presente invención son bacterias Gram positivas de alto GC, en particular, Streptomyces, (por ejemplo, S. 5 
lividans, S. coelicolor, S. griseus, S. natalensis, S. rubiginosus, S. olivaceus, S. olivochromogenes, S. violaceoruber), 
En dichos hospedadores, la enzima lipolítica de acuerdo con el gen de la presente invención puede introducirse bajo 
su propio promotor en un vector multi-copia (por ejemplo, usando derivados de pIJ110 tales como pU486, Ward et 
al. Mol. Gen. Genet. 203, 468-478 (1986)) o colocarse bajo el control de un promotor fuerte de Streptomyces, por 
ejemplo ermE* (Schmitt-John T, Engels JW. Appl. Microbiol. Biotechnol. 36, 493-498 (1992)) o el promotor de tipA 10 
inducible por tiostreptona (Kieser T et al. en Practical Streptomyces Genetics, pág. 386, The John Innes Foundation, 
Norwich RU (2000)). 
 
Además de hospedadores procariotas, el gen de la enzima lipolítica L131 puede expresarse en una de las muchas 
especies fúngicas adecuadas. En particular, son adecuadas levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, 15 
Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Hansenula polimorpha. En levaduras, el gen de la enzima lipolítica 
puede colocarse bajo el control de cualquiera de los promotores fuertes de levadura conocidos, tales como 
promotores glucolíticos (PGK, GDH, ENO etc.), promotores inducidos por privación de fosfato tales como PHO5, los 
promotores del metabolismo de etanol/metanol tales como el promotor ADH1 en S. cerevisiae o promotores 
inducibles por metanol en H. polimorpha o P. pastoris. 20 
 
Cuando se expresa el gen de la enzima lipolítica en cualquier hospedador, sería ventajosa la construcción de un gen 
sintético o semi-sintético que codifique la secuencia de la SEC ID 4. Asimismo, pueden diseñarse genes parcial o 
completamente sintéticos basados en secuencias disponibles a través de búsquedas de homología in silico como se 
ha explicado en el Ejemplo 4. Dichas secuencias pueden incorporar varias características útiles que están ausentes 25 
en genes de enzima lipolítica de tipo silvestre. Por ejemplo, la desviación de codones puede corregirse para 
corresponder mejor a las preferencias de codones de los hospedadores de expresión. Un caso especial de la 
corrección de desviación de codones útil para todos los hospedadores es convertir el codón de inicio GTG de la SEC 
ID Nº 3 en ATG. Otra modificación típica obvia para los especialistas en la técnica es intercambiar la secuencia señal 
nativa de Streptomyces de la enzima lipolítica L131 con una secuencia señal nativa de o que se sabe que es 30 
funcional en el hospedador de expresión elegido. 
 
Ejemplos previos de sistemas de expresión útiles para la enzima lipolítica L131 se centraron en el uso de vectores 
plasmídicos para la introducción del gen de la enzima lipolítica en el hospedador de expresión. Éste es, de hecho, el 
modo preferido para implementar la presente invención. Sin embargo, también es factible un enfoque alternativo 35 
para integrar el casete de expresión (incluyendo promotor, región codificante del gen de enzima lipolítica y un 
terminador de la transcripción opcional) en un cromosoma. En particular, sería eficaz la integración multi-copia del 
casete de expresión en el cromosoma del hospedador.  
 
Los hospedadores recombinantes que expresan el gen de la enzima lipolítica pueden mutarse, ventajosamente, para 40 
reducir el nivel de actividad proteasa en el caldo de cultivo. El cultivo de cualquiera de dichos hospedadores 
recombinantes puede realizarse en presencia de compuestos que estabilizan la enzima. Dichos compuestos pueden 
ser diversas proteínas (por ejemplo, caseína, peptona de albúmina sérica) o diferentes lípidos, lisolípidos o 
detergentes (por ejemplo, galactolípidos, mono- y diacilgliceroles o Triton X-100). 
 45 
Ejemplo 7 Actividad acil-transferasa de enzima lipolítica de Streptomyces L131 y sus derivados 
 
Algunas lipasas también pueden poseer actividad acil-transferasa. En particular, algunos miembros de la familia 
GDSX, por ejemplo, aciltransferasa de Aeromonas hydrophile (P10480) (mostrada en la solicitud internacional en 
trámite junto con la presente Nº PCT/IB2004/000655) tienen alta actividad acil-transferasa. Por tanto, puede 50 
predecirse que la enzima lipolítica de Streptomyces L131 tendrá también la actividad acil-transferasa también. Esta 
actividad puede potenciarse adicionalmente a través de mutagénesis aleatoria/evolución dirigida. Además, como la 
acil-transferasa de A. hydrophila y la enzima lipolítica de Streptomyces L131 comparte el mismo plegamiento 
proteico global, es posible combinar la especificidad de sustrato de la enzima lipolítica de Streptomyces L131 con la 
alta eficacia transferasa de la enzima de Aeromonas. Esta combinación puede conseguirse a través de las técnicas 55 
conocidas de mutagénesis dirigida/diseño de proteínas o por transposición de genes. 
 
Ejemplo 8 Identificación de enzima lipolíticas alternativas de otras especies de Streptomyces. 
 
La familia GDSX de esterasas (Upton C, Buckley JT. Trends Biochem. Sic. 20, 178-179 (1995), pfam00657.11) es 60 
un grupo of esterasas/lipasas/acil transferasas que comparten un motivo de secuencia específico alrededor de la 
serina del sitio activo (GDSX donde X es un resto de aminoácido hidrófobo). Este grupo de enzimas es también 
conocido como familia II de lipasa (Arpigny JL, Jaeger K-E. Biochem. J. 343, 177-183 (1999)). Aunque esta familia 
incluye muchos tipos diferentes de esterasas, lipasas y acil-transferasas, la enzima lipolítica de acuerdo con la 
presente invención es una enzima GDSX. 65 
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Por tanto, las secuencias mostradas en la presente invención de la enzima lipolítica de Streptomyces sp. L131 
(galactolipasa) pueden usarse in silico para identificar otras galactolipasas de otras especies de Streptomyces. 
 
Para determinar si una proteína tiene el motivo GDSX de acuerdo con la presente invención, la secuencia se 
compara preferiblemente con los perfiles del modelo oculto de Markov (perfiles HMM) de la base de datos pfam. 5 
 
Pfam es una base de datos de familias de dominio proteico. Pfam contiene múltiples alineaciones de secuencia 
seleccionadas para cada familia así como perfiles del modelo oculto de Markov (perfiles HMM) para identificar estos 
dominios en nuevas secuencias. Puede encontrarse una introducción a Pfam en Bateman A et al. (2002) Nucleic 
Acids Res. 30; 276-280. Se usan modelos ocultos de Markov en varias bases de datos dirigidas a clasificar 10 
proteínas, para una revisión véase Bateman A y Haft DH (2002) Brief Bioinform 3; 236-245, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list uids = 
12230032&dopt=Abstracthttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&list uids 
=11752314&dopt=Abstract. 
 15 
Para una explicación detallada de los modelos ocultos de Markov y el modo en que se aplican en la base de datos 
Pfam véase Durbin R, Eddy S, y Krogh A (1998) Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins and 
nucleic acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4. El paquete de software Hammer puede obtenerse 
de Washington University, St Louis, EEUU. 
 20 
Como alternativa, el motivo GDSX pueden identificarse usando el paquete de software Hammer, las instrucciones se 
proporcionan en Durbin R, Eddy S, y Krogh A (1998) Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins 
and nucleic acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4 y las referencias en el mismo, y el perfil 
HMMER2 proporcionado dentro de esta memoria descriptiva. 
 25 
A la base de datos PFAM puede accederse, por ejemplo, a través de varios servidores que están actualmente 
localizados en los siguientes sitios web. 
http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.sht ml 
http://pfam.wustl.edu/ 
http://pfam.jouy.inra.fr/ 30 
http://pfam.cgb.ki.se/ 
 
La base de datos ofrece un motor de búsqueda donde se puede introducir una secuencia proteica. Usando los 
parámetros por defecto de la base de datos, entonces se analizarán la secuencia proteica para la presencia de 
dominios Pfam. El dominio GDSX es un dominio establecido en la base de datos y como tal se reconocerá su 35 
presencia en cualquier secuencia de consulta. La base de datos reportará la alineación de la secuencia consenso 
Pfam00657 para la secuencia de consulta. 
 
Preferiblemente, cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657, la enzima lipolítica para su uso en las 
composiciones/métodos de la invención tiene al menos uno, preferiblemente más de uno, preferiblemente más de 40 
dos, de los siguientes, un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. Adecuadamente, la enzima lipolítica 
puede tener un bloque GDSx y un bloque GANDY. Como alternativa, la enzima puede tener un bloque GDSx y un 
bloque HPT. Preferiblemente la enzima comprende al menos un bloque GDSx. 
 
El dominio GDSX pfam00657 es un identificador único que distingue proteínas que poseen este dominio de otras 45 
enzimas. 
 
Además o como alternativa a ello, pueden identificarse enzima lipolíticas alternativas de otras especies de 
Streptomyces realizando una comparación de identidad de secuencia y/o hibridación con uno o más de los 
fragmentos de secuencia de PCR mostrados como SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 2. Adecuadamente, las comparaciones 50 
pueden realizarse con fragmentos que comprenden más de 15 nucleótidos de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 2, 
preferiblemente con fragmentos que comprenden más de 20 nucleótidos de la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 2. 
Adecuadamente, podrían usarse las secuencias completas mostradas como SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 2. 
Preferiblemente, la hibridación se realiza en condiciones de alta o muy alta rigurosidad. Las secuencias de 
nucleótidos que tienen al menos un 80%, preferiblemente al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al 55 
menos un 97%, al menos un 98% o al menos un 99% de identidad con la SEC ID Nº 1 o SEC ID Nº 2 indican cepas 
de Streptomyces que pueden ser fuentes de la enzima lipolítica, es decir la galactolipasa, de acuerdo con la 
presente invención. 
 
Ejemplo 9: Identificación de galactolipasas para su uso en los métodos y usos de la presente solicitud 60 
 
Como se ha mencionado anteriormente, la secuencia de la nueva Streptomyces thermosacchari L131 ofrece la 
posibilidad de identificación in silico de nuevas galactolipasas de familia II. A este respecto, una región particular que 
puede ser de particular interés es el motivo GDSX. 
 65 
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El motivo GDSX está compuesto de cuatro aminoácidos conservados. Preferiblemente, la serina dentro del motivo 
es una serina catalítica de la enzima lípido aciltransferasa. Adecuadamente, la serina del motivo GDSX puede estar 
en una posición correspondiente a Ser-16 en la enzima lipolítica de Aeromonas hydrophila mostrada en Brumlik y 
Buckley (Journal of Bacteriology Abr. 1996, Vol. 178, Nº 7, pág. 2060-2064). 
 5 
Para determinar si una proteína tiene el motivo GDSX, la secuencia se compara preferiblemente con los perfiles de 
modelo oculto de Markov (perfiles HMM) de la base de datos pfam. Como se ha mencionado en el Ejemplo 8, pfam 
es una base de datos de familias de dominio proteico. Por tanto, la base de datos pfam también puede usarse para 
identificar enzimas adecuadas de géneros diferentes a Streptomyces. 
 10 
Como alternativa, el motivo GDSX puede identificarse usando el paquete de software Hammer, las instrucciones se 
proporcionan en Durbin R, Eddy S, y Krogh A (1998) Biological sequence analysis; probabilistic models of proteins 
and nucleic acids. Cambridge University Press, ISBN 0-521-62041-4 y las referencias en el mismo, y el perfil 
HMMER2 proporcionado en esta memoria descriptiva. 
 15 
Preferiblemente, la enzima lipolítica de acuerdo con la presente invención comprende el motivo GDSX.  
 
Cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657 de pfam (como se describe en el documento 
WO04/064987) y/o la secuencia L131 en este documento descrita (SEC ID Nº 4) 
 20 
 i) La enzima galactolipasa/lípido acil-transferasa de la invención, o para uso en métodos de la invención, tiene 

preferiblemente un motivo GDSx, más preferiblemente un motivo GDSY. 
 y/o 
 
 ii) La enzima galactolipasa/lípido acil-transferasa de la invención, o para uso en métodos de la invención, tiene 25 

preferiblemente un bloque GANDY, más preferiblemente un bloque GANDY que comprende amino GGNDx, más 
preferiblemente GGNDA o GGNDL. 

 y/o 
 
 iii) La enzima de la invención, o para uso en métodos de la invención, tiene preferiblemente un bloque HTP. 30 
 y preferiblemente 
 
 iv) La enzima galactolipasa/lípido acil-transferasa de la invención, o para uso en métodos de la invención, tiene 

preferiblemente un motivo GDSY y un bloque GANDY que comprende amino GGNDx, preferiblemente GGNDA o 
GGNDL, y un bloque HTP (histidina conservada). 35 

 
A este respecto, los inventores identificaron una secuencia homóloga a Streptomyces L131 que no comprendía un 
motivo GDSX: concretamente Novosphingobium aromaticivorans (NAL) Novosphingobium\aromaticivorans\ GDSx 
284 aa 
 40 
SEC ID Nº 10 
 

   
 

45 
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SEC ID Nº 11 
 

   
 
Esta enzima comprende la secuencia "GSSF" en oposición a GDSX. 5 
 
Cuando se ensayaba se descubrió que esta enzima no comprende actividad glucolipasa de acuerdo con la presente 
invención. 
 
Por lo tanto, el motivo GDSx puede ser importante cuando se intenta identificar otras galactolipasas adecuadas. 10 
 
De forma notable, la enzima de S. rimosus que se ha purificado y caracterizado bioquímicamente y muestra 
aproximadamente un 56% de homología de secuencia con Streptomyces L131 (Abramic M., et al. (1999); Vujaklija 
D. et al. (2002)) se sabe que hidroliza lípidos neutros tales como trioleína o ésteres de nitrofenilo de grasas. La 
enzima de S. rimosus también puede hidrolizar galactolipasa de acuerdo con la presente invención. Asimismo, otras 15 
dos especies de Streptomyces para las cuales están disponibles los datos de secuencia genómica - S. coelicolor 
A2(3) y S. avermitilis pueden contener enzimas que tengan actividad galactolipasa, por ejemplo (NP_625998 y 
NP_827753) están actualmente anotadas en GenBank como "hidrolasas secretadas putativas".  
 
Pueden identificarse muchos otros homólogos útiles de galactolipasa de Streptomyces L131 por un enfoque similar. 20 
Las enzimas galactolipasa/lípido acil-transferasa adecuadas para su uso en los métodos de la invención pueden 
identificarse por alineación con la secuencia L131 usando Align X, el algoritmo de alineación por pares Clustal W de 
VectorNTI usando ajustes por defecto.  
 
Como alternativa, la galactolipasa adecuada para su uso en los métodos de la invención puede identificarse por 25 
alineación de la secuencia consenso Pfam00657 de pfam (como se describe en el documento WO04/064987). 
 
La Figura 15 muestra una alineación de secuencia de L131 y homólogos de S. avermitilis y T. fusca. La Figura 15 
ilustra la conservación del motivo GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la caja GANDY, que es GGNDA 
o GGNDL, y el bloque HPT (considerado como la histidina catalítica conservada). Estos tres bloques conservados 30 
están resaltados en la Figura 15. 
 
Cuando se alinea con la secuencia consenso Pfam00657 de pfam (como se describe en el documento 
WO04/064987) y/o la secuencia L131 descrita en este documento (SEC ID Nº 4) es posible identificar tres regiones 
conservadas, el bloque GDSx, el bloque GANDY y el bloque HTP (véase el documento WO04/06498 para detalles 35 
adicionales). 
 
Ejemplo 10: Clonación génica y construcción de vectores de expresión 
 
Se usaron Corynebacterium efficiens DSM 44549, Thermobifida fusca DSM 43792 y Streptomyces avermitilis 40 
DSM46492 para aislar los genes homólogos al gen de la galactolipasa de S. thermosacchari L131.  
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Las cepas con un número DSM otorgado están depositadas y públicamente disponibles en Deutsche Sam mlung 
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM). 
 
Se usaron Escherichia coli cepas XL-Blue MRF', BL21(DE3) (Novagen) y S17-1 (Simon R. et al., 1983), Bacillus 
subtilis BD170, Streptomyces lividans cepa 1326 (John Innes Centre), Corynebacterium glutamicum DSM20300 5 
como hospedadores para expresión heteróloga. La cepa de Aeromonas salmonicida (DSM 12609) también se usó 
como hospedador de expresión. 
 
Se aislaron S. thermosacchari L131, Citrobacter freundii P3-42 y Enterobacter nimipressuralis P1-60 en nuestro 
laboratorio del entorno natural y se identificaron taxonómicamente por secuenciación génica de ARNr 16S.  10 
 
Se usaron los siguientes medios de cultivo en este estudio. Se usó LB (5 g/l de extracto de levadura, 10 g/l de 
triptona, 10 g/l de NaCl, pH 7,0), 2xYT (10 g/l de NaCl, 10 g/l de extracto de levadura, 16 g/l triptona) para el cultivo 
de E. coli y otras bacterias Gram-negativas. Se usó caldo nutriente (3 g/l de extracto de carne vacuna, 5 g/l de 
peptona, pH 7,0) para cultivar C. efficiens y N. aromaticivorans, se usó caldo YM (3 g/l de extracto de levadura, 3 g/l 15 
de extracto de malta, 5 g/l de peptona, 10 g/l de dextrosa, pH 7,0) para el cultivo de S. avermitilis, se usó medio 65 
(4 g/l de glucosa, 4 g/l de triptona, 10 g/l de extracto de malta, 2 g/l de CaCO3, pH 7,2) para T. fusca. 
 
Aislamiento de ADN 
 20 
Se usó procedimiento convencional de lisis alcalina combinado con método de purificación en columna Qiagen para 
aislamiento del plásmido. Una excepción fue el aislamiento preparativo de ADN plasmídico a partir de Streptomyces. 
En este caso, se usó centrifugación en equilibrio en gradiente de CsCI como etapa de purificación final. 
 
Métodos para la introducción de ADN en cepas microbianas 25 
 
Ambas cepas de E. coli y C. glutamicum se transformaron por electroporación usando cubetas de 1 mm y los 
siguientes ajustes paramétricos de electroporación: 1800V, -3,89ºC (25ºF), 200 µl. B. subtilis BD170 se transformó 
por el método "Paris" basado en competencia natural (Harwood C.R. y Cutting S.M., 1990). Streptomyces lividans se 
transformó por el método de protoplastos (Kieser T. et al., 2000). El ADN se introdujo en A. salmonicida por 30 
conjugación con E. coli usando el método de acoplamiento de filtro de Harayama et al. (1980). 
 
Construcción de mutante resistente a rifampicina de A. salmonicida 
 
Se sembraron aproximadamente 108 células de cultivo durante una noche de A. salmonicida DSM12609 en una 35 
serie de placas de agar LB que contenían 5-30 mg/l de rifampicina. Las placas se irradiaron por luz UV de onda 
corta usando el dispositivo SpectroLinker XL-1500 (Spectronics Corp. EEUU). La dosis de radiación fue 4-6 J/M2. 
Las placas se incubaron a 30ºC durante 2 días. Se seleccionaron varias colonias que crecieron en 30 mg/l de 
rifampicina y se ensayaron adicionalmente en 50 mg/l de rifampicina. Se eligió un clon resistente a 50 mg/l de 
rifampicina (llamado R1) para el trabajo posterior. 40 
 
Construcción de vectores de expresión de E. coli para homólogos de galactolipasa L131 
 
El gen de la lipasa de Streptomyces avermitilis se amplificó por PCR usando ADN cromosómico como molde y los 
dos cebadores oligonucleotídicos oSAL-5 (GGGAATTCCATATGAGACGTTCCCGAATTACG) y oSAL-3 45 
(GCATGGATCCGGTGACCTGTGCGACGG). Para la amplificación de genes de lipasa de Thermobifida fusca y 
Corynebacterium efficiens los cebadores oligonucleotídicos usados fueron oTFL-5 
(GGGAATTCCATATGGGCAGCGGACCACGTG) y oTFL-3 (GCATGGATCCGACACGCACGGCTCAACG), oCEL-5 
(GGGAATTCCATATGAGGACAACGGTCATCG) y oCEL-3 (GCATGGATCCGGCATCGGGCTCATCC), 
respectivamente. Los productos de PCR se digirieron con NdeI y BamHI y se ligaron con vector pET11a (Novagen, 50 
EEUU) digerido con las mismas endonucleasas de restricción.  
 
El vector de expresión de galactolipasa L131 para S. lividans se construyó del siguiente modo. Se digirió el plásmido 
pUC18(L131RX) que contiene el fragmento EcoRI-XbaI de 1,37 kb del fragmento original de ADN clonado que 
portaba el gen de la lipasa L131 (pBK(L131)) con EcoRI y se ligó con pU487 digerido con EcoRI (Kieser et al., 2000). 55 
Este ligamiento conduce a la formación de los dos plásmidos recombinante que difieren en la orientación relativa de 
pIJ487 y pUC18(L131RX). Para el posterior trabajo, se ha seleccionado una variante donde el promotor lac del 
pUC18 está flanqueando el gen neoR sin promotor de pIJ487 en base al análisis de restricción. Esta construcción se 
llamó pRX487-5 (Figura 11). Además de resistencia a ampicilina, este plásmido también confiere a E. coli la 
resistencia a al menos 3 mg/l de kanamicina. Los protoplastos de S. lividans 1326 se transformaron con 0,1-10 µg de 60 
pRX487-5 para resistencia a tiostreptona (1,2 mg/l) y kanamicina (5 mg/l). Estos transformantes produjeron 
galactolipasa activa juzgada por el ensayo de placa indicadora de DGDG-safranina. Los transformantes se 
sembraron en placas SM (Kieser et al., 2000) suplementadas con 5 mg/ml de kanamicina y se dejaron esporular. 
Las esporas resultantes se usaron para inocular el matraz de agitación y cultivos de fermentación. 
 65 
Construcción de vectores de expresión para Corynebacterium glutamicum 
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Todos los vectores de expresión usados en este trabajo se basan en el plásmido pCB5 que es un vector lanzadera 
que porta el replicón de C. glutamicum del plásmido pSR1 (Yoshihama et al., 1985) y el replicón ColE1 de E. coli. El 
promotor que se usa en este vector se obtiene del gen cop1 que codifica la proteína secretada principal de C. 
glutamicum - PS1. Las enzimas se expresaron a partir de sus genes nativos incluyendo péptidos señal no 5 
modificados, por ejemplo T. fusca (Figura 14). 
 
Condiciones de fermentación 
 
Fermentación de cepas de Streptomyces productoras de lipasa 10 
 
En matraces de agitación, se cultivaron cepas de S. lividans recombinantes productoras de lipasa en un medio que 
contenía (por litro) 10 g de peptona, 5 g de extracto de levadura, 2 g de K2HPO4 y 10 g de glucosa (pH 7,0) 
suplementado con antibióticos apropiados: se usó tiostreptona a 1,2 mg/l, kanamicina a 20 mg/l, cloranfenicol a 1,5 
mg/l y eritromicina a 1,5 mg/l. Se usaron suspensiones de esporas producidas por cultivo de los transformantes en 15 
placas SM para iniciar los cultivos.  
 
Para fermentaciones alimentadas por lotes, se usó fermentador Braun Biostat E (10 l). El medio inicial (7 l), contenía 
(por litro): peptona 20 g, extracto de levadura, 10 g, glucosa 20 g y antibióticos apropiados como se ha descrito 
anteriormente (excepto por tiostreptona, que no se usó en cultivos de 10 l). El cultivo se realizó a 30ºC, aireación 20 
constante de 10 l/min y 600 rpm de velocidad de agitación. Se cultivaron inóculos (2 x 250 ml por fermentación) en 
matraces Erlenmeyer de 2 l como se ha descrito en el párrafo previo. La fermentación se realizó en modo 
discontinuo durante 18-20 h, tiempo después del cual, se suministró una solución que contenía glucosa al 30% y 
peptona al 12,5% al cultivo de fermentador a una velocidad de 0,5 ml/min. Las muestras (30 ml) del cultivo se 
extrajeron de forma aséptica dos veces al día. 25 
 
Fermentación de cepas recombinantes de C. glutamicum 
 
Se cultivaron cultivos en matraz de agitación de C. glutamicum en LB que contenía 50 mg/l de kanamicina a 30ºC y 
200 rpm de velocidad de agitación. 30 
 
Fermentación de cepas recombinantes de A. salmonicida 
 
En matraces de agitación, se cultivaron las cepas recombinantes de A. salmonicida en medio 2xYT suplementado 
con estreptomicina y kanamicina (a 25 mg/l). Para inducir el promotor tac, se añadieron IPTG (1-5 mM) o lactosa (1-35 
10%) al medio de cultivo. 
 
Se ensayaron dos series de condiciones para la producción de acil-transferasa recombinante en A. salmonicida a 
escala de fermentador. En el primer experimento, el medio inicial (7 l) era 2xYT suplementado con glucosa al 2%, 50 
mg/l de kanamicina y 50 mg/l de estreptomicina y la solución de suministro (3 l) contenía glucosa al 25%, triptona al 40 
10% y extracto de levadura al 5%, 100 mg/l tanto de kanamicina como de estreptomicina. El cultivo se realizó a 
aireación de 10 l/min, 600 rpm de velocidad de agitación y 28ºC. El pH se ajustó a 7,5 por NH3 al 25% y ácido 
fosfórico al 10%. El fermentador se inoculó con 0,5 l de cultivo durante una noche de A. salmonicida y se cultivó en 
modo discontinuo durante 24 h. En este punto, se añadió IPTG hasta 5 mM y el suministro se inició a una velocidad 
de 50 ml/h. 45 
 
En el segundo experimento, el medio inicial se modificó sustituyendo la glucosa con lactosa. La solución de 
suministro fue 2 l de lactosa al 20%. La temperatura de fermentación se aumentó hasta 30ºC y el pH del medio de 
cultivo se disminuyó hasta 7,0. La inoculación se hizo como en el primer experimento y el suministro (100 ml/h) se 
inició después de 20 h de cultivo en el medio inicial. 50 
 
ENSAYOS ENZIMÁTICOS 
 
Método de selección en placa de safranina 
 55 
En la selección en placa de safranina la capa inferior contenía medio de cultivo + aditivo, agarosa al 1,5% y 
safranina al 0,002% (solución madre al 0,2% en agua, filtrada a esterilidad) y la capa superior agarosa al 0,7%, 
DGDG al 1% y safranina al 0,002%. 
 
Determinación de actividad galactolipasa (ensayo de actividad glucolipasa (GLU-7)): 60 
 
Sustrato: 
 
Se disolvió digalactosildiglicérido al 0,6% (Sigma D 4651), Triton-X 100 al 0,4% (Sigma X-100) y CaCl2 5 mM en 
tampón HEPES 0,05 M pH 7. 65 
Procedimiento de ensayo: 
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Se añadieron 400 µl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Eppendorf Thermomixer a 37ºC 
durante 5 minutos. A tiempo t = 0 min, se añadieron 50 µl de solución enzimática. También se analizó un blanco con 
agua en lugar de enzima. La muestra se mezcló a 10x00 rpm en un Eppendorf Thermomixer a 37ºC durante 10 
minutos. A tiempo t = 10 min el tubo Eppendorf se colocó en otro thermomixer a 99ºC durante 10 minutos para 5 
detener la reacción. El ácido graso libre en las muestras se analizó usando el kit NEFA C de WAKO GmbH. 
La actividad enzimática GLU a pH 7 se calculó como micromoles de ácido graso producidos por minuto en 
condiciones de ensayo 
 
Determinación de actividad fosfolipasa (ensayo de actividad fosfolipasa (PLU-7)): 10 
 
Sustrato 
 
Se dispersó L-α fosfatidilcolina al 0,6% vegetal al 95% (Avanti nº 441601), Triton-X 100 al 0,4% (Sigma X-100) y 
CaCl2 5 mM en tampón HEPES 0,05 M pH 7. 15 
 
Procedimiento de ensayo: 
 
Se añadieron 400 µl de sustrato a un tubo Eppendorf de 1,5 ml y se colocó en un Eppendorf Thermomixer a 37ºC 
durante 5 minutos. A tiempo t = 0 min, se añadieron 50 µl de solución enzimática. También se analizó un blanco con 20 
agua en lugar de enzima. La muestra se mezcló a 10x100 rpm en un Eppendorf Thermomixer a 37ºC durante 10 
minutos. A tiempo t = 10 min el tubo Eppendorf se colocó en otro thermomixer a 99ºC durante 10 minutos para 
detener la reacción. El ácido graso libre en las muestras se analizó usando el kit NEFA C de WAKO GmbH. 
La actividad enzimática PLU-7 a pH 7 se calculó como micromoles de ácido graso producidos por minuto en 
condiciones de ensayo. 25 
 
Ensayo espectrofotométrico con palmitato de p-nitrofenilo (pNPP) 
 
Se midió la actividad lipasa con un ensayo espectrofotométrico a 30ºC con pNPP como sustrato, usando tampón 
Tris-Maleato 50 mM (pH 6,5) con Triton X-100 al 0,4% y goma arábiga al 0,1%. La solución madre de sustrato (100 30 
mM) se preparó en dioxano. La medición cinética se inició mediante la adición de enzima a la mezcla de reacción. 
Para evaluar la actividad hidrolítica inicial, se siguió el aumento en la absorción a 410 nm con el lector de placa 
Spectramax cada 20 s durante 20 min. Una unidad de actividad lipasa se definió como la cantidad de enzima que 
liberaba 1 µmol de p-nitrofenol por min. La actividad hacia otros ésteres de p-NP se midió del mismo modo, usando 
1 mM de cada sustrato. (Abramic M. et al. (1999)) 35 
 
Determinación de los efectos del pH y la temperatura sobre la actividad lipasa 
 
Para la determinación del efecto del pH sobre la actividad enzimática, se midió sobre un intervalo de pH 2-10 usando 
el ensayo de actividad galactolipasa excepto que los tampones usados en el experimento fueron los siguientes: pH 40 
2-3,5 Glicina-HCl; pH 4-5 NaOAc; pH 5,5-7,5 Tris-Maleato; pH 7,5-9 Tris-HCl; pH 10 CAPS. 
 
El efecto de la temperatura sobre la actividad galactolipasa se determinó incubando alícuotas de enzima durante 20 
min a diversas temperaturas (22ºC-90ºC) después de incubación en hielo durante 60 min. La actividad residual se 
analizó por el ensayo de actividad galactolipasa. 45 
 
Para la detección de la temperatura óptima para la actividad galactolipasa, la mezcla de ensayo usual se equilibró a 
la temperatura requerida (el intervalo 20ºC-70ºC) y se añadieron 2 o 4 µl de enzima para iniciar la reacción. La 
actividad se analizó por el ensayo de actividad galactolipasa, pero usando un periodo más corto de tiempo (20 min). 
 50 
Ejemplo 11: Caracterización de candidatos de galactolipasa a partir de estudio de biodiversidad 
 
La secuencia de la galactolipasa de Streptomyces thermosacchari L131 ofrece la posibilidad de identificación in 
silico de nuevas galactolipasas de la familia II. 
 55 
Pueden identificarse muchos otros homólogos útiles de galactolipasa de Streptomyces L131, por ejemplo, "proteína 
hipotética" de Thermobifida fusca (ZP_00058717) y "proteína hipotética" de Corynebacterium efficiens (NP_738716). 
 
Se clonaron y expresaron 3 homólogos de galactolipasa de Streptomyces L131: los genes de Streptomyces 
avermitilis (SAL), Thermobifida fusca (TFL), y Corynebacterium efficiens (CEL). Todos los genes se expresaron en E. 60 
coli usando sistema de expresión pET. Las cepas recombinantes de E. coli primero se analizaron usando placas 
indicadoras de DGDG con safranina y se descubrió que las enzimas de S. avermitilis, T. fusca y C. efficiens tenían 
actividad galactolipasa.  
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Las enzimas que mostraban actividad galactolipasa se examinaron adicionalmente. Se estudiaron las 
especificidades de sustrato de esos candidatos de galactolipasa (Figura 13). Se ensayó la actividad de las enzimas 
candidatas hacia DGDG, lecitina, aceite de oliva, butirato de nitrofenilo, decanoato de nitrofenilo (NP-D) y palmitato 
de nitrofenilo. Se descubrió que las enzimas tenían perfiles de especificidad de sustrato muy diferentes. La actividad 
acil-transferasa se ensayó en un ensayo usando NP-D como sustrato y cuantificando tanto la liberación de nitrofenol 5 
como ácidos grasos libres por el kit NEFA. Los datos preliminares sugieren que al menos la enzima de Thermobifida 
fusca tiene actividad transferasa hacia glicerol y glucosa. 
 
Se ensayó la termoestabilidad de los candidatos de galactolipasa. Se descubrió que la enzima de Corynebacterium 
efficiens era la más termoestable mientras que la enzima de Streptomyces avermitilis era la más termosensible. 10 
 
Ejemplo 12: Ensayo de desgomado de Streptomyces thermosacchari L131 
 
Se ensayó una fosfolipasa de Streptomyces thermosacchari L131 en aceite de soja crudo. 
 15 
Materiales y métodos 
 
K371: Enzima de Streptomyces thermosacchari L131 expresada en S. lividans secada por congelación en almidón. 
(Actividad: 108 PLU-7/g). 
Lecitase Ultra (nº 3108) de Novozymes, Dinamarca 20 
 
Éster de colesterol, Fluka 26950 
Esterol vegetal: Generol 122 N de Henkel, Alemania 
Aceite de soja crudo de The Solae Company, Aarhus Dinamarca 
Lecitina: L-α fosfatidilcolina vegetal al 95% (Avanti nº 441601) 25 
 
Actividad fosfolipasa  
 
El ensayo de fosfolipasa fue el mismo que el usado en el Ejemplo 10. 
 30 
HPTLC 
 
Aplicador: Tomamuestras de TLC automático 4, CAMAG 
Placa de HPTLC: 20 x 10 cm, Merck nº 1.05641. Activada 30 minutos a 160ºC antes de su uso. 
Aplicación: se aplicó 1 µl de una solución al 8% de aceite en tampón a la palca de HPTLC usando el aplicador de 35 
TLC automático. 
Tampón de ejecución 4: Cloroformo:Metanol:Agua 75:25:4 
Tampón de ejecución 5: P-éter:Metil-terc-butil cetona:Ácido acético 70:30:1 
 
Tiempo de aplicación/elución: 40 
 
 Tampón de ejecución 4: 20 min 
 Tampón de ejecución 5: 10 min 
 
Desarrollo de TLC 45 
 
La placa se secó en un horno durante 10 minutos a 160ºC, se enfrió, y se sumergió en acetato cúprico al 6% en 
H3PO4 al 16%. Se secó adicionalmente 10 minutos a 160ºC y se evaluó directamente. 
 
Experimento de desgomado 50 
 
Se usó Streptomyces thermosacchari L131 (K371) para estudios de desgomado en las formulaciones mostradas en 
la tabla 4. 
 
Las muestras se colocaron a 40ºC durante 18 horas con agitación, tiempo después del cual se recogió una muestra 55 
para análisis de HPTLC disolviendo la muestra en Cloroformo:Metanol 2:1. 
 

Tabla 4. Desgomado de aceite de soja crudo con Streptomyces thermosacchari L131 y Lecitase Ultra™ 
Carril  1 2 3 4 5 6 
Aceite de soja crudo % 99 99 98 97 99,7 99 
K371, 10% en agua %  1 2 3   
Lecitase Ultra™ nº 3108, 1% en agua %     0,3 0,3 
Agua % 1 0 0 0  0,7 
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Los resultados del análisis de HPTLC se muestran en la Figura 16 y Figura 17. 
 
La Figura 16 muestra la placa de TLC (tampón 4) de productos de reacción procedentes de tratamiento enzimático 
de muestras de aceite de soja crudo de acuerdo con la tabla 4. Como se ha referenciado, también se analizó 
fosfatidilcolina (PC). También se indican fosfatidiletanolamina (PE) y lisofosfatidilcolina (LPC). 5 
 
Los resultados de TLC en la Figura 16 muestran claramente que la fosfatidilcolina se eliminaba completamente 
añadiendo Streptomyces thermosacchari L131 al aceite. Solamente la dosificación más baja (Carril 2) no hidrolizaba 
completamente los fosfolípidos. Lecitase Ultra™ también hidrolizaba los fosfolípidos en el aceite cuando estaba 
disponible agua al 5% (Carril 6) pero sin añadir agua extra (Carril 5) solamente se hidrolizaba parte de los 10 
fosfolípidos. 
 
La Figura 17 muestra TLC (tampón 5) de productos de reacción procedentes del tratamiento enzimático de muestras 
de aceite de soja crudo de acuerdo con la tabla 4. Como se ha referenciado, también se indican éster de colesterol, 
monoglicérido, diglicérido, triglicérido y esterol vegetal, ácido graso libre (FFA). 15 
 
Los resultados mostrados en la Figura 17 indican que la hidrólisis de fosfolípidos es coincidente con la formación de 
ácido graso libre. 
 
Conclusión 20 
 
Los resultados confirman que Streptomyces thermosacchari L131 hidroliza de forma eficaz fosfolípidos en aceite de 
soja crudo y es una enzima alternativa adecuada para desgoma aceites vegetales. 
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REIVINDICACIONES 
 

1. Una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de transferir un grupo acilo desde un 
galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, en la que la enzima se puede obtener de especies 
Streptomyces y comprende una secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 4 o una secuencia de 5 
aminoácidos que tiene al menos un 70% de identidad con la misma. 
 
2. Una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un grupo acilo desde un lípido 
polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, en la que la enzima está codificada por un ácido nucleico 
seleccionado entre el grupo que consiste en: 10 
 
 a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 
 b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 

del código genético; y 
 c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 15 

la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 
 
3. Una enzima lipolítica de acuerdo con la reivindicación 1 o reivindicación 2 obtenida de las cepas de Streptomyces 
L130 o L131 depositadas con los números de acceso NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente. 
 20 
4. Una enzima lipolítica de acuerdo con la reivindicación 2 o reivindicación 3 en la que la enzima es capaz de 
hidrolizar al menos un galactolípido y/o es capaz de transferir un grupo acilo desde un galactolípido hasta uno o más 
sustratos aceptores de acilo. 
 
5. Una enzima lipolítica de acuerdo con la reivindicación 1 o reivindicación 4 en la que la enzima es capaz de 25 
hidrolizar un lípido polar adicional. 
 
6. Una enzima lipolítica de acuerdo con la reivindicación 5 en la que el lípido polar es un fosfolípido. 
 
7. Una enzima lipolítica de acuerdo con la reivindicación 1 o reivindicación 4 en la que la enzima lipolítica es capaz 30 
de transferir un grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o más de los siguientes sustratos aceptores de acilo: un 
esterol, un estanol, un carbohidrato, una proteína o subunidades de la misma, o un glicerol. 
 
8. Una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en la que la enzima es una 
enzima de tipo silvestre. 35 
 
9. Un ácido nucleico que codifica una enzima lipolítica capaz de hidrolizar al menos un galactolípido y/o capaz de 
transferir un grupo acilo desde un galactolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo que comprende una 
secuencia de aminoácidos mostrada en la SEC ID Nº 4 o una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 70% 
de identidad con la misma. 40 
 
10. Un ácido nucleico que codifica una enzima lipolítica capaz de hidrolizar lípidos polares y/o capaz de transferir un 
grupo acilo desde un lípido polar hasta uno o más sustratos aceptores de acilo, seleccionándose dicho ácido 
nucleico entre el grupo que consiste en: 
 45 
 a) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3; 
 b) un ácido nucleico que está relacionado con la secuencia de nucleótidos de la SEC ID Nº 3 por la degeneración 

del código genético; y 
 c) un ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos un 70% de identidad con 

la secuencia de nucleótidos mostrada en la SEC ID Nº 3. 50 
 
11. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en un proceso para 
preparar un lisoglucolípido por tratamiento de un glucolípido con la enzima lipolítica para producir el producto de 
hidrólisis parcial, es decir el lisoglucolípido. 
 55 
12. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con la reivindicación 11, en el que el lisoglucolípido comprende 
digalactosil monoglicérido (DGMG) o monogalactosil monoglicérido (MGMG). 
 
13. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en un proceso para 
preparar un liso-fosfolípido, por ejemplo lisolecitina, por tratamiento de un fosfolípido (por ejemplo, lecitina) con la 60 
enzima para producir un producto de hidrólisis parcial, es decir un liso-fosfolípido. 
 
14. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en un proceso de 
desgomado enzimático de aceite vegetal o comestible, que comprende tratar dicho aceite comestible o vegetal con 
dicha enzima lipolítica para hidrolizar una parte principal de los lípidos polares. 65 
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15. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en un proceso que 
comprende el tratamiento de un fosfolípido para hidrolizar grupos acilo grasos. 
 
16. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en un proceso de 
bioconversión de lípidos polares para preparar productos de alto valor, en el que dicha enzima lipolítica es capaz de 5 
hidrolizar dichos lípidos polares. 
 
17. Uso de acuerdo con la reivindicación 16 en el que dichos productos de alto valor son uno o más de los 
siguientes: un éster de carbohidrato, un éster de proteína, un éster de subunidad proteica y un éster de hidroxiácido. 
 10 
18. Un método para preparar un producto alimenticio comprendiendo el método mezclar la enzima lipolítica de 
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 con uno o más ingredientes del producto alimenticio. 
 
19. El método de acuerdo con la reivindicación 18 en el que dicha enzima lipolítica es capaz de hidrolizar un 
glucolípido y/o un fosfolípido presente en o como al menos uno de dichos ingredientes. 15 
 
20. Un método de acuerdo con la reivindicación 18 o 19 en el que el producto alimenticio se selecciona entre uno o 
más de los siguientes: huevos, productos basados en huevo, incluyendo aunque sin limitación mahonesa, aliños de 
ensalada, salsas, helados, huevo en polvo, yema de huevo modificada y productos preparados a partir de la misma; 
productos horneados, incluyendo panes, tortas, productos de masa dulce, masas laminadas, masas líquidas, 20 
muffins, rosquillas, galletas, galletas saladas y galletas dulces; productos de confitería, incluyendo chocolate, 
golosinas, caramelos, halawa, chicles, incluyendo chicle sin azúcar y edulcorado con azúcar, chicle globo, chicle 
globo blando, goma de mascar y postres; productos congelados incluyendo sorbetes, preferiblemente productos 
lácteos congelados, incluyendo helados y leche helada; productos lácteos, incluyendo queso, mantequilla, leche, 
nata para café, nata montada, crema pastelera, bebidas lácteas y yogures; mousses, nata batida vegetal, productos 25 
cárnicos, incluyendo productos cárnicos procesados; aceites y grasas comestibles, productos batidos gaseosos y no 
gaseosos, emulsiones de aceite en agua, emulsiones de agua en aceite, margarina, productos para untar y 
mantecas incluyendo mantecas de bajo y muy bajo contenido en grasa; aliños, mahonesa, aderezos, salsas 
basadas en crema, sopas basadas en crema, bebidas, emulsiones sazonadas y salsas. 
 30 
21. Un método de acuerdo con la reivindicación 20 en el que dicho producto alimenticio es un producto lácteo. 
 
22. Un método de acuerdo con la reivindicación 20 en el que dicho producto alimenticio es un huevo o producto 
basado en huevo. 
 35 
23. Un método para preparar un lisoglucolípido que comprende tratar un sustrato que comprende un glucolípido con 
al menos una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para producir dicho 
lisoglucolípido, en el que dicha enzima lipolítica tiene actividad glucolipasa. 
 
24. Un método para preparar un lisofosfolípido que comprende tratar un sustrato que comprende un fosfolípido con 40 
al menos una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para producir dicho 
lisofosfolípido, en el que dicha enzima lipolítica tiene actividad fosfolipasa. 
 
25. Un método de desgomado enzimático de aceite vegetal o comestible, que comprende tratar dicho aceite 
comestible o vegetal con una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 capaz de 45 
hidrolizar una parte principal de los lípidos polares. 
 
26. Un método de bioconversión de lípidos polares para preparar productos de alto valor que comprende tratar 
dichos lípidos polares con una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 para 
producir dichos productos de alto valor, en el que dicha enzima lipolítica es capaz de hidrolizar dichos lípidos 50 
polares. 
 
27. Un método de acuerdo con la reivindicación 26 en el que dichos productos de alto valor son uno o más de los 
siguientes: un éster de carbohidrato, un éster de proteína, un éster de subunidad proteica y un éster de hidroxiácido. 
 55 
28. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 27 en el que dicha enzima lipolítica es 
capaz de transferir un grupo acilo desde un glucolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo. 
 
29. Un método de acuerdo con la reivindicación 20 en el que dicho producto alimenticio es un producto horneado y 
al menos uno de dichos ingredientes es una masa. 60 
 
30. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en un sustrato para 
preparar un lisoglucolípido en el que dicha enzima lipolítica tiene actividad glucolipasa. 
 
31. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en un sustrato para 65 
preparar un lisofosfolípido en el que dicha enzima lipolítica tiene actividad fosfolipasa. 
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32. Uso de una enzima lipolítica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 en la preparación de un 
producto alimenticio, en el que dicha enzima lipolítica es capaz de hidrolizar un glucolípido y/o un fosfolípido. 
 
33. Uso de acuerdo con la reivindicación 30 a 32 en el que dicha enzima lipolítica es capaz de transferir un grupo 
acilo desde un glucolípido hasta uno o más sustratos aceptores de acilo. 5 
 
34. Uso de acuerdo con la reivindicación 30 en el que dicho lisoglucolípido es DGMG o MGMG. 
 
35. Uso de acuerdo con la reivindicación 32 en el que dicho producto alimenticio es un producto lácteo. 
 10 
36. Uso de acuerdo con la reivindicación 35 en el que dicho producto alimenticio es un huevo o un producto basado 
en huevo y en el que dicha enzima lipolítica es capaz de transferir un grupo acilo hasta uno o más sustratos 
aceptores de acilo para reducir uno o más de los siguientes efectos nocivos: malos olores y/o malos sabores y/o 
gusto jabonoso. 
 15 
37. Uso de acuerdo con la reivindicación 32 en el que dicho producto alimenticio es un producto horneado.  
 
38. Uso de acuerdo con la reivindicación 30 en el que dicho sustrato es un aceite comestible. 
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