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DESCRIPCIÓN

Procedimiento para producir leche en polvo

Campo de la invención

La presente invención se relaciona con un procedimiento para producir leche en polvo, una leche en polvo tratada con
enzimas y usos de una enzima para el tratamiento de leche en polvo para brindar ventajas técnicas nuevas e5
inesperadas.

Antecedentes de la invención

La leche en polvo (también denominada en la presente «leche deshidratada») es un producto lácteo fabricado
producido mediante la deshidratación de la leche. El objetivo principal de deshidratar es aumentar su vida útil y evitar
la necesidad de refrigeración debido al bajo contenido de humedad. La leche en polvo y los productos lácteos en10
polvo pueden comprender leche entera deshidratada, leche descremada deshidratada, suero de leche deshidratado,
productos a base de lactosuero seco y mezclas lácteas secas.

Típicamente, la leche en polvo se produce mediante el secado por pulverización de leche descremada sin grasa,
leche entera, suero de leche o lactosuero. La leche pasteurizada se concentra en primer lugar en un evaporador a
aproximadamente un 50% de sólidos de leche. La leche concentrada resultante se pulveriza en una cámara caliente15
donde el agua se evapora casi instantáneamente, dejando partículas finas de sólidos de leche pulverizados. Las
partículas de polvo se separan del flujo de aire y se recuperan en el fondo del secador mientras que el aire húmedo
sale del evaporador.

Alternativamente, la leche se puede secar mediante secado con tambor (también conocido como secado con rodillo).
La leche se aplica como una película fina en la superficie del tambor caliente (típicamente calentado con vapor). El20
agua evaporada se extrae dejando sólidos de leche seca que forman una capa en el tambor que posteriormente se
desecha. La leche en polvo producida de esta forma tiende a tener un sabor «cocido», debido a la caramelización
causada por una mayor exposición al calor.

Otro proceso utilizado para producir leche en polvo es mediante el secado por congelación, el cual preserva muchos
nutrientes en la leche, en comparación con el secado con tambor. Sin embargo, este procedimiento es generalmente25
más costoso que el secado con tambor o por pulverización.

Los productos de leche en polvo y los procesos utilizados para producirlos se describen en términos generales en
"Milk and Dairy Products", R. Jost, publ. Wiley-VCH, Weinheim, 2007.

WO 2006/066590 describe un procedimiento para producir una leche en polvo utilizando fosfolipasas, en particular
fosfolipasa A. Sin embargo, este documento no divulga o sugiere que producir polvo de leche utilizando esta enzima30
evitaría ensuciar el equipo utilizado en el procedimiento.

Las lípido aciltransferasas son conocidos por ser ventajosos en las aplicaciones alimenticias. Se ha descubierto que
las lípido aciltransferasas tienen actividad aciltransferasa significativa en alimentos. Esta actividad tiene aplicaciones
beneficiosas sorprendentes en procedimientos para preparar alimentos.

Por ejemplo, WO 2004/064537 divulga un procedimiento para la producción in situ de un emulsionante mediante el35
uso de una lípido aciltransferasa y las ventajas asociadas con ella.

WO 2008/090395 se refiere a la expresión de lípido aciltransferasas en una célula huésped (heteróloga).

WO 2009/024862 describe un procedimiento para fabricar leche UHT utilizando una lípido aciltransferasa y leche
producida mediante este procedimiento.

Los constituyentes principales de la leche son agua, grasa, proteínas, lactosa (azúcar de la leche) y minerales (sales).40
La leche también contiene cantidades menores de otras sustancias como pigmentos, enzimas, vitaminas, fosfolípidos
(sustancias con propiedades tipo grasa), esteroles y gases.

Los lípidos de la leche, que en conjunto forman la «grasa láctea», tienen una composición y estructura muy
complicadas, aún más complicadas que otras grasas naturales. Típicamente, la grasa láctea consiste de triglicéridos,
di y monoglicéridos, ácidos grasos, esteroles, carotenoides y vitaminas (A, D, E y K). Otros componentes incluyen45
fosfolípidos, lipoproteínas, glicéridos, cerebrósidos, proteínas, ácidos nucleicos, enzimas, metales y agua.

Los fosfolípidos son la clase más activa en la superficie, dado que son anfipolares. Dado que el tamaño molecular es
relativamente grande, tienden a formar bicapas lamelares. Los fosfolípidos de la leche se ven generalmente en
conexión cercana con proteínas, especialmente cuando se ubican en las membranas de los glóbulos grasos de la
leche. El constituyente principal de los fosfolípidos en la leche comprende lecitinas, las cuales son activas en50
superficie a una hidrofilicidad moderada. Por lo tanto, se puede ver a la lecitina como un agente suspensor y
dispersante o como un emulsionante para emulsiones O/W así como para emulsiones W/O.
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Los fosfolípidos comprenden entre un 0,8 y un 1,0% de la grasa láctea natural. Los tipos principales de
fosfolípidos/lecitina en leche son fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina.

Los esteroles son altamente insolubles en agua, y muestran muy poca actividad en superficie. Se asocian fácilmente
con fosfolípidos. El colesterol se puede considerar un ingrediente indeseado en la leche cuando se considera el valor
nutricional de la leche. El colesterol comprende entre un 0,3 y un 0,4% de la grasa láctea natural.5

Sumario de la invención

Los aspectos de la presente invención están presentados en las reivindicaciones y en el siguiente comentario.

Sorprendentemente, se ha descubierto que exponer la leche o una fracción de ella a una lípido aciltransferasa
durante la producción de leche en polvo resulta en que la leche en polvo tenga mejor fluido y propiedades de
rehidratación, y también resulta en que la leche en polvo tenga menor contenido de ácido graso libre (en comparación10
con la leche en polvo, la cual durante su fabricación, ha sido tratada con fosfolipasa) y menor contenido de colesterol.

De conformidad con un primer aspecto de la presente invención, se proporciona un procedimiento para producir leche
en polvo, donde dicho procedimiento comprende:

(a) poner en contacto la leche o una fracción de esta con una enzima lípido aciltransferasa; y

(b) secar la leche tratada con enzima para producir leche en polvo.15

De conformidad con un segundo aspecto de la presente invención, se proporciona leche en polvo obtenida o que se
puede obtener mediante el procedimiento de la invención.

De conformidad con un tercer aspecto de la presente invención, se proporciona un producto lácteo producido
mediante la rehidratación de leche en polvo de la invención.

De conformidad con un cuarto aspecto de la presente invención se proporciona un uso de una lípido aciltransferasa20
en la fabricación de leche en polvo para mejorar las propiedades de rehidratación de la leche en polvo. En un aspecto,
dichas propiedades de rehidratación mejoradas de la leche en polvo comprenden una humectabilidad mejorada y/o
menor tiempo de humectación.

De conformidad con un quinto aspecto de la presente invención, se proporciona el uso de una lípido aciltransferasa
en la fabricación e leche en polvo para reducir el contenido de colesterol de la leche en polvo.25

De conformidad con un sexto aspecto de la presente invención, se proporciona el uso de una lípido aciltransferasa en
la fabricación de leche en polvo para reducir el contenido de ácido graso libre de la leche en polvo en comparación
con la leche en polvo que, durante su fabricación, ha sido tratada con una fosfolipasa.

Una reducción el colesterol se puede medir mediante Cromatografía de capa fina (TLC) y/o Cromatografía gas líquido
(GLC).30

De conformidad con un séptimo aspecto de la presente invención, se proporciona un uso de una lípido aciltransferasa
en la fabricación de leche en polvo para mejorar el fluido de la leche en polvo.

De conformidad con un octavo aspecto de la presente invención, se proporciona el uso de una lípido aciltransferasa
en la fabricación e leche en polvo para reducir la suciedad del equipo utilizado en la fabricación de la leche en polvo.

Descripción detallada de realizaciones preferidas35

Como se describió anteriormente, en un aspecto, la presente invención comprende un procedimiento para producir
leche en polvo, el cual comprende: (A) poner en contacto la leche o una fracción de esta con una enzima lípido
aciltransferasa; y (b) secar la leche tratada con enzima para producir leche en polvo.

Leche

El término «leche» como se utiliza en la presente puede comprender leche de origen animal o vegetal, e incluye leche40
entera, leche descremada, y leche semi-descremada.

Es posible utilizar leche de fuentes animales como búfalo, vaca (tradicional), oveja, cabra, etc., de forma individual o
combinada. Las leches vegetales como leche de soja también se pueden utilizar, solas o en combinación con la leche
animal. Cuando se utilizan leches vegetales en combinación con leche animal, la combinación comprende,
típicamente, un bajo porcentaje (de leche vegetal), es decir, debajo del 15%, o debajo del 20% o debajo del 25% v/v.45
El término leche no comprende preferentemente queso de leche o crema de leche.

El término «consiste fundamentalmente» como se utiliza en la presente, cuando se refiere a un producto o a una
composición, significa  preferentemente que el producto o la composición pueden consistir de otros productos u
otras composiciones pero únicamente a una concentración máxima de, preferentemente, un 10%, como un 5%, un
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3%, un 2%, o un 1%, o un 0,5% o un 0,1%.

Para la modificación enzimática de la leche y/o crema, por ejemplo, puede ser preferible utilizar una temperatura
menor a aproximadamente 30°C, por ejemplo, menor a 20°C, por ejemplo, menor a 10°C, por ejemplo. Se pueden
utilizar las temperaturas adecuadas de entre 1 y 30°C, como por ejemplo, entre 3 y 20°C, por ejemplo, entre 1 y 10°C.

Incubación5

La leche entra en contacto de conformidad con la presente invención con una enzima lípido aciltransferasa de forma
tal que la enzima se incuba con ella. Las enzimas lípido aciltransferasas adecuadas se describen con más detalle en
la presente.

La lípido aciltransferasa entra en contacto con la leche y se incuba con ella a una temperatura entre
aproximadamente 0°C y aproximadamente 70°C. En una realización, la lípido aciltransferasa entra en contacto con la10
leche y se incuba con ella a una temperatura entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 60°C, más
preferentemente entre aproximadamente 30°C y aproximadamente 50°C, aún más preferentemente entre
aproximadamente 35°C y aproximadamente 45°C, y más preferentemente, aproximadamente 40°C. En otra
realización, la lípido aciltransferasa entra en contacto con la leche y se incuba con ella a una temperatura entre
aproximadamente 0°C y aproximadamente 20°C, más preferentemente entre aproximadamente 5°C y15
aproximadamente 15°C y aún más preferentemente, entre aproximadamente 5°C y aproximadamente 10°C.

Preferentemente, la lípido aciltransferasa entra en contacto con la leche y se incuba con ella a una concentración de
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 1 mg de enzima /kg de leche, más preferentemente entre
aproximadamente 0,01 y aproximadamente 0,05 mg de enzima /kg de leche, aún más preferentemente entre 0,01 y
aproximadamente 0,2 mg de enzima / kg de leche, aún más preferentemente entre aproximadamente 0,01 y20
aproximadamente 0,1 mg de enzima / kg de leche, aún más preferentemente entre 0,01 y 0,05 mg de enzima / kg de
leche y aún más preferentemente aproximadamente 0,05 mg de enzima / kg de leche.

Preferentemente, el tiempo de incubación es efectivo para garantizar que exista al menos un 10% de actividad
transferasa, más preferentemente al menos un 15%, un 20%, un 25%, un 26%, un 28%, un 30%, un 40%, un 50%, un
60% o un 70% de actividad transferasa.25

La actividad transferasa se mide mediante el Ensayo de transferasa mencionado en la presente.

El tiempo de incubación puede ser de 1 minuto hasta 36 horas, preferentemente de 2 minutos hasta 24 horas, más
preferentemente, de 5 minutos hasta 18 horas, aún más preferentemente de 10 minutos hasta 12 horas, y aún más
preferentemente de 20 minutos hasta 8 horas.

En una realización, el tiempo de incubación puede oscilar entre aproximadamente 20 minutos y aproximadamente 230
horas, preferentemente entre aproximadamente 30 minutos y aproximadamente 1 hora, más preferentemente entre
aproximadamente 35 minutos y aproximadamente 45 minutos.

En otra realización, el tiempo de incubación puede oscilar entre aproximadamente 2 horas y aproximadamente 36
horas, preferentemente entre aproximadamente 4 horas y aproximadamente 24 horas.

Preferentemente, la combinación de temperatura y el tiempo de incubación es efectiva para garantizar que exista al35
menos un 5% de actividad transferasa, preferentemente al menos un 10% de actividad transferasa, preferentemente
al menos un 15%, un 20%, un 25%, un 25%, un 26%, un 28%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60% o un 75% de
actividad transferasa.

Adecuadamente, el procedimiento comprende una etapa para remover la enzima y/o desnaturalizar la enzima.

Adecuadamente, la enzima para uso en la presente invención puede ser una enzima inmovilizada.40

La reacción puede tener lugar en un recipiente adecuado, cuyos ejemplos no limitantes incluyen un reactor de flujo
continuo.

Secado

Tras el tratamiento con una enzima aciltransferasa como se describe en la presente, la leche tratada se seca para
producir leche en polvo.45

En una realización, la leche tratada con enzima se seca mediante secado por pulverización para producir leche en
polvo. Las condiciones adecuadas de secado por pulverización se describen en términos generales en "Milk and
Dairy Products", R. Jost, publ. Wiley-VCH, Weinheim, 2007.

En esta realización, la leche tratada con enzima se coloca adecuadamente en el secador por pulverización a una
temperatura que oscila entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 95°C, preferentemente entre50
aproximadamente 50°C y aproximadamente 95°C, más preferentemente entre aproximadamente 60°C y
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aproximadamente 80°C. En una realización alternativa, le leche tratada con enzima se coloca adecuadamente en el
secador por pulverización a una temperatura que oscila entre 35°C y 45°C, preferentemente aproximadamente 40°C.

En esta realización, la temperatura del aire de salida del secador por pulverización oscila, adecuadamente, entre
aproximadamente 50°C y aproximadamente 150°C, preferentemente entre aproximadamente 70°C y
aproximadamente 130°C, más preferentemente entre aproximadamente 90°C y aproximadamente 110°C, y más5
preferentemente aproximadamente 100°C.

En esta realización, la temperatura de salida del producto del secador por pulverización oscila, adecuadamente, entre
aproximadamente 20°C y aproximadamente 80°C, preferentemente entre aproximadamente 30°C y
aproximadamente 70°C, más preferentemente entre aproximadamente 35°C y aproximadamente 45°C, y más
preferentemente aproximadamente 40°C.10

En otra realización, la leche tratada con enzima se seca mediante secado por rodillo (también conocido como secado
con tambor) para producir leche en polvo. Las condiciones adecuadas de secado por rodillo se describen en términos
generales en "Milk and Dairy Products", R. Jost, publ. Wiley-VCH, Weinheim, 2007.

En esta realización, la temperatura del tambor oscila, adecuadamente, entre aproximadamente 90°C y
aproximadamente 150°C, más preferentemente entre aproximadamente 100°C y aproximadamente 130°C.15

Ventajas

Una ventaja sorprendente conferida por la presente invención es las propiedades de rehidratación ampliamente
mejoradas de la leche en polvo. En un aspecto, dichas propiedades de rehidratación mejoradas de la leche en polvo
comprenden una humectabilidad mejorada y/o menor tiempo de humectación. La humectabilidad se puede medir de
conformidad con el procedimiento IDF 87:1979.20

Otra ventaja de la presente invención puede ser la reducción de la suciedad de la planta de procesamiento de la leche
(p.ej., las tuberías de la planta y/o las superficies de acero) cuando se utiliza la leche en polvo tratada de conformidad
con la presente invención en comparación con la leche en polvo que no ha sido tratada enzimáticamente y/o en
comparación con la leche en polvo que, durante su fabricación, ha sido tratada con una fosfolipasa (en particular una
enzima fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una enzima fosfolipasa A2 clasificada como EC.3.1.1.4) (en25
lugar de la lípido aciltransferasa como se describe en la presente).

Otra ventaja de la presente invención puede ser una reducción en ácidos grasos libres en leche en polvo tratada de
conformidad con la presente invención en comparación con leche en polvo que, durante su fabricación, ha sido
tratada con una fosfolipasa (en particular una enzima fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una enzima
fosfolipasa A2 clasificada como EC.3.1.1.4) (en lugar de la lípido aciltransferasa como se describe en la presente).30

Otra ventaja de la presente invención es una reducción en el contenido de colesterol en la leche en polvo, lo cual
puede tener beneficios principales en la salud.

Otra ventaja de la presente invención es el fluido mejorado de la leche en polvo.

Adecuadamente, la mejora en las propiedades de rehidratación y/o la mejora en la diferencia sensorial perceptible y/o
la mejora en el olor y/o gusto y/o la reducción en el contenido de colesterol y/o el mejor fluido de la leche en polvo y/o35
menor suciedad del equipo utilizado en su fabricación significa una mejora cuando la leche tratada enzimáticamente
(tratada con enzimas de conformidad con la presente invención) se compara con leche en polvo que no ha sido
tratada enzimáticamente y/o en comparación con la leche en polvo que ha sido tratada con fosfolipasa (en particular
ya sea una enzima fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una enzima fosfolipasa A2 clasificada como
EC.3.1.1.4).40

Adecuadamente, la mejora en las propiedades de rehidratación y/o la mejora en la diferencia sensorial perceptible y/o
la mejora en el olor y/o gusto y/o la reducción en el contenido de colesterol y/o el mejor fluido de la leche en polvo y/o
menor suciedad del equipo utilizado en su fabricación significa una mejora cuando la leche tratada enzimáticamente
(tratada con enzimas de conformidad con la presente invención) se compara con leche en polvo que ha sido tratada
con una o más de las siguientes fosfolipasas: Fosfolipasa A1 de  Fusarium oxysporum (Lipopan F™) y/o una45
fosfolipasa de Fusarium heterosporum y/o fosfolipasa A1 de Fusarium venenatum(YieldMax™) y/o fosfolipasa de
Aspergillus niger y/o fosfolipasa A2 de Streptomyces violaceoruber y/o fosfolipasa A2 de páncreas porcino y/o
fosfolipasa A2 de Tuber borchii.

Célula huésped

El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota.50

En una realización de la presente invención, la lípido aciltransferasa de conformidad con la presente invención se
expresa en una célula huésped, por ejemplo, células bacterianas como Bacillus spp, por ejemplo, una célula huésped
Bacillus licheniformis.
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Las células huésped alternativas pueden ser hongos, levaduras, o plantas, por ejemplo.

Se ha descubierto que el uso de una célula huésped Bacillus licheniformis resulta en mayor expresión de una lípido
aciltransferasa cuando se compara con otros organismos, como Bacillus subtilis.

Una lípido aciltransferasa Aeromonas salmonicida se ha insertado en un número de vectores de expresión
convencionales, diseñados para ser óptimos para la expresión en Bacillus subtilis, Hansenula polymorpha,5
Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis, respectivamente. Sin embargo, se detectaron niveles muy
bajos en Hansenula polymorpha, Schizosaccharomyces pombe y Aspergillus tubigensis. Los niveles de expresión
fueron menores que 1 µg/ml, y no fue posible seleccionar células que produjeron proteína suficiente para iniciar una
producción comercial (los resultados no se muestran). Por el contrario, Bacillus licheniformis pudo producir niveles
proteicos que son atractivos para la producción económicamente factible.10

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

La célula huésped puede ser cualquier célula Bacillus diferente de B.subtilis. Preferentemente, dicha célula huésped
Bacillus es una de las siguientes especies: Bacillus licheniformis; B. alkalophilus; B. amyloliquefaciens; B. circulans; B.15
clausii; B. coagulans; B. firmus; B. lautus; B. lentus; B. megaterium; B. pumilus o B. stearothermophilus.

El término «célula huésped» - en relación con la presente invención - incluye cualquier célula que comprende una
secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa como se define en la presente o un vector de expresión
como se define en la presente y que se utiliza en la producción recombinante de una lípido aciltransferasa que tiene
las propiedades específicas como se definen en la presente.20

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

El término «heterólogo» como se utiliza en la presente significa una secuencia derivada de una fuente o especies
genéticas independientes. Una secuencia heteróloga es una secuencia no huésped, una secuencia modificada, una
secuencia de una cepa de célula huésped diferente, o una secuencia homóloga de una ubicación cromosómica25
diferente de la célula huésped.

Una secuencia «homóloga» es una secuencia que se encuentra en la misma fuente o especie genética, es decir,
ocurre naturalmente en las especies relevantes de célula huésped.

El término «lípido aciltransferasa recombinante» como se utiliza en la presente significa que la lípido aciltransferasa
se ha producido mediante recombinación genética. Por ejemplo, la secuencia nucleótida que codifica la lípido30
aciltransferasa se ha insertado en un vector de clonación, que resulta en una célula B. licheniformis caracterizada por
la presencia de la lípido aciltransferasa heteróloga.

Secuencias reguladoras

En algunas aplicaciones, una secuencia lípido aciltransferasa para uso en los procedimientos y/o usos de la presente
invención se pueden obtener enlazando operativamente una secuencia nucleótida que codifica la misma a una35
secuencia reguladora capaz de brindar la expresión de la secuencia nucleótida, como por ejemplo, mediante la célula
huésped elegida (como una célula B. licheniformis).

A modo de ejemplo, se puede utilizar un vector que comprende la secuencia nucleótida de la presente invención
enlazado operativamente a una secuencia reguladora, es decir, el vector es un vector de expresión.

El término «enlazado operativamente» se refiere a una yuxtaposición donde los componentes descritos están en una40
relación que les permite funcionar en la forma pretendida. Una secuencia reguladora «enlazada operativamente» a
una secuencia codificante está ligada de forma tal que se logra la expresión de la secuencia codificante en
condiciones compatibles con las secuencias de control.

El término «secuencias reguladoras» incluye promotores y mejoradores y otras señales de regulación de la
expresión.45

El término «promotor» se utiliza en el sentido normal de la técnica, p.ej., un sitio de unión de ARN polimerasa.

La expresión mejorada de la secuencia nucleótida que codifica la enzima que tiene propiedades específicas como se
define en la presente también se puede lograr mediante la selección de regiones reguladoras, p.ej., promotor, líder de
secreción y regiones de terminadores que no son regiones reguladoras para la secuencia nucleótida que codifica la
enzima por naturaleza.50

Adecuadamente, la secuencia nucleótida de la presente invención se puede unir operativamente a al menos un
promotor.

E10784586
25-10-2017ES 2 645 041 T3

 



7

Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa puede enlazarse operativamente a
una secuencia nucleótida que codifica una secuencia del terminador. Los ejemplos de secuencias de terminador
adecuadas para uso en uno de los vectores, células huésped, procedimientos y/o usos de la presente invención
incluyen: una secuencia de terminador de α-amilasa (por ejemplo,
CGGGACTTACCGAAAGAAACCATCAATGATGGTTTCTTTTTTGTTCATAAA - SEQ ID No. 64), una secuencia de5
terminador de proteasa alcalina (por ejemplo,
CAAGACTAAAGACCGTTCGCCCGTTTTTGCAATAAGCGGGCGAATCTTACATAAAA ATA - SEQ ID No. 65), una
secuencia de terminador específica de ácido glutámico (por ejemplo,
ACGGCCGTTAGATGTGACAGCCCGTTCCAAAAGGAAGCGGGCTGTCTTCGTGTAT TATTGT - SEQ ID No. 66),
una secuencia de terminador de levanasa (por ejemplo,10
TCTTTTAAAGGAAAGGCTGGAATGCCCGGCATTCCAGCCACATGATCATCGTTT - SEQ ID No. 67) y una
secuencia de terminador de subtilisina E (por ejemplo,
GCTGACAAATAAAAAGAAGCAGGTATGGAGGAACCTGCTTCTTTTTACTATTATTG - SEQ ID No. 119).
Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa puede enlazarse operativamente a un
terminador de  α-amilasa, como un terminador de α-amilasa de B. licheniformis.15

Promotor

La secuencia promotora que se puede utilizar de conformidad con la presente invención puede ser heteróloga u
homóloga a la secuencia que codifica una lípido aciltransferasa.

La secuencia promotora puede ser cualquier secuencia promotora capaz de dirigir la expresión de una lípido
aciltransferasa en la célula huésped de elección.20

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homóloga a la especie Bacillus, por ejemplo, B. licheniformis.
Preferentemente, la secuencia promotora es homóloga a la célula huésped de elección.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser homóloga a la célula huésped. «Homóloga a la célula huésped»
significa que se origina en el organismo huésped; es decir, una secuencia promotora que se encuentra naturalmente
en el organismo huésped.25

Adecuadamente, la secuencia promotora se puede seleccionar del grupo que consiste de una secuencia nucleótida
que codifica: un promotor de α-amilasa, un promotor de proteasa, un promotor de subtilisina, un promotor de proteasa
específica de ácido glutámico y un promotor de levasacarasa.

Adecuadamente, la secuencia promotora puede ser una secuencia nucleótida que codifica: LAT (p.ej., el promotor de
alfa amilasa de B. licheniformis, también conocido como AmyL), AprL (p.ej., promotor Carlsberg de subtilisina),30
EndoGluC (p.ej., el promotor específico de ácido glutámico de B. licheniformis), AmyQ (p.ej., el promotor alfa amilasa
de B. amyloliquefaciens promotor alfa amilasa) y SacB (p.ej., el promotor de levansacarasa B. subtilis).

Otros ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de una secuencia de ácido nucleico en los
procedimientos de la presente invención incluyen: el promotor del gen de la proteasa alcalina Bacillus lentus (aprH), ;
el promotor del gen alfa-amilasa Bacillus subtilis (amyE); el promotor del gen de amilasa maltógena Bacillus35
stearothermophilus (amyM); el promotor del gen de penicilinasa Bacillus licheniformis (penP); los promotores de los
genes xyIA y xyIB Bacillus subtilis; y/o el promotor del gen CrylllA Bacillus thuringiensis subsp. tenebrionis.

En una realización preferida, la secuencia promotora es un promotor de α-amilasa (como un promotor de α-amilasa
Bacillus licheniformis). Preferentemente, la secuencia promotora comprende la secuencia -35 a -10 del promotor de
α-amilasa B. licheniformis- ver Figuras 53 y 55.40

La «secuencia -35 a -10» describe la posición en relación con el sitio de comienzo de la transcripción. Tanto «-35»
como «-10» son casillas, es decir, un número de nucleótidos, cada uno comprende 6 nucleótidos y estas casillas
están separadas por 17 nucleótidos. Estos 17 nucleótidos se suelen denominar «espaciadores». Esto se ilustra en la
Figura 55, donde las casillas -35 y -10 están subrayadas. Para evitar dudas, donde se utiliza la «secuencia -35 a -10»
en la presente, se refiere a una secuencia desde el comienzo de la casilla -35 hasta el final de la casilla -10, es decir,45
que incluye la casilla -35, el espaciador largo de 17 nucleótidos y la casilla -10.

Péptidos señal

La lípido aciltransferasa producida por una célula huésped por expresión de la secuencia nucleótida que codifica la
lípido aciltransferasa se puede secretar o puede estar contenida intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el
vector utilizado.50

Se puede utilizar una secuencia señal para dirigir la secreción de las secuencias codificantes a través de una
membrana celular particular. Las secuencias de señal pueden ser naturales o extrañas a la secuencia codificadora de
la lípido aciltransferasa. Por ejemplo, la secuencia codificadora del péptido señal se puede obtener de un gen de
amilasa o proteasa de una especie Bacillus, preferentemente de Bacillus licheniformis.
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Las secuencias codificadoras del péptido señal adecuadas se pueden obtener de uno o más de los siguientes genes:
gen de α-amilasa maltógeno, gen de subtilisina, gen de beta-lactamasa, gen de proteasa neutral, gen prs A, y/o gen
aciltransferasa.

Preferentemente, el péptido señal es un péptido señal de α-amilasa B. Licheniformis, aciltransferasa de Aeromonas
(por ejemplo, mkkwfvcllglialtvqa - SEQ ID No. 21), subtilisina B. subtilis (por ejemplo, mrskklwisllfaltliftmafsnmsaqa -5
SEQ ID No. 22) o subtilisina B. licheniformis (por ejemplo, mmrkksfwfgmltafmlvftmefsdsasa - SEQ ID No. 23).
Adecuadamente, el péptido señal puede ser el péptido señal de α-amilasa B. licheniformis.

Sin embargo, se puede utilizar una secuencia codificadora del péptido señal capaz de dirigir la lípido aciltransferasa
expresada en la vía de secreción de una célula huésped Bacillus (preferentemente una célula huésped B.
licheniformis) de elección.10

En algunas realizaciones de la presente invención, una secuencia nucleótida que codifica un péptido señal puede
estar enlazado operativamente a una secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa de elección.

La lípido aciltransferasa de elección se puede expresar en una célula huésped como se define en la presente como
una proteína de fusión.

Vector de expresión15

El término «vector de expresión» significa un constructo capaz de una expresión in vivo o in vitro.

Preferentemente, el vector de expresión se incorpora en el genoma del organismo, como un huésped B. licheniformis.
El término «incorporado» cubre preferentemente la incorporación estable en el genoma.

La secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa como se define en la presente puede estar presente
en un vector, en donde la secuencia nucleótida está enlazada operativamente a las secuencias reguladoras de forma20
tal que las secuencias reguladoras son capaces de proporcionar la expresión de la secuencia nucleótida mediante un
organismo huésped adecuado (como B. licheniformis), es decir, el vector es un vector de expresión.

Los vectores de la presente invención se pueden transformar en una célula huésped adecuada como se describió
anteriormente para contemplar la expresión de un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa como se define
en la presente.25

La elección del vector, p.ej., plásmido, cósmido, virus o vector de fago, inserto genómico, dependerá en general en la
célula huésped en la que se debe introducir. La presente invención puede cubrir otras formas de vectores de
expresión que prestan funciones equivalentes y que son conocidos o se vuelven conocidos en la técnica.

Una vez transformado en la célula huésped de elección, el vector se puede replicar y funcionar en forma
independiente del genoma de la célula huésped, o puede migrar en el genoma.30

Los vectores pueden contener uno o más genes marcadores seleccionables - como un gen que confiere resistencia
antibiótica p.ej., resistencia a ampicilina, canamicina, cloramfenicol o tetraciclina. Alternativamente, la selección se
puede lograr mediante co-transformación (como se describe en WO 91/17243).

Los vectores se pueden utilizar in vitro, por ejemplo, para la producción de ARN o utilizar para transfectar o
transformar una célula huésped.35

El vector puede comprender, además, una secuencia nucleótida que permite que el vector se replique en la célula
huésped en cuestión. Ejemplos de dichas secuencias son los orígenes de la réplica de plásmidos pUC19, pACYC177,
pUB110, pE194, pAMB1 y pIJ702.

Lípido aciltransferasa

La secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la40
presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa natural o una variante de lípido aciltransferasa.

La lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención puede ser una
lípido aciltransferasa natural o una variante de lípido aciltransferasa.

Por ejemplo, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en la presente invención puede
ser una como se describe en WO 2004/064537, WO 2004/064987, WO 2005/066347, WO 2006/008508, WO45
2009/024862 o PCT/IB2009/054535.

El término «lípido aciltransferasa» como se utiliza en la presente significa, preferentemente, una enzima que tiene
actividad aciltransferasa (generalmente clasificada como E.C. 2.3.1.x, por ejemplo 2.3.1.43), donde la enzima es
capaz de transferir un grupo acilo de un lípido a uno o más sustratos aceptadores, como uno o más de los siguientes:
un esterol; un estanol; un carbohidrato; una proteína; una subunidad proteica; un polialcohol, como ácido ascórbico50
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y/o glicerol - preferentemente glicerol y/o un esterol, como colesterol.

Preferentemente, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención es
una lípido aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo de un fosfolípido (como se define en la presente) a
un polialcohol, como ácido ascórbico y/o glicerol y/o un esterol, preferentemente glicerol o un esterol, más
preferentemente un esterol (p.ej., colesterol).5

Para algunos aspecto, el «aceptador de acilo» de conformidad con la presente invención puede ser un compuesto
que comprende un grupo hidroxi (-OH), como por ejemplo, alcoholes polivalentes, que incluyen glicerol; esteroles;
estanoles; carbohidratos; hidroxi ácidos que incluyen ácidos de frutas, ácido cítrico, ácido tartárico, ácido láctico, y
ácido ascórbico; proteínas o subunidades de estas, como aminoácidos, hidrolisados proteicos y péptidos (proteína
parcialmente hidrolizada) por ejemplo; y mezclas y derivados de estos. Preferentemente, el «aceptador de acilo» de10
conformidad con la presente invención no es agua. Preferentemente, el «aceptador de acilo» de conformidad con la
presente invención es un polialcohol, como poliol, más preferentemente, glicerol. A los efectos de esta invención el
ácido ascórbico también se considera un polialcohol.

El aceptador de acilo es preferentemente un monoglicérido.

El aceptador de acilo no es preferentemente un diglicérido.15

En un aspecto, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención es
una lípido aciltransferasa que puede, así como es capaz de transferir un grupo acilo de un lípido a un glicerol,
adicionalmente transferir el grupo acilo de un lípido a uno o más de los siguientes: un carbohidrato, una proteína, una
subunidad proteica, esterol y/o un estanol, preferentemente es capaz de transferir a un polialcohol, como ácido
ascórbico y/o glicerol, más preferentemente un esterol como colesterol, y/o esteroles/estanoles vegetales.20

En algunos aspectos, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que es capaz de esterificar al menos aproximadamente un 10%, más
preferentemente al menos un 20%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60%, o un 70% del aceptador de acilo.

En aspectos preferidos, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que es capaz de esterificar al menos aproximadamente un 10%, más25
preferentemente al menos un 20%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60%, o un 70% del colesterol presente en la leche
de inicio.

Preferentemente, el sustrato lipídico sobre el cual actúa la lípido transferasa es uno o más de los siguientes lípidos:
un fosfolípido, como una lecitina, p.ej., fosfatidilcolina y/o fofatidiletanolamina.

Este sustrato lipídico puede denominarse en la presente «donador acilo de lípidos». El término lecitina como se utiliza30
en la presente abarca fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidillinositol, fosfatidilserina y fosfatidilglicerol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lípido aciltransferasa para uso en uno o más de los procedimientos y/o
usos de la presente invención es una lípido aciltransferasa que es incapaz, o sustancialmente incapaz de actuar en
un triglicérido y/o un 1-monoglicérido y/o 2-monoglicérido.

Para algunos aspectos, preferentemente la lípido aciltransferasa para uso en uno o más de los procedimientos y/o35
usos de la presente invención es una lípido aciltransferasa que no exhibe actividad lipasa de triacilglicerol (E.C.
3.1.1.3) o no exhibe actividad lipasa de triacilglicerol significativa (E.C. 3.1.1.3).

La actividad lipasa de triacilglicerol sobre la base de tributirina se mide de conformidad con Food Chemical Codex, 4th
Edition, National Academy Press, 1996, p 803, con las modificaciones de que la muestra se disuelve en agua
desionizada en lugar de un tampón de glicina, y el punto establecido de inicio del pH es 5,5 en lugar de 7. 1 Unidad de40
lipasa (LIPU) se define como la cantidad de enzima que puede liberar 1 µmol  de ácido butírico por minuto en estas
condiciones de ensayo.

La lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención puede ser una
lípido aciltransferasa que es sustancialmente incapaz de actuar en un triglicérido, puede tener una LIPU menor que 5
/kg de leche, más preferentemente una LIPU menor que 0,25 /kg de leche, y más preferentemente, una LIPU menor45
que 0,05 /kg de leche.

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en cualquiera de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que puede exhibir una o más de las siguientes actividades fosfolipasa:
actividad de fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4) y/o actividad de fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). La lípido aciltransferasa
también puede tener una actividad de fosfolipasa B (E.C. 3.1.1.5).50

Adecuadamente, para algunos aspectos, la lípido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un
fosfolípido a un polialcohol, preferentemente glicerol y/o ácido ascórbico.

Adecuadamente, para algunos aspectos, la lípido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un
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fosfolípido a un estanol y/o esterol, preferentemente colesterol.

Para algunos aspectos, preferentemente la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de
la presente invención, codifica una lípido aciltransferasa que es capaz de transferir un grupo acilo de un fosfolípido a
un esterol y/o un estanol para formar al menos un éster de esterol y/o un éster de estanol.

La lípido aciltransferasa puede ser capaz de transferir un grupo acilo de un lípido a un poliol como glicerol y/o un5
esterol como colesterol o esterol/estanoles vegetales. Por lo tanto, en una realización, el «aceptador de acilo» de
conformidad con la presente invención puede ser glicerol y/o colesterol o esterol/estanoles vegetales.

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

Preferentemente, la enzima lípido aciltransferasa se caracteriza como una enzima que posee actividad10
aciltransferasa y que comprende el motivo de secuencia de aminoácido GDSX, donde X es uno o más de los
siguientes residuos de aminoácidos L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S.

Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa o lípido aciltransferasa para uso en
uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención se puede obtener, preferentemente se obtiene, de un
organismo de uno o más de los siguientes géneros: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus,15
Mycobacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella,
Sulfolobus, Aspergillus, Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas y
Candida. Preferentemente, la lípido aciltransferasa se puede obtener, preferentemente, se obtiene, de un organismo
del género Aeromonas.

En algunos aspectos de la presente invención, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para20
uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa que comprende
un residuo de ácido aspártico en una posición que corresponde a N-80 en la secuencia aminoácida de la lípido
aciltransferasa Aeromonas hydrophila que se muestra en la SEQ ID No. 34.

En algunos aspectos de la presente invención, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o
usos de la presente invención es una lípido aciltransferasa que comprende un residuo de ácido aspártico en una25
posición que corresponde a N-80 en la secuencia aminoácida de la lípido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que
se muestra como la SEQ ID No. 34.

Adicionalmente o como alternativa, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de
los procedimientos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la
secuencia aminoácida que se muestra como SEQ ID No. 16, o una secuencia aminoácida que tiene una homología30
de 75% o más a dicha secuencia. Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa
codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la secuencia aminoácida que se muestra como SEQ ID No.
16.

Adicionalmente o como alternativa, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de
los procedimientos y/o usos de la presente invención codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la35
secuencia aminoácida que se muestra como SEQ ID No. 68, o una secuencia aminoácida que tiene una homología
de 75% o más a dicha secuencia. Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa
codifica una lípido aciltransferasa que puede comprender la secuencia aminoácida que se muestra como SEQ ID No.
68.

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención40
tiene una secuencia aminoácida que se muestra en SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68, o tiene una secuencia
aminoácida que tiene una identidad de al menos un 75% con la secuencia, preferentemente una identidad de al
menos un 80%, preferentemente al menos un 85%, preferentemente al menos un 95%, preferentemente al menos un
98% con la secuencia.

Preferentemente, la enzima lípido aciltransferasa se puede caracterizar utilizando los siguientes criterios:45

La enzima posee actividad aciltransferasa que se puede definir como actividad de transferencia de éster a través de
la cual la parte acilo de un enlace éster original de un donador acilo de lípidos se transfiere a un aceptador de acilo,
preferentemente glicerol o colesterol, para formar un nuevo éster; y

La enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácido GDSX, donde X es uno o más de los siguientes
residuos de aminoácidos L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S.50

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

El motivo GDSX está compuesto de cuatro aminoácidos conservados. Preferentemente, la serina en el motivo es una
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serina catalítica de la enzima lípido aciltransferasa. Adecuadamente, la serina del motivo GDSX puede estar en una
posición que corresponde a Ser-16 en la enzima lípido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que se describe en
Brumlik & Buckley (Journal of Bacteriology Apr. 1996, Vol. 178, No. 7, p 2060-2064).

Para determinar si una proteína tiene el motivo GDSX de conformidad con la presente invención, la secuencia se
compara preferentemente con los perfiles modelo oculto de Markov (perfiles HMM) de la base de datos Pfam de5
conformidad con los procedimientos descritos en WO 2004/064537 o WO 2004/064987 .

Preferentemente, la enzima lípido aciltransferasa se puede alinear utilizando la secuencia de consenso Pfam00657
(para una explicación completa, ver WO 2004/064537 o WO 2004/064987).

Preferentemente, una coincidencia positiva con el perfil del modelo oculto de Markov (perfil HMM) de la familia de
dominio pfam 00657 indica la presencia de dominio GDSL o GDSX de conformidad con la invención.10

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia de consenso Pfam00657, la lípido aciltransferasa para uso en
los procedimientos o usos de la invención puede tener al menos, preferentemente, más de uno, preferentemente más
de dos, de los siguientes, un bloque GDSx, un bloque GANDY, un bloque HPT. Adecuadamente, la lípido
aciltransferasa puede tener un bloque GDSx y un bloque GANDY. Alternativamente, la enzima puede tener un bloque
GDSx y un bloque HPT. Preferentemente, la enzima comprende al menos un bloque GDSx. Ver WO 2004/064537 o15
WO 2004/064987 para más información.

Preferentemente, los residuos del motivo GANDY se seleccionan de GANDY, GGNDA, GGNDL, más
preferentemente GANDY.

Preferentemente, cuando se alinea con la secuencia de consenso Pfam00657, la enzima para uso en los
procedimientos o usos de la invención tiene al menos uno, preferentemente más de uno, preferentemente más de dos,20
preferentemente más de tres, preferentemente más de cuatro, preferentemente más de cinco, preferentemente más
de seis, preferentemente más de siete, preferentemente más de ocho, preferentemente más de nueve,
preferentemente más de diez, preferentemente más de once, preferentemente más de doce, preferentemente más de
trece, preferentemente más de catorce, de los siguientes residuos de aminoácidos en comparación con la secuencia
de polipéptido A. hydrophilia, a saber SEQ ID No. 1: 28His, 29His, 30His, 31His, 32Gly, 33Asp, 34Ser, 35His, 130His,25
131Gly, 132His, 133Asn, 134Asp, 135His, 309His.

El dominio pfam00657 GDSX es un identificador único que distingue proteínas que poseen este dominio de otras
enzimas.

La secuencia de consenso pfam00657 está presentada en la Figura 3 como SEQ ID No. 2 Esto se deriva de la
identificación de la familia pfam 00657, la versión 6 de la base de datos, la cal también se puede denominar30
pfam00657.6

La secuencia de consenso se puede actualizar utilizando otras publicaciones de la base de datos pfam (por ejemplo,
ver WO 2004/064537 o WO 2004/064987).

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que se puede caracterizar utilizando el siguiente criterio:35

(i) la enzima posee actividad aciltransferasa que se puede definir como actividad de transferencia de éster a través de
la cual la parte acilo de un enlace éster original de un donador acilo de lípidos se transfiere a un aceptador de acilo,
preferentemente glicerol o colesterol, para formar un nuevo éster, preferentemente monoglicérido o éster de
colesterol, respectivamente;

(ii) la enzima comprende el motivo de secuencia de aminoácido GDSX, donde X es uno o más de los siguientes40
residuos de aminoácidos L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S.;

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

Preferentemente, el residuo aminoácido del motivo GDSX es L.45

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

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invención es un lípido aciltransferasa que comprende la siguiente tríada catalítica: Ser-34, Asp-306 y His-309 o50
comprende un residuo de serina, un residuo de ácido aspártico y un residuo de histidina, respectivamente, en
posiciones que corresponden a Ser-34, Asp-306 y His-309 en la enzima lípido aciltransferasa Aeromonas hydrophila
que aparece en la Figura 4 (SEQ ID No. 3) o Figura 2 (SEQ ID No. 1). Como se indicó anteriormente, la secuencia
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que aparece en la SEQ ID No. 3 o SEQ ID No. 1, los primeros 18 residuos aminoácidos forman una secuencia de
señal. Ser-34, Asp-306 y His-309 de la secuencia de longitud completa, que es la proteína que incluye la secuencia
de señal, se igualan a Ser-16, Asp-288 y His-291 de la parte madura de la proteína, es decir, la secuencia sin la
secuencia de señal. En la secuencia de consenso pfam00657, como aparece en la Figura 3 (SEQ ID No. 2), los
residuos de sitio activo corresponden a Ser-7, Asp-345 y His-348.5

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que se puede caracterizar utilizando el siguiente criterio:

la enzima posee actividad aciltransferasa que se puede definir como actividad de transferencia de éster a través de la
cual la parte acilo de un enlace éster original de un primer donador acilo de lípidos se transfiere a un aceptador de
acilo para formar un nuevo éster; y10

la enzima comprende al menos Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-134 y His-309 o comprende residuos de glicina, ácido
aspártico, serina, ácido aspártico e histidina en posiciones que corresponden a Gly-32, Asp-33, Ser-34, Asp-306 y
His-309, respectivamente, en la enzima lípido aciltransferasa Aeromonas hydrophila que se muestra en SEQ ID No. 3
o SEQ ID No. 1.

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente15
invención se puede codificar mediante una de las siguientes secuencias nucleótidas:

(a) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 36 (ver Figura 29);

(b) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 38 (ver Figura 31);

(c) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 39 (ver Figura 32);

(d) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 42 (ver Figura 35);20

(e) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 44 (ver Figura 37);

(f) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 46 (ver Figura 39);

(g) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 48 (ver Figura 41);

(h) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 49 (ver Figura 57);

(i) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 50 (ver Figura 58);25

(j) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 51 (ver Figura 59);

(k) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 52 (ver Figura 60);

(l) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 53 (ver Figura 61);

(m) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 54 (ver Figura 62);

(n) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 55 (ver Figura 63);30

(o) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 56 (ver Figura 64);

(p) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 57 (ver Figura 65);

(q) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 58 (ver Figura 66);

(r) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 59 (ver Figura 67);

(s) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 60 (ver Figura 68);35

(t) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 61 (ver Figura 69);

(u) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 62 (ver Figura 70);

(v) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 63 (ver Figura 71);

(w) o

una secuencia nucleótida que tiene un 70% o más, preferentemente un 75% o más, de identidad con una de las40
secuencias que se muestran como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44,
SEQ ID No. 46, SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ
ID No. 54, SEQ ID No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No.
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61, SEQ ID No. 62 o SEQ ID No. 63.

La secuencia nucleótida puede tener una identidad de un 80% o más, preferentemente, un 85% o más, más
preferentemente, un 90% o más, y aún más preferentemente un 95% o más con una de las secuencias que se
muestran como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39, SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46, SEQ
ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID No.5
55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No. 59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62 o
SEQ ID No. 63.

En una realización, la secuencia nucleótida que codifica una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y usos de la presente invención es una secuencia nucleótida que tiene una identidad de un 70% o
más, preferentemente de un 75% o más, con una de las secuencias que se muestran como: SEQ ID No. 49, SEQ ID10
No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, y SEQ ID No. 63. Adecuadamente, la secuencia nucleótida puede tener una
identidad del 80% o más, preferentemente del 85% o más, preferentemente del 90% o más y aún más
preferentemente del 95% o más con una de las secuencias que se muestran como: SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50,
SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, y SEQ ID No. 63.

En una realización, la secuencia nucleótida que codifica una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los15
procedimientos y usos de la presente invención es una secuencia nucleótida que tiene una identidad de un 70% o
más, de un 75% o más, de un 80% o más, preferentemente de un 85% o más, más preferentemente de un 90% o
más y aún más preferentemente de un 95% o más con la secuencia que se muestran como SEQ ID No. 49.

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una o más de las siguientes secuencias de20
aminoácidos:

(i) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 3

(ii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 4

(iii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 5

(iv) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 625

(v) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 7

(vi) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 8

(vii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 9

(viii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 10

(ix) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 1130

(x) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 12

(xi) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 13

(xii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 14

(xiii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 1

(xiv) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 1535

(xv) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 16

(xvi) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 17

(xvii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 18

(xviii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 34

(xix) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 3540

(xx) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 68

(xxi) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 121

(xxii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 122

(xxiii) la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 123 o
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una secuencia de aminoácido que tiene un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 98% o más de identidad con
una de las secuencias que se muestran como SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No.
6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ
ID No 14 o SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35, SEQ ID
No. 68, SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123.5

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácido que se muestra como
SEQ ID No. 3 o como SEQ ID No. 4 o SEQ ID No. 1 o SEQ ID No. 15 o SEQ ID No. 16, o SEQ ID No. 34, SEQ ID No.
35, SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123 o comprende una secuencia de aminoácido
que tiene una identidad del 75% o más, preferentemente del 80% o más, preferentemente del 85% o más,10
preferentemente del 90% o más, preferentemente del 95% o más con la secuencia de aminoácido que se muestra
como SEQ ID No. 3 o la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 4 o la secuencia de aminoácido
que se muestra como SEQ ID No. 1 o la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 15 o la
secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 16 o la secuencia de aminoácido que se muestra como
SEQ ID No. 34 o la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 35 o la secuencia de aminoácido que15
se muestra como SEQ ID No. 68 o la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 121 o la secuencia
de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 122 o la secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No.
123.

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoácido que tiene una identidad20
de un 80% o más, preferentemente, un 85% o más, más preferentemente, un 90% o más, o aún más preferentemente
un 95% o más con una de las secuencias que se muestran como SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID
No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13,
SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34 o SEQ
ID No. 35, SEQ ID No. 68, SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123.25

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

(a) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 1-100 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.
1;30

(b) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 101-200 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID
No. 1;

(c) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 201-300 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID
No. 1; o

(d) una secuencia de aminoácido que tiene una identidad del 75% o más, preferentemente del 85% o más,35
preferentemente del 90% o más, aún más preferentemente del 95% o más con una de las secuencias  de
aminoácido que se definen en los puntos (a) a (c) anteriores.

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invención puede comprender una o más de las siguientes secuencias de aminoácidos:

(a) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 28-39 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.40
1;

(b) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 77-88 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID No.
1;

(c) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 126-136 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID
No. 1;45

(d) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 163-175 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID
No. 1;

(e) una secuencia de aminoácido que se muestra como residuos de aminoácido 304-311 de SEQ ID No. 3 o SEQ ID
No. 1; o

(f) una secuencia de aminoácido que tiene una identidad del 75% o más, preferentemente del 85% o más,50
preferentemente del 90% o más, aún más preferentemente del 95% o más con una de las secuencias  de
aminoácido que se definen en los puntos (a) a (e) anteriores.

En un aspecto, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser la lípido aciltransferasa de Candida parapsilosis como se
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describe en EP 1 275 711. Por lo tanto, en un aspecto, la lípido aciltransferasa para uso en el procedimiento y usos de
la presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoácido que
se indican en SEQ ID No. 17 o SEQ ID No. 18.

Por preferencia, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de5
aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 16, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad del 75% o
más, preferentemente de un 85% o más, más preferentemente, de un 90% o más, aún más preferentemente de un
95% o más, aún más preferentemente de un 98% o más, o aún más preferentemente de un 99% o más con la SEQ ID
No. 16. Esta enzima podría considerarse una variante de enzima.

En un aspecto, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente10
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser lecitina:lípido aciltransferasa de colesterol (LCAT) o variante de
este (por ejemplo, una variante hecha mediante evolución molecular).

LCAT adecuados son conocidos en la técnica y se pueden obtener de uno o más de los siguientes organismos, por
ejemplo: mamíferos, ratas, ratones, pollos, Drosophila melanogaster, plantas que incluyen Arabidopsis y Oryza sativa,
nematodos, hongos y levadura.15

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención es una lípido aciltransferasa que puede ser la lípido aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente,
que se obtuvo, de las cepas de E. coli TOP 10 que acogen pPet12aAhydro y pPet12aASalmo depositados por
Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca de conformidad con el Tratado de Budapest
sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos a los fines del Procedimiento en materia de20
Patentes en la Colección Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimenticias (NCIMB) 23 St. Machar Street,
Aberdeen, Escocia, Reino Unido el 22 de diciembre de 2003, con los números de ingreso NCIMB 41204 y NCIMB
41205, respectivamente.

Una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención puede ser
una fosfolípido acil transferasa de glicerol. Las fosfolípido acil transferasas de glicerol incluyen aquellas aisladas de25
Aeromonas spp., preferentemente Aeromonas hydrophila o A. salmonicida, más preferentemente A. salmonicida o
variantes de estos.

Las lípido aciltransferasas más preferidas para uso en la presente invención se codifican mediante SEQ ID No. 1, 3, 4,
15, 16, 34 y 35. El entendido en la técnica reconocerá que es preferible que los péptidos señal de la acil transferasa
se hayan partido durante la expresión de la transferasa. El péptido señal de SEQ ID No. 1, 3, 4 y 15 son aminoácidos30
1 a 18. Por lo tanto, las regiones más preferidas son aminoácidos 19 a 335 para SEQ ID No. 1 y SEQ ID No. 3 (A.
hydrophilia) y aminoácidos 19 a 336 para SEQ ID No. 4, y SEQ ID No. 15 (A. salmonicida). Cuando se utiliza para
determinar la homología de identidad de las secuencias de aminoácido, se prefiere que las alineaciones como se
describen en la presente utilicen la secuencia madura.

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención comprende (o consiste de) la secuencia35
de aminoácido que aparece en la SEQ ID No. 16 o comprende (o consiste de) una secuencia de aminoácido que
tiene una identidad de al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95% , al
menos un 98% con SEQ ID. No 16.

En una realización, la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención es codificada por una secuencia
nucleótida que comprende (o consiste de) una secuencia nucleótida que se muestra en SEQ ID No. 49 o comprende40
(o consiste de) una secuencia nucleótida que tiene una identidad de al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un
85%, al menos un 90%, al menos un 95% , al menos un 98% con SEQ ID. No 49.

Por lo tanto, las regiones más preferidas para determinar la homología (identidad) son aminoácidos 19 a 335 para
SEQ ID No. 1 y No. 3 (A. hydrophilia) y aminoácidos 19 a 336 para SEQ ID No. 4, y SEQ ID No. 15 (A. salmonicida).
Las SEQ ID No. 34 y 35 son secuencias proteicas maduras de una lípido acil transferasa de A. hydrophilia y A.45
salmonicida respectivamente que pueden sufrir una modificación post-translacional o no.

Una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención puede ser
una lípido aciltransferasa que también se puede aislar de Thermobifida, preferentemente, T. fusca, más
preferentemente aquella codificada por SEQ ID No. 28.

Las lípido aciltransferasa adecuadas para uso de conformidad con la presente invención y/o en los procedimientos de50
la presente invención pueden comprender una de las siguientes secuencias aminoácidos y/o se pueden codificar
mediante las siguientes secuencias nucleótidas:

a) un ácido nucleico que codifica un polipéptido que exhibe una actividad lípido aciltransferasa y es al menos un 70%
idéntica (preferentemente, al menos un 80%, más preferentemente un 90% idéntica) a la secuencia de polipéptido
que aparece en la SEQ ID No. 16, o al polipéptido que aparece en la SEQ ID No. 68, o al polipéptido que aparece en55
la SEQ ID No. 121, o al polipéptido que aparece en la SEQ ID No. 122 o al polipéptido que aparece en la SEQ ID No.
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123;

b) un polipéptido (aislado) que comprende (o consiste de) una secuencia de aminoácido como se muestra en la SEQ
ID No. 16 o la SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoácido que es al menos un 70% idéntica (preferentemente, al
menos un 80% idéntica, más preferentemente al menos un 90% idéntica) a la SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 68, SEQ ID
No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No. 123;5

c) un ácido nucleico que codifica una lípido aciltransferasa, cuyo ácido nucleico comprende (o consiste de) una
secuencia nucleótida que aparece como SEQ ID No. 49 o una secuencia nucleótida que es al menos un 70% idéntica
(preferentemente al menos un 80%, más preferentemente al menos un 90% idéntica) a la secuencia nucleótida que
aparece como SEQ ID No. 49;

d) un ácido nucleico que hibrida en condiciones de rigurosidad media o alta a una sonda de ácido nucleico que10
comprende la secuencia nucleótida que aparece como SEQ ID No. 49 y codifica un polipéptido que exhibe una
actividad lípido aciltransferasa;

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

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

Una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención puede ser15
una lípido aciltransferasa que también se puede aislar de Streptomyces, preferentemente S. avermitis, más
preferentemente aquella codificada por SEQ ID No. 32. Otras enzimas posibles para uso en la presente invención de
Streptomyces incluyen aquellas codificadas por SEQ ID Nos. 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 31, y 33.

Una enzima para uso en la invención también se puede aislar de Corynebacterium, preferentemente C. efficiens, más
preferentemente aquella codificada por SEQ ID No. 29.20

Adecuadamente, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoácido que aparece
como SEQ ID No. 37, 38, 40, 41, 43, 45, o 47, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un
70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, o que puede ser codificada
por una de las secuencias nucleótidas que aparecen como SEQ ID No. 36, 39, 42, 44, 46, o 48 o una secuencia25
nucleótida que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%
o un 98% con ellas.

En una realización, la secuencia nucleótida que codifica una enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invención se selecciona del grupo que consiste de:

a) un ácido nucleico que comprende una secuencia nucleótida que aparece en la SEQ ID No. 36;30

b) un ácido nucleico que se relaciona con la secuencia nucleótida de SEQ ID No. 36, por degeneración del código
genético; y

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

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente35
invención es una lípido aciltransferasa que comprende una secuencia de aminoácido como se muestra en la SEQ ID
No. 37 o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un 60%.

En otra realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoácido que aparece
como SEQ ID No. 37, 38, 40, 41, 43, 45, o 47, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un40
70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, o que puede ser codificada
por una de las secuencias nucleótidas que aparecen como SEQ ID No. 39, 42, 44, 46, o 48 o una secuencia
nucleótida que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%
o un 98% con ellas.

En otra realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente45
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoácido que aparece
como SEQ ID No. 38, 40, 41, 45, o 47, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un 70%,
un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, para los usos descritos en la
presente.

En otra realización, la enzima lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente50
invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende una de las secuencias de aminoácido que aparece
como SEQ ID No. 38, 40, 41, o 47, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un 70%, un
75%, un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas, para los usos descritos en la presente.
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Más preferentemente, en una realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de
la presente invención puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácido que aparece
como SEQ ID No. 47, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%,
un 85%, un 90%, un 95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas.

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos yo usos de la presente invención5
puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácido que aparece como SEQ ID No. 43, o
44, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un 80%, un 85%, un 90%, un 95%, un 96%,
un 97%, o un 98% con ellas.

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención
puede ser una lípido aciltransferasa que comprende la secuencia de aminoácido que aparece como SEQ ID No. 41, o10
una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de al menos un 70%, un 75%, un 80%, un 85%, un 90%, un
95%, un 96%, un 97%, o un 98% con ellas.

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

a) un ácido nucleico que comprende una secuencia nucleótida que aparece en la SEQ ID No. 36;15

b) un ácido nucleico que se relaciona con la secuencia nucleótida de SEQ ID No. 36, por degeneración del código
genético; y

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

En una realización, la enzima lípido aciltransferasa de conformidad con la presente invención puede ser una lípido20
aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente se obtuvo, de las cepas de Streptomyces L130 o L131
depositadas por Danisco A/S de Langebrogade 1, DK-1001 Copenhague K, Dinamarca de conformidad con el
Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de Microorganismos a los fines del
Procedimiento en materia de Patentes en la Colección Nacional de Bacterias Industriales, Marinas y Alimenticias
(NCIMB) 23 St. Machar Street, Aberdeen, Escocia, Reino Unido el 23 de junio de 2004, con los números de ingreso25
NCIMB 41226 y NCIMB 41227, respectivamente.

Las secuencias nucleótidas adecuadas que codifican una lípido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invención pueden codificar un polinucleótido que codifica una lípido
aciltransferasa (SEQ ID No. 16); o pueden codificar una secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa (SEQ
ID No. 16).30

Una lípido aciltransferasa adecuada para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención puede
ser una secuencia de aminoácido que se puede identificar mediante alineación con la secuencia L131 (SEQ ID No.
37) utilizando Align X, el algoritmo de alineamiento por pares Clustal W de VectorNTI utilizando configuraciones
predeterminadas.

Una alineación de la secuencia L131 y homólogos de S. avermitilis y  T. fusca ilustra que la conservación del motivo35
GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la casilla GANDY, que es GGNDA o GGNDL, y el bloque HPT
(considerado la histidina catalítica conservada). Estos tres bloques conservados se destacan en la Figura 42.

Cuando se alinea a la secuencia de consenso pfam Pfam00657 (como se describe en WO 2004/064987) y/o la
secuencia L131 divulgada en la presente (SEQ ID No. 37) es posible identificar tres regiones conservadas, el bloque
GDSx, el bloque GANDY y el bloque HTP (ver WO 2004/064987 para más información).40

Cuando se alinea a la secuencia de consenso pfam Pfam00657 (como se describe en WO 2004/064987) y/o la
secuencia L131 divulgada en la presente (SEQ ID No. 37)

i) La lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención puede ser una
lípido aciltransferasa que tiene un motivo GDSx, más preferentemente un motivo GDSx seleccionado del motivo
GDSL o GDSY.45

y/o

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

iii) La lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención puede ser una50
lípido aciltransferasa que tiene, preferentemente un bloque HTP. Y preferentemente

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

La lípido aciltransferasa como se utiliza en la presente se puede denominar colesterol aciltransferasa de
glicerofosfolípidos. Es decir, la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención tiene, preferentemente, la
capacidad de «hidrolizar» fosfolípidos y a la vez esterificar el colesterol con el ácido graso libre de la hidrolización;5
esta es una reacción transferasa efectiva (es decir, una interestificación y/o una reacción de transesterificación).

El grado de «hidrólisis» se puede describir como la relación de fosfatidilcolina (PC) y/o fosfatidiletanolamina (PE)
convertida en liso-PC o liso-PE, respectivamente. Con la hidrolización enzimática de PC en liso-PC, se altera la
relación entre la parte hidrofílica de la molécula fosfolípida (grupo polar) y la parte hidrófoba (cadenas de ácido graso).
Al remover un ácido graso (ácidos grasos saturados y/o insaturados), la parte hidrófoba se reduce, haciendo que toda10
la molécula sea hidrofílica. Además, la conformación de la molécula estérica puede cambiar, lo que puede incluir en
las estructuras de fase (p.ej., micelación) formadas por las moléculas en dispersión, así como interacciones con otras
moléculas como por ejemplo, proteínas lácteas.

Los productos de liso-lecitina son conocidos por poseer mejores propiedades emulsionantes. Con un alto grado de
interesterificación y/o transesterificación, es posible obtener tamaños de gota de aceite más pequeñas en medio en15
una prueba de emulsificación.

La función de la lípido aciltransferasa es que el colesterol y los fosfolípidos cambiarán en colesterol-ésteres y
liso-fosfolípidos, generando dos componentes resultantes con propiedades activas en superficie en relación con las
emulsiones O/W. Por lo tanto, los productos finales contendrán una cantidad de colesterol significativamente reducida20
o no tendrán colesterol y una mejor estabilidad de emulsión.

La enzima de conformidad con la presente invención no es preferentemente una enzima fosfolipasa, como una
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fosfolipasa A1 clasificada como E.C. 3.1.1.32 o una fosfolipasa A2 clasificada como E.C. 3.1.1.4.

Variante de lípido aciltransferasa

En una realización preferida, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que es una variante de
lípido aciltransferasa.5

Se pueden utilizar las variantes que tienen mayor actividad en los fosfolípidos, como mayor actividad hidrolítica y/o
mayor actividad transferasa, preferentemente, mayor actividad transferasa en fosfolípidos.

Preferentemente, la variante de lípido aciltransferasa se prepara con una o más modificaciones de aminoácido de las
lípido aciltransferasas como se definió anteriormente.

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención10
puede ser una lípido aciltransferasa que puede ser una variante de lípido aciltransferasa, en donde la enzima se
puede caracterizar por comprender el motivo GDSX de la secuencia de aminoácido, donde X es uno o más de los
siguientes residuos de aminoácido L, A, V, I, F, Y, H, Q, T, N, M o S, y donde la variante de enzima comprende una o
más modificaciones de aminoácido en comparación con una secuencia progenitora en uno o más de los residuos de
aminoácido definidos en el conjunto 2 o conjunto 4 o conjunto 6 o conjunto 7 (como se define en WO 2005/066347 y15
de aquí en adelante).

Por ejemplo, la variante de lípido aciltransferasa se puede caracterizar porque la enzima comprende el motivo GDSX
de la secuencia de aminoácido, donde X es uno o más de los siguientes residuos de aminoácido L, A, V, I, F, Y, H, Q,
T, N, M o S y donde la variante de la enzima comprende una o más modificaciones de aminoácido en comparación
con la secuencia progenitora en uno o más de los residuos de aminoácido detallados en el conjunto 2 o 4 o 6 o 720
(como se definen en WO 2005/066347 y de aquí en adelante) identificados por dicha secuencia progenitora por estar
estructuralmente alineados con el modelo estructural P10480 definido en la presente, que se obtiene,
preferentemente, mediante alineación estructural de P10480; la estructura de cristal coordina con 1IVN.PDB y/o
1DEO.PDB como se define en WO 2005/066347 y aquí en adelante.

En otra realización, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención25
puede ser una variante de lípido aciltransferasa que se caracteriza porque la enzima comprende el motivo GDSX de
la secuencia de aminoácido, donde X es uno o más de los siguientes residuos de aminoácido L, A, V, I, F, Y, H, Q, T,
N, M o S, y donde la variante de enzima comprende una o más modificaciones de aminoácido en comparación con
una secuencia progenitora en uno o más de los residuos de aminoácido definidos en el conjunto 2 cuando dicha
secuencia progenitora se alinea a la secuencia de consenso pfam (SEQ ID No. 2 - Figura 3) y se modifica de30
conformidad con el modelo estructural de P10480 para garantizar una superposición de mejor adecuación como se
define en WO 2005/066347 y de aquí en adelante.

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y usos de la presente invención
puede ser una variante de la enzima lípido aciltransferasa que puede comprender una secuencia de aminoácido, la
cual se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ35
ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1,
SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, ,
SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35, excepto por una o más modificaciones de aminoácido en uno o más
residuos de aminoácido definidos en el conjunto 2 o 4 o 6 o 7 (como se define en WO 2005/066347 y de aquí en
adelante) identificados por alineación de secuencia con SEQ ID No. 34.40

Alternativamente, la lípido aciltransferasa puede ser una variante de la enzima lípido aciltransferasa que comprende
una secuencia de aminoácido, la cual se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5,
SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID
No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28,
SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35, excepto por una o más45
modificaciones de aminoácido en uno o más residuos de aminoácido definidos en el conjunto 2 o 4 o 6 o 7 como se
define en WO 2005/066347 y de aquí en adelante, identificados por la alineación estructural de dicha secuencia
progenitora con el modelo estructural de P10480 como se define en la presente, el cual se obtiene preferentemente
por alineación estructural de P10480 definida en la presente; la estructura de cristal coordina con 1IVN.PDB y/o
1DEO.PDB como se describe en WO 2005/066347 y de aquí en adelante.50

Alternativamente, la lípido aciltransferasa puede ser una variante de la enzima lípido aciltransferasa que comprende
una secuencia de aminoácido, la cual se muestra como SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5,
SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID
No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28,
SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No. 32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35, excepto por una o más55
modificaciones de aminoácido en uno o más residuos de aminoácido definidos en el conjunto 2 identificado cuando
dicha secuencia progenitora se alinea con la secuencia de consenso (SEQ ID No. 2) y modificado de conformidad con
un  modelo estructural de P10480 para garantizar la superposición de mejor adecuación como se describe en WO
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2005/066347 y de aquí en adelante.

Preferentemente, la enzima progenitora es una enzima que comprende, o es homóloga a, la secuencia de
aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 34 y/o SEQ ID No. 15 y/o SEQ ID No. 35.

Preferentemente, la lípido aciltransferasa puede ser una variante de enzima que comprende una secuencia de
aminoácido, donde dicho aminoácido se muestra como SEQ ID No. 34 o SEQ ID No. 35, excepto por una o más5
modificaciones de aminoácido en uno o más residuos de aminoácido definidos en conjunto 2 o 4 o 6 o 7 como se
define en WO 2005/066347 y de aquí en adelante.

Otras variantes de lípido aciltransferasa adecuadas para uso en los procedimientos/usos de la presente invención son
aquellas descritas en PCT/IB2009/05435.

La estructura terciara de las lípidos aciltransferasas ha revelado una estructura inusual e interesante que permite que10
las lípido aciltransferasa se construyan con más éxito. En particular, la estructura terciaria de la lípido aciltransferasa
ha revelado una estructura de cueva y quebrada; los residuos que forman estas estructuras se definen a
continuación.

Las alteraciones en la región de cueva pueden (por ejemplo) alterar la especificidad de longitud de la cadena de
sustrato de la enzima por ejemplo.15

Se ha descubierto que las alteraciones en la cueva (particularmente algunas modificaciones clave preferidas) son
importantes en, por ejemplo, mejorar o cambiar la especificidad del sustrato de la enzima.

En particular, los inventores han descubierto que existe un número de modificaciones en la quebrada que tienen una
calificación alta y producen variantes interesantes con propiedades mejoradas - estas se pueden encontrar en las
posiciones 31, 27, 85, 86, 119 y 120. En algunas realizaciones, se prefieren las posiciones 31 y/o 27.20

Estas variantes de lípido aciltransferasas se pueden codificar mediante una secuencia nucleótida que tiene una
identidad de al menos un 90% con una secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa progenitora y
comprenden al menos una modificación (adecuadamente, al menos dos modificaciones) en una posición que
corresponde, en la secuencia de aminoácido codificada, un aminoácido ubicado en a) la región de quebrada de la
enzima y/o b) sitio de inserción 1 y/o c) sitio de inserción 2, donde la región de quebrada, el sitio de inserción 1 y/o el25
sitio de inserción 2 de la enzima se define como aquella región que, cuando se alinea sobre la base de la estructura
primaria o terciaria, corresponde a la región de quebrada, sitio de inserción 1, o sitio de inserción 2 de la enzima que
se muestra como SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68 en la presente, como se describe a continuación.

En una realización, las modificaciones en una posición ubicada en la quebrada y/o en el sitio de inserción 1 y/o el sitio
de inserción 2 se combinan con al menos una modificación en una posición que corresponde, en la secuencia de30
aminoácido codificada, a un aminoácido ubicado fuera de la región de quebrada y/o sitio de inserción 1 y/o sitio de
inserción 2.

En una realización, la lípido aciltransferasa comprende al menos una modificación (adecuadamente, al menos dos
modificaciones) en una posición que corresponde, en la secuencia de aminoácido codificada, a un aminoácido
ubicado en la posición 27, 31, 85, 86, 122, 119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236 (preferentemente, en la posición 27,35
31, 85, 86, 119 y/o 120, más preferentemente, en la posición 27 y/o 31), donde la numeración de la posición se define
como aquella posición que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la
misma posición de la enzima que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

En otra realización, la variante de lípido aciltransferasa comprende al menos una modificación en una posición que
corresponde, en la secuencia de aminoácido codificada, a un aminoácido ubicado en la posición 27 y/o 31 en40
combinación con al menos otra modificación, donde la numeración de la posición se define como aquella posición que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posición de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

Adecuadamente, al menos otra modificación puede estar en una o más de las siguientes posiciones 85, 86, 122, 119,
120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207, 130, donde la numeración de la posición se define como45
aquella posición que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posición de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

La secuencia de aminoácido de la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención puede comprender una
cadena principal modificada tal que se produce al menos una modificación (adecuadamente, al menos dos
modificaciones) en una posición que corresponde, en la secuencia de aminoácido codificada, un aminoácido ubicado50
en a) la región de quebrada de la enzima y/o b) sitio de inserción 1 y/o c) sitio de inserción 2, donde la región de
quebrada, el sitio de inserción 1 y/o el sitio de inserción 2 se define como aquella región que, cuando se alinea sobre
la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la región de quebrada, sitio de inserción 1, o sitio de
inserción 2 de la enzima que se muestra como SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68.
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En una realización, las modificaciones en una posición ubicada en la quebrada y/o en el sitio de inserción 1 y/o el sitio
de inserción 2 se combinan con al menos una modificación en una posición que corresponde, en la secuencia de
aminoácido codificada, a un aminoácido ubicado fuera de la región de quebrada y/o sitio de inserción 1 y/o sitio de
inserción 2.

Preferentemente, la cadena principal de la secuencia de aminoácido de la lípido aciltransferasa se modifica de forma5
tal que se produce al menos una modificación (adecuadamente, al menos dos modificaciones) en una posición que
corresponde, en la secuencia de aminoácido codificada, a un aminoácido ubicado en la posición 27, 31, 85, 86, 122,
119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236 (preferentemente, en la posición 27, 31, 85, 86, 119 y/o 120, más
preferentemente, en la posición 27 y/o 31), donde la numeración de la posición se define como aquella posición que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posición de la enzima10
que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

En otras realizaciones preferidas, la cadena principal de secuencia del aminoácido de la de lípido aciltransferasa
comprende al menos una modificación (adecuadamente, al menos dos modificaciones) en una posición que
corresponde, en la secuencia de aminoácido codificada, a un aminoácido ubicado en la posición 27, 31 en
combinación con al menos otra modificación, donde la numeración de la posición se define como aquella posición que,15
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posición de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 16.

Adecuadamente, al menos otra modificación puede estar en una o más de las siguientes posiciones 85, 86, 122, 119,
120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207, 130, donde la numeración de la posición se define como
aquella posición que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma20
posición de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

También se proporciona una variante de lípido aciltransferasa o una lípido aciltransferasa alterada para uso en la
presente invención que comprende una secuencia de aminoácido que es al menos un 70% idéntica a la lípido
aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68, donde un
segmento que determina una especificidad de longitud de cadena de sustrato que está inmediatamente en la25
N-terminal del residuo Asp de la tríada catalítica de dicha lípido aciltransferasa alterada, tiene una longitud alterada en
relación con dicha lípido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que se muestra en la presente como SEQ ID No.
16 o 68.

Preferentemente, la alteración comprende una inserción o eliminación de aminoácido en dicho segmento que
determina la especificidad de longitud de cadena de sustrato, como por ejemplo sustituir un segmento que determina30
la especificidad de longitud de cadena de sustrato de la enzima progenitora con el segmento que determina la
especificidad de longitud de cadena de sustrato de una lípido aciltransferasa diferente para producir la lípido
aciltransferasa alterada. Preferentemente, dicha alteración aumenta la longitud de la cadena acilo que puede
transferirse mediante dicha lípido aciltransferasa.

Preferentemente, la lípido aciltransferasa alterada comprende una secuencia de aminoácido que es al menos un 90%35
idéntica a la lípido aciltransferasa de Aeromonas salmonicida que aparece en la presente como SEQ ID No. 16 o 68.

La secuencia nucleótida que codifica la variante de la enzima lípido aciltransferasa antes de la modificación es una
secuencia nucleótida que se muestra en la presente como SEQ ID No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID
No. 51, SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 63 o SEQ ID No. 24; o es una secuencia nucleótida que tiene una identidad de al
menos un 70% (preferentemente, una identidad de al menos un 80%, más preferentemente al menos un 90%, aún40
más preferentemente al menos un 95%) con una secuencia nucleótida que se muestra en la presente como SEQ ID
No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 63 o SEQ ID No. 24; o es una
secuencia nucleótida que se relaciona con SEQ ID No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID
No. 62, SEQ ID No. 63, SEQ ID No. 24 por degeneración del código genético; o es una secuencia nucleótida que
hibrida en condiciones de rigurosidad media o alta en una secuencia nucleótida que se muestra en la presente como45
SEQ ID No. 120, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ ID No. 62, SEQ ID No. 63 o SEQ ID No. 24.

En una realización preferida, la variante de la lípido aciltransferasa se codifica mediante una secuencia de ácido
nucleico (preferentemente un ácido nucleico aislado o recombinante) que hibrida en condiciones de rigurosidad
media o alta sobre sustancialmente toda la longitud de SEQ ID No. 49 o SEQ ID No. 120 o un complemento de SEQ
ID No. 49 o SEQ ID No. 120, donde el polipéptido codificado que comprende uno o más residuos de aminoácidos50
seleccionados de Q, H, N, T, F, Y o C en posición 31; R, Y, S, V, I, A, T, M, F, C o L en posición 86; R, G, H, K, Y, D, N,
V, C, Q, L, E, S o F en posición 27; H, R, D, E 85; T o I en posición 119; K o E en posición 120; S, L, A, F, W, Y, R, H,
M o C en posición 122; R en posición 201; S en posición 245; A o V en posición 235; G o S en posición 232; G o E en
posición 236, donde las posiciones son posiciones de aminoácido equivalentes respecto de SEQ ID No. 16.

La variante de lípido aciltransferasa puede comprender un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad lípido55
aciltransferasa y comprende una secuencia de aminoácido que es al menos un 90% (preferentemente, al menos un
95%, más preferentemente al menos un 98%, más preferentemente al menos un 99%) idéntica a la secuencia de
aminoácido que aparece como SEQ ID No. 16 o 68 y comprende una o más modificaciones en una o más de las
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siguientes posiciones: 27, 31, 85, 86, 122, 119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 236 (preferentemente, en la posición 27,
31, 85, 86, 119 y/o 120, más preferentemente en la posición 27 y/o 31).

En una realización, la variante comprende un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa y
comprende una secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 16 o 68, excepto por una o más
modificaciones en una o más de las siguientes posiciones: 27, 31, 85, 86, 122, 119, 120, 201, 245, 232, 235 y/o 2365
(preferentemente, en la posición 27, 31, 85, 86, 119 y/o 120, más preferentemente en la posición 27 y/o 31).

En otra realización, la lípido aciltransferasa comprende un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad lípido
aciltransferasa y comprende una secuencia de aminoácido que es al menos un 90% (preferentemente, al menos un
95%, más preferentemente al menos un 98%, más preferentemente al menos un 99%) idéntica a la secuencia de
aminoácido que aparece como SEQ ID No. 16 o 68 y comprende una o más modificaciones en posiciones 27 y/o 3110
en combinación con al menos otra modificación, donde la numeración de la posición se define como la posición que,
cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma posición de la enzima
que aparece en la presente como SEQ ID No. 6.

Adecuadamente, al menos otra modificación puede estar en una o más de las siguientes posiciones 85, 86, 122, 119,
120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207, 130, donde la numeración de la posición se define como15
aquella posición que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posición de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.

En una realización preferida, la lípido aciltransferasa comprende un pro-péptido o un polipéptido que tiene actividad
lípido aciltransferasa y comprende una secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 16 o 68, excepto
por una o más modificaciones en una o más de las siguientes posiciones: 27 y/o 31 en combinación con al menos otra20
modificación.

Adecuadamente, al menos otra modificación puede tener lugar en una o más de las siguientes posiciones 85, 86, 122,
119, 120, 201, 245, 23, 81, 82, 289, 227, 229, 233, 33, 207 y/o 130, donde la numeración de la posición se define
como la posición que, cuando se alinea sobre la base de la estructura primaria o terciaria, corresponde a la misma
posición de la enzima que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16.25

La lípido aciltransferasa puede ser un pro-péptido que se somete a una modificación post-translacional a un péptido
maduro, es decir, un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa. A modo de ejemplo, únicamente SEQ ID No.
68 es igual que SEQ ID No. 16, excepto porque SEQ ID No. 68 ha pasado por una modificación post-translacional y/o
post-transcripciones para remover algunos aminoácidos, más específicamente 38 aminoácidos. Por lo tanto, el
polipéptido que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 podría considerarse en algunas circunstancias (es30
decir, en algunas células huésped) como un pro-péptido, que se procesa en un péptido maduro mediante
modificación post-translacional y/o post-transcripcional. Las modificaciones precisas, p.ej., los sitios de escisión,
respecto de la modificación post-translacional y/o post- transcripcional pueden variar ligeramente dependiente de las
especies huésped. En algunas especies huésped, puede no haber modificación post-translacional y/o
post-transcripcional, por lo tanto el pro-péptido sería equivalente al péptido maduro (es decir, un polipéptido que tiene35
actividad lípido aciltransferasa). Sin estar limitados por la teoría, los sitios de escisión pueden cambiar por unos pocos
residuos (p.ej., 1, 2, o 3 residuos) en cualquier dirección en comparación con el sitio de escisión mostrado por
referencia a SEQ ID No. 68 en comparación con SEQ ID No. 16. En otras palabras, más que escisión en la posición
235-ATR a la posición 273 (RRSAS) por ejemplo, la escisión puede comenzar en el residuo 232, 233, 234, 235, 236,
237 o 238, por ejemplo. Asimismo o alternativamente, la escisión puede finalizar en el residuo 270, 271, 272, 273, 274,40
275 o 276 por ejemplo. Asimismo o alternativamente, la escisión puede resultar en la remoción de aproximadamente
38 aminoácidos, en algunas realizaciones, la escisión puede resultar en la remoción de entre 30 y 45 residuos, como
por ejemplo 34 a 42 residuos, como por ejemplo de 36 a 40 residuos, preferentemente 38 residuos.

En algunas realizaciones, para establecer homología con la estructura primaria, la secuencia de aminoácido de una
lípido aciltransferasa se compara directamente con la enzima lípido aciltransferasa que se muestra en la presente45
como secuencia primaria SEQ ID No. 16 o 68, y particularmente con un conjunto de residuos conocidos por no variar
en todas o casi todas las lípido aciltransferasas para las cuales se conocen las secuencias. Después de alinear los
residuos conservados, permitiendo inserciones y eliminaciones necesarias para mantener alineación (es decir, evitar
la eliminación de residuos conservados a través de eliminación e inserción arbitrarias), se definen los residuos
equivalentes a aminoácidos particulares en la secuencia primaria de SEQ ID No. 16 o 68. En las realizaciones50
preferidas, la alineación de los residuos conservados conserva el 100% de dichos residuos. Sin embargo, la
alineación de más de un 75% o de tan poco como un 60% de los residuos conservados también es adecuada para
definir residuos equivalentes. En realizaciones preferidas, se mantiene la conservación de residuos de serina
catalítica e histidina. Los residuos conservados se utilizan para definir los residuos de aminoácido equivalentes
correspondientes de la lípido aciltransferasa que se muestra en SEQ ID No. 16 o 68 en otras lípido aciltransferasas,55
como por ejemplo, de otras especies Aeromonas, así como también otros organismos.

Para alinear una lípido aciltransferasa progenitora con SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68 (la secuencia de referencia),
se puede utilizar la alineación de secuencia como la alineación de pares
(http://www.ebi.ac.uk/emboss/align/index.html). Por lo tanto, se pueden determinar y modificar los aminoácidos
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equivalentes en polipéptidos aciltransferasa progenitores alternativos, que corresponden a uno o más de los
aminoácidos definidos con referencia a SEQ ID No. 68 o SEQ ID No. 16. Como el entendido en la técnica entenderá,
cuando se utiliza la alineación de pares grabado, las configuraciones estándar suelen ser suficientes. Se pueden
identificar residuos correspondientes utilizando una «aguja» para hacer una alineación que cubra toda la longitud de
las dos secuencias. Sin embargo, también es posible encontrar la mejor región de similitud entre dos secuencias,5
utilizando «agua».

Alternativamente, particularmente en instancias donde la lípido aciltransferasa progenitora comparte una homología
de secuencia principal baja con SEQ ID No. 16 o SEQ ID No. 68, los aminoácidos correspondientes en la lípido
aciltransferasa alternativa, que corresponden a uno o más de los aminoácidos definidos con referencia a SEQ ID No.
16 o SEQ ID No. 68, pueden determinarse mediante alineación estructural al modelo estructural de SEQ ID No. 68 o10
SEQ ID No. 16, preferentemente SEQ ID No. 68.

Por lo tanto, los residuos equivalentes se pueden definir determinando una homología al nivel de la estructura
terciaria para una lípido aciltransferasa cuya estructura terciaria ha sido determinada por cristalografía de rayos X. En
este contexto, «residuos equivalentes» se definen como aquellos para los cuales las coordenadas atómicas de dos o
más de los átomos de cadena principal de un residuo de aminoácido particular de la lípido aciltransferasa que se15
muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68 (N en N, CA en CA, C en C, y O en O) se encuentran dentro de 0,13
nm y preferentemente 0,1 nm después de la alineación. La alineación se logra después de la orientación y
posicionamiento del mejor modelo para generar la superposición máxima de las coordenadas atómicas de los átomos
de proteína no hidrógenos de la lípido aciltransferasa en cuestión y la lípido aciltransferasa que se muestra en la
presente como SEQ ID No. 16 o 68. Como se conoce en la técnica, el mejor modelo es el modelo cristalográfico que20
da lugar al factor R más bajo para los datos de difracción experimental a la mayor resolución disponible.  Los
residuos equivalentes que son funcional y/o estructuralmente análogos a un residuo específico de la lípido
aciltransferasa como se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68 se definen como aquellos aminoácidos de
la lípido aciltransferasa que adoptan, preferentemente, una conformación tal que alteran, modifican o modulan la
estructura proteica para ejecutar cambios en la especificación del sustrato, p.ej., vinculación y/o catálisis del sustrato25
en una forma definida y atribuida a un residuo específico de la lípido aciltransferasa que se muestra en la presente
como SEQ ID No. 16 o 68. Además, son aquellos residuos de la lípido aciltransferasa (en casos donde se ha obtenido
una estructura terciaria mediante cristalografía de rayos x), que ocupan una posición análoga en la medida que,
aunque los átomos de cadena principal del residuo determinado pueden no satisfacer los criterios de equivalencia
sobre la base de ocupar una posición homóloga, las coordenadas atómicas de al menos dos de los átomos de30
cadena lateral del residuo recaen en 0,13 nm de los átomos de cadena lateral correspondientes de la lípido
aciltransferasa que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 o 68.

Las coordenadas de la estructura tridimensional de la lípido aciltransferasa que se muestra en la presente como SEQ
ID No. 68 (que es una lípido aciltransferasa Aeromonas salmonicida que comprende una mutación N80D) se
describen en PCT/IB2009/054535 y encuentran uso en determinar residuos equivalentes en el nivel de la estructura35
terciaria.

Hay una gran inserción en la aciltransferasa de Aeromonas salmonicida entre la última hebra beta y el motivo
ASP-X-X_HIS cuando se compara con tioesterasa E. coli estructuralmente similar. Esta inserción crea una gran
cavidad (en adelante, denominada «cueva» que une la cadena alifática del intermedio de la enzima acilo. Modular la
secuencia y el tamaño de esta región deriva en una «cueva» o cavidad más grande o más pequeña para la cadena40
alifática del intermedio de la enzima acilo, es decir, la cadena acilo que se transfiere mediante la enzima. Por lo tanto,
las enzimas de esta familia pueden estar diseñadas para transferir, preferiblemente, las cadenas acilo de diferentes
longitudes.

Se encuentran cuatro inserciones en la lípido aciltransferasa Aeromonas salmonicida en relación con la tioesterasa E.
coli (entrada PDB 1IVN) que unen elementos estructurales secundarios comunes a ambas estructuras.45

Las coordenadas de aminoácidos de estas inserciones en la lípido aciltransferasa que se muestran como SEQ ID No.
68 se enumeran en la siguiente Tabla:

Tabla: Inserciones en la lípido aciltransferasa

Inserción Residuos

Inserción 1 22-36

Inserción 2 74-88

Inserción 3 162-168

Inserción 4 213-281

Como se describe en detalle en PCT/IB2009/054535 en la lípido aciltransferasa, existe una gran superficie a la que el
sustrato se puede unir que se puede dividir en dos áreas que se separan por Ser 16 y His 291, donde Ser 16 y His50
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291 junto con Asp288 forman la tríada catalítica característica Estas dos áreas se pueden caracterizar como canal
profundo o «quebrada» - en adelante denominadas «quebrada» - lo que deriva en una cavidad cerrada o «cueva»
que pasa a través de la molécula.

Los residuos que forman la quebrada se enumeran en la siguiente Tabla:

Tabla: Residuos de QUEBRADA;5

Inserción 1 M23, M27, Y30, L31

Segmento 1 F42, G67, G68

Inserción 2 D80, P81, K82, Q84, V85, I86

Segmento 2a Y117, A119, Y120

Inserción 4 G229, Y230, V231

Los residuos que forman la cueva se enumeran en la siguiente Tabla.

Tabla: Residuos de CUEVA;

Segmento 1 D15, S16, L18

Segmento 2 W111, A114, L115, L118

Segmento 3 P156, D157, L158, Q160, N161

Segmento 4 F206, A207, E208, M209, L210

Segmento 5 M285, F286, V290, H291, P292 V295

Los segmentos 3 y 4 anteceden las inserciones 3 y 4 respectivamente y el segmento 5 sigue inmediatamente la
inserción 4. Las inserciones 4 y 5 también contribuyen con el mayor acercamiento que deriva en la cueva, por lo tanto
la cueva es diferente de la quebrada en que las inserciones 1 y 2 forman el revestimiento de la quebrada, mientras10
que las inserciones 3 y 4 forman la estructura superpuesta. Las inserciones 3 y 4 cubren la cueva.

En una realización la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención se puede alterar modificando los
residuos de aminoácido en uno o más de la quebrada, la cueva, la inserción 1, la inserción 2, la inserción 3 o la
inserción 4.

En una realización la lípido aciltransferasa para uso en la presente invención se puede alterar modificando los15
residuos de aminoácido en uno o más de la quebrada, la inserción 1 o la inserción 2.

En una realización, las dimensiones de la cavidad vinculante de la cadena acilo de una lípido aciltransferasa se
pueden alterar cambiando los residuos de aminoácido para formar la cueva más grande. Esto se puede lograr
modulando el tamaño de las regiones que unen las características comunes de la estructura secundaria
anteriormente descrita. En particular, el tamaño de la cueva se puede alterar cambiando los aminoácidos en la región20
entre la última hebra beta (quinta) de la enzima y el motivo Asp-X-X-His que forma parte de la tríada catalítica.

El segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato de una lípido aciltransferasa es una
región de aminoácidos contiguos que recae entre la cepa β5 β de la enzima y el residuo Asp de la tríada catalítica de
dicha enzima (el residuo Asp es parte del motivo Asp-Xaa-Xaa-His).

Las estructuras terciarias de la lípido aciltransferasa Aeromonas salmonicida t la tioesterasa E. coli (depositadas25
como base de datos Genbank de NCB con en número de ingreso 1IVN_A; GID:33357066) cada una de las cuales
muestra una estructura alfa/beta/alfa de tres capas, donde las láminas beta están compuestas de cinco hebras
paralelas, permiten que se determinen los segmentos que determinan la especificidad de la longitud de cadena del
sustrato de cada una de las enzimas lípido aciltransferasa.

El segmento que determina la especificidad de longitud de cadena del sustrato de la lípido aciltransferasa Aeromonas30
salmonicida recae inmediatamente en N-terminal en el residuo Asp de la tríada catalítica de la enzima. Sin embargo,
la longitud del segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato puede variar de
conformidad con la distancia entre el residuo Asp y la hebra β5 β de la enzima. Por ejemplo, los segmentos que
determinan la especificidad de longitud de cadena del sustrato de la lípido aciltransferasa son aproximadamente 13
amino, 19 aminoácidos y aproximadamente 70 aminoácidos en longitud respectivamente. Como tales, dependiendo35
de la lípido aciltransferasa, un segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato puede
oscilar entre 10 y 70 aminoácidos en longitud, p.ej., entre 10 y 30 aminoácidos en longitud, 30 a 50 aminoácidos en
longitud, o 50 a 70 aminoácidos.
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La siguiente tabla brinda una secuencia ejemplar para el segmento que determina la especificidad de longitud de
cadena del sustrato de la enzima lípido aciltransferasa.

Lípido aciltransferasa A. salmonicida (GCAT)

SEQ ID No. 124

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácido de un segmento que determina la especificidad de longitud de
cadena del sustrato puede ser una secuencia de aminoácido de una enzima silvestre o no. En algunas realizaciones,
el segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato puede tener una secuencia de5
aminoácido que es al menos un 70%, p.ej., al menos un 80%, al menos un 90%, o al menos un 95% idéntica al
segmento que determina la especificidad de la longitud de cadena del sustrato de una lípido aciltransferasa silvestre.

Adecuadamente, se puede preparar una variante de enzima utilizando una mutagénesis dirigida al sitio.

Las modificaciones preferidas se ubican en una o más de las siguientes posiciones L031, I086, M027, V085, A119,
Y120, W122, E201, F235, W232, A236, y/o Q245.10

En particular, las modificaciones clave incluyen una o más de las siguientes modificaciones: L31Q, H, N, T, F, Y o C
(preferentemente, L31 Q); M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V); V85H, R, D o E;
I86R,Y, S, V, I, A, T, M, F, C o L (preferentemente, I86S o A); A119T o I; Y120K o E; W122S, L o A (preferentemente,
W122L); E201R; Q245S; F235A o V; W232G o S; y/o A236G o E.

En una realización cuando se produce al menos una modificación en la quebrada, las modificaciones se producen en15
una o más de las siguientes posiciones: 31, 27, 85, 86, 119, 120.

En particular, las modificaciones clave en la quebrada incluyen una o más de las siguientes modificaciones: L31Q, H,
N, T, F, Y o C (preferentemente, L31 Q); M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V); V85H,
R, D o E; I86R,Y, S, V, I, A, T, M, F, C o L (preferentemente, I86S o A); A119T o I; Y120K o E, que pueden estar en
combinación con la otra y/o en combinación con otra modificación.20

En una realización, preferentemente cuando la modificación se realiza en el sitio de inserción 1, las modificaciones se
producen en una o más posiciones 31 y/o 27. Adecuadamente, las modificaciones pueden ser L31 Q, H, N, T, F, Y o
C (preferentemente, L31 Q) y/o M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V).

En una realización, preferentemente cuando la modificación se realiza en el sitio de inserción 2, las modificaciones se
producen en las posiciones 085, 086. Adecuadamente, las modificaciones pueden ser V85H, R, D o E y/o I86R, Y, S,25
V, I, A, T, M, F, C o L.

En una realización, preferentemente cuando la modificación se realiza en el sitio de inserción 4, las modificaciones se
producen en la posición 245. Adecuadamente, la modificación puede ser Q245S.

En una realización, preferentemente la modificación se produce en al menos el sitio de inserción 1.

En otra realización, preferentemente la modificación se produce en al menos el sitio de inserción 1 en combinación30
con otra modificación en el sitio de inserción 2 y/o 4 y/o en una o más de las siguientes posiciones 119, 120, 122, 201,
77, 130, 82, 120, 207, 167, 227, 215, 230, 289.

En otra realización, preferentemente la modificación se produce en al menos la región de quebrada en combinación
con otra modificación en el sitio de inserción o 4 y/o en una o más de las siguientes posiciones 122, 201, 77, 130, 82,
120, 207, 167, 227, 215, 230, 289.35

A continuación, se brindan las modificaciones preferidas para un sitio particular:

R130R, V, Q, H, A, D, L, I, K, N, C, Y, G, S, F, T o M;

K82R, N, H, S, L, E, T, M o G;

G121S, R, G, E, K, D, N, V, Q o A;

Y74Y o W;40

Y83 F o P;

I77T, M, H, Q, S, C, A, E, L, Y, F, R o V;
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A207E;

Q167T, H, I, G, L o M;

D227L, C, S, E, F, V, I, T, Y, P, G, R, D, H o A;

N215G;

Y230A, G, V, R, I, T, S, N, H, E, D, Q, K; o5

N289P.

En combinación con una o más modificaciones en las posiciones 31, 27, 85, 86, 119, 120, 122, 201, 245, 235, 232,
y/o 236 (por ejemplo, la modificación puede ser una o más de las siguientes: L31Q, H, N, T, F, Y o C (preferentemente,
L31 Q); M27R, G, H, K, Y, D, N, V, C, Q, L, E, S o F (preferentemente, M27V); V85H, R, D o E; I86R,Y, S, V, I, A, T, M,
F, C o L (preferentemente, I86S o A); A119T o I; Y120K o E; W122S, L o A (preferentemente, W122L); E201 R;10
Q245S; F235A o V; W232G o S; y/o A236G o E) adecuadamente, la variante de lípido aciltransferasa puede
modificarse adicionalmente en una o más de las siguientes posiciones 130, 82, 121, 74, 83, 77, 207, 167, 227, 215,
230, 289 (por ejemplo, la modificación adicional puede ser una o más de las siguientes: R130R, V, Q, H, A, D, L, I, K,
N, C, Y, G, S, F, T o M; K82R, N, H, S, L, E, T, M o G; G121S, R, G, E, K, D, N, V, Q o A; Y74Y o W; Y83 F o P; I77T,
M, H, Q, S, C, A, E, L, Y, F, R o V; A207E; Q167T, H, I, G, L o M; D227L, C, S, E, F, V, I, T, Y, P, G, R, D, H o A;15
N215G; Y230A, G, V, R, I, T, S, N, H, E, D, Q, K; y/o289P), preferentemente, la variante de lípido aciltransferasa
puede modificarse adicionalmente en al menos una o más de las siguientes posiciones: 130, 82, 77 o 227.

Para evitar dudas, la cadena principal de la lípido aciltransferasa cuando se alinea (en una base primaria o terciaria)
con la enzima lípido aciltransferasa que se muestra en la presente como SEQ ID No. 16, tiene, preferentemente D en
posición 80. Por lo tanto, hemos demostrado en muchas de las combinaciones descritas en la presente N80D como20
una modificación. Si no se menciona N80D como una modificación adecuada y la cadena progenitora no comprende
D en posición 80, entonces se debería incorporar una modificación adicional de N80D en la variante de lípido
aciltransferasa para garantizar que la variante comprenda D en la posición 80.

Cuando la cadena principal o lípido aciltransferasa progenitora ya contiene la modificación N80D, las otras
modificaciones se pueden expresar sin hacer referencia a la modificación N80D, es decir, L31Q, N80D, W122L se25
pueden expresar como L31Q, W122L por ejemplo.

Sin embargo, es importante nota que la modificación N80D es una modificación preferida y una enzima de cadena
principal o progenitora se utiliza, preferentemente, y ya posee un aminoácido D en posición 80. Si, sin embargo, se
utiliza una cadena principal que no contiene un aminoácido D en posición (como por ejemplo, una o más lípido
aciltransferasas que se muestran en la presente como SEQ ID No. 1, 3, 4, 15, 34, 0 35), entonces se incluye,30
preferentemente, una modificación adicional de N80D.

Adecuadamente, la sustitución en posición 31 identificada por alineación de la secuencia progenitora con SEQ ID No.
68 o SEQ ID No. 16 puede ser una sustitución de un residuo de aminoácido seleccionado del grupo que consiste de:
Q, H, Y y F, preferentemente Q.

Adecuadamente, la variante de polipéptido comprende una o más modificaciones en una o más posiciones de residuo35
de aminoácido: 27, 77, 80, 82, 85, 85, 86, 121, 122, 130, 167, 207, 227, 230 y 289, cuya posición se identifica por
alineación de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68. Adecuadamente, al menos una de una o más de otras
modificaciones puede estar en una posición de residuo de aminoácido: 86, 122 o 130, cuya posición se identifica por
alineación de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68.

Adecuadamente, la variante de lípido aciltransferasa comprende una o más de las siguientes sustituciones: I86 (A, C,40
F, L, M, S, T, V, R, I o Y); W122 (S, A, F, W, C, H, L, M, R o Y); R130 A, C, D, G, H, I, K, L, M, N, Q, T, V, R, F o Y); o
cualquier modificación de estas.

La variante de lípido aciltransferasa puede comprender una de las siguientes combinaciones de modificaciones
(donde la cadena progenitora ya comprende aminoácido D en posición 80, la modificación se puede expresar sin
referencia a N80D);45

L31Q, N80D, I86S, W122F

L31Q, N80D, W122L

L31 Q, N80D, I86V, W122L

L31Q, N80D, I86I, W122L

L31Q, N80D, I86S, R130R50
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L31Q, N80D, K82R, I86A

L31Q, N80D, I86S, W122W

L31Q, N80D, I86S, W122Y

M27V, L31Q, N80D

L31Q, N80D, I86A, W122L5

L31Q, N80D, W122L

L31Q, N80D, I86S, G121S

L31Q, N80D, I86S

L31Q, N80D, K82R, I86S

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130Y10

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130V

L31Q, N80D, I86S

L31Q, N80D, I86T, W122L

L31Q, N80D, I86S, W122L

L31Q, N80D, W122L, R130Q15

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130R

L31Q, N80D, I86S

L31Q, N80D, G121R

L31Q, N80D, I86A

M27C, L31Q, N80D20

M27Q, L31Q, N80D

L31Q, N80D, G121S

L31Q, N80D, I86S, W122R

L31Q, N80D, R130Q

L31Q, N80D, I86S, W122H25

L31Q, N80D, I86M, W122L

L31Q, N80D, R130N

L31Q, N80D, I86S, W122L

L31Q, N80D, K82N

L31Q, N80D, I86S, W122M30

L31Q, N80D, W122L

L31Q, N80D, K82H

L31Q, N80D, R130H

L31Q, N80D, R130A

L31Q, N80D, G121S35

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130D

L31Q, N80D, I86M
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L31Q, Y74Y, N80D

L31Q, N80D, R130L

L31Q, N80D, Y83F

L31Q, N80D, K82S

L31Q, I77T, N80D5

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130I

L31Q, N80D, I86S, W122L

L31Q, N80D, I86F, W122L

M27N, L31Q, N80D

L31Q, N80D, Y83P10

L31Q, N80D, R130K

L31Q, N80D, K82R, I86S, W122L

L31Q, N80D, K82L

L31Q, N80D, 186S, G121G

L31Q, N80D, I86A, R130Q15

M27H, L31Q, N80D

L31Q. N80D, W122L, A207E

L31Q, N80D, W122L, R130L

L31Q, N80D, K82E

L31Q, N80D, G121E20

L31Q, N80D, W122L, R130R

L31Q, I77M, N80D

L31Q, N80D, K82T

L31Q, N80D, W122L

L31Q, N80D, W122H25

L31Q, N80D, Q167T

L31Q, I77H, N80D

L31Q, N80D, G121K

L31Q, I77Q, N80D

L31Q, N80D, W122L, R130N30

L31Q, N80D, W122L

L31 Q, N80D, G121D

L31Q, N80D, R130T

L31Q, N80D, R130T

L31Q, N80D, K82M35

L31Q, N80D, Q167H

L31Q, N80D, I86T
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L31Q, N80D, Q167I

L31Q, N80D, I86C

L31Q, N80D, Q167G

M27L, L31Q, N80D

L31Q, N80D, I86S, G121R5

L31Q, I77S, N80D

L31Q, I77C, N80D

L31Q, N80D, G121N

L31Q, I77A, N80D

L31Q, N80D, R130M10

L31Q, N80D, W122F

M27G, L31Q, N80D

L31Q, N80D, K82G

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130K

L31Q, N80D, R130A15

L31Q, N80D, I86I

L31Q, I77E, N80D

L31Q, N80D, D227L

L31Q, N80D, V85H, N215G

L31Q, N80D, I86A, W122L, R130N20

L31Q, I77R, N80D

L31Q, N80D, I86F

L31Q, N80D, I86Y, W122L

M27K, L31Q, N80D

L31Q, N80D, D227C25

L31Q, N80D, R130L

L31Q, N80D, I86C, W122L

L31Q, N80D, Q167L

L31Q, N80D, V85H

L31Q, N80D, Q167M30

M27D, L31Q, N80D

L31Q, N80D, I86L

L31 Q, N80D, Y230A

L31 Q, N80D, W122R

L31Q, N80D, Y230G35

L31Q, N80D, D227S

L31Q, N80D, W122L, A207E, N289P
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L31 Q, N80D, W122Y

L31Q, N80D, I86L, W122L

L31Q, N80D, K82R, I86S, G121S, R130Q

L31Q, Y74W, N80D

L31Q, N80D, R130F5

L31Q, N80D, G121V

L31Q, N80D, W122L, R130M

L31Q, N80D, R130V

L31Q, N80D, Y230V

L31Q, N80D, N215G10

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130N

L31Q, N80D, Y230R

M27E, L31Q, N80D

L31Q, N80D, Y230I

L31Q, N80D, I86S, W122L, R130S15

L31Q, N80D, K82R

L31Q, N80D, D227E

L31Q, N80D, K82R, I86A, G121S

L31Q, N80D, R130G

L31Q, I77V, N80D20

L31Q, N80D, G121G

L31Q, N80D, Y230T

L31Q, N80D, K82R, I86S, R130N

L31Q, N80D, D227F

L31Q, N80D, I86A, G121R25

L31Q, N80D, I86S, R130N

L31Q, N80D, W122C

L31Q, N80D, Y230S

L31Q, N80D, R130Y

L31Q, N80D, R130C30

L31Q, I77L, N80D

A119T, N80D

A199A, N80D

G67A, N80D, V85H

donde dichas posiciones se identifican por alineación de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68, o SEQ ID No.35
16.

Adecuadamente, la variante de lípido aciltransferasa puede ser idéntica a la lípido aciltransferasa progenitora excepto
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por una modificación en la posición 31 y, opcionalmente, una o más modificaciones en una o más de las posiciones
de residuo de aminoácido: 27, 77, 80, 82, 85, 85, 86, 121, 122, 130, 167, 207, 227, 230 y 289, cuya posición se
identifica por alineación de la secuencia progenitora con SEQ ID No. 68, o SEQ ID No. 16.

Adecuadamente, la variante de lípido aciltransferasa puede ser idéntica a la lípido aciltransferasa progenitora excepto
por una modificación en la posición 31 y, opcionalmente, una o más modificaciones en una o más de las posiciones5
de residuo de aminoácido: 86, 122 o 130, cuya posición se identifica por alineación de la secuencia progenitora con
SEQ ID No. 68 o SEQ ID No. 16.

En una realización, donde la secuencia progenitora es SEQ ID No. 16 o SEQ ID. No. 60, o donde la secuencia
progenitora se codifica mediante SEQ ID No. 49 o SEQ ID No. 120, la variante de polipéptido tiene una de las
modificaciones como se detalló anteriormente, excepto por una modificación en la posición 80. En este sentido, SEQ10
ID No. 16, SEQ ID No. 68 o un polipéptido codificado por SEQ ID No. 49 o SEQ ID No. 120 ya tendrá ácido aspártico
en la posición 80, cuando dichas posiciones se identifican por alineación de la secuencia progenitora con SEQ ID No.
16.

Adecuadamente, la variante de lípido aciltransferasa o la variante de lípido aciltransferasa obtenible mediante un
procedimiento de conformidad con la presente invención podrá tener una identidad de al menos un 75% con la lípido15
aciltransferasa progenitora, adecuadamente, la variante de lípido aciltransferasa podrá tener una identidad de al
menos un 75% o al menos un 80% o al menos un 85% o al menos un 90% o al menos un 95% o al menos un 98%
respecto de la lípido aciltransferasa progenitora.

La presente invención se relaciona también con una variante de polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa,
donde la variante comprende una modificación en al menos la posición 31 en comparación con una lípido20
aciltransferasa, donde la posición 31 se identifica por alineación con SEQ ID No. 68 o SEQ ID No. 16.

En una realización, la variante de lípido aciltransferasa tiene, preferentemente, las siguientes modificaciones y/o las
siguientes modificaciones se realizan en el procedimiento de la presente invención:

 L31Q, N80D, W122L (que se pueden expresar como L31Q, W122L donde la enzima de cadena principal ya tiene D
en posición 80);25

 M27V, L31Q, N80D (que se pueden expresar como N27V, L31Q donde la enzima de cadena principal ya tiene D en
posición 80);

 L31Q, N80D, K82R, I86A (que se pueden expresar como L31Q, K82R, I86A donde la enzima de cadena principal ya
tiene D en posición 80); y/o

 L31Q, N80D, I86S, W122F (que se pueden expresar como L31Q, I86S, W122F donde la enzima de cadena principal30
ya tiene D en posición 80).

Propiedades mejoradas

La variante de lípido aciltransferasa para uso en la presente invención tiene al menos una propiedad mejorada en
comparación con una lípido aciltransferasa progenitora (es decir, de cadena principal) o no modificada.

El término «propiedad mejorada» como se utiliza en la presente puede incluir a) una especificidad de sustrato35
alterada de la lípido aciltransferasa, por ejemplo, y a modo de ejemplo únicamente i) una capacidad alterada de las
enzimas para utilizar algunos compuestos como aceptadores, por ejemplo, una capacidad mejorada para utilizar un
carbohidrato como una molécula aceptadora mejorando así la capacidad de las enzimas para producir un éster de
carbohidrato) o ii) una capacidad de alteración para utilizar ácidos grasos saturados o insaturados como un sustrato o
iii) una especificidad cambiada de forma tal que la variante de lípido aciltransferasa utiliza preferentemente el ácido40
graso de la posición Sn1 o Sn2 de un sustrato lipídico o iv) una especificidad de longitud de cadena del sustrato
alterada de la variante de enzima; b) cinéticas alteradas de la enzima; y/o c) menor capacidad de la variante de lípido
aciltransferasa para realizar una reacción de hidrólisis a la vez que mantiene o mejora la capacidad de la enzima para
llevar a cabo la reacción aciltransferasa.

Otras propiedades mejoradas pueden incluir, por ejemplo, aquellas relacionadas con mejoras y/o cambios en el pH45
y/o en la estabilidad de la temperatura, y/o estabilidad del detergente y/o estabilidad oxidativa. Es más, se contempla
que las enzimas que tienen varios grados de estabilidad en una o más de estas características (pH, temperatura,
estabilidad proteolítica, estabilidad de detergente, y/o estabilidad oxidativa) se pueden preparar de conformidad con
la presente invención.

La caracterización de las proteínas naturales (p.ej., lípido aciltransferasa progenitora) y mutantes (p.ej., variantes de50
lípido aciltransferasa) se logra mediante cualquier vía adecuada y se basa preferentemente en la evaluación de las
propiedades de interés.

En algunas realizaciones, la variante de enzima de la presente invención, cuando se compara con la enzima
progenitora, puede tener mayor actividad transferasa y a la vez la misma actividad hidrolítica o una actividad
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hidrolítica menor. En otras palabras, la variante de enzima puede tener una actividad transferasa más alta que la
actividad hidrolítica (p.ej., actividad transferasa: actividad hidrolítica) en comparación con la enzima progenitora.
Adecuadamente, la variante de enzima puede transferir, preferentemente, un grupo acilo de un lípido (que incluye
fosfolípido, galactolípido, o triacilglicerol) a un aceptador acilo en lugar de simplemente hidrolizar el lípido.

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa para uso en la invención puede ser una variante con actividad enzimática5
mejorada en lípidos polares, preferentemente fosfolípidos y/o glucolípidos, cuando se compara con la enzima
progenitora. Preferentemente, dichas variantes también tienen actividad baja o nula en los lípidos liso-polares. La
actividad mejorada en los lípidos polares, preferentemente, los fosfolípidos y/o glucolípidos, puede ser el resultado de
hidrólisis y/o actividad transferasa o una combinación de ambos. Preferentemente, la actividad mejorada en los
lípidos polares en el resultado de la actividad transferasa.10

Las variantes de lípido aciltransferasas para uso en la invención pueden tener menor actividad en triglicéridos, y/o
monoglicéridos y/o diglicéridos en comparación con la enzima progenitora.

Adecuadamente, la variante de enzima puede no tener actividad en triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos.

Definición de conjuntos

Conjunto de aminoácido 1:15

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

Los motivos altamente conservados como GDSx y residuos catalíticos, se eliminaron del conjunto 1 (residuos20
subrayados). Para evitar dudas, el conjunto 1 define los residuos de aminoácido en 10Å del átomo de carbono central
de un glicerol en el sitio activo del modelo 11VN.

Conjunto de aminoácido 2:

Conjunto de aminoácido 2 (nótese que la numeración de los aminoácidos hace referencia a los aminoácidos en la
secuencia madura P10480)25

Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn87, Asn88, Trp111, Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156,
Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167, Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172,
Tyr179, His180, Asn181, Met209, Leu210, Arg211, Asn215, Lys284, Met285, Gln289 y Val290.

Los residuos seleccionados en el Conjunto 1 en comparación con el Conjunto 2 se muestran en la Tabla 1.

Modelo IVN P10480

Residuo de secuencia madura

Número

IVN Homólogo de A.hid.

PFAM Estructura

Gly8 Gly32

Asp9 Asp33

Ser10 Ser34

Leu11 Leu35 Leu17

Ser12 Ser36 Ser18

Lys22

Met23

Tyr15 Gly58 Gly40

Gly44 Asn98 Asn80

Asp45 Pro99 Pro81

Thr46 Lys100 Lys82

Asn87

Asn88

Glu69 Trp129 Trp111

E10784586
25-10-2017ES 2 645 041 T3

 



33

Modelo IVN P10480

Residuo de secuencia madura

Número

IVN Homólogo de A.hid.

PFAM Estructura

Leu70 Val130 Vall 12

Gly71 Gly131

Gly72 Ala132 Ala114

Asn73 Asn133

Asp74 Asp134

Gly75 Tyr135 Tyr117

Leu76 Leu136 Leu118

Gln106 Pro174 Pro156

Ile107 Gly177 Gly159

Arg108 Gln178 Gln160

Leu109 Asn179 Asn161

Pro110 180 to 190 Pro162

Tyr113 Ser163

Ala164

Arg165

Ser166

Gln167

Lys168

Val169

Val170

Glu171

Ala172

Phe121 His198 Tyr197 Tyr179

His 198 His180

Asn199 Asn181

Phe139 Met227 Met209

Phe140 Leu228 Leu210

Met141 Arg229 Arg211

Tyr145 Asn233 Asn215

Lys284

Met151 Met303 Met285

Asp154 Asp306

Gly155 Gln307 Gln289

Ile156 Val308 Val290

His157 His309

Pro158 Pro310

Conjunto de aminoácido 3:

El conjunto de aminoácido 3 es idéntico al conjunto 2 pero se refiere a la secuencia codificante de Aeromonas
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salmonicida (SEQ ID No. 35), es decir los números de residuo de aminoácido son 18 más en el conjunto 3 dado que
refleja la diferencia entre la numeración de aminoácido en la proteína madura (SEQ ID No. 35) en comparación con la
proteína que incluye una secuencia señal (SEQ ID No. 4).

Las proteínas maduras de Aeromonas salmonicida GDSX (SEQ ID No. 35) y Aeromonas hydrophila GDSX (SEQ ID
No. 34) difieren en cinco aminoácidos. Estos son Thr3Ser, LYS182Gln, Glu309Ala, Thr310Asn, y Gly318-, donde el5
residuo salmonicida se enumera en primer lugar y el residuo hydrophila se enumera en último lugar. La proteína
hydrophila solo tiene 317 aminoácidos en longitud y carece de un residuo en posición 318. GDSX de Aeromonas
salmonicida tiene actividad considerablemente alta en los lípidos polares como sustratos galactolípidos que la
proteína Aeromonas hydrophila. El barrido de sitio se realizó en todas las cinco posiciones de aminoácido.

Conjunto de aminoácido 4:10

Conjunto de aminoácido 4 es S3, Q182, E309, S310, y -318.

Conjunto de aminoácido 5:

F13S, D15N, S18G, S18V, Y30F, D116N, D116E, D157 N, Y226F, D228N Y230F.

Conjunto de aminoácido 6:

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

La numeración de los aminoácidos en el conjunto 6 se refiere a los residuos de aminoácidos en P10480 (SEQ ID No.
3) - los aminoácidos correspondientes en otras cadenas de secuencia se pueden determinar mediante alineación de20
homología y/o alineación estructural con P10480 y/o 1IVN.

Conjunto de aminoácido 7:

El conjunto de aminoácido 7 es Ser3, Leu17, Lys22, Met23, Gly40, Asn80, Pro81, Lys82, Asn 87, Asn88, Trp111,
Val112, Ala114, Tyr117, Leu118, Pro156, Gly159, Gln160, Asn161, Pro162, Ser163, Ala164, Arg165, Ser166, Gln167,
Lys168, Val169, Val170, Glu171, Ala172, Tyr179, His180, Asn181, Gln182, Met209, Leu210, Arg211, Asn215,25
Lys284, Met285, Gln289, Val290, Glu309, Ser310, -318, Y30X (donde X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M,
N, P, Q, R, S, T, V, o W), Y226X (donde X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W),
Y230X (donde X se selecciona de A, C, D, E, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, o W), S18X (donde X se selecciona
de A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, W o Y), D157X (donde X se selecciona de A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q,
R, S, T, V, W o Y).30

La numeración de los aminoácidos en el conjunto 7 se refiere a los residuos de aminoácidos en P10480 (SEQ ID No.
3) - los aminoácidos correspondientes en otras cadenas de secuencia se pueden determinar mediante alineación de
homología y/o alineación estructural con P10480 y/o 1IVN ).

Adecuadamente, la variante de enzima comprende una o más de las siguientes modificaciones de aminoácido en
comparación con la enzima progenitora:35

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

E309Q, R o A, preferentemente Q o R

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

Preferentemente, X del motivo GDSX es L. Por lo tanto, preferentemente, la enzima progenitora comprende el motivo
de aminoácido GDSL.40

Adecuadamente, la primera lípido aciltransferasa progenitora puede comprender una de las siguientes secuencias de
aminoácido: SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8,
SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ ID
No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No.
32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35.45

Adecuadamente, la segunda lípido aciltransferasa relacionada puede comprender una de las siguientes secuencias
de aminoácido: SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No.
8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13, SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 1, SEQ
ID No. 15, SEQ ID No. 25, SEQ ID No. 26, SEQ ID No. 27, SEQ ID No. 28, SEQ ID No. 29, SEQ ID No. 30, SEQ ID No.
32, SEQ ID No. 33 o SEQ ID No. 35.50
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La variante de enzima debe comprender al menos una modificación de aminoácido en comparación con la enzima
progenitora. En algunas realizaciones, la variante de enzima puede comprender al menos 2, preferentemente al
menos 3, preferentemente al menos 4, preferentemente al menos 5, preferentemente al menos 6, preferentemente al
menos 7, preferentemente al menos 8, preferentemente al menos 9, preferentemente al menos 10 modificaciones de
aminoácido en comparación con la enzima progenitora.5

Cuando se hace referencia a residuos de aminoácido específicos en la presente, la numeración es aquella obtenida
de la alineación de la variante de secuencia con la secuencia de referencia que se muestra como SEQ ID No. 34 o
SEQ ID No. 35.

En un aspecto, la variante de enzima preferentemente comprende una o más de las siguientes sustituciones de
aminoácido:10

S3A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W, o Y; y/o

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

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

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

M23A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o15

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

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

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

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

K82A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o20

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

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

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

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

A114C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o25

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

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

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

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

G159A, C, D, E, F, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o30

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

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

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

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

A164C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o35

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

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

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

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

V169A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W, o Y; y/o40
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V170A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W, o Y; y/o

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

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

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

H180A, C, D, E, F, G, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o5

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

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

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

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

R211A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o10

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

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

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

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

M285A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, N, P, Q, R, S, T, V, W, o Y; y/o15

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

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

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

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

Además, o alternativamente a ello, puede haber una o más extensiones C-terminal. Preferentemente, la extensión20
adicional C-terminal está comprendida de uno o más aminoácidos alifáticos, preferentemente un aminoácido no polar,
más preferentemente de I, L, V o G. Por lo tanto, la presente invención proporciona una variante de enzima que
comprende una o más de las siguientes extensiones C-terminal: 3181, 318L, 318V, 318G.

Las variantes de enzima preferidas pueden tener menor actividad hidrolítica frente a un fosfolípido, como
fosfatidilcolina (PC), y también pueden tener una mayor actividad transferasa de un fosfolípido.25

Las variantes de enzima preferidas pueden tener mayor actividad transferasa de un fosfolípido, como fosfatidilcolina
(PC), y también pueden tener una mayor actividad hidrolítica frente a un fosfolípido.

La modificación de uno o más de los siguientes residuos puede derivar en una variante de enzima que tiene mayor
actividad transferasa absoluta frente al fosfolípido:

S3, D157, S310, E309, Y179, N215, K22, Q289, M23, H180, M209, L210, R211, P81, V112, N80, L82, N88; N8730

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

S3A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferentemente N, E, K, R, A, P o M, más preferentemente
S3A

D157A, C, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente D157S, R, E, N, G, T, V, Q, KorC35

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

E309A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, T, V, W o Y; preferentemente E309 R, E, L, R o A

Y179A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, V o W; preferentemente Y179 D, T, E, R, N, V, K, Q o S, más
preferentemente E, R, N, V, K o Q

N215A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente N215 S, L, R o Y40

K22A, C, D, E, F, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente K22 E, R, C o A
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Q289A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, R, S, T, V, W o Y; preferentemente Q289 R, E, G, PorN

M23A, C, D, E, F, G, H, I, K, L N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente M23 K, Q, L, G, TorS

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

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

L210A, C, D, E, F, G, H, I, K, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente L210 R, A, V, S, T, I, W o M5

R211A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, S, T, V, W o Y; preferentemente R211T

P81A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente P81G

V112A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, N, P, Q, R, S, T, W o Y; preferentemente V112C

N80A, C, D, E, F, G, H, I, K, L, M, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente N80 R, G, N, D, P, T, E, V, A o G

L82A, C, D, E, F, G, H, I, M, N, P, Q, R, S, T, V, W o Y; preferentemente L82N, S o E10

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

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

La modificación preferida de uno o más de los siguientes residuos deriva en una variante de enzima que tiene mayor
actividad transferasa absoluta frente al fosfolípido:

S3 N, R, A, G15

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

H180 R

L82 G

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

E309 R, S, L o A20

Una modificación preferida es N80D. Este es el caso particularmente cuando se utiliza la secuencia de referencia
SEQ ID No. 35, como la cadena principal. Por lo tanto, la secuencia de referencia puede ser SEQ ID No. 16. Esta
modificación puede ser en combinación con una o más de otras modificaciones. Por lo tanto, en una realización
preferida de la presente invención, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de
los procedimientos y usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que comprende SEQ ID25
No. 35, o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de un 75% o más, preferentemente un 85% o más,
más preferentemente un 90% o más, aún más preferentemente un 95% o más, aún más preferentemente un 90% o
más, o aún más preferentemente un 99% o más con SEQ ID No. 35.

Como se indicó anteriormente, cuando se hace referencia a residuos de aminoácido específicos en la presente, la
numeración es aquella obtenida de la alineación de la variante de secuencia con la secuencia de referencia que se30
muestra como SEQ ID No. 34 o SEQ ID No. 35.

Por preferencia, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos
y usos de la presente invención puede codificar un lípido que comprende la secuencia de aminoácido que se muestra
como SEQ ID No. 16, o una secuencia de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 68, o una secuencia de
aminoácido que tiene una identidad del 70% o más, preferentemente del 75% o más, preferentemente del 85% o más,35
más preferentemente, del 90% o más, aún más preferentemente del 95% o más, aún más preferentemente del 98% o
más, o aún más preferentemente del 99% o más con la SEQ ID No. 16 o la SEQ ID No. 68. Esta enzima puede
considerarse una variante de enzima.

En una realización preferida, la variante de enzima comprende uno de SEQ ID No. 121, SEQ ID No. 122 o SEQ ID No.
123.40

A los efectos de la presente invención, el grado de identidad se basa en el número de elementos de secuencia que
son iguales. El grado de identidad de conformidad con la presente invención para secuencias de aminoácido se
puede determinar adecuadamente mediante programas informáticos conocidos en la técnica como Vector NTI 10
(Invitrogen Corp.). Para la alineación de pares, la puntuación utilizada es preferentemente BLOSUM62 con una
penalización por apertura de un hueco de 10,0 y una penalización por extensión de un hueco de 0,1.45

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

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoácido se puede determinar sobre toda la
secuencia.5

Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa o enzima lípido aciltransferasa para
uso en la presente invención se puede obtener, preferentemente se obtiene, de un organismo de uno o más de los
siguientes géneros: Aeromonas, Streptomyces, Saccharomyces, Lactococcus, Mycobacterium, Streptococcus,
Lactobacillus, Desulfitobacterium, Bacillus, Campylobacter, Vibrionaceae, Xylella, Sulfolobus, Aspergillus,
Schizosaccharomyces, Listeria, Neisseria, Mesorhizobium, Ralstonia, Xanthomonas, Candida, Thermobifida y10
Corynebacterium.

Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa o enzima lípido aciltransferasa para
uso en la presente invención se puede obtener, preferentemente se obtiene, de un organismo de uno o más de los
siguientes géneros: Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Streptomyces coelicolor, Streptomyces rimosus,
Mycobacterium, Streptococcus pyogenes, Lactococcus lactis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus,15
Streptomyces thermosacchari, Streptomyces avermitilis Lactobacillus helveticus, Desulfitobacterium dehalogenans,
Bacillus sp, Campylobacter jejuni, Vibrionaceae, Xylella fastidiosa, Sulfolobus solfataricus, Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus terreus, Schizosaccharomyces pombe, Listeria innocua, Listeria monocytogenes, Neisseria meningitidis,
Mesorhizobium loti, Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris, Xanthomonas axonopodis, Candida
parapsilosis, Thermobifida fusca y Corynebacterium efficiens.20

En un aspecto, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos
y/o usos de la presente invención codifica, preferentemente una enzima lípido aciltransferasa de conformidad con la
presente invención y se puede obtener, preferentemente se obtiene o deriva, de uno o más de Aeromonas spp.,
Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

En un aspecto, la lípido aciltransferasa para uso en uno de los procedimientos y/o usos de la presente invención es25
una enzima lípido aciltransferasa que se puede obtener, preferentemente se obtiene o deriva, de uno o más de
Aeromonas spp., Aeromonas hydrophila o Aeromonas salmonicida.

Las enzimas cuya función como lípido aciltransferasas de conformidad con la presente invención se puede identificar
habitualmente utilizando el ensayo descrito en la presente, a continuación:

Ensayo para la actividad transferasa30

La actividad transferasa se mide preferentemente mediante la cantidad molar de éster de colesterol formado por la
transferencia acilo de fosfolípidos y/o lípidos en leche al colesterol en relación con la cantidad de colesterol disponible
originalmente.

La leche se incuba con enzima o agua (como control) durante 30 minutos a 40°C. Los lípidos de la lecha se aíslan
mediante extracción del disolvente y los lípidos aislados se analizan mediante GLC.35

Sobre el análisis GLC, la cantidad de colesterol (CHL), el éster de colesterol (CHLE) y los ácidos grasos (FFA) se
calculan de la siguiente manera:

donde

CHLE(O) = mol/l de éster de colesterol (control)40

CHLE(t) = mol/l de éster de colesterol (tratamiento enzimático)

FFA(O) = mol/l de ácidos grasos libres (control)

FFA(t) = mol/l de ácidos grasos libres (tratamiento enzimático)

El análisis GLC se puede llevar a cabo de conformidad con el siguiente Ejemplo 5; Utilizando este ensayo, las
lípidoaciltransferasas/lípido aciltransferasa de conformidad con la presente invención son aquellas que tienen al45
menos un 5% de actividad transferasa, preferentemente al menos un 10% de actividad transferasa, preferentemente
al menos un 15%, un 20%, un 25%, un 26%, un 28%, un 30%, un 40%, un 50%, un 60% o un 70% de actividad
transferasa.

% de Transferasa
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El término «transferasa» como se utiliza en la presente es intercambiable con el término «lípido aciltransferasa».

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

El término «interesterificación» se refiere a la transferencia catalizada enzimática de los grupos acilo entre un donador
de lípidos y un aceptador de lípidos, donde el donador de lípidos no es un grupo acilo libre.5

El término «transesterificación» como se utiliza en la presente significa la transferencia catalizada enzimática de un
grupo acilo de un donador de lípidos (diferente del ácido graso libre) a un aceptador acilo (diferente de agua).

Como se utiliza en la presente, el término «alcohólisis» se refiere a la escisión enzimática de un enlace covalente de
un derivado ácido mediante reacción con un alcohol ROH para que uno de los productos combine con H del alcohol y
el otro producto combine con el grupo OR del alcohol.10

Como se utiliza en la presente, el término «alcohol» se refiere a un compuesto alquilo que contiene un grupo hidroxilo.

Como se utiliza en la presente, el término «hidrólisis» se refiere a la transferencia catalizada enzimática de un grupo
acilo de un lípido al grupo OH de una molécula de agua.

El término «sin aumentar o sin aumentar sustancialmente los ácidos grasos libres» como se utiliza en la presente
significa que, preferentemente, la lípido acil transferasa de conformidad con la presente invención tiene un 100% de15
actividad transferasa (es decir, transfiere un 100% de los grupos acilo de un donador acilo al aceptador acilo, sin
actividad hidrolítica); sin embargo, la enzima puede transferir menos de un 100% de los grupos acilo presentes en el
donador acilo de lípidos al aceptador acilo. En cuyo caso, la actividad aciltransferasa representa, preferentemente, al
menos un 5%, más preferentemente al menos un 10%, más preferentemente al menos un 20%, más preferentemente
al menos un 30%, más preferentemente al menos un 40%, más preferentemente al menos un 50%, más20
preferentemente al menos un 60%, más preferentemente al menos un 70%, más preferentemente al menos un 80%,
más preferentemente al menos un 90%, y más preferentemente al menos un 98% de la actividad enzimática total.
El % de actividad transferasa (es decir, la actividad transferasa como un porcentaje de la actividad enzimática total)
se puede determinar mediante el siguiente «Ensayo de actividad transferasa» que se describe a continuación.

En algunos aspectos de la presente invención, el término «sin aumento sustancial de los ácidos grasos libres» como25
se utiliza en la presente significa que la cantidad de ácido graso libre en un aceite comestible tratado con una lípido
aciltransferasa de conformidad con la presente invención, es menor que la cantidad de ácido graso libre producido en
el aceite comestible cuando se ha utilizado una enzima distinta de una lípido aciltransferasa de conformidad con la
presente invención, como por ejemplo, en comparación con la cantidad de ácido graso libre producido cuando se ha
utilizado una enzima fosfolipasa convencional, por ejemplo, Lecitasa Ultra™ (Novozymes A/S, Dinamarca).30

La enzima de conformidad con la presente invención se puede utilizar con una o más de otras enzimas de grado
alimenticio adecuadas. Por lo tanto, dentro del alcance de la invención, además de la enzima de la invención, se
agrega otra al menos otra enzima al alimento. Dichas otras enzimas incluyen enzimas degradadoras de almidón
como endo- o exoamilasas, pululanasas, enzimas desramificadoras, hemicelulasas que incluyen xilanasas, celulasas,
óxidoreducatasas, por ejemplo, peroxidasas, fenol oxidasas, glucosa oxidasa, piranosa oxidasa, sulfhidril oxidasa, o35
una carbohidrato oxidasa como una que oxida maltosa, por ejemplo, hexosa oxidasa (HOX), lipasas, fosfolipasas,
glucolipasas, galactolipasas y proteasas.

En una realización, la enzima puede ser Dairy HOX™, la cual actúa como un eliminador de oxígeno para prolongar la
vida útil del queso a la vez que realiza control de tostado en hornos para pizza. Por lo tanto, en un aspecto, la
presente invención se relaciona con el uso de una enzima capaz de reducir la reacción de Maillard en un alimento40
(ver WO 02/39828), como un producto lácteo, por ejemplo queso, donde la enzima es, preferentemente, una enzima
oxidante de maltosa como por ejemplo, carbohidrato oxidasa, glucosa oxidasa y/o hexosa oxidasa, en el proceso de
preparar un material alimenticio y/o un alimento de conformidad con la presente invención.

En una realización preferida, la lípido aciltransferasa se utiliza en combinación con una lipasa que tiene una o más de
las siguientes actividades lipasa: actividad glucolipasa (E.C. 3.1.1.26, actividad triacilglicerol lipasa (E.C. 3.1.1.3),45
actividad fosfolipasa A2 (E.C. 3.1.1.4), o actividad fosfolipasa A1 (E.C. 3.1.1.32). Adecuadamente, las enzimas
lipolíticas son bien conocidas en la técnica e incluyen, a modo de ejemplo, las siguientes enzimas lipolíticas:
LIPOPAN® F, LIPOPAN® XTRA y/o LECITASE® ULTRA (Novozymes A/S, Dinamarca), fosfolipasa A2 (por ejemplo,
fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts, LIPOMAX™ de Genencor), LIPOLASE® (Novozymes A/S,
Dinamarca), YIELDMAX™ (Chr. Hansen, Dinamarca), PANAMORE™ (DSM), las lipasas descritas en WO 03/97835 ,50
EP 0 977 869 o EP 1 193 314 . Esta combinación de una lípido aciltransferasa como se define en la presente y una
lipasa puede ser particularmente preferida en masa o productos de panadería, o en productos alimenticios finos como
tortas y dulces.

En algunas realizaciones, también puede ser beneficioso combinar el uso de una lípido aciltransferasa con una
enzima lipolítica como una pasta de cuajo de estómagos de ternero, cordero o Palatase A750L (Novo), Palatase55
M200L (Novo), Palatase M1000 (Novo), o Piccantase A (DSM), y también Piccantase de fuentes animales de DSM (K,

E10784586
25-10-2017ES 2 645 041 T3

 



40

KL, L & C) o Lipomod 187, Lipomod 338 (biocatalizadores). Estas lipasas se utilizan, convencionalmente, en la
producción de queso para producir sabores de queso. Estas lipasas también se pueden utilizar para producir
alimentos enzimáticamente modificados, por ejemplo, un producto lácteo (por ejemplo, queso), particularmente donde
dicho producto lácteo consiste de, se produce de o comprende grasa láctea. Una combinación de la lípido
aciltransferasa con una o más de estas lipasas puede tener un efecto beneficioso en el sabor del producto lácteo (por5
ejemplo, queso).

El uso de lipasas en combinación con la enzima de la invención puede ser particularmente ventajoso en instancias
donde se puede desear la combinación de ácidos grasos libres, por ejemplo, en queso donde los ácidos grasos libres
pueden impartir un sabor deseable, o en la preparación de alimentos. El entendido en la técnica podrá combinar
proporciones de enzimas lipolíticas, por ejemplo, LIPOPAN® F, LIPOPAN® XTRA y/o LECITASE® ULTRA10
(Novozymes A/S, Dinamarca), fosfolipasa A2 (por ejemplo, fosfolipasa A2 de LIPOMOD™ 22L de Biocatalysts,
LIPOMAX™ de Genencor), LIPOLASE® (Novozymes A/S, Dinamarca), YIELDMAX™ (Chr. Hansen, Dinamarca),
PANAMORE™ (DSM), las lipasas mencionadas en WO 03/97835 , EP 0 977 869 o EP 1 193 314 y la lípido
aciltransferasa de la presente invención para proporcionar la relación deseada de actividad hidrolítica y actividad
transferasa que resulta en un efecto técnico preferido o una combinación de efectos técnicos en el alimento (como15
aquellos enumerados en la presente en «Efectos técnicos»).

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

El uso combinado se puede realizar de forma secuencial o concurrente, por ejemplo, el tratamiento de lípido
aciltransferasa puede ocurrir antes o durante el tratamiento enzimático. Alternativamente, el tratamiento enzimático20
puede tener lugar antes o durante el tratamiento de lípido aciltransferasa.

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

Modificaciones post-translacionales y posteriores a la transcripción25

Adecuadamente, la lípido aciltransferasa de conformidad con la invención se puede codificar mediante una de las
secuencias nucleótidas aquí descritas.

De acuerdo con la célula huésped utilizada, se pueden realizar modificaciones post-transcripcionales y/o
post-translacionales. Se prevé que la lípido aciltransferasa para uso en los presentes procedimientos y/o usos abarca
lípido aciltransferasas que han sufrido modificación post-transcripcional y/o post-translacional.30

A modo de ejemplo únicamente, la expresión de la secuencia nucleótida que se muestra en la presente como SEQ ID
No. 49 (ver Figura 57) en una célula huésped (como por ejemplo, Bacillus licheniformis) deriva en las modificaciones
post-transcripcionales y/o post-translacionales que generan la secuencia de aminoácido que se muestra en la
presente como SEQ ID No. 68 (ver Figura 73).

SEQ ID No. 68 es igual que la SEQ ID No. 16 (que se muestra en la presente en la Figura 1) excepto porque la SEQ35
ID No. 68 ha sufrido modificación post-translacional y/o post-transcripcional para remover 38 aminoácidos.

SEQ ID NO. 16 también puede modificarse en forma post-transcripcional y/o post-translacional para remover 39, 40 o
41 amino como se muestra en SEQ ID No. 121, 122 y 123 respectivamente.

Aislada

En un aspecto, la lípido aciltransferasa es una lípido aciltransferasa recuperada/aislada. Por lo tanto, la lípido40
aciltransferasa producida puede estar en una forma aislada.

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

El término «aislado» significa que la secuencia o proteína es al menos sustancialmente libre de al menos otro
componente que con el cual la secuencia o proteína se asocia naturalmente y como se encuentra en la naturaleza.45

Purificada

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

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

El término «purificada» significa que la secuencia está en un estado relativamente puro, por ejemplo, al menos50
aproximadamente un 51% puro, o al menos aproximadamente un 75% puro, o al menos aproximadamente un 80%
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puro o al menos aproximadamente un 90% puro, o al menos aproximadamente un 95% puro o al menos un 98% puro.

Clonación de una secuencia nucleótida que codifica un polipéptido de conformidad con la presente invención

Una secuencia nucleótida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la
presente o un polipéptido que es adecuado para modificación, se puede aislar de una célula u organismo que
produce dicho polipéptido. Hay varios procedimientos conocidos en la técnica para el aislamiento de las secuencias5
nucleótidas.

Por ejemplo, un ADN genómico y/o una genoteca de ADNc se pueden construir utilizando ADN cromosómico o ARN
mensajero del organismo que produce el polipéptido. Si la secuencia de aminoácido del polipéptido es conocida, las
sondas oligonucleótidas etiquetadas se podrán sintetizar y utilizar para identificar clones que codifican polipéptido de
la genoteca genómica preparada a partir del organismo. Alternativamente, una sonda oligonucleótida etiquetada que10
contiene secuencias homólogas a un gen polipéptido conocido se podría utilizar para identificar clones que codifican
polipéptidos. En este último caso, se utilizan condiciones de hibridación y lavado de menor rigurosidad.

Alternativamente, los clones que codifican polipéptido se podrían identificar insertando fragmentos de ADN genómico
en un vector de expresión, como un plásmido, transformando la bacteria gram negativa con la genoteca de ADN
genómico resultante y colocando la bacteria transformada en agar que contiene una enzima inhibida por el15
polipéptido, permitiendo así que se identifiquen los clones que expresan el polipéptido.

En aún otra alternativa, la secuencia nucleótida que codifica el polipéptido se puede preparar sintéticamente mediante
procedimientos estándar establecidos, por ejemplo, el procedimiento de fosforamidita descrito por Beucage S.L. et al
(1981) Tetrahedron Letters 22, p 1859-1869, o el procedimiento descrito por Matthes et al (1984) EMBO J. 3, p
801-805. En el procedimiento de fosforamidita, los oligonucleótidos se sintetizan, por ejemplo, en un sintetizador de20
ADN automático, se purifican, recosen, ligan y clonan en vectores correspondientes.

La secuencia nucleótida puede ser de origen genómico y sintético mixto, origen sintético mixto y de ADNc, o de origen
genómico mixto y ADNc, preparada mediante el ligado de fragmentos de origen sintético, genómico o de ADNc
(según corresponda) de conformidad con técnicas estándar. Cada fragmento ligado corresponde a varias partes de la
secuencia nucleótida entera. La secuencia de ADN también se puede preparar mediante reacción en cadena de la25
polimerasa (PCR) utilizando cebadores específicos, por ejemplo, como aquellas descritas en US 4,683,202 o en Saiki
R K et al (Science (1988) 239, pp 487-491).

Secuencias nucleótidas

La presente invención también abarca secuencias nucleótidas que codifican polipéptidos que tienen propiedades
específicas como se define en la presente. El término «secuencia nucleótida» como se utiliza en la presente se refiere30
a una secuencia oligonucleótida o secuencia polinucleótida, y variante, homólogos, fragmentos y derivados de esta
(como por ejemplo porciones). La secuencia nucleótida puede ser de origen genómico o sintético o recombinante, la
cual puede ser mono o bicatenaria ya sea que represente la hebra sentido o antisentido.

El término «secuencia nucleótida» en relación con la presente invención incluye ADN genómico, ADNc, ADN sintético
y ARN. Preferentemente, significa ADN, más preferentemente, ADNc para la secuencia codificante.35

En una realización preferida, la secuencia nucleótida en sí misma que codifica un polipéptido que tiene propiedades
específicas como se define en la presente no cubre la secuencia nucleótida nativa en su entorno natural cuando se
liga a sus secuencias naturalmente asociadas que también se encuentran en su ámbito natural. A los efectos de
facilitar la referencia, denominaremos esta realización preferida la «secuencia nucleótida no nativa». En este sentido,
el término «secuencia nucleótida nativa» significa una secuencia nucleótida entera que está en su ámbito nativo y40
cuando se une funcionalmente a un promotor entero con el que se asocia naturalmente, cuyo promotor también está
en su ámbito nativo. Por lo tanto, el polipéptido de la presente invención se puede expresar mediante secuencia
nucleótida en su organismo nativo pero donde la secuencia nucleótida no está bajo el control del promotor con el que
se asocia naturalmente en dicho organismo.

Preferentemente, el polipéptido no es un polipéptido nativo. En este sentido, el término «polipéptido nativo» significa45
todo un polipéptido que está en su ámbito nativo y cuando ha sido expresado por su secuencia nucleótida nativa.

Típicamente, la secuencia nativa que codifica polipéptidos que tienen las propiedades específicas como se define en
la presente, se prepara utilizando técnicas de ADN recombinante (es decir ADN recombinante). Sin embargo, en una
realización alternativa de la invención, la secuencia nucleótida se puede sintetizar, en todo o en parte, utilizando
procedimientos químicos bien conocidos en la técnica (ver Caruthers MH et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser50
215-23 and Horn T et al (1980) Nuc Acids Res Symp Ser 225-232).

Revolución molecular

Una vez que la secuencia nucleótida que codifica una enzima se ha aislado, o una secuencia nucleótida que codifica
una enzima putativa ha sido identificada, puede ser deseable modificar la secuencia nucleótida seleccionada, por
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ejemplo, puede ser deseable mutar la secuencia para preparar una enzima de conformidad con la presente invención.

Se pueden introducir mutaciones utilizando oligonucleótidos sintéticos. Estos oligonucleótidos contienen secuencias
nucleótidas que flanquean los sitios de mutación deseados.

Un procedimiento adecuado se divulga en Morinaga et al (Biotechnology (1984) 2, p646-649). Otro procedimiento de
introducción de mutaciones en secuencias nucleótidas que codifican una enzima se describe en Nelson y Long5
(Analytical Biochemistry (1989), 180, p 147-151).

En lugar de la mutagénesis dirigida al sitio, como se describió anteriormente, se pueden introducir mutaciones al azar
utilizando un kit comercial como el kit de mutagénesis GeneMorph PCR de Stratagene, o el kit de mutagénesis
aleatoria Diversify PCR de Clontech. EP 0 583 265 hace referencia a procedimientos de optimización de mutagénesis
basada en PCR, la cual también se puede combinar con el uso de análogos de ADN mutagénicos como aquellos10
descritos en EP 0 866 796 . Las tecnologías de PCR propensas a error son adecuadas para la producción de
variantes de lípido aciltransferasas con características preferidas. WO0206457 se refiere a la evolución molecular de
lipasas.

Un tercer procedimiento para obtener secuencias nuevas es fragmentar secuencias nucleótidas no idénticas,
utilizando un número de enzimas de restricción o una enzima como DNasa I, y re ensamblar todas las secuencias15
nucleótidas que codifican proteínas funcionales. Alternativamente, uno puede utilizar una secuencia nucleótida no
idéntica o múltiples secuencias nucleótidas no idénticas e introducir mutaciones durante el re ensamblaje de la
secuencia nucleótida completa. Las tecnologías de barajado de ADN y barajado de familia de ADN son adecuadas
para la producción de variantes de lípido aciltransferasas con características preferidas. Los procedimientos
adecuados para realizar el «barajado» se encuentran en EP0 752 008 , EP1 138 763 , EP1 103 606 . El barajado20
también se puede combinar con otras formas de mutagénesis de ADN como se describe en US 6,180,406 y WO
01/34835.

Por lo tanto, es posible producir numerosas mutaciones aleatorias o dirigidas al sitio en una secuencia nucleótida, ya
sea in vivo o in vitro y hacer una prueba posterior para detectar la funcionalidad mejorada del polipéptido modificado
por muchos medios. Con el uso de procedimientos de recombinación in silicio y exo mediada (ver WO 00/58517 , US25
6,344,328 , US 6,361,974 ), por ejemplo, se puede producir una evolución molecular donde la variante producida
retiene una homología muy baja respecto de enzimas o proteínas conocidas. Dichas variantes así obtenidas pueden
tener una analogía estructural significativa con las enzimas transferasa conocidas, pero una homología de secuencia
de aminoácido muy baja.

Como ejemplo no limitante, las mutaciones o variantes naturales de una secuencia polinucleótida se pueden30
recombinar con las mutaciones naturales u otras mutaciones o variantes naturales para producir nuevas variantes.
Dichas nuevas variantes también se pueden analizar para detectar una mejor funcionalidad del polipéptido codificado.

La aplicación de los procedimientos de evolución molecular anteriormente mencionados y similares permite la
identificación y selección de variantes de las enzimas de la presente invención que tienen características preferidas
sin conocimiento previo de la estructura o función proteica y permite la producción de mutaciones o variantes no35
predecibles pero beneficiosas. Existen numerosos ejemplos de la aplicación de la evolución molecular en la técnica
para la optimización o alteración de la actividad enzimática; dichos ejemplos incluyen, a modo no taxativo, uno o más
de los siguientes: expresión optimizada y/o actividad en una célula huésped o in vitro, mayor actividad enzimática,
especificidad de producto y/o sustrato alterada, mayor o menor estabilidad enzimática o estructural,
actividad/especificidad enzimática alterada en condiciones ambientales preferidas, por ejemplo, temperatura, pH,40
sustrato.

Como será evidente para un entendido en la técnica, el uso de herramientas de evolución molecular permite alterar
una enzima para mejorar la funcionalidad de la enzima.

Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa utilizada en la invención puede
codificar una variante de lípido aciltransferasa, es decir, la lípido aciltransferasa puede contener al menos una45
sustitución de aminoácido, eliminación o adición, cuando se compara con la enzima progenitora. Las variantes de
enzima retienen al menos una homología de un 1%, un 2%, un 3%, un 5%, un 10%, un 15%, un 20%, un 30%, un
40%, un 50%, un 60%, un 70%, un 80%, un 90%, un 95%, un 97%, un 99% con la enzima progenitora.
Adecuadamente, las enzimas progenitoras pueden incluir una enzima con actividad esterasa o lipasa.
Preferentemente, la enzima progenitora se alinea con la secuencia de consenso pfam00657.50

En una realización preferida, una variante de enzima lípido aciltransferasa retiene o incorpora al menos uno o más de
los residuos de aminoácido de la secuencia de consenso pfam00657 que se encuentran en los bloques GDSx,
GANDY y HPT.

Las enzimas como las lipasas sin actividad lípido aciltransferasa o con actividad lípido aciltransferasa baja en un
entorno acuoso pueden mutar utilizando herramientas de evolución molecular para introducir o mejorar la actividad55
transferasa, produciendo así una enzima lípido aciltransferasa con actividad transferasa significativa para uso en las
composiciones y procedimientos de la presente invención.
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Adecuadamente, la secuencia nucleótida que codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno de los
procedimientos y/o usos de la presente invención puede codificar una lípido aciltransferasa que puede ser una
variante con actividad enzimática mejorada en lípidos polares, preferentemente fosfolípidos y/o glucolípidos, cuando
se compara con la enzima progenitora. Preferentemente, dichas variantes también tienen actividad baja o nula en los
lípidos lisopolares. La actividad mejorada en los lípidos polares, los fosfolípidos y/o glucolípidos, puede ser el5
resultado de hidrólisis y/o actividad transferasa o una combinación de ambos.

Las variantes de lípido aciltransferasas pueden tener menor actividad en triglicéridos, y/o monoglicéridos y/o
diglicéridos en comparación con la enzima progenitora.

Adecuadamente, la variante de enzima puede no tener actividad en triglicéridos y/o monoglicéridos y/o diglicéridos.

Alternativamente, la variante de enzima puede tener mayor actividad sobre los triglicéridos y/o puede tener mayor10
actividad en uno o más de los siguientes, lípidos polares, fosfolípidos, lecitina, fosfatidilcolina, glucolípidos,
digalactosil monoglicérido, monogalactosil monoglicérido.

Las variantes de lípido aciltransferasas son conocidas, y una o más de dichas variantes pueden ser adecuados en los
procedimientos y usos de conformidad con la presente invención y/o en las composiciones enzimáticas de
conformidad con la presente invención. A modo de ejemplo únicamente, las variantes de lípido aciltransferasas se15
describen en las siguientes referencias y se pueden utilizar de conformidad con la presente invención: Hilton &
Buckley J. Biol. Chem. 1991 Jan 15: 266 (2): 997-1000; Robertson et al J. Biol. Chem. 1994 Jan 21; 269(3):2146-50;
Brumlik et al J. Bacteriol. 1996 Apr; 178 (7): 2060-4; Peelman et al Protein Sci. 1998 Mar; 7(3):587-99.

Secuencias de aminoácido

La presente invención también hace referencia al uso de la secuencias de aminoácido codificadas por una secuencia20
nucleótida, la cual codifica una lípido aciltransferasa para uso en uno o más de los procedimientos y/o usos de la
presente invención.

Como se utiliza en la presente, el término «secuencia de aminoácido» es sinónimo del término «polipéptido» y/o el
término «proteína». En algunas circunstancias, el término «secuencia de aminoácido» es sinónimo del término
«péptido».25

La secuencia de aminoácido se puede preparar/aislar de una fuente adecuada, o puede producirse sintéticamente o
puede prepararse mediante uso de técnicas de ADN recombinante.

Adecuadamente, las secuencias de aminoácido se pueden obtener de los polipéptidos aislados descritos en la
presente mediante técnicas estándar.

Un procedimiento adecuado para determinar secuencias de aminoácido de polipéptidos aislados es el siguiente:30

El polipéptido purificado se puede liofilizar y 100 µg del material liofilizado se puede disolver en 50 µl de una mezcla
de 8 M de urea y 0,4M de bicarbonato de amonio, pH 8.4. La proteína disuelta se puede desnaturalizar y reducir
durante 15 minutos a 50°C tras la superposición con nitrógeno y adición de 5 µl de 45 mM de ditiotreitol. Después de
enfriar a temperatura ambiente, se pueden agregar 5 µl de 100 mM de iodoacetamida para los residuos de cisteína
para que se deriven durante 15 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad con nitrógeno.35

Se pueden agregar 135 µl de agua y 5 µg de endoproteinasa Lys-C en 5 µl de agua a la mezcla de reacción anterior y
la digestión se puede producir a 37°C en nitrógeno durante 24 horas.

Los péptidos resultantes se pueden separar mediante HPLC de fase inversa en una columna VYDAC C18
(0,46x15cm;1 10µm; The Separation Group, California, EE.UU.) utilizando disolvente A: Un 0,1% de TFA en agua y
disolvente B: Un 0,1 % de TFA en acetonitrilo. Los péptidos seleccionados se pueden volver a someter a40
cromatografía en una columna Develosil C18 utilizando el mismo sistema de disolvente, antes de la secuenciación
N-terminal. La secuenciación se puede realizar utilizando un secuenciador 476A de Applied Biosystems utilizando
ciclos rápidos de líquido pulsado de conformidad con las instrucciones del fabricante (Applied Biosystesm, California,
EE.UU.).

Identidad de secuencia u homología de secuencia45

En este caso, el término «homólogo» significa una entidad que tiene cierta homología con las secuencias de
aminoácido diana y las secuencias nucleótidas diana. Aquí, el término «homología» se puede asimilar a «identidad».

La secuencia de aminoácido y/o la secuencia nucleótida homólogas deben proporcionar y/o codificar un polipéptido
que retiene la actividad funcional y/o mejora la actividad de la enzima.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homóloga incluye una secuencia de aminoácido que puede50
ser al menos un 75%, un 85% o un 90% idéntica, preferentemente, al menos un 95% o un 98% idéntica a la
secuencia diana. Típicamente, los homólogos comprenderán los mismos sitios activos, etc., que la secuencia de
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aminoácido diana. Aunque la homología también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de
aminoácido que tienen propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención, se
prefiere que exprese homología en términos de identidad de secuencia.

En el presente contexto, se considera que una secuencia homóloga incluye una secuencia nucleótida que puede ser
al menos un 75%, un 85% o un 90% idéntica, preferentemente, al menos un 95% o un 98% idéntica a la secuencia5
nucleótida que codifica un polipéptido de la presente invención (la secuencia diana). Típicamente, los homólogos
comprenderán las mismas secuencias que codifican los sitios activos, etc., como la secuencia diana. Aunque la
homología también se puede considerar en términos de similitud (es decir, residuos de aminoácido que tienen
propiedades/funciones químicas similares), en el contexto de la presente invención, se prefiere que exprese
homología en términos de identidad de secuencia.10

Las comparaciones de homología se pueden realizar a ojo, o más comúnmente, con la ayuda de programas de
comparación de secuencia ya disponibles. Estos programas informáticos disponibles comercialmente pueden calcular
el % de homología entre dos o más secuencias.

El % de homología se puede calcular sobre secuencias contiguas, es decir, una secuencia se alinea con la otra
secuencia y cada aminoácido en una secuencia se compara directamente con el aminoácido correspondiente en la15
otra secuencia, un residuo por vez. Esto se llama alineación «sin huecos». Típicamente, dichas alineaciones sin
huecos se producen únicamente sobre un número relativamente bajo de residuos.

Aunque este es un procedimiento muy simple y constante, no toma en cuenta que, por ejemplo, en un par idéntico de
secuencias, una inserción o eliminación puede hacer que los siguientes residuos de aminoácido sean eliminados de
la alineación, generando posiblemente una reducción mayor en el % de homología cuando se realiza la alineación20
global. Consecuentemente, la mayoría de los procedimientos de comparación de secuencia están diseñados para
producir alineaciones óptimas que toman en cuenta posibles inserciones y eliminaciones sin penalizar la puntuación
de homología general indebidamente. Esto se logra insertando «huecos» en la secuencia de alineación para tratar de
maximizar la homología local.

Sin embargo, estos procedimientos más complejos asignan «penalizaciones por hueco» a cada hueco que se25
produce en la alineación para que, para el mismo número de aminoácidos idénticos, una alineación de secuencia con
la menor cantidad de huecos posibles - que reflejen mayor relación entre las dos secuencias comparadas - logre una
puntuación más alta que una con muchos huecos. «Costos por hueco afines» se utilizan generalmente para aplicar
un costo relativamente alto por la existencia de un hueco y una penalización menor por cada residuo posterior en el
hueco. Este es el sistema de puntuación de huecos más comúnmente utilizado. Las penalizaciones por hueco altas30
producirán, por supuesto, alineaciones optimizadas con menor cantidad de huecos. La mayoría de los programas de
alineación permiten la modificación de las penalizaciones por hueco. Sin embargo, se prefiere utilizar los valores
predeterminados cuando se utiliza dicho software para las comparaciones de secuencia.

El cálculo del % máximo de homología requiere, por lo tanto y en primer lugar, la producción de una alineación óptima,
teniendo en cuenta las penalizaciones por hueco. Un programa informático adecuado para realizar esta alineación es35
el Vector NTI (Invitrogen Corp.). Los ejemplos de otros software que pueden realizar comparaciones de secuencia
incluyen, a modo no taxativo, el paquete BLAST (ver Ausubel et al 1999 Short Protocols in Molecular Biology, 4th Ed -
Chapter 18), y FASTA (Altschul et al 1990 J. Mol. Biol. 403-410). Tanto BLAST como FASTA están disponibles en la
búsqueda offline y online (ver Ausubel et al 1999, páginas 7-58 a 7-60). Sin embargo, para algunas aplicaciones, se
prefiere utilizar el programa Vector NTI. También está disponible una nueva herramienta, denominada Secuencias40
BLAST 2 para comparar la secuencia proteica y la secuencia nucleótida (ver FEMS Microbiol Lett 1999 174(2):
247-50; FEMS Microbiol Lett 1999 177(1): 187-8 y tatiana@ncbi.nlm.nih.gov).

Aunque el % de homología final se puede medir en términos de identidad, el proceso de alineación en sí mismo no se
basa típicamente en una comparación de pares de todo o nada. Al contrario, se suele utilizar una matriz de
puntuación de similitud escalada que asigna puntuaciones a cada comparación de pares sobre la base de la similitud45
química o la distancia evolutiva. Un ejemplo de dicha matriz que se utiliza comúnmente es la matriz BLOSUM62 - la
matriz predeterminada para el conjunto de programas BLAST. Los programas Vector NTI suelen utilizar los valores
predeterminados públicos o una tabla de comparación de símbolos personalizada si se suministra (ver el manual del
usuario para más información). Para algunas aplicaciones, se prefiere utilizar los valores predeterminados para el
paquete Vector NTI.50

Alternativamente, las homologías porcentuales se pueden calcular utilizando la función de alineación múltiple en
Vector NTI (Invitrogen Corp.), sobre la base de un algoritmo, análogo a CLUSTAL (Higgins DG & Sharp PM (1988),
Gene 73(1), 237-244).

Una vez que el software ha producido una alineación óptima, es posible calcular el % de homología, preferentemente
el % de identidad de secuencia. El software típicamente hace esto como parte de la comparación de secuencia y55
genera un resultado numérico.

En caso que se utilicen penalizaciones por hueco cuando se determine la identidad de secuencia, entonces,
preferentemente, se utilizarán los siguientes parámetros para la alineación de pares:
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PARA BLAST

APERTURA DE HUECO 0

EXTENSIÓN DE HUECO 0

PARA CLUSTAL ADN PROTEÍNA

TAMAÑO DE PALABRA 2 1 Triple K

PENALIZACIÓN POR HUECO 15 10

EXTENSIÓN DE HUECO 6,66 0,1

En una realización, la identidad de secuencia para la secuencia nucleótida se determina, preferentemente, utilizando
CLUSTAL con la penalización por hueco y extensión por hueco como se definieron anteriormente.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia nucleótida se determina sobre al menos 20
nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 405
nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 60
nucleótidos contiguos, preferentemente sobre al menos 100 nucleótidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia nucleótida se puede determinar sobre toda la
secuencia.

En una realización, el grado de identidad de la secuencia de aminoácido de conformidad con la presente invención se10
puede determinar adecuadamente mediante programas informáticos conocidos en la técnica como Vector NTI 10
(Invitrogen Corp.). Para la alineación de pares, la matriz utilizada es preferentemente BLOSUM62 con una
penalización por apertura de un hueco de 10,0 y una penalización por extensión de un hueco de 0,1.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoácido se determina sobre al menos 20
aminoácidos contiguos, preferentemente sobre al menos 30 aminoácidos contiguos, preferentemente sobre al menos15
40 aminoácidos contiguos, preferentemente sobre al menos 50 aminoácidos contiguos, preferentemente sobre al
menos 60 aminoácidos contiguos.

Adecuadamente, el grado de identidad respecto de una secuencia de aminoácido se puede determinar sobre toda la
secuencia.

Las secuencias también pueden tener eliminaciones, inserciones o sustituciones de residuos de aminoácido que20
producen un cambio silencioso y resultan en una sustancia funcionalmente equivalente. Las sustituciones de
aminoácido deliberadas pueden realizarse sobre la base de la similitud en polaridad, cargo, solubilidad, hidrofobicidad,
hidrofilicidad, y/o naturaleza anfipática de los residuos en la medida que se retenga la actividad de enlace secundaria
de la sustancia. Por ejemplo, los aminoácidos con carga negativa incluyen ácido aspártico y ácido glutámico; los
aminoácidos con carga positiva incluyen lisina y arginina; y los aminoácidos con grupos polares sin carga que tienen25
valores de hidrofilicidad similares incluyen leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, asparagina, glutamina, serina,
treonina, fenilalalnina y tirosina.

Las sustituciones conservadoras se pueden realizar, por ejemplo, de conformidad con la siguiente Tabla 2. Los
aminoácidos en el mismo bloque en la segunda columna y preferentemente, en la misma línea en la tercera columna,
se pueden sustituir entre sí:30

Tabla 2

ALIFÁTICO No polar HUECO

ILV

Polar - sin carga C S T M

N Q

Polar - con carga D E

K R

AROMÁTICO H F W Y

La presente invención también abarca la sustitución homóloga (sustitución y reemplazo se utilizan en la presente para
hacer referencia al intercambio de un residuo de aminoácido existente, con un residuo alternativo) que se puede
producir, es decir, sustitución igual a igual como base por base, ácido por ácido, polar por polar, etc. La sustitución no
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homóloga también se puede producir, es decir, de una clase de residuo a otra o alternativamente que incluye la
inclusión de aminoácidos no naturales como ornitina (en adelante denominada Z), ornitina de ácido diaminobutírico
(en adelante denominada B), norleucina ornitina (en adelante denominada O), pirilalalnina, tienilalanina, naftilalanina
y fenilglicina.

Los reemplazos también se pueden hacer por aminoácidos no naturales.5

Las variantes de secuencias de aminoácido pueden incluir grupos espaciadores adecuados que se pueden insertar
entre dos residuos de aminoácido de la secuencia que incluye grupos alquilo como grupos metilo, etilo, o propilo en
adición a los espaciadores de aminoácido como residuos de glicina o  β-alanina. Otra forma de variación, que
incluye la presencia de uno o más residuos de aminoácido en forma peptoide, será bien entendida por el entendido en
la técnica. Para evitar dudas, la «forma peptoide» se utiliza para hacer referencia a las variantes de residuos de10
aminoácido donde el grupo sustituyente α-carbono está en el átomo de nitrógeno del residuo en lugar de α-carbono.
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 nucleótidas para uso en la presente invención o codificación de un polipéptido que tiene las
propiedades específicas definidas en la presente pueden incluir en ellas nucleótidos sintéticos o modificados. Un15
número de tipos diferentes de modificación de oligonucleótidos es conocido en la técnica. Estos incluyen cadenas
principales de metilfosfonato y fosforotioato y/o la adición de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’
de la molécula. A los efectos de la presente invención, se debe entender que las secuencias nucleótidas descritas en
la presente se pueden modificar por cualquier procedimiento disponible en la técnica. Dichas modificaciones se
pueden producir para mejorar la actividad in vivo o la vida útil de las secuencias nucleótidas.20

La presente invención también abarca el uso de secuencias nucleótidas que son complementarias a las secuencias
discutidas en la presente o cualquier derivado, fragmento o derivado de estas. Si la secuencia es complementaria a
un fragmento de esta entonces dicha secuencia se puede utilizar como una sonda para identificar secuencias
codificantes similares en otros organismos, etc.

Los polinucleótidos que no son 100% homólogos a las secuencias de la presente invención pero recaen en el alcance25
de la invención se pueden obtener de muchas formas. Otras variantes de las secuencias descritas en la presente se
pueden obtener por ejemplo, explorando las genotecas de ADN de varias personas, por ejemplo, personas de
distintas poblaciones. Asimismo, otros homólogos virales/bacterianos o celulares particularmente homólogos
celulares que se encuentran en células mamíferas (por ejemplo, células de ratas, ratones, bovinos y primates) se
pueden obtener y dichos homólogos y fragmentos de estos serán capaces, generalmente, de hibridar selectivamente30
en las secuencias que se muestran en el listado de secuencias de la presente invención. Dichas secuencias se
pueden obtener explorando las genotecas de ADNc o las genotecas de ADN genómico hechas a partir de otras
especies animales y explorando dichas genotecas con sondas que comprenden todo o parte de una de las
secuencias en los listados de secuencias adjuntos en condiciones de rigurosidad media o alta. Las consideraciones
similares aplican a la obtención de homólogos de especies y variantes alélicas de las secuencias de polipéptido o35
secuencias nucleótidas de la invención.

Las variantes y homólogos de cepa/especie también se pueden obtener utilizando PCR degenerado que utilizará los
cebadores diseñadas para apuntar a secuencias en las variantes y homólogos que codifican secuencias de
aminoácido conservado en las secuencias de la presente invención. Las secuencias conservadas se pueden predecir,
por ejemplo, alineando las secuencias de aminoácido de varias variantes/homólogos. Las alineaciones de secuencia40
se pueden producir utilizando un software conocido en la técnica. Por ejemplo, se utiliza ampliamente el programa
GCG Wisconsin PileUp.

Los cebadores utilizados en PCR degenerado contendrán una o más posiciones de degeneración y se utilizarán en
condiciones de rigurosidad menores que aquellas utilizadas para secuencias de clonación con cebadores de
secuencia única frente a secuencias conocidas.45

Alternativamente, dichos polinucleótidos se pueden obtener mediante mutagénesis dirigida al sitio de secuencias
caracterizadas. Esto puede ser útil donde, por ejemplo, se requieren cambios a la secuencia de codón silencioso para
optimizar las preferencias del codón para una célula huésped particular en la que se expresan las secuencias
polinucleótidas. Otros cambios de secuencia pueden ser deseables para introducir sitios de reconocimiento del
polipéptido de restricción, o para alterar la propiedad o función de los polipéptidos codificados por los polinucleótidos.50
Los polinucleótidos (secuencias nucleótidas) de la invención se pueden utilizar para producir un cebador, por ejemplo,
un cebador PCR, un cebador para una reacción de ampliación alternativa, una sonda, por ejemplo, etiquetada con
una etiqueta reveladora mediante vías convencionales utilizando etiquetas radioactivas o no radioactivas, o los
polinucleótidos se pueden clonar en vectores. Dichos cebadores, sondas y otros fragmentos serán al menos 15,
preferentemente, al menos 20, por ejemplo, al menos 25, 30 o 40 nucleótidos en longitud, y también están abarcadas55
por el término polinucleótidos de la invención como se utiliza en la presente.

Los polinucleótidos como los polinucleótidos de ADN y las sondas de conformidad con la presente invención se
pueden producir en forma recombinante, sintética o mediante cualquier vía disponible para los entendidos en la
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técnica. También se pueden clonar mediante técnicas estándar.

En general, los cebadores se producirán a través de medios sintéticos, que incluyen la fabricación en etapas de la
secuencia de ácido nucleico deseada, de un nucleótido por vez. Las técnica para lograr esto utilizando técnicas
automáticas ya están disponibles en la técnica.

Los polinucleótidos más largos generalmente se producirán utilizando medios recombinantes, por ejemplo, utilizando5
PCR (reacción en cadena de la polimerasa), técnicas de clonación. Esto incluirá hacer un par de cebadores (por
ejemplo, de aproximadamente 15 a 30 nucleótidos) flanqueando una región de la secuencia dirigida al lípido que se
desea clonar, poniendo a los cebadores en contacto con ARNm o ADNc obtenido de una célula animal o humana,
mediante reacción en cadena de la polimerasa en condiciones que producen ampliación de la región deseada,
aislando el fragmento ampliado (por ejemplo, mediante purificación de la mezcla de reacción en gel de agarosa) y10
recuperando el ADN ampliado. Los cebadores se pueden diseñar para contener sitios de reconocimiento enzimático
de restricción para que el ADN ampliado se clone en un vector de clonación adecuado.

Hibridación

La presente invención también abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias de la
presente invención o secuencias que son capaces de hibridar en las secuencias de la presente invención o las15
secuencias que son complementarias a ellas.

El término «hibridación» como se utiliza en la presente incluirá «el proceso mediante el cual una hebra de ácido
nucleico se une con una hebra complementaria a través del emparejamiento» así como el proceso de ampliación que
se lleva a cabo en las tecnologías de reacción en cadena de la polimerasa (PCR).

La presente invención también abarca el uso de secuencias nucleótidas que son capaces de hibridar en secuencias20
que son complementarias a las secuencias diana discutidas en la presente o cualquier derivado, fragmento o
derivado de estas.

La presente invención también abarca secuencias que son complementarias a las secuencias que son capaces de
hibridar en secuencias nucleótidas discutidas en la presente.

Las condiciones de hibridación se basan en la temperatura de fusión (Tm) del complejo de unión nucleótido, como se25
describe en Berger and Kimmel (1987, Guide to Molecular Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152,
Academic Press, San Diego CA), y confieren una «rigurosidad» definida como se explica a continuación.

La rigurosidad máxima se produce, generalmente a aproximadamente Tm-5°C (5°C debajo de la Tm de la sonda);
rigurosidad alta a aproximadamente 5°C a 10°C debajo de Tm; rigurosidad intermedia a aproximadamente 10°C a
20°C debajo de Tm; y rigurosidad baja a aproximadamente 20°C a 25° debajo de Tm. Como los entendidos en la30
técnica entenderán, una hibridación de rigurosidad máxima se puede utilizar para identificar o detectar secuencias
nucleótidas idénticas mientras que una hibridación de rigurosidad intermedia (o baja) se puede utilizar para identificar
o detectar secuencias polinucleótidas relacionadas o similares.

Preferentemente, la presente invención abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias que
son capaces de hibridar en condiciones de rigurosidad alta o condiciones de rigurosidad intermedia en secuencias35
nucleótidas que codifican polipéptidos que tienen las propiedades específicas como se define en la presente.

Más preferentemente, la presente invención abarca el uso de secuencias que son complementarias a las secuencias
que son capaces de hibridar en condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo, 65°C y 0,1xSSC {1xSSC = 0,15 M NaCl,
0,015 M Na-citrateo pH 7.0})  en secuencias nucleótidas que codifican polipéptidos que tienen las propiedades
específicas como se define en la presente.40

La presente invención también se relaciona con el uso de secuencias nucleótidas que pueden hibridar en secuencias
nucleótidas discutidas en la presente (que incluyen secuencias complementarias de aquellas discutidas en la
presente).

La presente invención también se relaciona con el uso de secuencias nucleótidas que son complementarias a las
secuencias que pueden hibridar en secuencias nucleótidas discutidas en la presente (incluso secuencias45
complementarias de aquellas discutidas en la presente).

También se incluye en el alcance de la presente invención el uso de secuencias polinucleótidas que son capaces de
hibridar en secuencias nucleótidas discutidas en la presente en condiciones de rigurosidad intermedia o máxima.

En un aspecto preferido, la presente invención cubre el uso de secuencias nucleótidas que pueden hibridar en
secuencias nucleótidas discutidas en la presente, o su complemento, en condiciones de rigurosidad (por ejemplo,50
50°C y 0,2xSSC).

En un aspecto más preferido, la presente invención cubre el uso de secuencias nucleótidas que pueden hibridar en
secuencias nucleótidas discutidas en la presente, o su complemento, en condiciones de rigurosidad alta (por ejemplo,
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65°C y 0,1xSSC).

Expresión de polipéptidos

Una secuencia nucleótida para uso en la presente invención o para codificación de un polipéptido que tiene las
propiedades específicas definidas en la presente se pueden incluir en un vector replicable recombinante. El vector se
puede utilizar para replicar y expresar la secuencia nucleótida, en forma polipéptida, en y/o de una célula huésped5
compatible. La expresión se puede controlar utilizando secuencias de control que incluyen promotores/mejoradores y
otras señales de regulación de la expresión. Se pueden utilizar los promotores procariotas y los promotores
funcionales en células eucariotas. Se pueden utilizar promotores específicos de tejido o específicos  de estímulo.
También se pueden utilizar los promotores quiméricos que comprenden elementos de secuencia de dos o más
promotores diferentes anteriormente descritos.10

El polipéptido producido por una célula recombinante huésped por expresión de la secuencia nucleótida se puede
secretar o se puede contener intracelularmente dependiendo de la secuencia y/o el vector utilizado. Las secuencias
codificantes se pueden diseñar con secuencias de señal que dirigen la secreción de las secuencias codificadoras de
sustancia a través de una membrana celular procariota o eucariota.

Constructos15

El término «constructo» - que es sinónimo de términos como «conjugado», «casete» e «híbrido» - incluye una
secuencia nucleótida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente
para uso de conformidad con la presente invención directa o indirectamente adjuntada a un promotor. Un ejemplo de
una unión indirecta es la provisión de un grupo espaciador adecuado como una secuencia de intrón como el intrón
Sh1 o el intrón ADH, intermedio del promotor y la secuencia nucleótida de la presente invención. Lo mismo aplica20
para el término «fusionado» en relación con la presente invención que incluye unión directa o indirecta. En algunos
casos, los términos no cubren la combinación natural de la secuencia nucleótida que codifica la proteína comúnmente
asociada con el promotor genético natural y cuando ambos están en su entorno natural.

El constructo puede incluso contener o expresar un marcado que permite la selección del constructo genético.

Para algunas aplicaciones, el constructo comprende, preferentemente, al menos una secuencia nucleótida de la25
presente invención o una secuencia nucleótida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas
como se define en la presente unido funcionalmente al promotor.

Organismo

El término «organismo» en relación con la presente invención incluye cualquier organismo que puede comprender
una secuencia nucleótida de conformidad con la presente invención o una secuencia nucleótida que codifica un30
polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente y/o los productos obtenidos de él.

El término «organismo transgénico» en relación con la presente invención incluye un organismo que comprende una
secuencia nucleótida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente
y/o los productos obtenidos de él, y/o donde un promotor puede permitir la expresión de la secuencia nucleótida que
codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente en el organismo.35
Preferentemente, la secuencia nucleótida se incorpora en el genoma del organismo.

El término «organismo transgénico» no cubre las secuencias nucleótidas que codifican un nucleótido nativo en su
entorno natural cuando están bajo el control de su promotor nativo, el cual también está en su entorno natural.

Por lo tanto, el organismo transgénico de la presente invención incluye un organismo que comprende uno de, o
combinaciones, de una secuencia nucleótida que codifica un polipéptido que tiene las propiedades específicas como40
se define en la presente, constructos como se define en la presente, vectores como se define en la presente,
plásmidos como se define en la presente, células como se define en la presente, o productos de estos. Por ejemplo,
el organismo transgénico también puede comprender una secuencia nucleótida que codifica un polipéptido que tiene
las propiedades específicas como se define en la presente, bajo el control de un promotor no asociado con una
secuencia que codifica una lípido aciltransferasa natural.45

Transformación de las células/organismo huésped

El organismo huésped puede ser un organismo procariota o eucariota.

Los ejemplos de huéspedes procarióticos adecuados incluyen bacterias como E. coli y Bacillus licheniformis,
preferentemente B. licheniformis.

Las lecciones sobre la transformación de huéspedes procarióticos están bien documentadas en la técnica, por50
ejemplo, ver Sambrook et al (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd edition, 1989, Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Si se utiliza un huésped procariota, entonces la secuencia nucleótida podrá necesitar modificación
antes de la transformación - como por ejemplo, mediante eliminación de intrones.
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En otra realización, el organismo transgénico puede ser una levadura.

Las células de hongo filamentoso se pueden transformar utilizando varios procedimientos conocidos en la técnica -
como un proceso que incluye la formación de protoplastos y la transformación de protoplastos seguida por la
regeneración de la pared celular en una forma conocida. El uso de Aspergillus como un microorganismo huésped se
describe en EP 0 238 023 .5

Otro organismo huésped puede ser una planta. Se puede encontrar una revisión de las técnicas generales utilizadas
para transformar plantas en artículos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) y
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech March/April 1994 17-27). Se puede encontrar más información sobre
transformación vegetal en EP-A-0449375 .

Las lecciones generales sobre la transformación de hongos, levaduras y plantas se presentan en las siguientes10
secciones.

Hongo transformado

Un organismo huésped puede ser un hongo - como por ejemplo, un hongo filamentoso. Los ejemplos de dichos
huéspedes adecuados incluyen un miembro que pertenece a los géneros Thermomyces, Acremonium, Aspergillus,
Penicillium, Mucor, Neurospora, Trichoderma y similares.15

Las lecciones sobre la transformación de hongos filamentosos se revisan en US-A-5741665, la cual establece que las
técnicas estándar para la transformación del hongo filamentoso y el cultivo del hongo son bien conocidas en la
técnica. Se puede encontrar una revisión extensa de técnicas como se aplica en N. crassa, por ejemplo en Davis y de
Serres, Methods Enzymol (1971) 17A: 79-143.

Se revisa más información sobre la transformación de hongos filamentosos en US-A-5674707 .20

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

Aspergillus transgénico de conformidad con la presente invención también se puede preparar de conformidad con la
información de, por ejemplo, Turner G. 1994 (Vectores para genética).

La expresión genética en hongo filamentoso ha sido revisada en Punt et al. (2002) Trends Biotechnol 2002
May;20(5):200-6, Archer & Peberdy Crit Rev Biotechnol (1997) 17(4):273-306.25

Levadura transformada

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

Se proporciona una revisión de los principios de la expresión genética heteróloga en levadura en, por ejemplo,
Methods Mol Biol (1995), 49:341-54, y Curr Opin Biotechnol (1997) Oct;8(5):554-60

En este sentido, la levadura - como las especies Saccharomyces cerevisi o Pichia pastoris (ver FEMS Microbiol Rev30
(2000, 24(1):45-66), se puede utilizar como un vehículo para la expresión genética heteróloga.

Se brinda una revisión de los principios de expresión genética heteróloga en Saccharomyces cerevisiae y la
secreción de productos genéticos está dada por E Hinchcliffe E Kenny (1993, "Yeast as a vehicle for the expression of
heterologous genes", Yeasts, Vol 5, Anthony H Rose and J Stuart Harrison, eds, 2nd edition, Academic Press Ltd.).

Para la transformación de levadura, se han desarrollado varios protocolos de transformación. Por ejemplo,35
Saccharomyces transgénico de conformidad con la presente invención se puede preparar siguiendo las lecciones de
Hinnen et al., (1978, Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 75, 1929); Beggs, J D (1978,
Nature, London, 275, 104); e Ito, H et al (1983, J Bacteriology 153, 163-168).

Las células de levadura transformada se pueden seleccionar utilizando varios marcadores selectivos - como por
ejemplo, marcadores auxotróficos, marcadores de resistencia antibiótica dominantes.40

Un organismo huésped de levadura adecuado se puede seleccionar de las especies de levadura
biotecnológicamente relevantes, como por ejemplo, especies de levadura seleccionadas de Pichia spp., Hansenula
spp., Kluyveromyces, Yarrowinia spp., Saccharomyces spp., que incluye S. cerevisiae, o Schizosaccharomyce spp.,
que incluye Schizosaccharomyce pombe.

Se puede utilizar una hebra de las especies de levadura metilotrófica Pichia pastoris como el organismo huésped.45

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

Plantas/células vegetales transformadas
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Un organismo huésped adecuado para la presente invención puede ser una planta. Se puede encontrar una revisión
de las técnicas generales en artículos de Potrykus (Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol [1991] 42:205-225) y
Christou (Agro-Food-Industry Hi-Tech March/April 1994 17-27) o en WO 01/16308. La planta transgénica puede
producir niveles mejorados de ésteres de fitosterol y ésteres de fitostano, por ejemplo.

Por lo tanto, la presente invención también se relaciona con un procedimiento para la producción de una planta5
transgénica con niveles mejorados de ésteres de fitosterol y ésteres de fitostano, que comprenden las etapas de
transformar una célula vegetal con una lípido aciltransferasa como se define en la presente (en particular, con un
vector de expresión o constructo que comprende una lípido aciltransferasa como se define en la presente) y el cultivo
de una planta a partir de una célula vegetal transformada.

Secreción10

En general, se desea que el polipéptido se secrete de la célula de expresión en el medio de cultivo desde donde la
enzima se puede recuperar más fácilmente. De conformidad con la presente invención, la secuencia líder de
secreción se puede seleccionar sobre la base del huésped de expresión deseado. Las secuencias de señal híbridas
también se pueden utilizar con el contexto de la presente invención.

Los ejemplos típicos de las secuencias líder de secreción no asociadas con una secuencia nucleótida que codifica15
una lípido aciltransferasa natural son aquellos que se originan del gen amiloglucosidasa fúngico (AG) (glaA - de las
versiones de 18 y 24 aminoácidos, por ejemplo, de Aspergillus), el gen del factor a (levaduras por ejemplo,
Saccharomyces, Kluyveromyces y Hansenula) o el gen α-amilasa (Bacillus).

Detección

En la técnica, se conoce una variedad de protocolos para detectar y medir la expresión de la secuencia de20
aminoácido. Los ejemplos incluyen ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA),  radioinmunoensayo
(RIA), y un clasificador de células activado por fluorescencia (FACS).

Los entendidos en la técnica conocen una amplia variedad de técnicas de etiquetado y conjugación y se pueden
utilizar en varios ensayos nucleicos y de aminoácido.

Un número de empresas como por ejemplo Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ), Promega (Madison, WI), y US25
Biochemical Corp (Cleveland, OH) suministran kits comerciales y protocolos para estos procedimientos.

Las moléculas o etiquetas informantes adecuadas incluyen dichos radionucleidos, enzimas, agentes fluorescentes,
quimioluminiscentes  o cromogénicos así como sustratos, cofactores, inhibidores, partículas magnéticas y similares.
Las patentes que tratan el uso de dichas etiquetas incluyen US 3,817,837 ; US 3,850,752 ; US 3,939,350 ; US
3,996,345 ; US 4,277,437 ; US 4,275,149 y US 4,366,241 .30

También se pueden producir inmunoglobulinas recombinantes como se muestra en US-A-4,816,567 .

Proteínas de fusión

La lípido aciltransferasa para uso en la presente invención se puede producir como una proteína de fusión, por
ejemplo, para ayudar en su extracción y purificación. Los ejemplos de socios de proteína de fusión incluyen
glutatión-S-transferasa (GST), 6xHis, GAL4 (dominios de unión al ADN y/o dominios de activación transcripcional) y35
β-galactosidasa. También puede ser conveniente incluir un sitio de escisión proteolítica entre el socio de proteína de
fusión y la secuencia proteica de interés para permitir la remoción de las secuencias de proteína de fusión.
Preferentemente, la proteína de fusión no obstaculizará la actividad de la secuencia proteica.

Los sistemas de expresión de fusión del gen en E.coli han sido revisados en Curr. Opin. Biotechnol. (1995)
6(5):501-6.40

La secuencia de aminoácido de un polipéptido que tiene las propiedades específicas como se define en la presente
se pueden ligar a una secuencia no nativa para codificar una proteína de fusión. Por ejemplo, para analizar las
genotecas de péptidos para agentes capaces de afectar la actividad de la sustancia, puede ser útil codificar una
sustancia quimérica que expresa un epítopo no nativo que se reconoce mediante un anticuerpo comercialmente
disponible.45

A continuación, la invención se describirá a modo de ejemplo únicamente, con referencia a las siguientes Figuras y
Ejemplos.

La Figura 1 muestra la secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notoriamente, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) (SEQ
ID 16);50

La Figura 2 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 1) de una lípido aciltransferasa de Aeromonas
hydrophila (ATCC #7965);
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La figura 3 muestra una secuencia de consenso pfam00657 de la versión de base de datos 6 (SEQ ID No. 2);

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

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

La Figura 6 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 5), obtenida del organismo Streptomyces coelicolor
A3(2) (número de acceso Genbank NP_631558);

La Figura 7 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 6), obtenida del organismo Streptomyces coelicolor
A3(2) (número de acceso Genbank: CAC42140);

La Figura 8 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 7), obtenida del organismo Saccharomyces10
cerevisiae (número de acceso Genbank P41734);

La Figura 9 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 8), obtenida del organismo Ralstonia (número de
acceso Genbank: AL646052);

La Figura 10 muestra SEQ ID No. 9. Scoe1 NCBI código de acceso a la proteína CAB39707.1 GI:4539178 proteína
hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];15

La Figura 11 muestra un aminoácodo que aparece como SEQ ID No. 10. Scoe2 NCBI código de acceso a la proteína
CAC01477.1 GI:9716139 proteína hipotética conservada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

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

La Figura 13 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 12) Scoe4 NCBI código de acceso de la proteína20
CAB89450.1 GI:7672261 proteína putativa secretada [Streptomyces coelicolor A3(2)];

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

La Figura 15 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 14) Srim1 NCBI código de acceso de la proteína
AAK84028.1 G1:15082088 GDSL-lipasa [Streptomyces rimosus];25

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

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

La Figura 18 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 25) del constructo de fusión utilizado para la30
mutagénesis del gen de lípido aciltransferasa Aeromonas hydrophila. Los aminoácidos resaltados son un péptido
señal de xilanasa;

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

La Figura 20 muestra una secuencia de polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Thermobifida (SEQ ID No.35
27);

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

La Figura 22 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Corynebacterium efficiens aminoácido
GDSx 300 (SEQ ID No. 29);40

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

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

La Figura 25 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces avermitilis ¥ aminoácido45
GDSx 269 (SEQ ID No. 32);

La Figura 26 muestra un polipéptido de una enzima lípido aciltransferasa de Streptomyces (SEQ ID No. 33);
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La Figura 27 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 34) obtenida del organismo Aeromonas hydrophila
(P10480; GI:121051) (notablemente, esta es la secuencia madura);

La Figura 28 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 35) de la lípido aciltransferasa Aeromonas
salmonicida madura (GCAT) (notoriamente, esta es la secuencia madura);

La Figura 29 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 36) de Streptomyces thermosacchari;5

La Figura 30 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 37), obtenida de Streptomyces thermosacchari;

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

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

La Figura 33 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 40), obtenida de Thermobifida fusca/GDSx;10

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

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

La Figura 36 muestra una secuencia de aminoácido (SEQ ID No. 43), obtenida de S. coelicolor/ aminoácido GDSx
268;15

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

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

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

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

La Figura 41 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 48) de Thermobifida fusca/GDSx;20

La Figura 42 muestra una alineación de L131 y homólogos de S. avermitilis y T. fusca ilustra que la conservación del
motivo GDSx (GDSY en L131 y S. avermitilis y T. fusca), la casilla GANDY, que es GGNDA o GGNDL, y el bloque
HPT (considerado la histidina catalítica conservada). Estos tres bloques conservados se destacan;

La Figura 43 muestra SEQ ID No. 17 que es la secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa de Candida
parapsilosis;25

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

La Figura 45 muestra una representación de la estructura de cristal 1IVN.PDB que tiene al glicerol en el sitio activo.
La Figura se desarrolló utilizando el visor Deep View Swiss-PDB;

La Figura 46 muestra la estructura de cristal 1IVN.PDB - vista lateral utilizando el visor Deep View Swiss-PDB, con30
glicerol en sitio activo- los residuos en 10Ǻ del glicerol en sitio activo son de color negro;

La Figura 47 muestra la estructura de cristal 1IVN.PDB - vista superior utilizando el visor Deep View Swiss-PDB, con
glicerol en el sitio activo - los residuos en 10Ǻ del glicerol en sitio activo son de color negro;

La Figura 48 muestra alineación 1;

La Figura 49 muestra alineación 2;35

Las Figuras 50 y 51 muestran una alineación de 1IVN en P10480 (P10480 es la secuencia de base de datos para la
enzima A. hydrophila), esta alineación se obtuvo de la base de datos PFAM y se utilizó en el proceso de construcción
del modelo; y

La Figura 52 muestra una alineación donde P10480 es la secuencia de base de datos para Aeromonas hydrophila.
Esta secuencia se utiliza para la construcción del modelo y la selección del sitio (nótese que se describe la proteína40
completa (SEQ ID No. 25), la proteína madura (equivalente a SEQ ID No. 34) comienza en el residuo 19. A. sal es
Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 4) lipasa GDSX, A. hyd es Aeromonas hydrophila (SEQ ID No. 34) lipasa
GDSX; la secuencia de consenso contiene un * en la posición de una diferencia entre las secuencias enumeradas);

La Figura 53 muestra un constructo de gen utilizado en el Ejemplo 1;

La Figura 54 muestra un constructo de gen optimizado con codón (no. 052907) utilizado en el Ejemplo 1; y45
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La Figura 55 muestra la secuencia del inserto Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3', se destacan las casillas
-35 y -10;

La Figura 56 muestra BML780-KLM3'CAP50 (que comprende SEQ ID No. 16 - colonia superior) y BML780 (la hebra
huésped vacía - colonia inferior) después de un cultivo de 48 horas a 37°C en un 1% de agar tributirina;

La Figura 57 muestra una secuencia nucleótida de Aeromonas salmonicida (SEQ ID No. 49) que incluye la secuencia5
señal (preLAT - posiciones 1 a 87);

La Figura 58 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 50) que codifica una lípido aciltransferasa de
conformidad con la presente invención obtenida del organismo Aeromonas hydrophila;

La Figura 59 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 51) que codifica una lípido aciltransferasa de
conformidad con la presente invención obtenida del organismo Aeromonas salmonicida;10

La Figura 60 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 52) que codifica una lípido aciltransferasa de
conformidad con la presente invención obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (número de acceso
Genbank NC_003888.1:8327480..8328367);

La Figura 61 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 53) que codifica una lípido aciltransferasa de
conformidad con la presente invención obtenida del organismo Streptomyces coelicolor A3(2) (número de acceso15
Genbank AL939131.1:265480..266367);

La Figura 62 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 54) que codifica una lípido aciltransferasa de
conformidad con la presente invención obtenida del organismo Saccharomyces cerevisiae (número de acceso
Genbank Z75034);

La Figura 63 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 55) que codifica una lípido aciltransferasa de20
conformidad con la presente invención obtenida del organismo Ralstonia;

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

La Figura 65 muestra una secuencia nucleótida que aparece como SEQ ID No. 57 que codifica Scoe2 código de
acceso de la proteína NCBI CAC01477.1 GI:9716139  proteína hipotética conservada [Streptomyces coelicolor25
A3(2)];

La Figura 66 muestra una secuencia nucleótida que aparece como SEQ ID No. 58 que codifica Scoe3 código de
acceso de la proteína NCBI CAB88833.1 GI:7635996 proteína secretada putativa. [Streptomyces coelicolorA3(2)];

La Figura 67 muestra una secuencia nucleótida que aparece como SEQ ID No. 59 que codifica Scoe4 código de
acceso de la proteína NCBI CAB89450.1 GI:7672261 proteína secretada putativa. [Streptomyces coelicolorA3(2)];30

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

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

La Figura 70 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 62) que codifica una lípido aciltransferasa Aeromonas35
hydrophila (ATCC #7965);

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

La Figura 72 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 24) que codifica una enzima de Aeromonas hydrophila
que incluye un péptido señal de xilanasa;40

La Figura 73 muestra la secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notoriamente, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificación post-translacional como
SEQ ID No. 68 - los residuos de aminoácido 235 y 236 de la SEQ ID No. 68 no están unidos de manera covalente tras
la modificación post-translacional. Los dos péptidos formados se mantienen juntos por uno o más uniones S-S. El45
aminoácido 236 en SEQ ID No. 68 se corresponde con el número de residuo de aminoácido 274 en SEQ ID No. 16
que se muestra en la presente;

La Figura 74 muestra leche en polvo producida de leche entera estándar, no tratada;

La Figura 75 muestra leche en polvo producida de leche entera estándar tratada con una solución de la enzima KLM3,
(KTP08015, 1300 TIPU/g de leche, que corresponde a 12,4 mg enzima/g de leche); la actividad de la enzima en las50
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unidades TIPU se miden como se describe a continuación;

La Figura 76 ilustra el aparato utilizado para realizar la prueba de humedad del Ejemplo 3;

La Figura 77 muestra una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 120), la cual codifica una lípido aciltransferasa de A.
salmonicida;

La Figura 78 muestra la secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida5
mutante (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notoriamente, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificación post-translacional como
SEQ ID No. 121 - los residuos de aminoácido 235 y 236 de la SEQ ID No. 121 no están unidos de manera covalente
tras la modificación post-translacional; los dos péptidos formados se mantienen juntos mediante una o más uniones
S-S; el aminoácido 236 en SEQ ID No. 121 se corresponde con el número de residuo de aminoácido 275 en SEQ ID10
No. 16 que se muestra en la presente;

La Figura 79 muestra la secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notoriamente, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) - que
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificación post-translacional como
SEQ ID No. 122 - los residuos de aminoácido 235 y 236 de la SEQ ID No. 122 no están unidos de manera covalente15
tras la modificación post-translacional; los dos péptidos formados se mantienen juntos mediante una o más uniones
S-S; el aminoácido 236 en SEQ ID No. 122 se corresponde con el número de residuo de aminoácido 276 en SEQ ID
No. 16 que se muestra en la presente; y

La Figura 80 muestra la secuencia de aminoácido de una lípido aciltransferasa madura de Aeromonas salmonicida
mutante (GCAT) con una mutación de Asn80Asp (notoriamente, el aminoácido 80 está en la secuencia madura) - que20
se muestra en la presente como SEQ ID No. 16 - y después de someterse a modificación post-translacional como
SEQ ID No. 123 - los residuos de aminoácido 235 y 236 de la SEQ ID No. 123 no están unidos de manera covalente
tras la modificación post-translacional; los dos péptidos formados se mantienen juntos mediante una o más uniones
S-S; el aminoácido 236 en SEQ ID No. 123 se corresponde con el número de residuo de aminoácido 277 en SEQ ID
No. 16 que se muestra en la presente.25

Determinación de la actividad fosfolipasa (Ensayo TIPU-K):

Sustrato:

Se disolvieron un 0,6% de L-α fosfatidilcolina, un 95% vegetal (Avanti #441601), un 0,4% de Triton-X 100 (Sigma
X-100), y 5 mM CaCl2en 0,05M de tampón de ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfónico (HEPES), pH 7.

Procedimiento del ensayo:30

Se agregaron 34 µl de sustrato en una cubeta, utilizando el analizador automático KoneLab. Al tiempo T= 0 min, se
agregaron 4µl de solución enzimática. Asimismo, se analizó un blanco con agua en lugar de enzima. La muestra se
mezcló e incubó a 30°C durante 10 minutos.

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

La actividad enzimática TIPO, pH 7, se calculó como ácido graso en micromoles producido por minuto en condiciones35
de ensayo.

Ejemplo 1: Expresión de KLM3' en Bacillus licheniformis

Se expresó una secuencia nucleótida (SEQ ID No. 49) que codifica una lípido aciltransferasa (SEQ. ID No. 16, en
adelante KLM3') en Bacillus licheniformis como una proteína de fusión con el péptido señal de α-amilasa de B.
licheniformis  (LAT) (ver Figuras. 53 y 54). Para la expresión óptima en Bacillus, se ordenó un constructo de gen40
optimizado con codón (no. 052907) en Geneart (Geneart AG, Regensburg, Alemania).

El constructo no. 052907 contiene un promotor LAT incompleto (solo la secuencia -10) en frente del gen precursor
LAT-KLM3' y la transcripción LAT (Tlat) hacia abajo del gen precursor LAT-KLM3' (ver las Figuras 53 y 55). Para crear
un fragmento de XhoI que contiene el gen precursor LAT-KLM3' flanqueado por el promotor LAT completo en el
extremo 5’ y el terminador LAT en el extremo 3', se realizó una ampliación de PCR (reacción en cadena de la45
polimerasa) con los cebadores Plat5XhoI_FW y EBS2XhoI_RV y el constructo del gen 052907 como modelo.
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Plat5XhoI_FW:

EBS2XhoI_RV: tggaatctcgaggttttatcctttaccttgtctcc

Se realizó PCR en un termociclador con ADN polimerasa de alta fidelidad de fusión (Finnzymes OY, Espoo,5
Finlandia) de conformidad con las instrucciones del fabricante (temperatura de recocido de 55°C).

El fragmento de PCR resultante se digirió con enzima de restricciónXhoI y ligó con ADN ligasa T4 en plCatH digerida
con XhoI, de conformidad con las instrucciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.).

La mezcla de ligado se transformó en hebra de B. subtilis SC6.1 como se describe en US 2002-0182734 ( WO
02/14490 ). La secuencia del inserto XhoI que contiene el gen precursor LAT-KLM3' fue confirmada por la10
secuenciación del ADN (BaseClear, Leiden, Países Bajos) y uno de los clones de plásmido correctos se designó
pICatH-KLM3'(ori1) (Figura 53). pICatH-KLM3'(ori1) se transformó en la cepa BML780 de B. licheniformis (un
derivado de BRA7 y BML612, ver WO2005111203 ) a la temperatura permitida (37°C).

Se seleccionó un transformante resistente a la neomicina (neoR) y resistente a cloranfenicol (CmR) y se designó
como BML780(pICatH-KLM3'(ori1)). El plásmido en BML780(pICatH-KLM3'(ori1)) se integró en la región catH en el15
genoma B. licheniformis mediante el cultivo de la cepa a una temperatura no permitida (50°C) en un medio con 5
µg/ml de cloranfenicol. Se seleccionó un clon resistente a CmR y se designó como BML780-pICatH-KLM3'(ori1).
BML780-pICatH- KLM3'(ori1) se cultivó nuevamente a una temperatura permitida durante varias generaciones sin
antibióticos para sacar las secuencias de vector y posteriormente se seleccionó un clon CmR sensible a neomicina  
(neoS). En este clon, las secuencias de vector de pICatH en el cromosoma se escinden (incluso el gen de resistencia20
a la neomicina) y solo se deja el casete de catH - LATKLM3'. Posteriormente, el casete de catH - LATKLM3' en el
cromosoma se amplía mediante el cultivo de la cepa en un medio con concentraciones crecientes de cloranfenicol.
Después de varias rondas de ampliación, se seleccionó un clon (resistente a 50 µg/ml de cloranfenicol) y se designó
como BML780-KLM3'CAP50. Para verificar la expresión KLM3', se cultivaron BML780-KLM3'CAP50 y BML780 (la
cepa huésped vacía) durante 48horas a 37°C en una placa de agar Heart Infusion (Bacto) con un 1% de tributirina. Se25
visualizó claramente una zona de limpieza, indicadora de actividad lípido aciltransferasa, alrededor de la colonia de
BML780-KLM3'CAP50 pero no alrededor de la cepa huésped BML780 (ver Figura 56). Este resultado muestra que se
expresó una cantidad sustancial de KLM3' en  la cepa BML780-KLM3'CAP50 de B. licheniformis  y que estas
moléculas KLM3' son funcionales.

Ejemplo comparativo 130

Constructo vector

El constructo plásmido es pCS32new N80D, el cual es un derivado de pCCmini que lleva la secuencia que codifica la
forma madura de la glicerofosfolípido-colesterol aciltransferasa nativa de Aeromonas salmonicida con una sustitución
Asn en Asp en la posición 80 (KLM3'), bajo el control del promotor p32 y con una secuencia de señal CGTasa.

La cepa huésped utilizada para la expresión se encuentra en la cepa OS21ΔAprE de Bacillus subtilis.35

El nivel de expresión se mide como actividad transferasa, expresada como un % del colesterol esterificado, calculado
de la diferencia en el colesterol libre en la muestra de referencia y colesterol libre en la muestra enzimática en
reacciones con PC (TPC) como donador y colesterol como molécula aceptadora.

Condiciones del cultivo

Se inocularon 5 ml de suspensión de LB (digerido enzimático de caseína, 10 g/l; extracto de levadura baja en sodio, 540
g/l; cloruro de sodio, 5 g/l; colaboradores de compresión inertes, 2 g/l) complementados con 50 mg/l de canamicina,
con una única colonia y se incubaron a 30°C durante 6 horas a 205 rpm. Se utilizaron 0,7 ml de este cultivo para
inocular 50 ml de medio SAS (K2HPO4, 10 g/l; MOPS (ácido 3-morfolinopropanosulfónico), 40 g/l; cloruro de sodio, 5
g/l; antiespumante (Sin 260), 5 gotas/I; harina de soja desgrasada, 20 g/l; Biospringer 106 (100 % dw YE), 20 g/l)
complementados con 50 mg/l de canamicina y una solución de hidrolizados de almidón con alto contenido de maltosa45
(60 g/l). La incubación se continuó durante 40 horas a 30°C y 180 rpm antes de que el sobrenadante del cultivo se
separara por centrifugación a 19000 rpm durante 30 minutos. El sobrenadante se transfirió a un tubo limpio y se utilizó
directamente para la medición de la actividad transferasa.

Preparación de sustratos y reacción enzimática

Se escalaron PC (lípidos Avanti Polar #441601) y colesterol (Sigma C8503) en una relación 9:1, disueltos en50
cloroformo y se evaporaron hasta secarse.
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El sustrato se preparó mediante dispersión de un 3% PC:Colesterol 9:1 en 50 mM de tampón HEPES a pH 7.

Se transfirieron 0,250 ml de solución de sustrato en un tubo de vidrio de 3 ml con tapa de rosca. Se agregaron 0,025
ml de sobrenadante de cultivo y la mezcla se incubó a 40°C durante 2 horas. También se preparó una muestra de
referencia con agua en lugar de enzima. El calentamiento de la mezcla de reacción en un baño de agua hirviendo
durante 10 minutos detuvo la reacción enzimática. Se agregaron 2 ml de un 99% de etanol a la mezcla de reacción5
antes de someter el colesterol a análisis de ensayo.

Ensayo de colesterol

Se incubaron 100 µl de sustrato que contiene 1,4 U/ml de colesterol oxidasa (SERVA Electrophoresis GmbH cat. No
17109), 0,4 mg/ml de ABTS (Sigma A-1888), 6 U/ml de peroxidasa (Sigma 6782) en 0,1 M de Tris-HCl, pH 6,6 y un
0,5 % de Triton X-100 (Sigma X-100) a 37°C durante 5 minutos antes de la incorporación de 5 µl de muestra de10
reacción enzimática y se mezclaron. La mezcla de reacción se incubó durante otros 5 minutos y se midió OD405. El
contenido de colesterol se calculó de los análisis de las soluciones estándar de colesterol que contienen 0,4 mg/ml,
0,3 mg/ml, 0,20 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml y 0 mg/ml de colesterol en un 99% de etanol.

Resultados

La siguiente Tabla 3 muestra el medio de 8 cultivos de expresión independientes:15

Tabla 3

Cepa TPC
a

OS21ΔAprE[pCS3 2new] 74,2 ±10,1b

a TPC es la actividad transferasa, expresada como un % del colesterol esterificado, calculado de la diferencia en el
colesterol libre en la muestra de referencia y colesterol libre en la muestra enzimática en reacciones con PC como
molécula donadora y colesterol como molécula aceptadora.

b
Medio de 8 cultivos de expresión independientes

Ejemplo 2: Prueba de determinación enzimática

En los ensayos descritos a continuación, el contenido de humedad, el tiempo de humectación y el colesterol y los
niveles de éster de colesterol de la leche en polvo formado por secado por pulverización de 25 litros de leche entera
estándar que habían sido tratados con una enzima durante 30 minutos y 4 horas (como se describe a continuación)20
se compararon con leche en polvo formada mediante la incorporación de 25 litros de leche entera estándar
directamente en la torre de secado por pulverización (denominada a continuación como la muestra de control).

Tratamiento enzimático de leche entera de ARLA

Se calentaron 20 litros de leche entera a 40°C y se agregaron 76 µl de una solución de la enzima de SEQ ID No. 16
(en adelante KLM3'), (KTP08015, 1300 TIPU/g de leche, correspondiente a 12,4 mg de enzima/g de leche).25

La mezcla continuó durante 38 minutos para garantizar homogeneidad y la leche tratada se dividió posteriormente en
2 lotes. El lote 1 se bombeó en la torre de pulverización de inmediato; el lote 2 se bombeó en la torre de pulverización
4 horas después de agregar enzima.

Los parámetros utilizados para el funcionamiento del secador por pulverización de la planta piloto durante los
ensayos fueron los siguientes:30

Muestra de control (leche entera ARLA)

Torre de pulverización: Modelo NIRO DRYER P 6.3; 400 m3; entrada de aire a 220°C; potencia 54 kW.

Temperaturas de salida: 105 / 40,5°C (aire/producto).

Temperatura de alimentación 40°C. Bomba de alimentación Rannie 17 rpm.

Presión de la boquilla atomizadora 18 MPa (180 bar) (ata). Tipo de bombilla KMFP SKYM M76.35

Lote 1 tratado con enzima

400 m3; ingreso de aire a 195°C; potencia 48 kW.

Temperaturas de salida: 100 -103 / 43°C (aire/producto).

Temperatura de alimentación 40°C. Bomba de alimentación Rannie 15 rpm.
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Presión de la boquilla atomizadora 16 MPa (160 bar) (ata). Tipo de bombilla KMFP SKYM M76.

Lote 2 tratado con enzima

400 m
3
; ingreso de aire a 195°C; potencia 48 kW.

Temperaturas de salida: 100 -103 / 43°C (aire/producto).

Temperatura de alimentación 42°C. Bomba de alimentación Rannie 16 rpm.5

Presión de la boquilla de atomización: 17,5 MPa (175 bar) (ata). Tipo de bombilla KMFP SKYM M76.

Ejemplo 3: Prueba de humedad

Las leches en polvo derivadas del Ejemplo 2 se probaron para verificar humedad de conformidad con el
procedimiento IDF 87:1979 con debida consideración al hecho de que el procedimiento pretende probar las leches en
polvo instantáneas, mientras que los polvos provenientes del secador de la planta piloto son polvos no instantáneos y10
no aglomerados. El aparato utilizado se ilustra en la Figura 76.

Los resultados se muestran en la Tabla 4 a continuación.

Las características del polvo muestran que el polvo hecho de leche enzimática fluye con más libertad y tiene una
tendencia a aglomerarse apenas menor.

Tabla 415

Muestra Tiempo de humectación

Control > 10 minutos en las 3 pruebas repetidas

Lote 1 tratado con enzima 1ra prueba repetida 403 segundos;

2da prueba repetida 394 segundos;

Tiempo de humectación medio, 399 segundos.

Lote 2 tratado con enzima 1ra prueba repetida 320 segundos;

2da prueba repetida 309 segundos;

Tiempo de humectación medio, 315 segundos.

Ejemplo 4: Análisis de contenido de humedad residual en muestras de polvo después del almacenamiento

Las muestras preparadas de conformidad con el Ejemplo 2 anterior se analizaron para verificar el contenido de
humedad residual en muestras de polvo después del almacenamiento durante una semana a 5°C utilizando un
analizador de humedad ML-50 de A&D Company, Limited. Los análisis de humedad se realizaron después de
secarse a 120°C hasta alcanzar un peso constante y a 140° hasta alcanzar el peso constante. Los resultados se20
muestran en la Tabla 5 a continuación.

Tabla 5

Muestra Temperatura de secado
120°C

Temperatura de secado
140°C

Medio, % de agua

Control 2,5 2,6 2,6

Lote 1 tratado con enzima 2,0 2,1 2,1

Lote 2 tratado con enzima 1,7 1,8 1,8

Ejemplo 5: Determinación de colesterol y niveles de éster de colesterol

Las muestras de leche en polvo preparadas en el Ejemplo 2 anterior se analizaron mediante GLC para verificar el
contenido de colesterol y éster de colesterol. El procedimiento utilizado se describe a continuación.25

Se midieron con escala 100 mg de leche en polvo en un tubo centrífugo de 15 ml con tapa. Se agregaron 5 ml de
cloroformo:metanol a una relación de 2:1, y la muestra se extrajo durante 30 minutos por rotación en un RotaMix® a
40 rpm. La muestra se centrifugó. Una alícuota ajustada a escala del disolvente se transfirió a 10 ml de Dramglass y
el disolvente se evaporó bajo un vapor de nitrógeno a 50°C. La muestra aislada se analizó mediante GLC.

30
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Cromatografía de gases:

Cromatógrafo de gas capilar Perkin Elmer Autosystem 9000 equipado con una columna de sílice fusionada WCOT de
12,5 m x 0,25 mm ID x 0,1 µ de espesor de película, un 5% de fenil-metilsilicona (CP Sil 8 CB de Chrompack).

Gas portador: Helio.

Inyector.  Inyección partida en frío PSSI (temp. Inicial 50°C, calentada a 385°C), volumen 1,0µl.5

Detector FID: 395°C

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

Temperatura del horno, °C. 90 280 350

Tiempo isotérmico, min. 1 0 10

Índice de temperatura, °C/min. 15 4

Preparación de muestras de leche para análisis GC:

La fracción lipídica se volvió a disolver en heptano/piridina (2:1) que contiene heptadecano como estándar interno y el
colesterol se mide mediante GC.

Una solución de muestra de 500µl se transfirió posteriormente a un vial magnético, se agregaron 100 µl de10
MSTFA:TMCS - 99:1 (N-Metil-N-trimetilsilil-trifluoroacetamida) y se dejaron reaccionar durante 20 minutos a 60°C.

Cálculo: Los factores de respuesta para el colesterol y los ésteres de colesterol se determinan de material de
referencia puro (ponderación de material puro 8-10 mg en 12 ml de piridina, que contiene heptadecano estándar
interno, 0,5 mg/ml).

Los resultados se muestran en la Tabla 6 a continuación.15

Tabla 6

Muestra % de colesterol % de éster de colesterol % de colesterol esterificado

Control 0,084 0 0

Lote 1 tratado con enzima 0,021 0,080 69,2

Lote 2 tratado con enzima 0,007 0,094 89,0

Conclusiones

El tratamiento enzimático de la leche entera con lípido aciltransferasa KLM3 tiene un impacto importante en la
humectabilidad de la leche en polvo producida de la leche. El tratamiento enzimático también tiene impacto en la
temperatura de secado, dado que se muestra que las muestras tratadas con enzima tienen un contenido de agua20
menor que control.

El colesterol libre en leche producida de leche tratada con aciltransferasa se redujo significativamente en
comparación con un control sin tratamiento enzimático.
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Listado de secuencias

<110> DANISCO A/S

<120> Método

<130> P038564WO5

<150> GB 0920089.0
<151> 17-11-2009

<150> US 61/262285
<151> 18-11-2009

<160> 12410
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<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
<211> 335
<212> PRT
<213> Aeromonas hydrophila5

<400> 1
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<210> 2
<211> 361
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial5

<220>
<223> secuencia de consenso Pfam00657

<400> 2
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<210> 3
<211> 335
<212> PRT
<213> Aeromonas hydrophila5

<400> 3
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<210> 4
<211> 336
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida5

<400> 4
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<210> 5
<211> 295
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 5
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<210> 6
<211> 295
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 6
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<210> 7
<211> 238
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 7
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<210> 8
<211> 347
<212> PRT
<213> Ralstonia sp.5

<400> 8
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<210> 9
<211> 261
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 9
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<210> 10
<211> 260
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 10
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<210> 11
<211> 454
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 11
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<210> 12
<211> 340
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 12
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<210> 13
<211> 305
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 13
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<210> 14
<211> 268
<212> PRT
<213> Streptomyces rimosus5

<400> 14
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<210> 15
<211> 336
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida5

<400> 15
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<210> 16
<211> 318
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida5

<400> 16
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<210> 17
<211> 465
<212> PRT
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<213> Candida parapsilosis

<400> 17
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<210> 18
<211> 471
<212> PRT
<213> Candida parapsilosis5
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<400> 18
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<210> 19
<211> 261
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 19
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<210> 20
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Motivo de secuencia

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)10
<223> Xaa puede ser Ala o Gly

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(5)
<223> Xaa puede ser Ala, Leu o Tyr15

<400> 20

<210> 21
<211> 18
<212> PRT20
<213> Aeromonas sp.

<400> 21

<210> 22
<211> 2925
<212> PRT
<213> Bacillus subtilis

<400> 22

<210> 2330
<211> 29
<212> PRT
<213> Bacillus licheniformis

<400> 23

35

<210> 24
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<211> 1047
<212> ADN
<213> Aeromonas hydrophila

<400> 24

5

<210> 25
<211> 347
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Constructo de fusión utilizado para la mutagénesis

<400> 25
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<210> 26
<211> 267
<212> PRT
<213> Streptomyces sp.5

<400> 26
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<210> 27
<211> 548
<212> PRT
<213> Thermobifida sp.5

<400> 27
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<210> 28
<211> 372
<212> PRT
<213> Thermobifida sp.5

<400> 28
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<210> 29
<211> 300
<212> PRT
<213> Corynebacterium efficiens5

<400> 29
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<210> 30
<211> 284
<212> PRT
<213> Novosphingobium aromaticivorans5

<400> 30
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<210> 31
<211> 268
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 31
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<210> 32
<211> 269
<212> PRT
<213> Streptomyces avermitilis5

<400> 32
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<210> 33
<211> 267
<212> PRT
<213> Streptomyces sp.

<400> 335
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<210> 34
<211> 317
<212> PRT
<213> Aeromonas hydrophila5

<400> 34
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<210> 35
<211> 318
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida5

<400> 35
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<210> 36
<211> 1371
<212> ADN
<213> Streptomyces thermosacchari5

<400> 36
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<210> 37
<211> 267
<212> PRT
<213> Streptomyces thermosacchari5

<400> 37
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<210> 38
<211> 548
<212> PRT
<213> Thermobifida fusca5

<400> 38

ES 2 645 041 T3

 



117

ES 2 645 041 T3

 



118

ES 2 645 041 T3

 



119

<210> 39
<211> 3000
<212> ADN
<213> Thermobifida fusca5

<400> 39
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<210> 40
<211> 372
<212> PRT
<213> Thermobifida fusca5

<400> 40
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<210> 41
<211> 300
<212> PRT
<213> Corynebacterium efficiens5

<400> 41
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<210> 42
<211> 3000
<212> ADN
<213> Corynebacterium efficiens5

<400> 42

ES 2 645 041 T3

 



124

ES 2 645 041 T3

 



125

<210> 43
<211> 268
<212> PRT
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 43
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<210> 44
<211> 2000
<212> ADN
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 44
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<210> 45
<211> 269
<212> PRT
<213> Streptomyces avermitilis5

<400> 45
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<210> 46
<211> 1980
<212> ADN
<213> Streptomyces avermitilis5

<400> 46
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<210> 47
<211> 372
<212> PRT
<213> Thermobifida fusca5

<400> 47
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<210> 48
<211> 968
<212> ADN
<213> Thermobifida fusca5

<400> 48
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<210> 49
<211> 1044
<212> ADN
<213> Aeromonas salmonicida5

<400> 49

<210> 50
<211> 1005
<212> ADN10
<213> Aeromonas hydrophila

<400> 50
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<210> 51
<211> 1011
<212> ADN
<213> Aeromonas salmonicida5

<400> 51
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<210> 52
<211> 888
<212> ADN
<213> Streptomyces coelicolor

<400> 525

<210> 53
<211> 888
<212> ADN
<213> Streptomyces coelicolor10

<400> 53
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<210> 54
<211> 717
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae5

<400> 54

<210> 55
<211> 1044
<212> ADN10
<213> Ralstonia sp.

<400> 55
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<210> 56
<211> 786
<212> ADN
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 56

<210> 57
<211> 783
<212> ADN10
<213> Streptomyces coelicolor

<400> 57
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<210> 58
<211> 1365
<212> ADN
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 58
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<210> 59
<211> 1023
<212> ADN
<213> Streptomyces coelicolor5

<400> 59

<210> 60
<211> 918
<212> ADN10
<213> Streptomyces coelicolor

<400> 60
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<210> 61
<211> 1068
<212> ADN
<213> Streptomyces rimosus5

<400> 61
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<210> 62
<211> 1008
<212> ADN
<213> Aeromonas hydrophila5

<400> 62

<210> 63
<211> 1011
<212> ADN10
<213> Aeromonas salmonicida subsp. Salmonicida

<400> 63
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<210> 64
<211> 51
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia de terminador de alfa-amilasa

<400> 64

cgggacttac cgaaagaaac catcaatgat ggtttctttt ttgttcataa a 51

<210> 6510
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de terminador de proteasa alcalina15

<400> 65

caagactaaa gaccgttcgc ccgtttttgc aataagcggg cgaatcttac ataaaaata 59

<210> 66
<211> 61
<212> ADN20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de terminador específica de ácido glutámico

<400> 66

25

<210> 67
<211> 54
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
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<223> Secuencia de terminador de levanasa

<400> 67

tcttttaaag gaaaggctgg aatgcccggc attccagcca catgatcatc gttt 54

<210> 68
<211> 2805
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida

<400> 68
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<210> 69
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Motivo de secuencia

<220>
<221> VARIANTE
<222> (4)..(4)10
<223> Xaa puede ser cualquiera de los siguientes residuos de aminoácidos Leu, Ala, Val, Ile, Phe, Tyr, His, Gln, Thr,
Asn, Met o Ser.

<400> 69

<210> 7015
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso20

<400> 70

<210> 71
<211> 8
<212> PRT25
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 71

30
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<210> 72
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Secuencia de consenso

<400> 72

<210> 73
<211> 1110
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 7315

<210> 74
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 74

<210> 7525
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso30

<400> 75

<210> 76
<211> 15
<212> PRT35
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 76

40

<210> 77
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 77

<210> 785
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso10

<400> 78

<210> 79
<211> 15
<212> PRT15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 79

20

<210> 80
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>25
<223> Secuencia de consenso

<400> 80

<210> 81
<211> 630
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 8135

<210> 82
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial40

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 82
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<210> 83
<211> 9
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 83

<210> 8410
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso15

<400> 84

<210> 85
<211> 12
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 85

25

<210> 86
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Secuencia de consenso

<400> 86

<210> 87
<211> 1135
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 8740

<210> 88
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<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso5

<400> 88

<210> 89
<211> 7
<212> PRT10
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 89

15

<210> 90
<211> 7
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Secuencia de consenso

<400> 90

<210> 91
<211> 925
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 9130

<210> 92
<211> 6
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial35

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 92

<210> 9340
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 93

<210> 945
<211> 230
<212> PRT
<213> Aspergillus aculeatus

<400> 94

10
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<210> 95
<211> 184
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 95
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<210> 96
<211> 308
<212> PRT
<213> Aeromonas hydrophila5

<400> 96

ES 2 645 041 T3

 



151

ES 2 645 041 T3

 



152

<210> 97
<211> 232
<212> PRT
<213> Aspergillus aculeatus

<400> 975
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<210> 98
<211> 167
<212> PRT
<213> Escherichia coli

<400> 985

<210> 99
<211> 295
<212> PRT
<213> Aeromonas hydrophila10

<400> 99
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<210> 100
<211> 50
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 100

<210> 10110
<211> 13
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso15

<400> 101

<210> 102
<211> 79
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 102

25
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<210> 103
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 103

<210> 10410
<211> 8
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso15

<400> 104

<210> 105
<211> 38
<212> PRT20
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 105

25

<210> 106
<211> 7
<212> PRT

ES 2 645 041 T3

 



157

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 106

5

<210> 107
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia de consenso

<400> 107

<210> 108
<211> 2215
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 10820

<210> 109
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia artificial25

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 109

<210> 11030
<211> 24
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso35

<400> 110
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<210> 111
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>5
<223> Secuencia de consenso

<400> 111

<210> 112
<211> 710
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de consenso

<400> 11215

<210> 113
<211> 1225
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> Inserto Xhol que contiene el gen precursor LAT-KLM3'

<220>
<221> CDS
<222> (101)..(1144)25
<400> 113
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<210> 114
<211> 347
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 114
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<210> 115
<211> 5
<212> PRT
<213> Secuencia artificial5

<220>

ES 2 645 041 T3

 



162

<223> Motivo de secuencia

<400> 115

<210> 116
<211> 45
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Motivo de secuencia

<220>10
<221> característica_nueva
<222> (2)..(3)
<223> Xaa puede ser cualquier aminoácido que se produce de manera natural

<400> 116

15

<210> 117
<211> 102
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> Cebador

<400> 117

<210> 118
<211> 3525
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11830

tggaatctcg aggttttatc ctttaccttg tctcc 35

<210> 119
<211> 56
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Secuencia de terminador de subtilisina E

<400> 119

gctgacaaat aaaaagaagc aggtatggag gaacctgctt ctttttacta ttattg 56

<210> 12040

<400> 120
000

<210> 121
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<400> 121
000

<210> 122

<400> 122
0005

<210> 123

<400> 123
000

<210> 124
<211> 7910
<212> PRT
<213> Aeromonas salmonicida

<400> 124

15
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para producir leche en polvo, donde dicho procedimiento comprende:

(a) poner en contacto la leche o una fracción de esta con una enzima lípido aciltransferasa; y

(b) secar la leche tratada con enzima para producir leche en polvo.5

2. Un procedimiento de conformidad con la reivindicación 1, donde la lípido aciltransferasa se selecciona de lípido
aciltransferasas en clase enzimática (E.C.). 2.3.1.x o (E.C.) 2.3.1.43.

3. Un procedimiento de conformidad con la reivindicación 1 o la reivindicación 2, donde la lípido aciltransferasa es
una que cuando se prueba utilizando un Ensayo de Transferasa definido en la presente, tiene al menos un 10% de
actividad aciltransferasa.10

4. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la lípido aciltransferasa es
una lípido aciltransferasa que es capaz de esterificar en al menos aproximadamente un 10% del colesterol presente
en la leche de inicio.

5. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima lípido
aciltransferasa se caracteriza como una enzima que posee actividad aciltransferasa y que comprende el motivo de15
secuencia de aminoácido GDSX, donde X es uno o más de los siguientes residuos de aminoácidos L, A, V, I, F, Y, H,
Q, T, N, M o S.

6. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha lípido
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa cuyo polipéptido se obtiene por expresión
de una o más de las secuencias nucleótidas que se muestran como SEQ ID No. 36, SEQ ID No. 38, SEQ ID No. 39,20
SEQ ID No. 42, SEQ ID No. 44, SEQ ID No. 46, SEQ ID No. 48, SEQ ID No. 49, SEQ ID No. 50, SEQ ID No. 51, SEQ
ID No. 52, SEQ ID No. 53, SEQ ID No. 54, SEQ ID No. 55, SEQ ID No. 56, SEQ ID No. 57, SEQ ID No. 58, SEQ ID No.
59, SEQ ID No. 60, SEQ ID No. 61, SEQ ID No. 62 o SEQ ID No. 63 o una secuencia nucleótida que tiene al menos
una identidad del 75% o más con ellas.

7. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha lípido25
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa cuyo polipéptido se obtiene por expresión
de:

(i) la secuencia nucleótida que se muestra como SEQ ID No. 49 o una secuencia nucleótida que tiene una identidad
de un 75% o más con ella;

(ii) un ácido nucleico que codifica dicho polipéptido donde dicho polipéptido es al menos un 70% idéntico a la30
secuencia polipéptida que se muestra en la SEQ ID No. 16 o con la secuencia polipéptida que se muestra en SEQ ID
No. 68; o

(iii) un ácido nucleico que hibrida en condiciones de rigurosidad media a una sonda nucleica que comprende la
secuencia nucleótida que aparece como SEQ ID No. 49.

8. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicha lípido35
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa cuyo polipéptido comprende una o más de
las secuencias de aminoácido que se muestran como SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 3, SEQ ID No. 4, SEQ ID No. 5, SEQ
ID No. 6, SEQ ID No. 7, SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9, SEQ ID No. 10, SEQ ID No. 11, SEQ ID No. 12, SEQ ID No. 13,
SEQ ID No. 14, SEQ ID No. 15, SEQ ID No. 16, SEQ ID No. 17, SEQ ID No. 18, SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35, SEQ
ID No. 68 o una secuencia de aminoácido que tiene al menos una identidad del 75% o más con ellas.40

9. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde dicha lípido
aciltransferasa es un polipéptido que tiene actividad lípido aciltransferasa, cuyo polipéptido comprende la secuencia
de aminoácido que se muestra como SEQ ID No. 68 o una secuencia de aminoácido que tiene una identidad de un
75% o más con ellas.

10. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores donde la leche tratada con45
enzima se seca por pulverización para producir leche en polvo.

11. Un procedimiento de conformidad con la reivindicación 10, donde la leche tratada con enzima se coloca dentro
del secador por pulverización a una temperatura que oscila entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 95°C.

12. Un procedimiento de conformidad con la reivindicación 10 u 11, donde la temperatura del aire de salida del
secador por pulverización oscila entre aproximadamente 50°C y aproximadamente 150°C.50

ES 2 645 041 T3

 



165

13. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, donde la temperatura de
salida del producto del secador por pulverización oscila entre aproximadamente 20°C y aproximadamente 60°C.

14. Un procedimiento de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la leche tratada con
enzima se seca con tambor para producir leche en polvo.

15. Un procedimiento de conformidad con la reivindicación 14, donde la temperatura del tambor oscila entre5
aproximadamente 90° y aproximadamente 150°C.

16. Una leche en polvo obtenible u obtenida mediante el proceso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15.

17. Un producto lácteo producido mediante la rehidratación de la leche en polvo de la reivindicación 16.

18. El uso de una lípido aciltransferasa en la fabricación de leche en polvo para:

a) mejorar las propiedades rehidratación de la leche en polvo o10

b) reducir el contenido de colesterol de la leche en polvo o

c) reducir el contenido de ácido graso libre de la leche en polvo en comparación con la leche en polvo que, durante su
fabricación, ha sido tratada con una fosfolipasa o

d) mejorar el fluido de la leche en polvo o

e) reducir la suciedad del equipo utilizado en la fabricación de la leche en polvo;15

donde la leche o una fracción de esta está en contacto con la enzima lípido aciltransferasa y la leche tratada con
enzima se seca.

19. El uso de conformidad con la reivindicación 18, donde las propiedades de rehidratación mejoradas comprenden
una reducción en la humectabilidad de la leche en polvo.

20. El uso de conformidad con la reivindicación 19, donde la lípido aciltransferasa es una lípido aciltransferasa como20
se define en cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9.
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FIGURA 45
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FIGURA 46
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FIGURA 47
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