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DESCRIPCION
Lipasas a partir de basidiomicetos para el uso en la queseria

[0001] La presente invencion se refiere a la producciéon de queso, p. €j. queso en salmuera como feta, en
particular el uso de una lipasa derivada de un basidiomiceto para la producciéon de queso y procedimiento para la
produccion de queso, en los que una lipasa derivada de basidiomicetos actla sobre un producto base de la produccion
de queso, p. €]. sobre leche de queseria o queso madurado. Por consiguiente también se pone a disposiciéon un queso
producido con el procedimiento segun la invencién que presenta un aroma caracteristico. El objeto de la invencién son
ademas procedimientos para la produccion de una lipasa derivada de un basidiomiceto a partir de un cultivo de
basidiomicetos, asi como lipasas correspondientes, p. €j. a partir de Flammulina velutipes o Pleurotus citrinopileatus.

[0002] En el estado de la técnica se usan lipasas en la produccién de queso, dado que contribuyen a la
generacion de un aroma de queso tipico. Las lipasas catalizan la ruptura de enlaces éster, como por ejemplo, la
hidrolisis de triglicéridos formando glicerol y acidos grasos libres, en donde ante todo los acidos grasos liberados de
cadena corta contribuyen directamente al aroma del queso. Mediante el uso de lipasas en la produccién de queso se
puede inducir la configuracion del aroma tipico para el queso correspondiente. Con esta finalidad se conocen el uso
de lipasas de origen animal y el uso de lipasas de origen microbiano. A este respecto se diferencia el espectro de
sustratos de distintas lipasas, de modo que el uso de diferentes lipasas conduce a la liberacion de otros acidos grasos
y por consiguiente a un aroma diferente del queso.

[0003] Las lipasas animales se obtienen en el estado de la técnica, por ejemplo, a partir del tejido de glandulas
del zona de boca y garganta de crias, como p. €]. terneros, corderos o cabritillos. El documento US 5320959 A (1994)
describe un procedimiento para la extraccion de lipasas de la zona de boca y garganta de crias. Un aroma tipico para
queso feta o queso similar se origina, por ejemplo, mediante la accién de una lipasa base lingual (también designada
como lipasa de cabra), que puede liberar los acidos carboénicos de acido acético, acido butirico, acido caproico, acido
caprilico y acido céaprico a partir de triglicéridos, sobre leche o productos base de la produccion de queso.

[0004] Es desventajoso que el queso, que se produjo usando lipasas de origen animal, no es apropiado para
personas que se alimentan de forma estrictamente vegetariana. Ademas, tampoco entra en consideraciéon un queso,
que se produjo usando lipasas animales, para miembros de creencias cuya alimentacion esta ligada con determinadas
normas de alimentacion, que se quieren alimentar, por ejemplo, koscher o halal. Para eludir esta problematica, algunos
productores de quesos omiten desde hace algunos afios la lipasa animal, lo que conduce a que algunos tipos de
quesos han perdido su aroma caracteristico.

[0005] Alternativamente a las lipasas animales, en el estado de la técnica se describe el uso de lipasas
microbianas, por ejemplo, de mohos.

[0006] El documento US 3973042 A describe el uso de lipasas microbianas de mohos o de fuentes animales
para la produccion de queso azul. El documento US 4595594 A da a conocer un procedimiento para la produccién de
un producto de queso con sabor a queso intenso usando lipasas animales o microbianas. El documento EP 1535519
A describe el uso de lipasas, en particular lipasas de hongos, en sistemas de aromatizacién para la produccion de
queso, que posibilitan la produccion de queso con el perfil de sabor deseado. El documento EP 0150743 B1 da a
conocer una composicion para la aceleracion del proceso de maduracion del queso usando lipasas. El documento EP
1085817 B1 describe un procedimiento para la produccion de un aroma de queso usando lipasas. El documento
US20110123674 describe la produccién de composiciones con aroma de queso para la generaciéon de un sabor de
gueso en alimentos.

[0007] El experto en la materia se enfrenta al problema de proporcionar procedimientos alternativos para la
produccién de queso con aroma caracteristico, en el que se deben usar lipasas no animales, que permitan la
produccion de un queso vegetariano o adecuado koscher o halal. El objetivo se consigue mediante la presente
invencion, en particular mediante el objeto de las reivindicaciones.

[0008] Los inventores de la presente solicitud han descubierto que las lipasas derivadas de basidiomicetos,
usadas en la produccién de queso, generan un aroma como las lipasas animales, en particular, como las lipasas
usadas de forma clasica en la produccion de queso en salmuera, por ejemplo feta, p. €j. lipasa base lingual de cabra.

[0009] La presente invencion posibilita por ello el uso de una lipasa derivada de un basidiomiceto para la
produccién de queso.

[0010] Ventajosamente los quesos, que se han producido usando esta lipasa, pueden ser quesos koscher o
halal. Lo mismo es valido para el suero que se produce como subproducto en la produccién de queso, que se puede
utilizar como alimento o también, por ejemplo, como relleno para medicamentos en la industria farmacéutica.

[0011] La presente invencion también permite por ello un procedimiento para la produccién de productos de
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suero, p. €j. suero, lactosa o proteinas de suero, como alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina o lactoferrina, que
pueden ser vegetarianas, koscher y/o halal, en el que se usa una lipasa derivada de un basidiomiceto para la
produccién de queso y se separa el suero.

[0012] Igualmente, el objeto de la invencién es un procedimiento para la produccién de queso o productos de
suero, que comprende la accidn de una lipasa derivada de un basidiomiceto sobre un producto base de la produccion
de queso, preferiblemente sobre la leche.

[0013] El basidiomiceto, del que se deriva la lipasa, preferiblemente no es venenoso para las personas, p. €j.
un hongo comestible. Al usar una lipasa a partir de basidiomicetos venenosos para las personas se debe prestar
especial atencién en la separacion de los venenos de las lipasas durante el aislamiento de la lipasa. Alternativamente
también se puede usar una lipasa producida genéticamente en otra célula huésped a partir de basidiomicetos
venenosos. Ventajosamente el basidiomiceto es un hongo de la subseccion Agaricomycotina, preferiblemente de la
clase Agaricomycetes, preferiblemente de la subclase Agaricomycetidae, de forma especialmente preferida del orden
Agaricales, p. ej. de las familias de la Physalacriaceae o Pleurotaceae.

[0014] Preferiblemente el basidiomiceto se puede cultivar en el cultivo sumergido. Igualmente es posible un
cultivo emergido.

[0015] En una configuracién especialmente ventajosa, el basidiomiceto esta seleccionado del grupo que
comprende Flammulina spp., Pleurotus spp., Agrocybe spp., Armillaria spp., Auricularia spp., Clitocybe spp., Fistulina
spp., Hericium spp., Hypholoma spp., Hypsizygus spp., Kuehneromyces spp., Laetiporus spp., Lactarius spp.,
Lentinula spp., Lentinus spp., Lycoperdon spp., Macrolepiota spp., Phallus spp., Piptoporus spp., Panellus spp., o
Polyporus spp., en particular Flammulina velutipes, Pleurotus citrinopileatus, Agrocybe aegerita, Armillaria bulbosa,
Armillaria gallica, Armillaria melea, Auricularia fuscosuccinea, Clitocybe geotropa, Fistulina hepatica, Hericium
erinaceus, Hericium cirrhatum, Hericium coralloides, Hypholoma capnoides, Hypsizygus tessulatus, Kuehneromyces
mutabilis, Laetiporus sulphureus, Lactarius deliciosus, Lentinula edodes, Lentinus squarrolusus, Lycoperdon pyriforme,
Macrolepiota procera, Phallus impudicus, Piptoporus betulinus, Pleurotus eryngii, Pleurotus flabellatus, Pleurotus
ostreatus, Panellus serotinus, o Polyporus umbellatus.

[0016] Preferiblemente el basidiomiceto es Flammulina velutipes o Pleurotus citrinopileatus, p. ej. Flammulina
velutipes depositado bajo el nUmero maestro DSM-1658 o Pleurotus citrinopileatus depositado bajo el nUmero maestro
DSM- 5341 en la empresa Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. Las lipasas derivadas
de estos basidiomicetos, ante todo de Flammulina velutipes condujeron a un aroma especialmente adecuado de un
queso producido asi, y son apropiadas en particular para la produccion de queso en salmuera, p. €j. feta.

[0017] En el marco de la invencién no se usan los basidiomicetos vivos o muertos completos, sino que esta
aislada la lipasa usada. Preferiblemente la lipasa se aisla de un cultivo de basidiomicetos. En otra forma de realizacién,
la lipasa se produce usando organismos modificados genéticamente, p. €j. levaduras o bacterias. Los organismos
modificados genéticamente para la produccion de la lipasa pueden ser, por ejemplo, S. cerevisiae, P. pastoris o E.
coli. Aislado significa que la lipasa esta separada al menos de algunos otros componentes de las células en las que
se produjo, opcionalmente de esencialmente todos los otros componentes. Aqui se describen procedimientos para el
aislamiento o purificacion.

[0018] Las lipasas se designan también como esterasas debido a su capacidad para la ruptura de enlaces de
triglicéridos. Los términos de lipasa y esterasa se usan aqui como sinénimos. El término “unos” o “uno” comprende en
el marco de esta invencién siempre uno o varios, siempre y cuando no se sefiale expresamente de otra manera, de
modo que una lipasa en el sentido de esta invencién comprende una o varias lipasas, p. €j. también una mezcla de
distintos homadlogos y/o derivados de esta lipasa o de distintas lipasas. En particular, las lipasas preferidas para la
produccion de queso en salmuera son capaces de escindir a partir de triglicéridos con acidos grasos correspondientes
los acidos grasos de acido acético, acido butirico, acido caproico, acido caprilico y acido caprico.

[0019] Preferiblemente el objeto de la invencion es un procedimiento para la produccion de queso. El queso
también puede ser p. €]. un queso en salmuera, queso de pasta hilada, queso duro (también queso extraduro), queso
en lonchas, queso blando, o queso fresco, p. ej. feta, queso de montafa, gruyere, emmental, cheddar, appenzeller,
comte, jurassic, sbrinz, tilsiter, raclette, gouda, edam, provolone, kaschkawal, romano, parmesano, grana padano,
pecorino, manchego, graviera, kefalotir, un queso blando con maduracién de moho o un queso blando con unto rojo,
mozzarela, camembert, brie o queso fresco. Preferiblemente se trata de un queso madurado, es decir, p. €j. un quark
0 queso fresco, para permitir el desarrollo de un aroma claro. Se puede tratar de un queso cremoso, queso con toda
la grasa, queso con un cuarto de grasa 0 queso magro.

[0020] Preferiblemente el queso es un queso aromatico. El tipo de queso, que se puede producir segun la
invencion de forma especialmente ventajosa, es un queso en salmuera, como queso feta o un queso de tipo griego
(esto se utiliza aqui independientemente del origen geografico), queso de pastor, queso de los Balcanes, queso en
salmuera bulgaro (p. ej. queso sirene o schipka), beyaz peynir, valbreseo. La idoneidad especial de las lipasas de
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Pleurotus citrinopileatus o Flammulina velutipes para la produccién de quesos de este tipo se describe en la parte de
ejemplos.

[0021] También se pueden producir ventajosamente otros quesos aromaticos con estas lipasas o lipasas con
caracteristicas similares, en particular perfil de sustrato similar, p. €. provolone, kaschkawal, romano, pressato,
parmesano, grana padano, pecorino, rigatino, crotonese, canestrato, fiore sardo, mozzarella, manchego, queso de
montafia, gruyere, emmental, cheddar, appenzeller, comte, jurassic, sbrinz, tilsiter. También se pueden producir
ventajosamente otros quesos - segun el aroma deseado - con otras lipasas de basidiomicetos.

[0022] En una configuracién ventajosa, la producciéon de queso segun la invencién comprende la puesta en
contacto de la lipasa derivada de un basidiomiceto con un producto base de la fabricacion de queso, p. €j. leche. El
procedimiento puede comprender las etapas siguientes:

a) facilitacién de un producto base de queso que comprende leche de queseria,

b) coagulacion del producto base de queso, en donde se origina gelatina (también designada como cuajada),
c) corte de la gelatina,

d) moldeado,

e) salazon, y

f) maduracion,

donde un producto base de la produccién de queso entra en contacto con una lipasa derivada de un basidiomiceto, lo
que se realiza en una de las etapas a, b, ¢ o d, pero preferiblemente se realiza en la etapa a o b, la mayoria de las
veces preferiblemente en la etapa b.

[0023] El producto base del queso en la etapa a comprende leche de queseria, p. €j. leche de vaca, leche de
oveja, leche de cabra, leche de bufala o un producto vegetal sustituto de la leche, p. €j. leche de soja, leche de avena,
leche de arroz, leche de espelta, leche de nueces o leche de almendras, leche de cascara de psilio, que también se
designa aqui como leche. Mas frecuentemente el queso se produce usando leche de vaca. El queso en salmuera se
produce p. €j. con frecuencia a partir de leche de vaca, leche de cabra o leche de oveja. El queso en salmuera vegano
también se puede producir p. €j. a base de leche de soja.

[0024] La leche puede ser leche cruda o leche pasteurizada. Habitualmente la leche se centrifuga o separa,
preferentemente también homogeneiza, para ofrecer p. €j. a las lipasas una superficie de ataque mas elevada para la
lipdlisis. También puede tener lugar una pasteurizacion, a menos que se quiera producir queso de leche cruda. Para
obtener el contenido de grasa deseado del queso, la leche se desnata la mayoria de las veces y a continuacion se
ajusta p. ej. con nata a un contenido de grasa definido.

[0025] El producto base de queso se puede ajustar a un contenido de grasa de aprox. 1,7 - 10%,
preferiblemente 3 - 8,5% (v/v), p. €j. de 3,2 - 3,6% en sbrinz, 3,4 - 3,7% en provolone, 3,3-4,5% o0 3,5-4,2% en queso
en salmuera, donde el contenido de grasa se debe adaptar correspondientemente al nivel de contenido de grasa
requerido (grasa en masa seca) del producto final de queso. Al producto base de queso se le puede afiadir calcio, p.
ej. en forma de cloruro de calcio, durante la facilitacién o también posteriormente en la etapa b.

[0026] Antes de la coagulacion, en la etapa b se pone en contacto habitualmente (p. €j. para queso en salmuera,
queso de pasta hilada, queso duro (también queso extra-duro), queso en lonchas, queso en lonchas semiblando,
queso semiduro, queso blando) el producto base de queso con ayuda de cultivos de fermentos, que comprenden
bacterias de acido lactico (p. ej. Lactobacillus sp. Leuconostoc sp., Lactococcus sp.), y se madura previamente y a
continuacion se cuaja opcionalmente de forma enzimatica, p. €j. con cuajo.

[0027] Como cultivos de fermentos se pueden usar p. €j. cultivos de fermentos directos mesdofilos y/o termofilos,
por ejemplo, Lyofast M 036 L (Sacco Srl.).

[0028] Se puede usar cuajo animal, p. ej. cuajo de estbmago de ternero, no obstante, preferiblemente para la
produccion de un producto vegetariano, koscher o halal se usa un sustituto de cuajo. A este respecto se trata de un
cuajo microbiano y/o producido biotecnolégicamente, p. €j. con la ayuda de mohos como cuajo producido de Mucor
mihei o Aspergillus niger. Preferiblemente el cuajo es una enzima de cuajo producida de forma microbiana, asi
denominado microcuajo, p. €j. opti-lase (optiferm GmbH).

[0029] También se pueden usar enzimas vegetales, p. €j. de Cynara cardunculus. Para la coagulacion se
calienta habitualmente el producto base de queso, p. €j. a 27°-45°, p. ej. a 36-38°C con provolone, p. €j. a 31-32° con
kaschakawal, p. ej. a 32-34°C con queso en salmuera o por ejemplo 33°C.

[0030] En el caso de quesos madurados, p. ej. quark, queso fresco, queso en salmuera solo se agregan
bacterias de acido lactico, sin cuajo o solo una pequefia cantidad de cuajo para la mejora de la coagulacion de los
acidos.
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[0031] Preferiblemente la lipasa derivada de un basidiomiceto se afiade p. ej. para la produccién de queso en
salmuera, el producto base de queso simultaneamente con el cultivo de fermentos y opcionalmente calcio. Pero
también es posible mezclar el producto base de leche ya anteriormente o posteriormente (p. ej. adiciéon de cuajo) con
las lipasas.

[0032] La lipasa se puede afiadir en el uso segun la invencién o en el procedimiento segun la invencion con
una concentracion final de 70-285 U/L referido al caprilato en 3 | de producto base de queso, p. €j. leche de queseria.
De forma especialmente preferida la lipasa se afiade con una concentracion de 100-200 U/L o 150-170 U/L.

[0033] La coagulacion puede durar aprox. 25 - 75 min, preferiblemente aprox. 30 - 45 min.

[0034] Una maduracion previa se puede realizar, p. ej. después de la mezcla de la leche ajustada a a aprox.
4,2% de grasa con el cultivo de fermentos, cloruro de calcio y la lipasa durante aprox. 30-60 min, p. €j. 45-50 min o
por ejemplo 45 min. Tras la adicién de cuajo (p. €j. opti-lase, optiferm GmbH) se realiza la coagulacién durante los
siguientes 15-20 min, aprox. 16 min. Después de otro espesamiento de aprox. 30-60 min, p. €. 45-50 min o por ejemplo
45 min, la cuajada ha alcanzado la resistencia deseada p. €]. para la produccién de queso en salmuera.

[0035] Si la leche coagulada tiene la consistencia deseada, entonces se corta en la etapa ¢, p. €. con un arpa
para queso. El producto del corte se designa como requeson. Cuanto mas fina se tritura el requesoén, tanto mas suero
se deposita y tanto mas duro se vuelve el queso terminado. Para queso en salmuera se corta el requesén en aprox.
trozos del tamafio de una avellana.

[0036] Opcionalmente el requeson se puede quemar.

[0037] El moldeado en la etapa d puede comprender p. €j. estiraje y relleno en moldes, asi como volteo (p. €;.
2-10 veces, p. €j. aprox. 4 veces). Gracias al escurrido, prensado y/o volteo se puede separar suero adicional del taco
de queso.

[0038] La salazén como etapa d se realiza durante la produccién de todos los tipos de queso, excepto en el
queso fresco, y puede tener lugar mediante salazén en seco o preferiblemente mediante bafio en salmuera. El
contenido de sal de la salmuera es segun el tipo de queso 15 - 25% (m/v), preferiblemente 18 - 22% (m/v). Para la
produccion de queso en salmuera se puede realizar un bafo de sal de aprox. 60 min a 15 °C y un contenido de sal de
aprox. 20%, donde el pH del bafio de sal se corresponde idealmente con el pH de la pasta de queso fermentada al
comienzo de la salazon, p. €j. pH 5,2.

[0039] Como etapa e se realiza la maduracion del queso, que se requiere para todo queso a excepcion del
queso fresco. Una maduracién de dias, semanas o meses es importante para el alcance del estado de consumo y el
desarrollo del aroma tipico del tipo. A este respecto, los procesos de metabolismo de microorganismos desempefian
un papel importante, pero en el marco de la invencién también la ruptura de triglicéridos mediante las lipasas segun la
invencion. Durante el madurado los quesos enteros opcionalmente se voltean, cubren, cepillan, se tratan con moho o
unto rojo o se cubren de hierbas. La maduracién puede durar entre dos semanas o hasta varios afios. Preferiblemente
la maduracion se realiza con humedad del aire elevada (p. ej. 70-95%) y temperatura esencialmente constante,
preferiblemente con temperaturas por debajo de 20 °C, p. ej. 10-15 °C. Las condiciones ambientales en el almacén de
maduracion varian en funcion del tipo de queso respectivo, del tiempo de maduracion y tratamiento del queso.

[0040] Para la produccion de queso en salmuera, el queso se deja escurrir habitualmente después del bafio de
sal (p. ej. durante aprox. 24 h), y luego se deja madurar sin aire, p. €j. plastificado en una lamina. A este respecto, se
puede realizar una maduracion durante aprox. 20-60 dias preferiblemente a temperaturas por debajo de la temperatura
ambiente (20 °C), p. ej. a 10-15 °C, p. €j. 25-40 dias o aprox. 30 dias a 10-15 °C. Es posible un almacenamiento
adicional, preferiblemente a aprox. 4-15 °C o 4-8 °C.

[0041] La produccién también puede comprender distintos procedimientos para la proteccion de la superficie,
p. €j. el desarrollo de una corteza de queso, aplicacion de una capa protectora de revestimiento de queso, cera o
parafina y/o el envasado en una lamina. El queso, también queso en salmuera, también se puede introducir o envasar
p. €j. en aceite, p. €j. aceite de oliva, eventualmente con especias.

[0042] Es especialmente ventajoso en el uso segun la invencién o el procedimiento segun la invencion que la
lipasa genere un aroma durante la produccion del queso, donde el aroma esta caracterizado preferiblemente por la
presencia de acidos grasos libres de acido caproico (acido n-hexanoico), acido caprilico (acido n-octanoico) y acido
caprico (acido n-decanoico), asi como acido acético y acido butirico (acido n-butanoico). Los acidos carboxilicos, como
acido caproico, acido caprilico, acido caprico se destacan por un olor tipo macho cabrio y por ello son especialmente
apropiados para la produccion de aromas fuerte, picante, como se desea, por ejemplo, para el queso en salmuera,
como feta, queso de montafia, provolone, parmesano y quesos aromaticos similares.
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[0043] Un objeto de la invencién también es un procedimiento para la producciéon de una lipasa segun la
invencion, derivada de un basidiomiceto a partir de un cultivo de basidiomicetos, que comprende cultivo de un
basidiomiceto en un medio (preferiblemente medio de peptona y extracto de malta), que comprende un inductor para
el aumento de la secrecién de lipasas, y aislamiento del sobrenadante de cultivo que comprende las lipasas, asi como
purificacion de la lipasa. Preferiblemente el procedimiento comprende las etapas siguientes:

a) cultivo de un basidiomiceto en un medio (preferiblemente medio de peptona y extracto de malta), que comprende
un inductor para el aumento de la secrecion de lipasas,

b) aislamiento del sobrenadante de cultivo que comprende las lipasas,

C) precipitacion de proteinas,

d) concentracion, y

e) purificacion de la lipasa.

[0044] Las etapas c-e se pueden realizar en este caso en cualquier orden o simultaneamente. Preferiblemente
las etapas se realizan en el orden descrito a)-e).

[0045] El cultivo del basidiomiceto se puede realizar en un medio apropiado, p. ej. medio de peptona y extracto
de malta, solucién nutriente estdndar (SNL) o medio de glucosa y patata. Preferiblemente el cultivo se realiza en el
medio de peptona y extracto de malta. El cultivo se puede realizar p. €j. en un agitador (p.ej. 150 rpm), con privacion
de luz a aprox. 20-30 °C, preferiblemente aprox. 24-25 °C. Un periodo apropiado puede ser p. ej. 10-30 dias o0 20-21
dias. Es posible un cultivo previo sin adicion del inductor.

[0046] El inductor para el aumento de la secrecion de lipasas comprende triglicéridos, preferiblemente de
productos lacteos, o triglicéridos, que también aparecen en los productos lacteos. Como inductor se pueden usar p.
ej. mantequilla clarificada, mantequilla o grasa de quark, preferiblemente grasa de quark y mantequilla clarificada, en
particular grasa de quark.

[0047] El aislamiento del sobrenadante de cultivo que comprende las lipasas se puede realizar p. €j. tras la
sedimentacioén o centrifugacion o mediante filtrado.

[0048] Segun la invencién, la precipitacion de proteinas puede ser una precipitaciéon con sulfato de amonio o
etanol, preferiblemente una precipitacion con sulfato de amonio. Se puede precipitar p. €]. con 60 o 70% de sulfato de
amonio, donde la proteina precipitada se sigue reacondicionando. Opcionalmente se realiza una precipitacion
fraccionada.

[0049] Una concentracion, retamponaje o desalado se puede realizar p. ej. mediante centrifugaciéon con un
filtro, p. €j. con un tamafio de exclusién (MWCO; molecular weight cut-off) de 10-30 kDa, preferiblemente 10 kDa, p.
ej. por medio de filtro Vivaflow. Por ejemplo, se puede realizar una separacién de componentes, que tienen un tamafio
mayor de 300 kDa, mediante una primera filtracién con un filtro con MWCO de 300 kDa, seguido por una o varias
etapas de filtracion con filtro con MWCO mas pequefio para la concentracion, por ejemplo, 100, 50, 30, 10 kDa. De
forma especialmente preferida, la Ultima etapa de filtracion tiene lugar con un filtro con un MWCO de 10 kDa.

[0050] En un procedimiento segun la invencién, la purificacién o aislamiento puede comprender varias etapas,
preferiblemente al menos dos (p. €j. tres o0 cuatro o cinco).

[0051] Una etapa preferida es una cromatografia de intercambio iénico (IEX), p. ej. cromatografia de
intercambio anionico (AEX) o cromatografia de intercambio catiénico (CEX) y/o cromatografia por exclusion de tamafio
(SEC). Esta etapa se puede realizar p. ej. por FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography), por ejemplo, con una matriz
de dietilaminoetil, p. ej. con una columna de flujo rapido de sefarosa DEAE (DEAE-FF). También se pueden realizar
varias cromatografias de intercambio i6nico.

[0052] Otra etapa preferida del aislamiento puede ser p. €j. La cromatografia por exclusién de tamafio, p. €j.
como segunda etapa después de una cromatografia de intercambio iénico.

[0053] Preferiblemente, el procedimiento segun la invencion para la produccion de una lipasa derivada de un
basidiomiceto comprende el cultivo del basidiomiceto (p. ej. Pleurotus citrinopileatus o Flammulina velutipes),
aislamiento del sobrenadante del cultivo, una precipitacién de proteinas, p. ej. con sulfato de amonio, concentracién
IEX (preferiblemente AEX) y SEC, opcionalmente una cromatografia de interaccion hidrofoba (HIC). El orden de las
etapas también se puede modificar.

[0054] Ventajosamente, en los procedimiento de purificacibn segun la invencién se seleccionan
respectivamente las fracciones con elevada actividad de la esterasa / lipasa. La actividad de la esterasa / lipasa de las
lipasas segln la invencién se puede determinar en los andlisis de esterasas / lipasas conocidos en el estado de la
técnica, p. ej. con el analisis de esterasas segun Purdy y Kolattukudy, 1973 (Purdy und Kolattukudy 1973), o en el
andlisis de lipasas Winkler y Stuckmann, 1979, preferiblemente segun Purdy y Kolattukudy. Las actividades de la
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esterasa / lipasa preferidas de fracciones seleccionadas son, por ejemplo, al menos 70 U/L, al menos 200 U/L, al
menos 300 U/L, al menos 400 U/L o al menos 500 U/L.

[0055] En una forma de realizacion especialmente preferida, las lipasas contienen tras la realizacion de las
etapas de purificacion del procedimiento segln la invencién una actividad de la peptidasa reducida respecto al
sobrenadante del cultivo en relacién a la actividad de la esterasa / lipasa, preferiblemente ninguna actividad de la
peptidasa significativa, es decir, lo que se consigue p. €j. en tanto que se seleccionan procedimiento de purificacion
que separan entre si las lipasas y peptidasas. Se pueden rechazar p. ej. fracciones con actividad de la peptidasa. De
este modo se puede evitar un sabor erréneo amargo y jabonoso, debido eventualmente a las peptidasas presentes.
La actividad de la peptidasa se puede testear por medio de la azocaseina (Kilcawley et al. 2002)

[0056] En una forma de realizacién, la invencion pone a disposicién un procedimiento para la produccién de
queso, en el que segun el procedimiento segun la invencién aqui descrito se produce una lipasa derivada de un
basidiomiceto y entonces esta lipasa se usa en un procedimiento segun la invencién para la produccién de queso.

[0057] Otro objeto de la invencién es una lipasa derivada de un basidiomiceto, segun la invencion,
preferiblemente de uno basidiomiceto aqui descrito, p. ej. Pleurotus citrinopileatus o Flammulina velutipes, que es
capaz preferiblemente de liberar uno o varios acidos grasos libres del grupo que se compone de acido acético, acido
butirico, acido caproico, acido caprilico y acido caprico a partir de triglicéridos. Las lipasas de este tipo se pueden
obtener p. ej. por un procedimiento segun la invencién.

[0058] En una forma de realizacion, la lipasa se deriva de un basidiomiceto, p. ej. a partir de Flammulina
velutipes. En el estado de la técnica se conoce una secuencia de péptidos de una Putative carotinoid ester lipase
(NUmero de acceso segun Uniprot G8A515 a partir de Flammulina velutipes, que comprende 725 aminoacidos (SEQ
ID NO: 1), peso molecular 79 kDa. En el estado de la técnica no se conocia ninguna funcién de la proteina.

[0059] En una forma de realizacion, la lipasa segun la invencién Flammulina velutipes presenta 250-725
aminoacidos. Opcionalmente tiene menos de 725 aminoacidos, en particular menos de 500 aminoécidos.

[0060] En el andlisis de las fracciones activas en el andlisis de lipasas a partir de la Flammulina velutipes con
SDS-PAGE seminativa con coloracion de esterasa se encontr6 que las proteinas mas activas se pudieron comprobar
en el caso de aprox. 30-40 kDa. Se encontraron otras proteinas activas en el caso de aprox. 60-70 kDa.

[0061] En una forma de realizacion, la lipasa segun la invencién a partir de Flammulina velutipes tiene por ello
un peso molecular de menos de 79 kDa, en particular 25-45 kDa, preferiblemente de 30-40 kDa, de forma
especialmente preferida de 32-38 kDa. En otra forma de realizacion, el peso molecular es aprox. 60-70 kDa. También
puede estar presente una composicion con una mezcla de distintas formas. En una forma de realizacién preferida, las
lipasas en una mezcla semejante de mas del 50%, preferiblemente mas del 80% tienen un peso molecular de aprox.
25-45 kDa.

[0062] En la secuenciacion se encontraron fragmentos de la lipasa de aprox. 80-420 posiciones de aminoacidos
de la arriba mencionada Putative carotinoid ester lipase. En una forma de realizacion, la lipasa comprende una
secuencia de aminoacidos que presenta una identidad de al menos el 80%, preferiblemente al menos 85%, al menos
90% o al menos 95%, p. ej. 100% con una secuencia de SEQ ID NO:2, donde la lipasa esta derivada de un
basidiomiceto, p. ej. a partir de Flammulina velutipes. De forma especialmente preferida la lipasa no presenta el 90%
de la secuencia de SEQ ID NO: 1 o mas, en patrticular no la secuencia completa de SEQ ID NO: 1.

[0063] No obstante, también se puede usar una lipasa que comprenda una secuencia de aminoacidos que
presenta una identidad de al menos el 80%, preferiblemente al menos 85%, al menos 90% o al menos 95%, o 100%
con una secuencia de SEQ ID NO:1, para la produccién de queso (preferiblemente queso en salmuera u otro queso
aromatico), p. €j. con el procedimiento segun la invencién, donde la lipasa esta derivada de un basidiomiceto, p. €j. a
partir de Flammulina velutipes.

[0064] Después de la secuenciacién del ADN gendmico de partidores derivados de Flammulina velutipes de
fragmentos aislados se encontr6 una secuencia diferente de la SEQ ID NO: 1, concretamente SEQ ID NO: 14. En una
forma de realizacion, la invencion proporciona por consiguiente una lipasa, que presenta una identidad de secuencia
al menos del 98%, preferiblemente al menos 99%, al menos 99,5% o0 100% con la SEQ ID NO: 14 o comprende
secuencias correspondientes. Alternativamente se puede usar una lipasa que es un fragmento de proteina con al
menos 30 kDa de tamafio, que presenta una identidad de secuencia de al menos el 98%, preferiblemente al menos
99%, al menos 99,5 % o 100% con la SEQ ID NO: 14. Preferiblemente el fragmento presenta una identidad de al
menos el 80% con una secuencia de SEQ ID NO:2.

[0065] En una forma de realizacion, una lipasa segun la invencién presenta una identidad de secuencia de al

menos el 99,5% respecto a la SEQ ID NO: 17, preferiblemente comprende la SEQ ID NO: 17. La SEQ ID NO: 17 es
un fragmento de la SEQ ID NO: 14, que presenta respecto a la SEQ ID NO: 2 dos substituciones de aminoacidos.
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Evidentemente una lipasa semejante también puede ser mas larga de forma terminal N o C respecto a la SEQ ID NO:
17, no obstante se asume que no es necesario todo el término C de la SEQ ID NO: 14 para la funcién de la proteina.

[0066] Un fragmento de lipasa segun la invencién se puede exprimir opcionalmente como proteina de fusién,
p. €j. con una secuencia de aminoacidos que facilita la purificacion, como una His-Tag (etiqueta de poli-histadina).

[0067] Una lipasa segun la invencién con SEQ ID NO: 14 se puede codificar por el ADN genédmico con SEQ ID
NO: 15 0 ADNc con SEQ ID NO: 16. Una ADNc con codones optimizados para la expresion de un organismo huésped,
gue esta codificado para una lipasa con SEQ ID NO: 14, es objeto de la invencién. Igualmente se proporciona un acido
nucleico, p. ej. un vector de expresion, que codifica para una lipasa con identidad de secuencia de al menos el 99,5%
ala SEQ ID NO: 17, preferiblemente para una lipasa con SEQ ID NO: 17.

[0068] Ademas, se proporciona un vector de expresion que codifica para una lipasa, que presenta una identidad
de secuencia al menos del 98%, preferiblemente al menos 99%, al menos 99,5% o 100% con SEQ ID NO: 14 o
comprende secuencias correspondientes, o es un fragmento de esta proteina, donde el fragmento presenta
preferiblemente una identidad de al menos el 80% con una secuencia de SEQ ID NO:2. Un vector de expresion
semejante puede comprender p. €. el ADNc segln la SEQ ID NO: 16 o comprende un fragmento de ella.

[0069] El concepto de que la lipasa esta derivada de un basidiomiceto no excluye mutaciones, es decir, se
puede tratar de homologos de la lipasa con SEQ ID NO: 1 de otros basidiomicetos (p. ej. Flammulina spp.),
eventualmente con forma mutada, o formas mutadas de la lipasa a partir de Flammulina velutipes, p. €j. con uno, dos
o tres intercambios de aminoéacidos, preferiblemente fuera de la zona de la SEQ ID NO: 2.

[0070] La lipasa segun la invencioén esta acoplada opcionalmente, pero preferiblemente luego cuando la lipasa
presenta la SEQ ID NO: 1, a una secuencia de aminodacidos, que facilita la purificacion, p. €j. una His-Tag. Adicional o
alternativamente se proporciond la lipasa segun la invencién en organismos modificados genéticamente, de modo que
puede presentar otro patrén de glicosilacion que en la purificacion de un basidiomiceto.

[0071] Una lipasa segun la invencién puede presentar el 6ptimo de temperatura y pH representado en la fig.
10.
[0072] En una forma de realizacion, la lipasa esta derivada de un Pleurotus citrinopileatus. En el analisis de las

fracciones activos en el analisis de lipasas a partir de este basidiomiceto con SDS-PAGE seminativa con coloracion
de esterasa se encontrd que las proteinas mas activas se pudieron comprobar en el caso de aprox. 30-40 kDa. Se
encontraron otras proteinas activas en el caso de aprox. 80-95 kDa.

[0073] Preferiblemente la lipasa segln la invencion a partir de Pleurotus citrinopileatus tiene por ello un peso
molecular de 25-45 kDa, preferiblemente de 30-40 kDa, de forma especialmente preferida de 32-38 kDa. En otra forma
de realizacion, el peso molecular es aprox. 80-95 kDa o esta presente una mezcla de estos dos formas. En una forma
de realizacion preferida, la lipasa respecto a mas del 50%, preferiblemente méas del 80% tiene un peso molecular de
aprox. 25-45 kDa. En una forma de realizacion, la lipasa comprende una secuencia con una identidad de aminoacidos
de al menos el 40%, preferiblemente al menos el 60% o al menos 80% respecto a la SEQ ID NO: 2.

[0074] Los homologos de las lipasas segln la invencién de otros basidiomicetos, en particular los géneros y
familias aqui mencionados, se pueden aislar por el experto en la material y testear respecto a su actividad, en particular
durante la fabricacion de queso con un perfil de aroma deseado. El perfil de aroma deseado puede estar caracterizado
por los acidos grasos de acido caproico, acido caprilico y acido caprico, asi como acido butirico y acido acético y un
aroma de macho cabrio conferido de este modo, no obstante, también se puede desear otro perfil.

[0075] Un objeto de la invencion también es un vector de expresion que codifica una lipasa segun la invencion,
p. €. a partir de Flammulina velutipes, donde la secuencia codificadora esta acoplada funcionalmente con el promotor
apropiado para la expresion en una célula huésped. El objeto de la invencidon también es una célula huésped
transformada que comprende un vector de expresion semejante, donde la célula huésped esta seleccionada a partir
del grupo que comprende bacterias, p. €j. E. coli y levaduras p. €j. S. cerevisiae o P. pastoris.

[0076] Otro objeto de la invencion se refiere a un procedimiento para la producciéon de una lipasa segun la
invencion, derivada de basidiomicetos, que comprende las etapas siguientes:

a) cultivo de la célula huésped segun la invencion, y
b) aislamiento de la lipasa a partir del cultivo.

[0077] La presente invencién se refiere también a un queso, que comprende una lipasa segun la invencién,
derivada de un basidiomiceto, p. €j. a partir de Flammulina velutipes o Pleurotus citrinopileatus. También se pone a
disposicién un queso, obtenible por un procedimiento segun la invencion, donde el queso comprende preferiblemente
acidos grasos libres del grupo que se compone de acido caproico, acido caprilico y acido céaprico, asi como acido
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butirico y acido acético y opcionalmente una lipasa segun la invencién, derivada de un basidiomiceto.

[0078] Preferiblemente el queso puede comprender después de la maduracién adecuado (p. ej. 30 dias a 13
°C y 8-12 semanas, en particular 12 semanas a 4 °C) cantidades comprobables por GC/MS/MS de acido caproico,
acido caprilico y acido céaprico, asi como de acido butirico y acido acético.

[0079] En una forma de realizacién, el queso, producido con la lipasa a partir de Pleurotus citrinopileatus,
comprende a este respecto mas acido caprilico que acido caproico y acido caprico, donde las cantidades de acido
caproico y acido caprico son aproximadamente iguales (+/-10%). A este respecto, la cantidad de acido acético es
preferiblemente 50-90% menor que la cantidad de acido butirico. Preferiblemente en el cromatograma de SPME-GC-
MS/MS resulta un cromatograma conforme a la fig. 4B-E).

[0080] En una forma de realizacion, el queso, producido con la lipasa a partir de Flammulina velutipes,
comprende a este respecto mas acido caproico que acido caprilico y acido caprico, donde la cantidad de acido caprico
es mayor que la de acido caproico. A este respecto, la cantidad de acido acético es 0-50% menor que la cantidad de
acido butirico. Preferiblemente en el cromatograma de SPME-GC-MS/MS resulta un cromatograma conforme a la fig.
4B-E).

LEYENDA

[0081]
La fig. 1 muestra las actividades de la esterasa / lipasa medidas en el sobrenadante de cultivos Pleurotus
citrinopileatus en los instantes indicados en el cultivo en medio MEP (A), en el medio MEP con 0,5% mantequilla
clarificada (B) y medio MEP con 0,05% grasa de quark (C). Sustrato de acetato de p-nitrofenilo (pNPA), butirato
(pPNPB), valerato (pNPV), hexanoato (pNPH), octanoato (pNPO) y palmirato (pNPP).
La fig. 2 muestra la actividad de la esterasa en el sobrenadante del cultivo antes de la purificacion y la actividad de
la esterasa de la lipasa producida en los cultivos de Flammulina velutipes (A) und Pleurotus citrinopileatus (B) para
el uso en la produccion de queso.
La fig. 3 muestra las actividades de la esterasa de distintas fracciones de FPLC del sobrenadante del cultivo
Flammulina velutipes después de la primera etapa de purificacién por medio de DEAE-FF (A) y después de la
segunda etapa de purificacién de la fraccion C1 por medio de SEC (B).
La fig. 4 muestra los analisis SDS-PAGE de distintas fracciones de Flammulina velutipes después de la purificacion
con FPLC.

(a) SDS-PAGE seminativa (marcador (M), fracciéon C1 segun DEAE-FF (C1), fraccién 14 segun SEC (SEC14),
fraccion 15 segun SEC (SECL15) y fraccion 16 segin SEC (SEC16); coloracion de Coomassie a la izquierda;
coloracidon de esterasa a la derecha).

(B) SDS-PAGE desnaturalizante (marcador (M), pellet (P), Ultrasette (U), concentrado segun Vivaflow (V),
fraccion B6 segun DEAE-FF (B6), fraccion C1 segun DEAE-FF (C1), fraccién 14 segun SEC (SEC14), fraccion
segun 15 SEC (SEC15) y fraccién 16 segun SEC (SEC16); coloracién de Coomassie)

La fig. 5 muestra las actividades de la esterasa de distintas fracciones de FPLC del sobrenadante del cultivo
Pleurotus citrinopileatus después de la primera etapa de purificacion por medio de DEAE-FF (A) y después de la
segunda etapa de purificacién de la fraccion C2 y C3 por medio de SEC (B).

La fig. 6 muestra los andlisis SDS-PAGE de distintas fracciones de P. citrinopileatus después de la purificacion con
FPLC.

(A) SDS-PAGE seminativa (marcador (M), fracciéon 10 segun SEC (2.10), fraccion 11 segun SEC (2.11), fraccion
12 seglin SEC (2.12), fraccion 13 segun SEC (2.13), fraccion C2 segin DEAE-FF (C2), fraccion C4 segin DEAE-
FF (C4) y concentrado segun Vivaflow (Konz.); coloracién de Coomassie a la izquierda; coloracion de esterasa
a la derecha).

(B) SDS-PAGE desnaturalizante (marcar (M), concentrado segun Vivaflow (Konz.), fraccién C5 segin DEAE-FF
(C5), C4 segun DEAE-FF (C4), C3 segin DEAE-FF(C3), C2 segin DEAE-FF (C2), fraccion 13 (3.13 segun SEC
de C3), fraccién 12 (3.12 segun SEC de C3), fraccion 11 (3.11 segin SEC de C3) y fraccién 10 (3.10 seguin SEC
de C3), fraccion 13 (2.13 segin SEC de C2), fraccion 12 (2.12 segin SEC de C2), fracciéon 11 (2.11 segun SEC
de C2) y fraccién 10 (2.10 segin SEC de C2) marcador (M); coloracion de Coomassie)

La fig. 7 muestra la secuencia de péptidos de una Putative carotenoid ester lipase (nUmero de acceso UniProt
G8A515) de F. velutipes (SEQ ID NO: 1). Los fragmentos de péptidos ESI-MS/MS encontrados estan
representados subrayado y en negrita (A). Después de la produccién de partidores sobre esta base y secuenciacion
de ADN gendmico (SEQ ID NO: 15) se identificé la secuencia de aminoacidos de una nueva lipasa a partir de F.
velutipes (SEQ ID NO: 14, ADNg), que esta comparado en (B) con SEQ ID NO: 1 (UniProt). Se muestra en un
plano de aminoéacidos una desviacion de mas de 3% respecto a la Putative carotenoid ester lipase (niumero de
acceso de UniProt GBA515).

La fig. 8 muestra un desarrollo a modo de ejemplo de un proceso de queseria segun la invencion.
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La fig. 9 muestra la cromatografia SPME-GC-MS/MS de muestras de queso de test después del almacenamiento
durante 30 dias a 13 °C (a), durante 30 dias a 13 °C + 4 semanas a 4 °C (b); durante 30 dias en 13 °C + 8 semanas
a4°C (c)y 30 dias a 13 °C + 12 semanas a 4 °C (d), producido sin lipasa (A), con opti-zym z10uc (B), con
Piccantase (C), con lipasa de Flammulina velutipes (D) y con lipasa (E) de Pleurotus citrinopileatus (E).

La fig. 10 muestra el valor de pH 6ptimo determinado por medio de ensayo de esterasas de la lipasa F. velutipes
segun la invencion después de la purificacion con FPLC (ejemplo 3) (A), donde el valor de pH 6ptimo se sitGa en
aprox. 7-10, preferiblemente en 8-9,5 o en aprox. 8,5; y la temperatura éptima determinada por medio de ensayo
de esterasa (pNPH) de la lipasa segun la invencion de F. velutipes después de la purificacién con FPLC (B), donde
la temperatura éptima se sitlla en aprox. 50-70 °C, preferiblemente en 55-65 °C o aprox. 60 °C.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Gestién del cultivo

Mantenimiento de la cepa

[0082] Las cepas de hongos de basidiomicetos usadas se han cultivado sobre placas de agar - peptona y
extracto de malta (MEPA). Para la produccion de las placas se pesaron los componentes del medio (agar agar 15 g,
extracto de malta 30 g, proteina de soja 3 g), llenaron con agua ultrapura para 1 |, ajustaron con 1 M NaOH a pH 5,6
y lavado por autoclave durante 20 min. a 121 °C.

[0083] Sobre las placas de agar se colocé con una espatula estéril de forma centrada una pieza de agar con 1
cm? de tamafio, cubierta de forma homogénea con micelio, se cerré la placa de Petri con parafilm y se incub6 a 24 °C
en laincubadora. Las placas de agar cubiertas en aprox. el 80% se almacenaron a continuacion a 4 °C y se inocularon
regularmente segun el mismo procedimiento.

Cultivo previo

[0084] Para la gestién del cultivo previo se usé el medio de peptona y extracto de malta. Para ello se pesaron
los componentes de medio individuales (30g de extracto de malta, 3g de proteina de soja), se ajustaron con 1 M NaOH
a pH 5,6 y rellenaron para 1 |I. Cada vez 100 ml del medio se llevaron al matraz Erlenmeyer de 250 ml y se cerraron
con un tapon de celulosa, asi como lamina de aluminio. La esterilizacion de los medios se realiz6 durante 20 min a
121 °C en la autoclave.

[0085] Una pieza de agar con 1 cm? de tamafio, cubierta de forma homogénea se llevé con la ayuda de una
espatula estéril a 100 ml de medio de peptona y extracto de malta y se homogeneizé por medio de un dispersador
Ultra-Turrax durante 30 s a 10.000 rpm. El cultivo previo se incubd con privacion de luz a 24 °C en el agitador de
incubacioén (150 rpm). La duracion del cultivo previo se realiz6 tras la observacion de la duracion de crecimiento sobre
la placa de agar MEPA.

Cultivo principal

[0086] La gestidn del cultivo principal se realiz6 en el medio nutriente de peptona y extracto de malta. Cada vez
100 ml de medio se llevé al matraz Erlenmeyer de 250 ml,

se cerrd con un tapén de celulosa y lamina de aluminio y se traté en autoclave (20 min, 121 °C). Después de la
homogeneizacion del cultivo previo por medio del dispersador Ultra-Turrax (30 s, 10.000 rpm) se llevé a un matraz
Erlenmeyer de 250 ml para el cultivo principal respectivamente 10 ml del cultivo previo (10% del medio de cultivo
principal). Los cultivos se incubaron sobre un agitador con privacion de la luz a 24 °C y 150 rpm durante 21 dias.
Toma de muestras

[0087] A intervalos regulares se han tomado muestras estériles y determinado la actividad de la esterasa /
lipasa por medio de analisis fotométricos. Para ello se ha tomado y centrifugado respectivamente una muestra de 1
ml del cultivo sumergido (14.000 rpm, 18.000 g, 5 min, 4 °C). El sobrenadante se separ6 y usé para los andlisis
respectivos.

Recogida del cultivo

[0088] La recogida de los cultivos sumergidos se realizé el dia del maximo de actividad del basidiomiceto
respectivo por medio de filtracién a través de un embudo Buchner; a este respecto se captur6 el sobrenadante del
cultivo en una botella de succion y se congelé hasta el procesamiento posterior a -20 °C. El micelio se desechd.
Optimizacion de la composicién del medio

[0089] Para la optimizacion de la expresion de enzimas se han testeado distintos medios nutrientes: Medio de
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peptona y extracto de malta (MEP), solucién nutriente estandar (SNL) y medio de glucosa y patata. Las cepas usadas
presentaron diferencias en los distintos medios en el crecimiento asi como en la coloracion del medio. Mediante las
actividades de la esterasa / lipasa determinadas en los sobrenadantes de cultivo de los distintos medios se seleccioné
el medio de peptona y extracto de malta como el medio mas apropiado.

Adicion de inductores apropiados para el aumento de la secrecion de lipasas / esterasas extracelulares

[0090] Después de que el medio de peptona y extracto de malta ha resultado ser el medio nutriente apropiado,
a este medio se le afadieron distintos inductores para el aumento de la secrecion de lipasas extracelulares. Los
inductores son grasa y quark (extraido segun Weibull-Stoldt del quark comestible: 50% grasa en masa seca),
mantequilla clarificada y mantequilla (mantequilla de calidad alemana, ligeramente agriada) (Matissek et al. 2014).

[0091] Las actividades de la esterasa / lipasa segregadas se han aumentado significativamente por la adicién
de mantequilla clarificada y grasa de quark, en particular en el caso de Pleurotus citrinopileatus (fig. 1).

Ejemplo 2: Analisis enzimaticos fotométricos

[0092] La actividad de la esterasa se determind por medio de analisis de esterasas segun Purdy y Kolattukudy,
1973 mediante la conversion de cinco sustratos de acetato de p-nitrofenilo (pNPA), butirato (oNPB), valerato (pNPV),
hexanoato (pNPH), octanoato (pNPO). La determinacion de la actividad de lipasas se realizé segun el analisis de
lipasas segun Winkler y Stuckmann, 1979 con el palmirato de p-nitrofenilo (pNPP). Para la determinacion de la
actividad de la peptidasa se realizé el analisis de la azocaseina segun Kilcawely et al. (2002).

Ejemplo 3: Purificacion y concentracion de preparacio nes de lipasa
Precipitacion de proteinas Precipitacion de proteina s con sulfato de amonio

[0093] El sobrenadante del cultivo respectivo de los distintos basidiomicetos se llevé a un vaso de precipitaciéon
y se trasladé a un bafio frio removiendo con una cantidad definida de sulfato de amonio. La adicion de la sal se realizoé
a intervalos regulares en pequefias porciones. En tanto que el sulfato de amonio se disolvi6 completamente, se
removié hasta el ajuste del equilibrio durante otras 2 h. A continuacion se centrifugaron las proteinas precipitadas
(4.000 rpm, 3.283 g, 30 min, 4 °C). El pellet obtenido se recibié y disolvié en un volumen definido de agua ultrapura o
tampon. La saturacion ajustada de sulfato de amonio para la precipitacién de proteinas fue del 60% en el caso de
Pleurotus citrinopileatus y 70 % en el caso de Flammulina velutipes.

Concentracién

[0094] Para la concentracién, retamponaje o desalado se usaron conforme al volumen las unidades de
centrifugacién de Macrosep® - Microsep™ o Nanosep® (Pall, Dreieich) con un tamafio de exclusion (MWCO) de 10
kDa. Antes del primer uso se acondicionaron las unidades de centrifugacion respectivamente tres veces con agua
ultrapura, en tanto que se centrifugaron a 4 °C y 4.000 rpm (3.283 g).

[0095] Los componentes que son mayores de 300 kDa por medio de caja de filtracion de flujo tangencial de
laboratorio Ultrasette™ se separaron del sobrenadante del cultivo (unidad de membrana: membrana Omega™ (poli
(éter sulfona) modificada con baja afinidad por las proteinas), con substrato de poliolefina, separada y soportada por
pantalla de poliéster y/o canal de pantalla suspendida).

[0096] La concentracion de grandes volimenes de cultivo se realiz6 por medio de la unidad de Vivaflow 200
(MWCO 10 kDa) con una membrana de poli (éter sulfona). La aplicacion asi como la purificacién de la membrana se
realiz6 segun las especificaciones del fabricante.

Cromatografia liquida rapida de proteinas (Fast Prot  ein Liquid Chromatography. FPLC)

[0097] La purificacion de las proteinas precipitadas anteriormente se realiz6 a través de dos etapas de
purificacién por medio de FPLC. Para la purificacion de dos etapas se uso6 la cromatografia de intercambio iénico (IEX)
como primera etapa de purificacion y la cromatografia por exclusion de tamafo (SEC) como segunda etapa de
purificacion.

[0098] Como eluyente se usaron dos tampones de fosfato de potasio distintos (eluyente A, 50 mM, pH 7,0 y
eluyente B, 50 mM, pH 7,0 con 1 M NaCl). Como columna sirvié en una primera etapa de purificacién una columna de
flujo rapido de sefarosa de dietilaminoetil (DEAE-FF). A este respecto se trata de un intercambiador aniénico débil. En
una segunda etapa de purificacion se concentraron y retamponaron las fracciones mas activas de las columna DEAE-
FF (véase 1.4.2) y purificaron por medio de una cromatografia por exclusion de tamafio (SEC). Como eluyente se ha
usado un tampén de fosfato de potasio (50 mM, pH 7,0 con 0,15 M NaCl). La concentracion de proteinas, asi como la
actividad de la esterasa o lipasa en las fracciones acumuladas individuales se comprobaron por medio del ensayo de
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esterasas o lipasas de Bradford.
Cromatografia de intercambio aniénico (IEX)

[0099] Tanto las proteinas obtenidas por medio de precipitacion de sulfato de amonio fraccionada, como
también los sobrenadantes de cultivo usados, concentrados y retamponados directamente se sometieron a una
purificacién de proteinas por medio de FPLC-IEX (tabla 1). Para los ensayos iniciales se usaron tampones de Tris-
HCI, en particular para la obtencién de preparados enzimaticos para la produccién de queso se han usado tampones
de fosfato de potasio.

Tabla 1: Parametros estandar para la purificacion d e proteinas por medio de cromatografia de intercamb o ibnico

Cromatografia de intercambio iénico

FPLC Sistema de cromatografia NGC
Columna XK 26 (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg)
Material de columna DEAE-FF (Flujo rapido de sefarosa de dietilaminoetil)
Volumen de columna 20 ml/175 ml/140 ml (columna recién preparada)
Tampon inicial (A) 50 mM tampén de tris-HCI pH 7,0 o
50 mM tampén de fosfato de fosfato pH 7,0
Tampon de elucion (B) 50 mM tampén de Tris-HCl con 1 M NaCl, pH 7,0 o
50 mM tampodn de fosfato de potasio con 1 M NacCl, pH 7,0
Tasa de flujo 2 - 4 ml min?
Programa 'Toma de prueba
Elucion
1 SV: 100% A, 0% B
2 SV: 100% A a 0% A, 0% B a 100% B
1 SV: 0% A, 100% B
2 SV: 100% A, 0% B
Deteccion Detector UV
Longitud de onda 280 mm
Muestras Sobrenadante (después de precipitacion de sulfato de amonio, concentrado y
retamponado en el tampén inicial)
Toma de prueba |A través de bomba A (posicion 4)
Volumen de muestra 10 ml o 90 ml
Numero de fracciones 55 0 24
Tamafio de fracciones 30 ml

Cromatografia por exclusion de tamario (SEC)

[0100] Las fracciones IEX purificadas y concentradas se han purificado posteriormente por medio de FPLC-
SEC (tabla 2).

Tabla 2: Parametros estandar para la purificacion de proteinas por medio de FPLC-SEC (SV: volumen de

columna)
Cromatografia por exclusion de tamafio
FPLC Biologic Duo Flow
Columna HiLoad 16/60 Superdex 200 pg (GE Healthcare Life Sciences, Freiburg)
Material de columna /Agarosa reticulada transversal + dextrano
Volumen de columna 24 ml o 120 ml
Tampon de elucion 50 mM tampon de fosfato de potasio con 0,15 M NacCl, pH 7,0
Tasa de flujo 0,8 ml min?
Programa Elucién 2 SV
Deteccion Detector UV
Longitud de onda 280 mm
Muestras ; 5 ; a Py,
Fracciones mas activas de la 12 etapa de purificacion (concentrada y
retamponada en el tamp6n inicial)
Toma de prueba 100 pl 0 1 ml de bucle de muestra
Volumen de muestra 100 pl - 1 ml (concentrado de muestra total)
Namero de fracciones 38 0 62
Tamafo de fracciones 1mlo4mil
[0101] La actividad de la esterasa en el sobrenadante del cultivo se comparé con la actividad de la esterasa en
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el concentrado de lipasa producido durante el uso en la produccién de queso. Mediante el proceso segun la invencién,
la actividad de la esterasa en el concentrado de lipasa se pudo aumentar considerablemente en comparacion a la
actividad en el sobrenadante del cultivo. (fig. 2).

[0102] Ademas, la actividad de la esterasa se determiné en fracciones individuales después de la primera etapa
de purificacién por medio de intercambiadores aniénicos débiles, asi como después de la segunda etapa de
purificacién por medio de SEC. Una actividad de la esterasa significativa se detecté en el caso de Flammulina velutipes
en la fraccién C1 después de la primera etapa de purificacion (AEX) y en las fracciones 14-16 después de la segunda
etapa de purificacion (SEC) (fig. 3). Una actividad de la esterasa significativa se detectd en el caso de Pleurotus
citrinopileatus en las fracciones B6-C5 después de la primera etapa de purificacion (AEX) y en las fracciones 10-13
después de la segunda etapa de purificacion (SEC) (fig. 5).

Ejemplo 4: Métodos electroforéticos

[0103] Las fracciones de Flammulina velutipes y Pleurotus citrinopileatus después de la purificacion con FPLC
se analizaron para la caracterizacién de las esterasas / lipasas por medio de SDS-PAGE seminativa y desnaturalizante
(fig. 4/6).

Preparacion de muestras

[0104] Para la concentracion, desalado y retamponaje de las fracciones FPLC se concentraron y retamponaron
estas en primer lugar con ayuda de dispositivos de filtro Amicon Ultra-0,5 10 K segun las indicaciones del fabricante.
Electroforesis en gel con poliacrilamida - dodecilsu Ifato de sodio (SDS-PAGE)

[0105] Para la SDS-PAGE se vertieron geles compuestos de gel colector y separador (tabla 3). La
concentracion de acrilamida fue en el gel colector 6% y en el gel separador 12%. Los geles de la SDS-PAGE
seminativa y desnaturalizante se diferencian en la composicién por tampén Lower Tris y Upper Tris.

Tabla 3a: Composicion del gel colector y gel separa  dor

- Gel separador
0,
Producto quimico Gel colector (6%) (12%)
H20 1,8 ml 2,7ml
Upper Tris (pH=6,8) 750 ml -
Lower Tris (pH=8,8) - 1,5ml
Rotiphoerese® Gel 40 450 mL 1,8 ml
APS 10 ul 15 ul
TEMED 4 uL 7,5 ul
SDS-PAGE desnaturalizante
[0106] 15 pl de muestra se mezclaron antes de la aplicacion con 5 ul de un tamp6n de aplicacion de muestra

desnaturalizante y 3 pl de una

solucién DTT 1 M y se desnaturalizdé durante 10 min en bafio de agua hirviendo. A continuacion las muestras se
enfriaron en hielo y se pipetearon en el recipiente de gel. Como marcador se usaron 10 ul de "PageRuler Unstained
Protein Ladder" de la empresa Life Technologies GmbH.

SDS-PAGE seminativa
[0107] Al contrario de la SDS-PAGE desnaturalizante, las muestras para la SDS-PAGE seminativa no se

desnaturalizaron en un bafio de agua hirviendo, ademas, las muestras no se mezclaron con DTT y se us6 un tampoén
de aplicacién de muestra seminativo. La separacion se realizé de forma anéloga a la SDS-PAGE desnaturalizante.

Tabla 3b: Composicion del tampdn de aplicacién de muestras

Producto quimico Gel colector (6%) | Gel separador (12%)
1 M Tris-HCI, pH = 6,8 1,0 ml 1,0 ml
Solucién SDS (20%) 1,0 ml 1,0 ml
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(continuacion)

Producto quimico | Gel colector (6%) | Gel separador (12%)
Azul de bromofenol 20,0 mg 20,0 mg
Glicerol 22ml 22ml
Agua (ultrapura) ad 8,0 mi ad 8,0 mi
Coloracion del gel
[0108] Los geles de SDS-PAGE desnaturalizante se colorearon por medio de Coomassie coloidal o solucién

colorante de Coomassie. Los geles de SDS-PAGE seminativa y geles IEF se dividieron en dos partes, a fin de poder
realizar tanto una coloraciéon con Coomassie coloidal o solucién colorante de Coomassie, como también una coloracién
de actividad de la esterasa.

Coloracién con Coomassie coloidal

[0109] Para la coloracion de bandas de proteinas se coloc6 el gel en una solucion colorante de Coomassie
coloidal. Mientras que los geles SDS se incubaron durante la noche en el agitador orbital, para la coloracién de los
geles |IEF fue suficiente una incubacion de 30 min.

Coloracioén de la actividad de la esterasa

[0110] Para la coloracion de la actividad se necesitaron dos soluciones colorantes, que se produjeron de forma
separada entre si y se almacenaron sobre hielo (tabla 4). El gel se puso en la solucién 1y se recubrié inmediatamente
con la solucién 2. A continuacion siguio la coloracion durante como maximo 30 min sobre un agitador orbital a 20 rpm.
Para retirar cualquier resto de reactivos colorantes se colocaron los geles antes de la documentacién en agua
(ultrapura).

Tabla 4: Soluciones para la coloracién de actividad de la esterasa

Sustancia Cantidad
Solucién  1Fast Blue RR 50 mg en 100 ml de tampon de fosfato de potasio (80
Solucién 2 |a-naftil butirato mM, pH 7,0) 10 mg en 1 ml de acetona

Ejemplo 5: Secuenciacion de las fracciones de protein  as 14-16 de la FPLC

[0111] Las fracciones 14-16 purificadas por medio de FPLC a partir de sobrenadante del basidiomiceto
Flammulina velutipes con actividad de la esterasa detectada (fig. 3) se secuenciaron después de la digestién con
tripsina por medio de LC-ESI-MS/MS).

[0112] En la tabla 5 estan expuestos los fragmentos de péptidos encontrados de las fracciones individuales.
Tabla 5: Fragmentos de péptidos encontrados de los andlisis LC-ESI-MS/MS de las fracciones individuales
Fragmento de péptido Fracciéon 14  [Fraccion 15  |Fraccion 16
AAIDEAEFVWTPR (SEQ ID NO: 3) - X X
TGCSNASDTLACLR (SEQ ID NO: 4) - X X
EAGVGNLGLQDOR (SEQ ID NO: 5) - X X
TADFDTLK (SEQ ID NO: 6) - - X
YVGAFGGDPTK(SEQ ID NO: 7) - X X
FDGALFSDLPQNLILQGK(SEQ ID NO: 8) - X X
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(continuacién)

Fragmento de péptido Fracciéon 14  [Fraccion 15  |Fraccion 16
= X =
LLALYPSDPSQGSPFDTGSDNAIT- PQYK(SEQ ID
NO: 9)
FVATLDPNGNTGISWPK(SEQ ID NO: 10) - X -
SAALLGDLLFQTSR(SEQ ID NO: 11) - X -
YLINELSGK(SEQ ID NO: 12) - X -
WLPTASDAEIDR(SEQ ID NO: 13) - X -
[0113] La comparacion de la base de datos produjo concordancias con una Putative carotenoid ester lipase a

partir de Flammulina velutipes (nimero de acceso UniProt G8A515). La secuencia de péptidos de esta Putative
carotenoid ester lipase a partir de Flammulina velutipes esta representada en la fig. 7 (SEQ ID NO: 1), a este respecto
los fragmentos de péptidos encontrados de los analisis LC-ESI-MS/MS estan representados subrayados y en negrita.

Ejemplo 6: Produccion de queso

[0114] En conjunto se han producido respectivamente hasta seis quesos de test distintos de las clases de
gueso de queso en salmuera del tipo de queso a la manera griega. Para ello, para la produccién de queso de lecheria
se ajustd la leche entera fresca (Stich Feinkaserei GmbH, leche entera fresca, 3,5% de grasa, pasterurizada,
homogeneizada) con nata a un contenido de grasa de 4,2% y se llevé un volumen definido a la cuba de ensayo y se
atemperé a 33 °C.

[0115] Acto seguido se realiz6 la adicion del cultivo de bacterias de acido lactico (cultivo inicial directo mesofilo
de tipo Lyofast MO36L, Sacco Srl.), asi como la adicién de la lipasa correspondiente. A continuacién comenzo el
periodo de maduracion previa durante en conjunto 45 min. Tras la conclusion del tiempo de maduracién previa se
mezcld y afadid a intervalos de tiempo de 5 min calcio (opti-calc, optiferm GmbH) y cuajo (microcuajo: opti-lase,
optiferm GmbH) a las cuba de ensayo. Luego siguié el tiempo de periodo de cuajado, asi como el periodo de espesado.
Como referencia sirvié una produccién sin adicion de lipasas ("blank™) y cada vez un estandar con 0,1 g de lipasa de
cabra opti-zym z10uc (conforme a una dosificacion practica promedio de 3,5 g 100 | de leche) y con 0,1 g Piccantase®
KLC (DSM Nutritional Products GmbH), de una lipasa de ternero recombinante adquirible comercialmente.

[0116] Después de la coagulacion de la leche sigui6 el corte de la gelatinas con liras para queso en trozos
aprox. del tamafio de una avellana. El requeson se estiré a intervalos regulares con la mano y tras la salida del suero
se llevd a moldes precalentados correspondientes. Los moldes se voltearon para la salida uniforme del suero a
intervalos regulares. A continuacion se introdujo el queso en un bafio de sal (ajustado al 20%, pH 5,2 con 80% de
acido lactico), asi como el escurrido. Tras 24 h se cuartearon las muestras y plastificaron en una lamina. El tiempo de
maduracion fue de 30 d a 13 °C, a continuacién las muestras se almacenaron durante otras 12 semanas a 4 °C.

Tabla 10: Resumen de las etapas del procedimiento e  n la produccién de feta en escala piloto
Lapso de Etapa del . Valor
. . Parametros del proceso . .
tiempo procedimiento orientativo
Intercambio de calor Atemperado de leche 33°C
. L . . 1 UC/100 L
Purificacién, mezcla Adicion: cult!vo |n_|C|aI Lyofast M _036 L, opcionalmente lipasa 3,5 g/100 L
(p. €j. opti-zym z10uc o lipasa de test), CaClz .
1:10.000
Permanencia Maduracion previa 45 min
220 IMCU
0 min Purificacion, mezcla Adicion: Microcuajo 17 ml/100 L
16 min Solidificacién Periodo de cuajado
45 min Solidificaciéon Cuajado de cuajo
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(continuacién)

Lapso de Etapa del . Valor
. . Pardmetros del proceso . .
tiempo procedimiento orientativo
Longitud de
45 min Troceado Corte de gelatina en dados borde
20 - 30 mm
50 min/ 60
min En el ciclo de 10
70 min/ 80 Reestructuracion Traslado de los dados troceados r[nin
min
) Purificacion Adicion de agua, servido, envasado de los tacos troceados 11con 48°C
90 min Separacion en moldes
10 min/ 60
min Formacion
120 min/ Volt Sedimentacion y crecimiento del fragmento
240 min olteo
24 h Escurrido Secado de superficie Durante la noche
50 min
Dia 2 Intercambio de materia Bafo de sal 20 1?%?;“8
Dia 2 Escurrido Secado de superficie
Dia 2 Envasado Envasado al vacio
Protealisis, lipdlisis,
30 dias almacenamiento Maduracion al0-15°C
[0117] Por encima del periodo de maduracion y almacenamiento se valoraron de forma sensorial las

especialidades de queso generadas respectivamente en comparacién a los productos de referencia sin adicion de
lipasas, con lipasa de cabra opti-zym z10uc y con la lipasa de ternero recombinante Piccantase® KLC (DSM Nutritional
Products GmbH).

[0118] Complementariamente se realiza una caracterizacion amplia instrumental-analitica de los acidos graso
liberados por las lipasas. Los quesos producidos se examinaron por medio de microextraccion de fase sélida (SPME)
en acoplamiento con el analisis por cromatografia de gases con deteccion por espectrometria de masas respecto a la
presencia de acidos grasos libres.

Ejemplo 7: Valoracion sensorial del queso de test pro ducido

[0119] Después de la maduracién de 30 dias a 10 - 15 °C tuvo lugar respectivamente por 3-10 personas
(trabajadores de la empresa optiferm GmbH y del Instituto de quimica y biotecnologia de alimentos de JLU Giel3en)
una amplia valoracién optica y sensorial de las muestras, respectivamente en comparacion con los productos de
referencia. A continuacién se almacenaron las muestras a 4 °C y de nuevo realizaron la cata después de 4, 8 y 12
semanas adicionales de almacenamiento.

[0120] Las impresiones sensoriales percibidas se subdividieron en aspecto (color), olor, sabor y textura
(consistencia).

[0121] El queso de referencia sin lipasa se valor6 durante la duracion de las catas en conjunto como de sabor
neutral, puro y sin errores.
[0122] El queso de test producido con opti-zym z10uc desarrollé olor y sabor tipico segin la lipasa de cabra

comparable con el aroma picante de un parmesano.

[0123] Las muestras de Piccantase® tuvieron basicamente menos éxito que las muestras producidas con opti-
zym z10uc. Las muestras producidos con Piccantase® desarrollaron un aroma decente, que recuerda a la lipasa de
cabra, sin embargo, mucho menos intenso y menos estable en el tiempo. Tanto mas largo fue el almacenamiento a 4
°C, tanto mas se formé un regusto erréneo (ligeramente amargo / jabonoso).
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[0124] El queso de test producido con lipasas a partir de Flammulina velutipes present6 un olor neutral hasta
ligeramente &cido. El sabor fue valorado como (ligeramente) aromatico.

[0125] Las muestras de feta producidas con las lipasas de Pleurotus citrinopileatus desarrollaron un olor
marcado, aromatico intenso, que todavia se amplifico con duracion de maduracion creciente. Este olor se encontro
como intenso y muy similar a las muestras producidas con lipasa de cabra. Este olor aromatico-picante, comparado
con el aroma generado con la lipasa de cabra de las muestras también se reflejé6 como resultado de los analisis de
acidos grasos (fig. 9). De sabor las muestras de Pleurotus citrinopileatus se valoraron igualmente como (ligeramente)
aromaticas y comparables con las muestras de lipasa de cabra. La textura del queso se modificé durante el
almacenamiento durante el periodo de catas de seca a cremosa.

Ejemplo 8: Analisis por espectrometria de masas de |  os acidos grasos libres del queso por medio de SPME-
GC-MS/MS
[0126] Los quesos de test producidos se examinaron tras diferentes periodos de almacenamiento por medio

de microextraccion de fase sélida (SPME) en acoplamiento con analisis por cromatografia de gases con deteccién por
espectrometria de masas, asi como por medio de GC-MS respecto a la presencia de acidos grasos libres. La
extraccion se realizo por medio de fibras de divinilbeceno / polidimetilsiloxano del espacio superior del vial con espacio
de cabeza de 20 ml. Para ello se pesaron respectivamente 3 g de queso en un vial con espacio de cabeza de 20 mly
se usaron para el examen SPME-GC-MS/MS. Los parametros estan representados en la tabla 11.

[0127] Los cromatogramas SPME-GC-MS/MS correspondientes estan representados en la fig. 9.

[0128] La cantidad de acidos grasos libres de acido acético, acido butirico, acido caproico, acido caprilico y
acido caprico aumentaron durante el periodo de almacenamiento. Los quesos de test, que se produjeron sin lipasa,
presentaron al contrario de los productos de referencia con lipasa de cabra opti-zym z10uc o con lipasa de ternero
recombinante Piccantase® KLC después de 12 semanas de almacenamiento muy pocos acidos grasos libres (fig. 9A-
C). En conjunto la cantidad y tipo de los acidos grasos en el queso de test producido con lipasas a partir de Flammulina
velutipes y Pleurotus citrinopileatus durante el periodo de almacenamiento fueron comparables con las referencias
con Piccantase y opti-zym, pero donde hubo diferencias en las relaciones de cantidades (fig. 9D/E).

Tabla 11: Parametros de SPME-GC-MS/MS para el andlisis  de acidos grasos libres del queso

. SPME-GC-MS/MS-0O

. SPME: Fibras » Supelco; DVB/PDMS (divinilbenceno / polidimetilsiloxano)
. SPME: Programa de temperatura e 55 °C (10 min); agitar; 55 °C (40 min)

. Cromatografia de gases * 7890 GC System, Agilent Technologies

. Inyector » Split/Splitless (ALS), 250 °C con SPME-Liner

. Relacion de separacion * 50:1 0 sin

» Agilent Technologies J&W Scientific VF-Waxms
. Columna de separacion * 30 m de longitud; 250 um de diametro;
* 0,25 um de espesor de film

. Gas de soporte * He

. Flujo » 1,2 ml‘min-! (constante)

. Programa de temperatura » 40 °C (3 min); 5 °C-min"t a 240 °C (12 min); en conjunto 55 min
. Detector » Detector triple eje Agilent 5975 C MSD

* Fuente de iones: 230 °C

' Temperaturas * Cuadrupolo: 150 °C

. lonizacién ° El 70 eV
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(continuacién)

. Rango de masa * Escaneo de iones total: m/z 33 a 300
. Software * Chemstation E02.00.493
. Base de datos * NIST 2008 MS

Ejemplo 9: Caracterizacion de proteinas por medio de HPLC-ESI-MS/MS

[0129] Las tres fracciones purificadas por medio de FPLC DE Flammulina velutipes con actividad de la esterasa
detectada se secuenciaron tras la digestion con tripsina por medio de LC-MS/MS con ionizacion por electroespray
(ESI).

Digestion de proteinas a partir de las fraccionesd e FPLC

[0130] Para la digestion de las proteinas se mezcl6 la solucion de proteinas en primer lugar con RapiGest™
SF (a 15 mg de proteina aproximadamente 10 ml). La solucién se calenté durante 20 min a 80 °C y se enfri6 a
continuacion a la temperatura ambiente. Acto seguido se agregé 5 ml de una solucion DTT de 10 mM, se calent6
durante 20 min a 60 °C y se enfrio a continuacion de nuevo a la temperatura ambiente. A continuacion se afadieron
5 ml de una solucion de iodacetamida 200 mM y se incubd durante 30 min a temperatura ambiente con privacion de
luz. En dltimo término se afiadieron 1,5 ml de tripsina (Img ml) e incubaron a 37 °C durante la noche. Al dia siguiente
se purificaron y concentraron las proteinas por medio de puntas de pipeta ZipTip®.

Puntas de pipeta ZipTip® para la concentracion y pur ificacion de muestras para la espectrometria de mas  as

[0131] Para acidificar la muestra, esta se mezclé con 1 ml de &acido férmico. Una punta de pipeta ZipTip® se
humedecié con 10 ml de acetonitrilo (100%) (5 veces). A continuacion se equilibré la punta de pipeta ZipTip® con 10
ml de solucién TFA al 0,1% (5 veces). La columna se cargd: 10 ml de la solucién de analito acidificada se pusieron 10
veces y se entregaron en el mismo tapén Eppendorf. Con una soluciéon TFA al 0,1% se enjuagaron las impurezas de
la columna (3 veces). El analito se eludi6 con acetonitril / H20 (1:1) (1% FA) de la columna (3 veces con 5 ml) y se le
dio a un nuevo tapén Eppendorf. Repeticion del procedimiento (3 veces): La punta de pipeta se enjuag6 para ello 5
veces con 10 ml de acetonitril / H2O (1:1) y 5 veces con acetonitrilo (100%) y se prosiguio el proceso desde el
equilibrado de la columna con la solucién TFA al 0,1%.

[0132] Las muestras se congelaron y al dia siguiente se analizaron por medio de Nano-ESI-MS/MS (Q Exactive,
m/z 100-2000, R= 140000 @ m/z 200, MS/MS por medio HCD, 1.7 kV de tensién)

Derivacion de partidores

[0133] Mediante la secuencia de aminoacidos secuenciada anteriormente se compar6 la secuencia de ADNc
obtenida de ella de la lipasa a partir de F. velutipes con la secuencia de una Putative carotinoide ester lipase a partir
de F. velutipes . De estos datos se derivaron los partidores para la amplificacion. Gracias a las secciones de secuencia
obtenidas se derivaron otros partidores para la secuencia completa del ADNg.

Aislamiento de ADN gendémico

[0134] El dia de la maxima actividad de la esterasa o lipasa se recogieron los cultivos y se separ6é el micelio
del sobrenadante. A continuacion se triturd el micelio bajo nitrégeno liquido y se llevaron aprox. 4 microespatulas del
micelio triturado a un recipiente de reaccion de 1,5 ml. El resto del micelio se congelé a -20 °C. En el recipiente de
reaccion se pipetearon 500 ml de un tampdn de lisis (tabla 12), se removio e incubé 10 min a temperatura ambiente.

Tabla 12 Composicion del tampdn de lisis para el aislamiento del ADN genémico

Producto quimico Soluciéon madre Volumen usado [ml]
400 mM Tris HCIpH 8.0 |1M 4 ml
60 mM EDTA pH 8,0 200 mM 3 ml
150 mM NacCl M 1,5ml
1% SDS 10% 1ml
Agua ultrapura estéril / 0,5 ml
[0135] A continuacién se afadieron 150 pl de una solucién de acetato de potasio 3M (pH 4,8), se removid y

centrifugdé durante 10 min a 14.000 rpm (18.000 g) a temperatura ambiente. El sobrenadante se llevé a un nuevo
recipiente de reaccion de 1,5 ml y se mezclé con el mismo volumen de isopropanol (aprox. 600 ul). La mezcla se
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centrifugé de nuevo durante 10 min a temperatura ambiente y 14.000 rpm (18.000 g). A continuacién se desecho el
sobrenadante y se recibio el pellet en 500 pl de etanol (70%), la lavé y centrifugd 1 m (14.000 rpm, 18.000 g, RT). El
sobrenadante se deseché de nuevo y se liberé el pellet en una centrifugadora de vacio durante 5 min del disolvente
restante. El pellet secado se suspendié de nuevo a continuacién en 50 pl o 100 ul (en el caso de pellets mayores,
visibles) de agua ultrapura estéril. Por medio del NanoPhotometer™ se determiné la concentracion de ADN. El
almacenamiento del ADN gendmico se realizé hasta el uso posterior a -21 °C.

Regeneracion de cadena de polimerasa (PCR)

[0136] Para la amplificacién de los fragmentos de ADNg deseados se us6 la PCR. Como polimerasas se usaron
las polimerasas Phusion® (Nueva Inglaterra, Biolabs, Ipswich, USA) La composicion de la mezcla maestro (tabla 13)
asi como el programa de temperaturas (tabla 14) se rigieron por las especificaciones del fabricante de las polimerasas.

Tabla 13 Composicion de la mezcla maestro por principio de PCR de 20 pl con polimerasa de ADN Phusion® High-

Fidelity.
Componentes Volumen [ pl] Concentracion final
5x Tampon de reaccion GC 4,0 1x
Componentes Volumen [ul] Concentracion final
10 mM dNTPs 0,4 200,0 yM
10 uM Partidor Forward 1,0 0,5 uM
10 uM Partidor Reverse 1,0 0,5 uM
Polimerasa de ADN Phusion® High-Fidelity|0,2 0,02 U It
Patron de ADN variable 50 - 250 ng por 20,0 uL PCR
DMSO, 100% (opcional) 0,6 3%
Cloruro de magnesio, 50 mM (opcional)  |0,6 1,5mM
Nucleasa - agua ultrapura libre ad 20
PCR analitica
[0137] Para obtener la temperatura de hibridacién 6ptima del partidor derivado, se llevé a cabo un gradiente de
temperatura. A este respecto se aplicé a 5 °C por debajo de la temperatura de fusion del primer indicada por el

fabricante. La composicion es analoga a la tabla 13, sin embargo, se aplicaron 10 ul en lugar de 20 pl.

Tabla 14 Programa de temperatura de una reaccion PCR con polimerasa de ADN Phusion® High-Fidelity

N° de etapa Etapa Temperatura [°C] Tiempo

1 Fase de desnaturalizacion inicial |98 5,0 min

2 Desnaturalizacion 98 30s

3 Recocido de partidor Gradiente: 45°Ca 69 °C [30s

4 Elongacion 72 10 - 30 s por kb
Vuelta a la etapa n° 2 durante 30-40 ciclos

5 Elongacion final 72 5 min

6 Almacenamiento te] o0

PCR preparatoria

[0138] Para la PCR preparatoria se aplicaron 200 pl de la mezcla maestro, a fin de obtener cantidades mayores
de ADN. Los productos de la PCR se reacondicionaron y secuenciaron después del aislamiento de la banda
correspondiente a partir del gel de agarosa.

Electroforesis por gel de agarosa
[0139] Tras la finalizacion de la PCR se separaron los productos obtenidos por medio de electroforesis por gel
de agarosa. La concentracion del gel dependi6é a este respecto del tamafio de los fragmentos de ADN a separar.

Fragmentos > 2 kb se separan en geles al 1 - 1,5% y < 2 kb se separan en geles al 1,5 - 3%. En la tabla esta expuesta
la composicién de tampén TAE 50x usado para la electroforesis.
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Tabla 15 Composicion del tampon TAE 50x

Componentes Concentracion
Tris-base 242,09 It
0,5M EDTA, pH 8 100,0 ml I
Acido acético 57,7 ml I
[0140] Antes del uso se ha diluido el tamp6n 1:50 con agua ultrapura (tampon TAE 1x). La cantidad

correspondiente de agarosa se pesaron y suspendio en el tampén TEA 1x. Para geles pequefios se necesitaron 56 ml
y para geles grandes 168 ml. La suspension se calentd en el microondas hasta la disolucién completa de la agarosa.
A continuacion se agité la solucién en un agitador y se enfrié a aprox. 60 °C, a fin de verterla luego en un carro de gel.
Después del vertido se us6 un peine. Después de aprox. 30 minutos se endurecié el gel y se puedo revestir con el
tampon TAE 1x. Las muestras de la PCR analitica se mezclaron con 1 pl de Midori Green Direct y se aplicaron
directamente sobre el gel. En las muestras de la PCR preparatoria se aplicd solo una muestra con el colorante, todas
las otras se mezclaron sin el colorante, para ello 1:10 con tampén de carga de ADN 10x (tabla), y se cortaron las
bandas correspondientes en base a los fragmentos coloreados.

Tabla 16 Tampén de carga de ADN 10x

Componentes Cantidad
Azul de bromofenol |25 mg
EDTAO05M 200 pl
Glicerol 3,5 ml
SDS 10% 500 pl
Xilenocianol 25 mg
Agua ultrapura ad 10 ml
[0141] En funcién del tamafio de gel se aplicé una tensién entre 80 y 120 V para la electroforesis. Con la ayuda

de un estandar de tamafio (100 bp de conductor de ADN extendido de ADN para amplificados de PCR; 1 kbp conductor
de ADN para digestion de restriccion, Carl Roth) se pudieron estimar los tamafios de los fragmentos de ADN. Los
geles se observaron y documentaron por medio de la instalacion DeVision DBOX (Decon Science Tec.,
Hohengandern), equipado con un transilumindador UV (312 nm), una camara y el software DeVision G versién 2.0.

Aislamiento de fragmentos de ADN

[0142] Los fragmentos de ADN relevantes se cortaron con un escalpelo a partir del gel y se llevaron a un
recipiente de reaccion estéril de 2 ml. La purificacion de los fragmentos del gel se realiz6 por medio del gel
NucleoSpin® y kit de limpieza de PCR (Macherey-Nagel) segun las indicaciones del fabricante. La determinacién de
la concentracion de las soluciones que contienen ADN se realiz6 en el NanoPhotometer™. El almacenamiento del
ADN aislado se realizé hasta el uso posterior a -21 °C.

Secuenciacion del ADN

[0143] La secuenciacion de los fragmentos de ADN aislados se realizé por medio del servicio de secuenciacién
de SeqLab-Microsynth GmbH, Géttingen.
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LISTADO DE SECUENCIAS

[0145]

<110> Optiferm GmbH

<120> LIPASAS A PARTIR DE BASIDIOMICETOS PARA EL USO EN LA QUESERIA
<130> OPT18343EP

<160> 17

<170> BiSSAP 1.3.6

<210> 1 <211> 725 <212> PRT
<213> Flammulina velutipes

<400> 1
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Met
Glu
Gly
Thr
Gln
65

Gly
Gly
Gly
Ala
Thr
145
Ser
Asn
Thr
Val
Asn
225
Asn
Thr
Ala
Pro
Pro
305

Thr

Tyr

Thr
Asp
Ala
Ser
50

Glu
Phe
Leu
Ala
Gly
130
Glu
Tyr
Lys
Ala
Trp
210
Leu
Cys
Asp
Ser
Ser
290
Gln

Ser

Thr

Arg
Cys
Gln
35

Glu
Pro
Leu
Gln
Phe
115
Ala
Gly
Gly
Thr
Asp
195
Thr
Ile
Gly
Ala
Asp
275
Gln
Tyr

Arg

Tyr

Ala
Leu
20

Leu
Tyr
Val
Ala
Asp
100
Gly
Glu
Leu
Gly
Gly
180
Phe
Pro
Leu
Asp
Glu
260
Ala
Gly
Lys

Arg

Ile
340

Pro
Thr
Pro
Asn
Ile
Ser
85

Gln
Gly
Ala
Tyr
Leu
165
Cys
Asp
Arg
Gln
Glu
245
Phe
Glu
Ser
Arg
Tyr

325
His
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Leu
Ile
Val
Gly
Tyr
70

Lys
Arg
Asp
Val
Arg
150
Glu
Ser
Thr
Phe
Gly
230
Gly
Lys
Ile
Pro
Ser
310

Leu

Asn

Pro
Asn
Val
Thr
55

Val
Glu
Leu
Pro
Val
135
Ala
Asn
Asn
Leu
Asp
215
Lys
Thr
Thr
Asp
Phe
295
Ala

Ile

Arg

His
Val
Ala
40

Ser
Ser
Val
Ala
Thr
120
Tyr
Ala
Gly
Ala
Lys
200
Gly
Val
Leu
Phe
Arg
280
Asp
Ala

Asn

Gln

Leu
Val
25

Val
Ile
Phe
Lys
Leu
105
Lys
His
Phe
Gln
Ser
185
Ala
Ala
Ala
Tyr
Leu
265
Leu
Thr
Leu

Glu

Arg
345

22

Ser
10

Lys
Ser
Val
Asn
Glu
90

Lys
Val
Met
Ala
Asp
170
Asp
Ala
Leu
Asp
Ser
250
Gln
Leu
Gly
Leu
Leu

330
Arg

His
Pro
Ser
Ser
Tyr
75

Ala
Trp
Thr
Val
Gln
155
Ala
Thr
Ile
Phe
Val
235
Ile
Thr
Ala
Ser
Gly
315

Ser

Leu

His
Ala
Phe
Arg
60

Arg
Gly
Ile
Ile
Ser
140
Ser
Tyr
Leu
Asp
Ser
220
Pro
Ser
Arg
Leu
Asp
300
Asp

Gly

Pro

Gly
Asn
Glu
45

Ser
Leu
Val
Gln
Trp
125
Asn
Gly
Asp
Ala
Glu
205
Asp
Leu
Tyr
Trp
Tyr
285
Asn
Leu

Lys

Val

Pro
Val
30

Val
Leu
Asn
Gly
Lys
110
Gly
Asp
Ser
Gly
Cys
190
Ala
Leu
Ile
Asn
Leu
270
Pro
Ala
Leu

Gln

Leu
350

Thr
15

Glu
Gly
Glu
Gly
Asn
95

Tyr
Glu
Gly
Val
Ile
175
Leu
Glu
Pro
Thr
Ile
255
Pro
Ser
Ile
Phe
Asp

335
Gly

Ser
Glu
Gly
Leu
Phe
80

Leu
Val
Ser
Asn
Gly
160
Val
Arg
Phe
Gln
Gly
240
Ser
Thr
Asp
Thr
Gln
320

Ile

Ser



<210> 2

Phe
Asp
Gly
385
Phe
Arg
Tyr
Gly
Leu
465
Phe
Val
Asn
Ser
Gly
545
Leu
Gly
Asp
His
Val
625
Leu
Phe
Val
Asn
Thr

705
Tyr

<211> 341
<212> PRT
<213> Flammulina velutipes

<400> 2

His
Tyr
370
Ile
Ser
Lys
Val
Arg
450
Asn
Ser
Pro
Gly
Thr
530
Ser
Glu
Cys
Arg
Gly
610
Phe
Pro
Pro
Gly
Asn
690

Arg

Pro

Ala
355
Leu
Ser
Asp
Glu
Trp
435
Tyr
Thr
Ala
Ala
Ile
515
Ser
Leu
Leu
Ser
Leu
595
Gly
Pro
Phe
Ala
Val
675
Val

Asn

Trp

Ser
Ile
Trp
Asp
Ala
420
Gln
Pro
Val
Thr
Val
500
Ala
Lys
Leu
Val
Arg
580
Val
Gln
Trp
Gly
Thr
660
Ala
Leu

Tyr

Ala

Asp
Arg
Pro
Glu
405
Met
Arg
Asp
Ser
Leu
485
Ile
Gln
Thr
Ala
Ala
565
Tyr
Glu
Lys
Met
Ile
645
Gln
Leu
Asp

Thr

Ile
725

Leu
Phe
Lys
390
Ala
Ala
Gln
Arg
Ile
470
Ala
Val
Ala
Gly
Trp
550
Pro
Gly
Thr
Arg
Pro
630
Lys
Met
Arg

Phe

Thr
710
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Val
Val
375
Trp
Val
Ala
Ile
Ala
455
Thr
Leu
Ile
Thr
Ala
535
Gly
Glu
Lys
Lys
Ala
615
Ile
Met
Val
Asn
Val

695
Ile

Asn
360
Ala
Thr
Pro
Ser
Lys
440
Ser
Val
Pro
Gly
Phe
520
Phe
Trp
Ile
Gly
Gly
600
Cys
Ser
Asn
Tyr
Ser
680
Lys

Ser

Val
Thr
Ser
Leu
Gly
425
Thr
Glu
Thr
Ser
Phe
505
Asp
His
Gly
Asp
Ala
585
Leu
Lys
Leu
Pro
Lys
665
Gly

Ser

Pro

23

Tyr
Leu
Glu
Ser
410
Met
Leu
Lys
Ala
Arg
490
Ala
Ala
Asn
Ser
Ser
570
Leu
Ala
Thr
Pro
Glu
650
Phe
His
Val

Tyr

Gly
Asp
Ala
395
Leu
Ile
Leu
Val
Lys
475
Ala
Asp
Asn
Ile
His
555
Thr
Ala
Pro
Thr
Leu
635
Gly
Leu
Cys

Leu

Gln
715

Gly
Pro
380
Pro
Thr
Gln
Glu
Thr
460
Gly
Ser
Ser
Ser
Tyr
540
Arg
Arg
Ala
Trp
Tyr
620
Leu
Val
Gly
Asp
Leu

700
Ala

Gly
365
Asn
Asn
Glu
Ser
Ala
445
Ala
Lys
Lys
Thr
Val
525
Ser
Val
Val
Gly
Ser
605
Arg
Leu
Ala
Ala
Pro
685
Gly

His

Asp
Gly
Met
Asp
Cys
430
Tyr
Thr
Thr
Asn
Phe
510
Ala
Glu
Leu
Gly
Ile
590
Arg
Met
Leu
Gly
Glu
670
Ser

Ser

Pro

Met
Asn
Leu
Thr
415
Tyr
Val
Arg
Gly
Lys
495
Leu
Ala
Asp
Asp
Val
575
Phe
Leu
Arg
Arg
Val
655
Glu
Gly
Gln

Glu

Ser
Thr
Ala
400
Tyr
Ile
Tyr
Thr
Arg
480
Pro
Asn
Asp
Ile
Ala
560
Met
Asp
Phe
Ile
Ala
640
Thr
Asn
Thr

Arg

Ala
720
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Leu
Val
Gln

Trp

Asn
65

Gly
Asp
Ala
Glu
Asp
145
Leu
Tyr
Trp
Tyr
Asn
225
Leu
Lys
Val
Gly
Asn
305
Asn
Glu

<210> 3

<211>13
<212> PRT

Asn
Gly
Lys

Gly

50
Asp

Ser
Gly
Cys
Ala
130
Leu
Ile
Asn
Leu
Pro
210
Ala
Leu
Gln
Leu
Asp
290
Gly

Met

Asp

Gly
Asn
Tyr

35
Glu

Gly
Val
Ile
Leu
115
Glu
Pro
Thr
Ile
Pro
195
Ser
Ile
Phe
Asp
Gly
275
Met
Asn

Leu

Thr

<213> Flammulina velutipes

<400> 3

<210> 4
<211> 14

Phe
Leu
20

Val

Ser

Asn
Gly
Val
100
Arg
Phe
Gln
Gly
Ser
180
Thr
Asp
Thr
Gln
Ile
260
Ser
Ser
Thr

Ala

Tyr
340

Gly
Gly
Gly

Ala

Thr
Ser
85

Asn
Thr
Val
Asn
Asn
165
Thr
Ala
Pro
Pro
Thr
245
Tyr
Phe
Asp
Gly
Phe

325
Arg
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Phe
Leu
Ala

Gly

Glu
70

Tyr
Lys
Ala
Trp
Leu
150
Cys
Asp
Ser
Ser
Gln
230
Ser
Thr
His
Tyr
Ile

310
Ser

Leu
Gln
Phe

Ala

55
Gly

Gly
Thr
Asp
Thr
135
Ile
Gly
Ala
Asp
Gln
215
Tyr
Arg
Tyr
Ala
Leu
295

Ser

Asp

Ala
Asp
Gly

40
Glu

Leu
Gly
Gly
Phe
120
Pro
Leu
Asp
Glu
Ala
200
Gly
Lys
Arg
Ile
Ser
280
Ile

Trp

Asp

Ser
Gln
25

Gly

Ala

Tyr
Leu
Cys
105
Asp
Arg
Gln
Glu
Phe
185
Glu
Ser
Arg
Tyr
His
265
Asp
Arg

Pro

Glu

Lys
10

Arg
Asp

Val

Arg
Glu
90

Ser
Thr
Phe
Gly
Gly
170
Lys
Ile
Pro
Ser
Leu
250
Asn
Leu
Phe

Lys

Ala
330

Glu
Leu
Pro

Val

Ala
75

Asn
Asn
Leu
Asp
Lys
155
Thr
Thr
Asp
Phe
Ala
235
Ile
Arg
Val
Val
Trp

315
Val

Val
Ala
Thr

Tyr

60
Ala

Gly
Ala
Lys
Gly
140
Val
Leu
Phe
Arg
Asp
220
Ala
Asn
Gln
Asn
Ala
300

Thr

Pro

Lys
Leu
Lys

45
His

Phe
Gln
Ser
Ala
125
Ala
Ala
Tyr
Leu
Leu
205
Thr
Leu
Glu
Arg
Val
285
Thr

Ser

Leu

Glu
Lys
30

Val

Met

Ala
Asp
Asp
110
Ala
Leu
Asp
Ser
Gln
190
Leu
Gly
Leu
Leu
Arg
270
Tyr
Leu

Glu

Ser

Ala
15

Trp
Thr

Val

Gln
Ala
95

Thr
Ile
Phe
Val
Ile
175
Thr
Ala
Ser
Gly
Ser
255
Leu
Gly
Asp

Ala

Leu
335

Ala Ala Ile Asp Glu Ala Glu Phe Val Trp Thr Pro Arg
10

1

5

24

Gly
Ile
Ile

Ser

Ser
80

Tyr
Leu
Asp
Ser
Pro
160
Ser
Arg
Leu
Asp
Asp
240
Gly
Pro
Gly
Pro
Pro

320
Thr
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<212> PRT
<213> Flammulina velutipes

<400> 4

Thr Gly Cys Ser Asn Ala Ser Asp Thr Leu Ala Cys Leu Arg
1 5 10

<210>5

<211>13

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 5

Glu Ala Gly Val Gly Asn Leu Gly Leu Gln Asp Gln Arg
1 5 10

<210>6

<211>8

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 6

Thr Ala Asp Phe Asp Thr Leu Lys
1 5

<210>7

<211>11

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 7

Tyr Val Gly Ala Phe Gly Gly Asp Pro Thr Lys
1 5 10

<210>8

<211>18

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 8

Phe Asp Gly Ala Leu Phe Ser Asp Leu Pro Gln Asn Leu Ile Leu Gln
1 5 10 15
Gly Lys

<210>9

<211>28

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 9

25
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15

20

25

30

35

40

45

Leu Leu Ala
1
Thr Gly Ser

<210> 10

<211>17

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 10

Phe Val Ala
1
Lys

<210> 11

<211> 14

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 11

Ser Ala

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 12

<210> 13

<211>12

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<400> 13

Trp
1

<210> 14

<211> 725

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<220>
<223> Lipasa

<400> 14

ES 2763202 T3

Leu Tyr Pro Ser Asp Pro Ser Gln Gly Ser Pro Phe Asp
5 10 15

Asp Asn Ala Ile Thr Pro Gln Tyr Lys

20 25

Thr Leu Asp Pro Asn Gly Asn Thr Gly Ile Ser Trp Pro
5 10 15

Ala Leu Leu Gly Asp Leu Leu Phe Gln Thr Ser Arg
5 10

Tyr Leu Ile Asn Glu Leu Ser Gly Lys
1 5

Leu Pro Thr Ala Ser Asp Ala Glu Ile Asp Arg
5 10

26



Met
Glu
Gly
Thr
Gln
65

Gly
Gly
Gly
Ala
Thr
145
Ser

Asn

Thr

Thr
Asp
Ala
Ser
50

Glu
Phe
Leu
Ala
Gly
130
Glu
Tyr
Lys

Ala

Arg
Cys
Gln
35

Glu
Pro
Leu
Gln
Phe
115
Ala
Gly
Gly

Thr

Asp

Ala
Leu
20

Leu
Tyr
Val
Ala
Asp
100
Gly
Glu
Leu
Gly
Gly

180
Phe

Pro
Thr
Pro
Asn
Ile
Ser
85

Gln
Gly
Ala
Tyr
Leu
165

Cys

Asp

ES 2763202 T3

Leu
Ile
Val
Gly
Tyr
70

Lys
Arg
Asp
Val
Arg
150
Glu

Ser

Thr

Pro
Asn
Val
Thr
55

Val
Glu
Leu
Pro
Val
135
Ala
Asn

Asn

Leu

His
Val
Ala
40

Ser
Ser
Val
Ala
Thr
120
Tyr
Ala
Gly

Ala

Lys

Leu
Val
25

Val
Ile
Phe
Lys
Leu
105
Lys
His
Phe
Gln
Ser

185
Ala

27

Ser
10

Lys
Ser
Val
Asn
Glu
90

Lys
Val
Met
Ala
Asp
170
Asp

Ala

His
Pro
Ser
Ser
Tyr
75

Ala
Trp
Thr
Val
Gln
155
Ala

Thr

Ile

His
Ala
Phe
Arg
60

Arg
Gly
Ile
Ile
Ser
140
Ser
Tyr

Leu

Asp

Gly
Asn
Glu
45

Ser
Leu
Val
Gln
Trp
125
Asn
Gly
Asp

Ala

Glu

Pro
Val
30

Val
Leu
Asn
Gly
Lys
110
Gly
Asp
Ser
Gly
Cys

190
Ala

Thr
15

Glu
Gly
Glu
Gly
Asn
95

Tyr
Glu
Gly
Val
Ile
175

Leu

Glu

Ser
Glu
Gly
Leu
Phe
80

Leu
Val
Ser
Asn
Gly
160
Val

Arg

Phe
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195 200 205
Val Trp Thr Pro Arg Phe Asp Gly Ala Leu Phe Ser Asp Leu Pro Gln
210 215 220
Asn Leu Ile Leu Gln Gly Lys Val Ala Asp Val Pro Leu Ile Thr Gly
225 230 235 240
Asn Cys Gly Asp Glu Gly Thr Leu Tyr Ser Ile Ser Tyr Asn Ile Ser
245 250 255
Thr Asp Ala Glu Phe Lys Thr Phe Leu Gln Thr Arg Trp Leu Pro Thr
260 265 270
Ala Ser Asp Ala Glu Ile Asp Arg Leu Leu Ala Leu Tyr Pro Ser Asp
275 280 285
Pro Ser Gln Gly Ser Pro Phe Asp Thr Gly Ser Asp Asn Ala Ile Thr
290 295 300
Pro Gln Tyr Lys Arg Ser Ala Ala Leu Leu Gly Asp Leu Leu Phe Gln
305 310 315 320
Thr Ser Arg Arg Tyr Leu Ile Asn Glu Leu Ser Gly Lys Gln Asp Ile
325 330 335
Tyr Thr Tyr Ile His Asn Arg Gln Arg Arg Leu Pro Val Leu Gly Ser
340 345 350
Phe His Ala Ser Asp Leu Val Asn Val Tyr Gly Ser Gly Asp Met Ala
355 360 365
Asp Tyr Leu Ile Arg Phe Val Ala Thr Leu Asp Pro Asn Gly Asn Thr
370 375 380
Gly Ile Ser Trp Pro Lys Trp Thr Ser Glu Ala Pro Asn Met Leu Ala
385 390 395 400
Phe Ser Asp Asp Glu Ala Val Pro Leu Ser Leu Thr Glu Asp Thr Tyr
405 410 415
Arg Lys Glu Ala Met Ala Ala Ser Gly Met Thr Gln Ser Cys Tyr Ile
420 425 430
Tyr Val Trp Gln Arg Gln Ile Lys Ala Leu Leu Glu Ala Tyr Val Tyr
435 440 445
Gly Arg Tyr Pro Asp Arg Ser Ser Glu Lys Val Thr Ala Thr Arg Thr
450 455 460
Gly Asn Thr Val Ser Ile Thr Val Thr Ala Lys Gly Lys Thr Gly Arg
465 470 475 480
Phe Ser Ala Thr Leu Ala Leu Pro Ser Gly Ala Ser Asn Asp Lys Pro
485 490 495
Val Pro Ala Val Ile Val Ile Gly Phe Ala Asp Ser Thr Phe Leu Asn
500 505 510
Asn Gly Ile Ala Gln Ala Thr Phe Asp Ala Asn Ser Val Ala Ala Asp
515 520 525
Ser Thr Ser Lys Thr Gly Ala Phe Arg Asn Ile Tyr Ser Glu Asp Ala
530 535 540
Gly Ser Leu Leu Ala Trp Gly Trp Gly Ser His Arg Val Leu Asp Ala
545 550 555 560
Leu Glu Leu Val Ala Pro Glu Ile Asp Ser Thr Arg Val Gly Val Met
565 570 575
Gly Cys Ser Arg Tyr Gly Lys Gly Ala Leu Ala Ala Gly Ile Phe Asp
580 585 590
Asp Arg Leu Val Glu Thr Lys Gly Leu Ala Pro Trp Ser Arg Leu Phe
595 600 605
Leu Gly Gly Gln Lys Arg Ala Cys Lys Thr Ile Ser Pro Met Arg Ile
610 615 620
Val Phe Pro Trp Met Pro Thr Ser Ser Pro Leu Leu Leu Pro Arg Ala
625 630 635 640
Pro Gln Phe Gly Ile Lys Met Asn Pro Glu Gly Val Ala Gly Val Thr
645 650 655
Phe Pro Ala Thr Gln Ala Val Tyr Lys Phe Leu Gly Ala Glu Ala Asn
660 665 670
Ile Gly Val Ala Leu Arg Asn Ser Gly His Cys Asp Pro Ser Gly Thr
675 680 685
Thr Asn Val Leu Asp Phe Val Lys Ser Val Leu Leu Gly Ser Gln Arg
690 695 700

28
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Thr Arg Asn Tyr Thr Thr Ile Ser Pro Tyr Gln Ala His Pro Glu Ala

705 710 715 720
Tyr Pro Trp Ala Ile
725
<210> 15
<211> 4305
<212> ADN

<213> Flammulina velutipes

<220>
<223> ADN gendmica de lipasa

<400> 15

29



atgactaggg
tgctatttac
ttgctggege
acagtgccac
tcgctaaatce
gtctagtgca
cttcgaggeg
tgaagttatt
cttcaatcct
gtgaagctaa
agagggagct
tactgatgtt
ttactttgac
gagtaagttg
taacggtacg
ctttaactat
gacgatccce
ggcaacttgg
tcaacgattc
cggagatcct
atccgtacat
gtttcgaacg
gtcggttcect

aggatgctac

cgccattacce
ttccatctct
tgcttetget
agttactggt
gatgtgaggc
aacgaatcac
accgectttg
cagcgaattc
agtggtccga
catcggtgtce
caacttcctg
gagtttcttce
ccgtgecatct
gtaccgccaa
agcatcgtat
cgtctcaacg
tcgtaggcett
gcttacagga
acagaacggt
accaaagtaa
atgtcagatg
atggtaacac
atggcggtct

ctaattgttc

ES 2763202 T3

acatctttce
cacgcgatgce
gcaagcatct
gttgaaagcg
ttctacgtce
ggttacaact
ggcccgettg
ttccacagga
cttcggaaga
taggtttgac
ttgttgcggt
tactatagtg
aacccgatgt
agcgtegttg
cgeggteect
gtacgtttca
cggattcctg
tcgtaagtceg
tggccctcaa
caatgtaagt
gggagaatct
ggagggccte
tgaaaatgga

tacgcagcct

caccagtata
atcctcagcet
ccgeecegtge
ggggcgttge
tgtcataaat
tccagtgcece
cgttcggaag
aacgatcgag
ttgtgaggtt
gataaacgtc
tagtatgttc
gatttatgga
tcaggcagct
cctgatacta
cgagctacag
ctgcagcaag
gcgagcaaag
ccacatcgtt
gtggatacag
tggttcagecg
gcgggagcgg
taccgagecgg
caagatggta

acgacgggat

30

taaaggtaaa
tctegtgget
ggcgcccact
ccaatttctc
acgcgtttat
gttgacgcgt
gaatccgagt
tttctegtcea
taggatgttt
gtcaagcccg
ttcecttttgg
ggtgcgaatt
ttgaagttgg
aaggaagatg
gaaccagtca
tgtacgctge
aagttaagga
tcttectetgt
aagtatgttg
tgtccatggg
aggcagttgt
ctttcgegea
aggactgctg

cgtcaacaag

gtgttcaacc
gctctcacte
gtttacttgg
gggataccat
acgaactaaa
attccgggac
ccctgecgat
atgttttagg
ggaggtggtg
cgaatgttga
gcctgttgga
ggtattgtag
cgggacctcce
attctaggta
tttatgtgtce
gaggccactt
agccggcegta
atacccaatc
gtgcattcgg
cagagacctc
ctaccacatg
atcgggectcg
ctcatcaatt

accggctgtt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440



ccaacgcttc
ctatcgacga
tcecctcagaa
ggcgtcegag
cgacgaggga
tctaagceccetg
tcgetggett
agacccctcee
caaacgttcc
caacgaactg
aactgggact
ggatcgttcce
ctcattcgtt
tggacgtcceg
cttacggagg
aacccatcgt
aattaatacc
gataaatgtg
ataggtatga
ttttcagcete
aagaagaccc
aaaagcgtga
tcececgagceat
cactctaaca
acatcgectceg
gactgcatcg
tcctgatgat
tggcecgcetac
ctctatcacc
ttcecgggget
aacttttctg

ttctacctecce

agataccctc
agcggaattt
ccttatattg
tgtgttcegtce
acactctatt
ttctaactgt
cccacagcat
caaggctcge
gcecgetttac
tcecggcaage
aacggattca
atgcttctga
tegtegecac
aagcaccaaa
atacatatcg
gaggttgtct
accctttteg
gcgcacctat
cccaatcatg
ttctctcata
aaagctgcca
tcgcgaacca
tttectgeag
atgctttaca
tctggtcaat
atccctctee
tgggcgtgte
cccgaccegtt
gtcaccgecga
tccaatgata
aataacggaa

aagacaggcg
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gcttgettge
gtatggacgce
cagggaaaag
ccatcgtaag
ccatcagcta
gtcgcagtac
ccgatgcaga
cattcgacac
taggagatct
aagatatcta
acgtgtagta
ccttgtcaat
actggatcct
catgctagca
caaggaggcc
acctgtatta
tttatgcatg
caatgcatca
ttacatatat
ttctcectaa
ggcagtggag
cggcagttta
aagagattta
caacgttctt
gcgcttcecact
cggatccctt
gacgcacaga
ctagcgagaa
aaggaaagac
aacccgtccce
ttgcgcagge

cgttcegecaa

gaaccgccga
cccgatttga
tagcggatgt
catgcttaac
taacattagg
cgacgccgag
gattgacagg
tggctctgac
actcttccaa
cacctacagt
cacaatcgtc
gtgtacggca
aacggaaata
ttcagcgatg
atggcggcett
gctggtacga
ccaggccacg
atgcaaggcc
gtctggcage
gtgttcaaac
tcecgagtegg
tecctetetge
agctggaact
ttcgatgata
tccttctect
cacattctac
gattaaggcce
agtcaccgcece
aggtcgattc
ggcggttatt
tacgttcgac

catctattct

31

tttcgacacc
tggtgcactce
ccccectgate
atcgtggcag
ttggggtgtg
tttaagacat
ctactagctt
aacgccataa
acttctecgga
aagtcgttca
agagaagact
gtggcgatat
ctgggatttc
acgaagccgt
ccggtgaggt
caccgteget
aatgcagatt
aactgtctac
gccgtaageca
gagatattca
acgcgaagca
tgacgaacgt
tgtaagctcce
ttcttggtac
cttccaggtt
aacggaacgg
ctcctegaag
actcgaacgg
tccgecacgt
gttatcggat

gctaacagtg

gaggatgctg

ttgaaagcgg
tttagcgacce
accggtacgt
gaaactgtgg
tctectgtgte
tcctacagac
tgtacccatce
cgccacagta
ggtacctgat
ggtcgacgag
ccecggtettg
ggctgattat
ctggccgaaa
cccactgagt
cttgtttgeg
ctttgaatcg
ttgaattttt
tgaccgttgg
tgattctgat
aagtctatgg
ctagcggtgt
ttgttecgtet
acctcgtact
tcttagcggt
acaacgacct
ccctcaccte
catacgtata
gaaataccgt
tagccctccee
ttgcecgacte
tggcggecga

gttcactttt

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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agcttgggga tggggatccc atcgtgtcct ggatgcgetce gagttggtcg cgcecctgagat 3420
tgattcgaca cgtgtgggtg ttatgggatg tagtcgatac gggaaaggtg ccctegetge 3480
tgggattttc gatgacagag tgtgttaaac ccctctctcet catagtactt gectgattttt 3540
gttatgtcegt tgcttteccece agatctegtt gacgatccecet atgtceccagtg gtgtgttggg 3600
cacttcacca attaggttcc attatgatca aggtcctatt gcacctctat gttgagcaat 3660
cgcagcacta atattgcttc catttagectg gtcgaaacga aaggcttggce tccatggtceg 3720
aggctattcc ttggtggaca aaagcgagct tgcaagacta tatccccgat gagaatcgtce 3780
ttccegtgga tgccaaccte ctcaccgetg ctgttgecce ggtaatttaa aaaaactcecce 3840
ctttaaatat tattctgaca gacactcgtg aagcgegecg cagtttggga tcaaggtgeg 3900
ccacatttac tacttcggga caacatctca attcaattca ggtcaaactg aataccaggt 3960
ttttgtcatc aaaaagagcc ttagtgcaat ctctgactgt tgcggatacg tagatgaacc 4020
cagagggtgt ggcaggcgtt accttccectg ctactcaage agtatacaag ttccttggeg 4080
ctgaagcaaa tatcggagtt gcactccgta acagtgggca ctgcgatcct tctggaacgt 4140
aggtaattct gcctatattt gaagatctca tactgataga gcatggatag aactaatgta 4200
ttggacttcg tcaagtcagt ccttcecttgge tcgcagagga cacgcaacta cacaacgatc 4260
tctcegtate aggcgcatce tgaagcctac ccatgggcca tttga 4305

<210> 16

<211> 2177

<212> ADN

<213> Flammulina velutipes

<220>
<223> ADNCc de lipasa

<400> 16

32



atgactaggg
acgataaacg
gttagcagct
ccctecgaget
gattcctgge
aacggttggce
aagtaacaat
acgatggtaa
cctatggecgg

gttccaacge

cgccattacce
tcgtcaagee
ttgaagttgg
acaggaacca
gagcaaagaa
cctcaagtgg
atggggagaa

cacggagggc

tcttgaaaat

ttcagatacc
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acatctttce
cgcgaatgtt
cgggacctcce
gtcatttatg
gttaaggaag
atacagaagt
tctgcgggag
ctctaccgag
ggacaagatg

ctcgettget

caccatggtc
gaagagggag
ggtataacgg
tgtcctttaa
ccggegtagyg
atgttggtgce
cggaggcagt
cggctttege
cctacgacgg

tgcgaaccge

33

cgacttcgga
ctcaacttcce
tacgagcatc
ctatcgtctc
caacttgggce
attcggcgga
tgtctaccac
gcaatcggge
gatcgtcaac

cgatttcgac

agattgtttg
tgttgttgeg
gtatcgcggt
aacggcttcg
ttacaggatc
gatcctacca
atggtttcga
tcggteggtt
aagaccggct

accttgaaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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cggctatcga cgaagcggaa tttgtatgga cgccccgatt tgatggtgca ctcetttageg 660
acctccctca gaaccttata ttgcagggaa aagtagcgga tgtccccectg atcaccggaa 720
actgtggcga cgagggaaca ctctattcca tcagctataa cattagtacc gacgeccgagt 780
ttaagacatt cctacagact cgctggcttc ccacagcatc cgatgcagag attgacaggce 840
tactagcttt gtacccatca gacccctcce aaggcectcecgece attcgacact ggcectctgaca 900
acgccataac gccacagtac aaacgttccg ccgectttact aggagatcta ctcecttccaaa 960
cttctecggag gtacctgatc aacgaactgt ccggcaagca agatatctac acctacatac 1020
acaatcgtca gagaagactc ccggtcttgg gatcgttcca tgcecttctgac cttgtcaatg 1080
tgtacggcag tggcgatatg gctgattatc tcattcgttt cgtcgccaca ctggatccta 1140
acggaaatac tgggatttcc tggccgaaat ggacgtccga agcaccaaac atgctagcat 1200
tcagcgatga cgaagccgtce ccactgagtc ttacggagga tacatatcgc aaggaggcca 1260
tggcggecttce cggtatgacc caatcatgtt acatatatgt ctggcagcge cagattaagg 1320
ccctectecga agcatacgta tatggecget accccgaccg ttctagecgag aaagtcacceg 1380
ccactcgaac gggaaatacc gtctctatca ccgtcaccge gaaaggaaag acaggtcgat 1440
tctcecgecac gttagececte cecttececgggg cttccaatga taaacccecgtce ccggeggtta 1500
ttgttatcgg atttgccgac tcaacttttcec tgaataacgg aattgcgcag gctacgttceg 1560
acgctaacag tgtggcggcc gattctacct ccaagacagg cgcgttccge aacatctatt 1620
ctgaggatgc tggttcactt ttagcttggg gatggggatc ccatcgtgtc ctggatgege 1680
tcgagttggt cgcgecctgag attgattcga cacgtgtggg tgttatggga tgtagtcgat 1740
acgggaaagg tgccctcget gectgggattt tcgatgacag actggtcgaa acgaaaggcet 1800
tggctccatg gtcgaggcta ttcecttggtg gacaaaagcg agcecttgcaag actatatccce 1860
cgatgagaat cgtcttceceg tggatgccaa cctecctcace getgetgttg ceccecgegege 1920
cgcagtttgg gatcaagatg aacccagagg gtgtggcagg cgttaccttc cctgetacte 1980
aagcagtata caagttcctt ggcgctgaag caaatatcgg agttgcactc cgtaacagtg 2040
ggcactgcga tccttctgga acaactaatg tattggactt cgtcaagtca gtccttcettg 2100
gctcgcagag gacacgcaac tacacaacga tctctcegta tcaggcgcat cctgaagect 2160
acccatgggce catttga 2177

<210> 17

<211> 341

<212> PRT

<213> Flammulina velutipes

<220>
<223> Fragmento de SEQ ID NO: 14

34



<400> 17

Leu
Val
Gln
Trp
Asn
65

Gly
Asp
Ala
Glu
Asp
145
Leu
Tyr
Trp
Tyr
Asn
225
Leu
Lys
Val
Gly
Asn
305

Asn

Glu

Asn
Gly
Lys
Gly
Asp
Ser
Gly
Cys
Ala
130
Leu
Ile
Asn
Leu
Pro
210
Ala
Leu
Gln
Leu
Asp
290
Gly

Met

Asp

Gly
Asn
Tyr
35

Glu
Gly
Val
Ile
Leu
115
Glu
Pro
Thr
Ile
Pro
195
Ser
Ile
Phe
Asp
Gly
275
Met
Asn

Leu

Thr

Phe
Leu
20

Val
Ser
Asn
Gly
Val
100
Arg
Phe
Gln
Gly
Ser
180
Thr
Asp
Thr
Gln
Ile
260
Ser
Ala
Thr

Ala

Tyr
340

Gly
Gly
Gly
Ala
Thr
Ser
85

Asn
Thr
Val
Asn
Asn
165
Thr
Ala
Pro
Pro
Thr
245
Tyr
Phe
Asp
Gly
Phe

325
Arg
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Phe
Leu
Ala
Gly
Glu
70

Tyr
Lys
Ala
Trp
Leu
150
Cys
Asp
Ser
Ser
Gln
230
Ser
Thr
His
Tyr
Ile

310
Ser

Leu
Gln
Phe
Ala
55

Gly
Gly
Thr
Asp
Thr
135
Ile
Gly
Ala
Asp
Gln
215
Tyr
Arg
Tyr
Ala
Leu
295

Ser

Asp

Ala
Asp
Gly
40

Glu
Leu
Gly
Gly
Phe
120
Pro
Leu
Asp
Glu
Ala
200
Gly
Lys
Arg
Ile
Ser
280
Ile

Trp

Asp

Ser
Gln
25

Gly
Ala
Tyr
Leu
Cys
105
Asp
Arg
Gln
Glu
Phe
185
Glu
Ser
Arg
Tyr
His
265
Asp
Arg

Pro

Glu

35

Lys
10

Arg
Asp
Val
Arg
Glu
90

Ser
Thr
Phe
Gly
Gly
170
Lys
Ile
Pro
Ser
Leu
250
Asn
Leu
Phe

Lys

Ala
330

Glu
Leu
Pro
Val
Ala
75

Asn
Asn
Leu
Asp
Lys
155
Thr
Thr
Asp
Phe
Ala
235
Ile
Arg
Val
Val
Trp

315
Val

Val
Ala
Thr
Tyr
60

Ala
Gly
Ala
Lys
Gly
140
Val
Leu
Phe
Arg
Asp
220
Ala
Asn
Gln
Asn
Ala
300

Thr

Pro

Lys
Leu
Lys
45

His
Phe
Gln
Ser
Ala
125
Ala
Ala
Tyr
Leu
Leu
205
Thr
Leu
Glu
Arg
Val
285
Thr

Ser

Leu

Glu
Lys
30

Val
Met
Ala
Asp
Asp
110
Ala
Leu
Asp
Ser
Gln
190
Leu
Gly
Leu
Leu
Arg
270
Tyr
Leu

Glu

Ser

Ala
15

Trp
Thr
Val
Gln
Ala
95

Thr
Ile
Phe
Val
Ile
175
Thr
Ala
Ser
Gly
Ser
255
Leu
Gly
Asp

Ala

Leu
335

Gly
Ile
Ile
Ser
Ser
80

Tyr
Leu
Asp
Ser
Pro
160
Ser
Arg
Leu
Asp
Asp
240
Gly
Pro
Ser
Pro
Pro

320
Thr
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REIVINDICACIONES
1. Uso de una lipasa aislada derivada de un basidiomiceto para la produccién de queso.

2. Procedimiento para la produccién de queso, que comprende la accién de una lipasa aislada, derivada
de un basidiomiceto sobre un producto base de la produccion de queso, preferiblemente sobre la leche.

3. Uso segun la reivindicacion 1 o procedimiento segun la reivindicacion 2, donde el queso es un queso
blando, queso en lonchas semiblando, queso en lonchas o queso duro,
donde el queso es preferiblemente un queso en salmuera, p. €]. feta.

4, Uso segun la reivindicacién 1 o 3 o procedimiento segun la reivindicacién 2 o 3, donde el basidiomiceto
esta seleccionado del grupo que comprende Flammulina spp., Pleurotus spp., Agrocybe spp., Armillaria spp.,
Auricularia spp., Clitocybe spp., Fistulina spp., Hericium spp., Hypholoma spp., Hypsizygus spp., Kuehneromyces spp.,
Laetiporus spp., Lactarius spp., Lentinula spp., Lentinus spp., Lycoperdon spp., Macrolepiota spp., Phallus spp.,
Piptoporus spp., Panellus spp., o Polyporus spp.,

preferiblemente seleccionado del grupo que comprende Flammulina velutipes, Pleurotus citrinopileatus, Agrocybe
aegerita, Armillaria bulbosa, Armillaria gallica, Armillaria melea, Auricularia fuscosuccinea, Clitocybe geotropa,
Fistulina hepatica, Hericium erinaceus, Hericium cirrhatum, Hericium coralloides, Hypholoma capnoides, Hypsizygus
tessulatus, Kuehneromyces mutabilis, Laetiporus sulphureus, Lactarius deliciosus, Lentinula edodes, Lentinus
squarrolusus, Lycoperdon pyriforme, Macrolepiota procera, Phallus impudicus, Piptoporus betulinus, Pleurotus eryngii,
Pleurotus flabellatus, Pleurotus ostreatus, Panellus serotinus, o Polyporus umbellatus,

en la mayoria de los casos preferiblemente Flammulina velutipes o Pleurotus citrinopileatus.

5. Uso segun la reivindicacion 1 o 3-4 o procedimiento segun la reivindicacion 2-4, donde la lipasa esta
aislada de un cultivo de basidiomicetos.

6. Uso segun la reivindicacién 1 o 3-4 o procedimiento segun la reivindicacién 2-4, donde la lipasa se
produjo usando organismos modificados genéticamente seleccionados del grupo que comprende levaduras y
bacterias.

7. Uso segln la reivindicacion 1 o 3-6 o procedimiento segun la reivindicacion 2-6, donde la produccion de
gueso comprende las etapas siguientes:

a) facilitacion de un producto base de queso que comprende leche de queseria,
b) coagulacién del producto base de queso, donde se origina una gelatina,

c) corte de la gelatina,

d) moldeado,

e) salazon, y

f) maduracion,

donde un producto base de la produccién de queso entra en contacto con una lipasa derivada de un basidiomiceto en
una de las etapas a, b, c o d, preferiblemente en la etapa b.

8. Uso segun la reivindicacién 1 o 3-7 o procedimiento segun la reivindicacion 2-7, donde la lipasa genera
un aroma en la produccion de queso,

donde el aroma esta caracterizado preferiblemente por la presencia de acidos grasos de acido acético, acido butirico,
acido caproico, acido caprilico y acido céaprico.

9. Uso segun la reivindicacién 1 o 3-8 o procedimiento segun la reivindicacién 2-8, donde la lipasa se
afiade en una concentracion final de 70 - 285 UI/L, referido al caprilato en 3 | de producto base de queso.

10. Uso segun la reivindicacion 1 o 3-9 o procedimiento segun la reivindicacién 2-9,

donde el queso se produce con leche seleccionada del grupo que comprende leche de vaca, leche de oveja, leche de
cabra, leche de bufala y una leche vegetal, como leche de soja y/o

donde la leche tiene un contenido de grasa de al menos 1,7 % (v/v), preferiblemente de al menos 3,5 % (v/v).

11. Uso segun la reivindicacion 1 o 3-10 o procedimiento segun la reivindicaciéon 2-10, donde la lipasa se
puede producir mediante un procedimiento para la produccion de una lipasa derivada de un basidiomiceto a partir de
un cultivo de basidiomicetos, que comprende las etapas siguientes:

i. cultivo de un basidiomiceto en un medio, preferiblemente medio de peptona y extracto de malta, que comprende
un inductor para el aumento de la secrecion de lipasas,

ii. aislamiento del sobrenadante del cultivo que comprende las lipasas,

iii. precipitacion de proteinas,
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iv. concentracion, y
v. purificacion de la lipasa,

donde las etapas iii.-v. se pueden realizar en cualquier orden o simultaneamente.

12. Lipasa aislada, derivada de un basidiomiceto, preferiblemente Pleurotus citrinopileatus o Flammulina
velutipes, que es capaz de liberar los acidos grasos libres de acido acético, acido butirico, acido caproico, acido
caprilico y acido céaprico a partir de triglicéridos.

13. Lipasa segun la reivindicacién 12, que comprende una secuencia de aminoacidos, que presenta una
identidad de al menos el 80% con una secuencia de SEQ ID NO:2,

donde la lipasa esta derivada de un basidiomiceto, p. ej. a partir de Flammulina velutipes, donde la lipasa no presenta
la SEQ ID NO: 1 o i) esta acoplada en una secuencia de aminoacidos, que facilita la purificacion y/o ii) se produjo en
bacterias o levaduras modificadas genéticamente;

donde, preferiblemente, la lipasa presenta una identidad de secuencia de al menos el 98% con la SEQ ID NO: 14 o es
un fragmento de al menos 30 kDa de una proteina, que presenta una identidad de secuencia de al menos el 98% con
la SEQ ID NO: 14, y/o una identidad de secuencia de al menos el 99,5% a la SEQ ID NO: 17.

14. Vector de expresion, que codifica una lipasa segun la reivindicacion 13 o célula huésped transformada,
que comprende un vector de expresion semejante, donde la célula huésped esta seleccionada del grupo que
comprende bacterias y levaduras.

15. Uso segun la reivindicacion 1 o 3-10 o procedimiento segun la reivindicaciéon 2-10, donde la lipasa se
puede producir mediante un procedimiento para la produccién de una lipasa derivada de basidiomicetos, que
comprende las etapas siguientes:

I. cultivo de la célula huésped segun la reivindicacién 14, y
ii. aislamiento de la lipasa a partir del cultivo.

16. Procedimiento para la producciéon de un producto de suero seleccionado del grupo que comprende
suero, lactosa o proteina de suero, en el que se usa una lipasa derivada de un basidiomiceto segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 o 13, para la produccion de queso, y se separa el suero.

17. Queso, que comprende &cidos graso del grupo que se compone de acido caproico, acido caprilico, acido
caprico, acido acético y acido butirico y una lipasa derivada de un basidiomiceto segun cualquiera de las
reivindicaciones 12 o 13, opcionalmente obtenible mediante un procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones
2-10.
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Fig. 1C
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Fig.2 A
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Fig.3 A
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Fig. 8
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Fig. 9 A
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Fig. 9D
Acido caproico
Acido butirico Acido caprilico
Acido acético l Alcido caprico
Acido caproico
Acido butirico Acido caprilico
Acido acético i\cido caprico
X
. v
Acido caproico
Acido butirico Acido caprilico
Acido acético l ﬁicido caprico
b } l l T
Acido caproico
izcido caprilico
.o, . k 4
Acido butirico Acido cprico
Acido acétitil \
EETAY I . k KLL 1 [kii

¥ 1 L 4 T

10 20 30 40
Conteos vs tiempo de adquisicion [min]

51




Fig. 9E

ES 2763202 T3

Acido caproico

Acido butirico

Acido acéti(<: \

) i

Acido caprilico
l Acido caprico
f

Acido caproico

Acido butirico i

Acido acético \
3
L

-

Acido caprilico

l Acido caprico

/

]

Acido caproico

Acido butirico l

Acido acético \
3
N

-

Acido caprilico
l Acido caprico

'

|,

Acido caproico -

Acido caprilico

" Acido caprico
Acido butirico
Acido acético
.i‘Al Lﬁk_LJ_,l L,
10 20 30 40 50

Conteos vs tiempo de adquisicion

52

[min]




ES 2763202 T3

Valor de PH
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