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DESCRIPCIÓN 
 
Glucoamilasa de Trichoderma reesei y homólogos de la misma 
 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 
 
[0001] La presente invención se refiere a composiciones de nuevas enzimas que comprenden una glucoamilasa y 
una alfa amilasa útiles para la producción de glucosa y otros productos finales a partir de almidón. Las 
composiciones de enzimas son adecuadas para utilizar en varios procesos y son particularmente adecuadas para 
utilizar bajo condiciones de procesamiento convencional de almidón a alta temperatura y bajo condiciones de 10 
procesamiento de almidón sin cocción o baja temperatura. 
 
ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 
 
[0002] Las enzimas de glucoamilasa (α-1,4-glucano glucohidrolasas, E.C.3.2.1.3.) son carbohidrasas que hidrolizan 15 
el almidón que actúan de forma exógena. Las glucoamilasas catalizan la eliminación de unidades sucesivas de 
glucosa desde los extremos no reductores de almidón u oligomoléculas y polisacáridos relacionados y pueden 
hidrolizar enlaces glicosídicos tanto lineales como ramificados de almidón (amilasa y amilopectina). 
 
[0003] Las glucoamilasas son producidas por numerosas cepas de bacterias, hongos, levadura y plantas. Las 20 
glucoamilasas particularmente interesantes son enzimas fúngicas que son producidas extracelularmente, por 
ejemplo, de cepas de Aspergillus (Boel et al., (1984) EMBO J. 3:1097-1102; Hayashida et al (1989) Agric. Biol. 
Chem. 53:923 - 929; USP 5,024,941; USP 4,794,175; y WO 88/09795), Talaromyces (USP 4,247,637; USP 
6,255,084 y USP 6,620,924), Rhizopus (Ashikari et al. (1986) Agric. Biol. Chem. 50:957 - 964; Ashikari et al. (1989) 
App. Microbiol. and Biotech. 32:129 - 133 y USP 4,863,864), Humicola (WO05/052148 y USP 4,618,579) y Mucor 25 
(Houghton-Larsen et al., (2003) Appl. Microbiol. Biotechnol., 62: 210- 217). Muchos de los genes que codifican estas 
enzimas se han clonado y expresado en células de levadura y fúngicas. 
 
[0004] Las glucoamilasas comerciales son enzimas muy importantes que se han utilizado en una amplia variedad de 
aplicaciones que requieren la hidrólisis de almidón. Las glucoamilasas se utilizan para la hidrólisis de almidón para 30 
producir edulcorantes de maíz con alto contenido de fructosa, y edulcorantes de maíz que comprenden por encima 
del 50% del mercado de edulcorantes de Estados Unidos. En general, los procesos que hidrolizan el almidón 
implican la utilización de alfa amilasas para hidrolizar el almidón en dextrinas y las glucoamilasas para hidrolizar las 
dextrinas a glucosa. A continuación, la glucosa se convierte en fructosa mediante otras enzimas, tales como 
glucosas isomerasas. La glucosa producida por glucoamilasas también se puede cristalizar o utilizar en 35 
fermentaciones para producir otros productos finales, tales como ácido cítrico, ácido ascórbico, ácido glutámico, 1,3-
propanodiol y otros. Las glucoamilasas se utilizan en la producción de alcohol, tal como la producción de cerveza y 
la producción de sake. Las glucoamilasas también se utilizan en la producción de etanol para combustible y para el 
consumo. Recientemente, se han utilizado las glucoamilasas en procesos a baja temperatura para la hidrólisis de 
almidón granular (no cocinado). Las glucoamilasas también se utilizan en la preparación de alimentos de animales 40 
como aditivos alimenticios o como componentes de alimentos líquidos para animales de ganado. 
 
[0005] Aunque las glucoamilasas se han utilizado de manera satisfactoria durante mucho tiempo, aún existe la 
necesidad de nuevas glucoamilasas útiles. La presente invención se basa en el descubrimiento de composiciones 
de nuevas enzimas adecuadas para utilizar en varias aplicaciones y particularmente procesos de conversión de 45 
almidón. 
 
DESCRIPCIÓN RESUMIDA DE LA INVENCIÓN 
 
[0006] La presente invención proporciona composiciones de enzimas y métodos de utilización de dichas 50 
composiciones de enzimas, tal como se define en las reivindicaciones. 
 
[0007] La presente invención se refiere a una enzima que tiene actividad de glucoamilasa que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 4 o secuencias sustancialmente homólogas a la misma y variantes 
alélicas y fragmentos biológicamente funcionales de las mismas. 55 
 
[0008] En otra realización, la presente invención se refiere a procesos de conversión de almidón que utilizan 
preparaciones de enzimas de la invención. En algunas realizaciones, la composición se puede utilizar en un proceso 
de conversión de almidón o almidón parcialmente utilizado en un jarabe que contiene dextrosa. La composición se 
puede utilizar en un proceso para producir jarabes especializados. En realizaciones adicionales, la composición se 60 
puede utilizar en una fermentación para producir productos finales, tales como alcoholes y particularmente etanol. 
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BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
[0009] 
 
Las figuras 1A - B muestran secuencia de ADN genómico (SEC ID NO: 1) que codifican la glucoamilasa de 5 
Trichoderma reesei de la figura 3. 
 
Las  figuras 2A - B muestran la secuencia de ADN sin intrones (SEC ID NO: 2) que codifica la glucoamilasa de 
Trichoderma reesei de la figura 3. 
 10 
La figura 3A muestra la secuencia de aminoácidos deducida (SEC ID NO: 3) de la glucoamilasa de Trichoderma 
reesei que tiene 632 aminoácidos, donde 
la secuencia señal (SEC ID NO: 38) está en negrita y está representada por las posiciones de residuos 1 - 20; 
la prosecuencia (SEC ID NO: 39) está en negrita y subrayada y representada por las posiciones de residuos 21 - 33; 
el dominio catalítico (SEC ID NO: 40) está representada por las posiciones de residuos 34 - 486; 15 
la región adaptadora (SEC ID NO: 41) está en cursiva y representada por las posiciones de residuos 487 - 523; y 
el dominio de unión a almidón (SEC ID NO: 42) está en cursiva y subrayada y representada por las posiciones de 
residuos 524 - 632. 
 
El residuo de aminoácido N-terminal de la proteína madura representada por la posición de residuo 34 es serina. 20 
 
La figura 3B muestra la secuencia de proteína madura deducida (SEC ID NO: 4) de la glucoamilasa de Trichoderma 
reesei de la figura  3A. La secuencia de la proteína madura incluye el dominio catalítico, que está subrayado (SEC 
ID NO: 40), la región adaptadora (SEC ID NO: 41) y el dominio de unión a almidón (SEC ID NO: 42). 
 25 
La figura 4 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2154 pb (SEC ID NO: 5) que codifica la glucoamilasa 
de Hypocrea citrina var. americana (GA102) (SEC ID. NO: 6). 
 
La figura 5 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2152 pb (SEC ID NO: 7) que codifica la glucoamilasa 
de Hypocrea vinosa (GA104) (SEC ID NO: 8). 30 
 
La figura 6 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2158 pb (SEC ID NO: 9) que codifica una 
glucoamilasa de Trichoderma sp. (GA105) (SEC ID NO: 10). 
 
La figura 7 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2144 pb (SEC ID NO: 11) que codifica una 35 
glucoamilasa de Hypocrea gelatinosa (GA107) (SEC ID NO: 12). 
 
La figura 8 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2127 pb (SEC ID NO: 13) que codifica una 
glucoamilasa de Hypocrea orientalis (GA108) (SEC ID NO: 14). 
 40 
La figura 9 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2139 pb (SEC ID NO: 15) que codifica una 
glucoamilasa de Trichoderma konilangbra (GA109) (SEC ID NO: 16). 
 
La figura 10 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2088 pb (SEC ID NO: 28) que codifica una 
glucoamilasa de Trichoderma sp. (GA113) (SEC ID NO: 29). 45 
 
La figura 11 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2141 pb (SEC ID NO: 30) que codifica  una 
glucoamilasa de Trichoderma harzianum (GA103) (SEC ID NO: 31). 
 
La figura 12 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2131 pb (SEC ID NO: 32) que codifica una 50 
glucoamilasa de Trichoderma longibrachiatum (GA124) (SEC ID NO: 33). 
 
La figura 13 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2151pb (SEC ID NO: 34) que codifica una 
glucoamilasa de Trichoderma asperellum (GA127) (SEC ID NO: 35). 
 55 
La figura 14 muestra la secuencia de ADN genómico que tiene 2142 pb (SEC ID NO: 36) que codifica una 
glucoamilasa de Trichoderma strictipilis (GA128) (SEC ID NO: 37). 
 
La figura 15A - I muestra las posibles secuencias de aminoácidos para las glucoamilasas codificadas por las 
secuencias de ADN de SEC ID NOs: 5, 7, 9, 11, 13, 15, 28, 30, 32, 34 y 36, que corresponden a las secuencias de 60 
aminoácidos de SEC ID NOs: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 29, 31, 33, 35 y 37 respectivamente, donde el péptido líder está 
en negrita y la prosecuencia está subrayada y en negrita para cada proteína. La secuencia de la proteína madura 
que excluye la secuencia líder y prosecuencia para cada proteína también está representada como la SEC ID NO: 
17 para (1) GA102; SEC ID NO: 18 para (2) GA104; SEC ID NO: 19 para (3) GA105; SEC ID NO: 20 para (4) 
GA107; SEC ID NO: 21 para (5) GA108; SEC ID NO: 22 para (6) GA109; SEC ID NO: 43 para (7) GA113; SEC ID 65 
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NO: 44 para (8) GA103; SEC ID NO: 45 para (9) GA124; SEC ID NO: 46 para (10) GA127 y SEC ID NO: 47 para 
(11) GA128. 
 
La figura 16 ilustra el gel SDS-PAGE utilizado para determinar el PM de la TrGA purificado, donde el carril 1 muestra 
la TrGA y el carril 2 muestra el marcador de peso molecular SeeBlue Plus 2 (Invitrogen). 5 
 
La figura 17A es un mapa del plásmido del vector de expresión de T. reesei, pTrex3g. 
 
La figura 17B es un mapa de plásmido que incluye el vector de expresión de T. reesei pNSP23, donde el gen de 
TrGA se clona en pTrex3g. 10 
 
La figura 18 muestra (A) el %  de actividad relativa de GA’ de la TrGA a 37°C desde pH 3 - 8 y (B) el % de actividad 
relativa de GA de la TrGA a pH 4,0 de 25°C a 78°C y se hace referencia al ejemplo 4. 
 
La figura 19 ilustra el gel SDS-PAGE utilizado para determinar la secreción glucoamilasas sustancialmente 15 
homólogas en la cepa (1A52) del huésped de Trichoderma, donde la banda a aproximadamente 62kDa representa 
glucoamilasa y el carril 1 representa GA104, el carril 2 representa GA105; el carril 3 representa GC107; el carril 4 
representa GA109; el carril 5 representa TrGA; el carril 6 representa una cepa huésped de control de Trichoderma 
reesei (1A52); y el carril 7 representa un marcador de peso molecular estándar. 
 20 
La figura 20 (A) ilustra la secuencia de aminoácidos (SEC ID NO: 26) para una glucoamilasa de Aspergillus niger 
que incluye la secuencia líder. El residuo de aminoácido N-terminal de la proteína madura está representada por la 
posición de residuo 25, A (alanina); la región adaptadora está subrayada y el dominio de unión a almidón está en 
cursiva. (B) ilustra la secuencia de aminoácidos para una alfa amilasa de Aspergillus kawachi (SEC ID NO: 27) que 
incluye la secuencia líder, donde la secuencia líder está en negrita y subrayada y está representada por los residuos 25 
de aminoácidos 1-21; la región adaptadora está subrayada y el dominio de unión a almidón está en cursiva. La 
proteína madura incluye el dominio catalítico, el adaptador y el dominio de unión a almidón. 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 
 30 
[0010] En algunos aspectos, la presente invención se refiere a técnicas de rutina y métodos utilizados en el campo 
de la ingeniería genética y biología molecular. Los siguientes recursos incluyen descripciones de metodología 
general útiles de acuerdo con la invención: Sambrook et al. Eds., MOLECULE CLONING: A LABORATORY 
MANUAL (3rd Ed. 2000); Kriegler M. Ed., GENE TRANSFER AND EXPRESSION: A LABORATORY MANUAL 
(1990); y Ausubel et al. Eds., SHORT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (5th Ed. 2002). Aunque se puede 35 
utilizar cualquier método y material similar o equivalente a los descritos aquí en la práctica o análisis de la invención, 
los métodos y materiales preferidos se describen a continuación. 
 
[0011] A menos que se defina lo contrario aquí, todos los términos técnicos y científicos utilizados aquí tienen el 
mismo significado entendido habitualmente por un experto en la materia a la que pertenece la invención. Singleton et 40 
al., et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY 2nd Ed, John Wiley and Sons, NY 
(1994) y Hale and Margham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY OF BIOLOGY (1991) Addison Wesley Pub. Co.  
proporcionan a un experto diccionarios de muchos de los términos utilizados en la descripción de esta invención. 
 
[0012] La presente invención se describirá en detalle a continuación a modo de referencia sólo utilizando las 45 
siguientes definiciones y ejemplos. 
 
[0013] Las formas singulares “un” “una” y “el/la” incluyen las referencias en plural a menos que el contenido 
dictamine claramente lo contrario. De este modo, por ejemplo, la referencia a una composición que contiene “un 
compuesto” incluye una mezcla de dos o más compuestos. Cabe indicar que el término “o” se utiliza en general en el 50 
sentido de incluir “y/o” a menos que el contenido dictamine claramente lo contrario. 
 
[0014] Los intervalos numéricos incluyen los números de los intervalos. 
 
[0015] A menos que se indique lo contrario, los ácidos nucleicos se escriben de izquierda a derecha en la orientación 55 
5’ a 3’; las secuencias de aminoácidos se escriben de izquierda a derecha en la orientación de amino a carboxilo, 
respectivamente. 
[0016] Los encabezamientos proporcionados aquí no son limitaciones de los diversos aspectos o realizaciones de la 
invención que se pueden haber proporcionado por referencia a la memoria en su totalidad. 
 60 
Definiciones 
 
[0017] El término "glucoamilasa" se refiere a la clase amiloglucosidasa de enzimas (E.C. 3.2.1.3, glucoamilasa, 1,4-
alfa-D-glucan glucohidrolasa). Estas enzimas liberan residuos glucosilo de los extremos no reductores de las 
moléculas de amilasa y amilopectina. 65 
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[0018] La frase “que tiene actividad hidrolizante de almidón granular” significa una enzima que es capaz de hidrolizar 
el almidón en forma granular. 
 
[0019] La frase "grupo de la familia de Trichoderma/Hypocrea" significa un miembro de la familia de Hypocreaceae 
incluyendo varios anamorfos como Trichoderma y Gliocladium de la orden de Hypocreales, Phylum Ascomycota y se 5 
hace referencia al Capítulo 12, Alexopoulos, C.J., et al., in INTRODUCTORY MYCOLOGY 4th Edition, John Wiley & 
Sons, NY 1996. 
 
[0020] Los términos "secuencia de ácido nucleico" y "polinucleótido" se pueden utilizar indistintamente en la presente 
invención. El término comprende ADN genómico, ADN sin intrones, orígenes sintéticos o combinaciones de los 10 
mismos. 
 
[0021] El término "intrón" significa una secuencia de ADN intermedia que se transcribe pero se eliminar del transcrito 
mediante corte y empalme de las secuencias codificantes de la proteína madura. 
 15 
[0022] El término "secuencia de ácido nucleico aislada" significa una secuencia de ácido nucleico que está 
esencialmente libre de otras secuencias de ácido nucleico. 
 
[0023] El término "fragmentos biológicamente funcionales de una secuencia” (por ejemplo, fragmentos 
biológicamente funcionales de la SEC ID NO: 4) significa un polipéptido que tiene actividad glucoamilasa y uno o 20 
más residuos de aminoácidos eliminados de los extremos amino y/o carboxilo de la secuencia de aminoácidos. 
 
[0024] El término "vector" significa una secuencia de polinucleótidos diseñada para introducir ácidos nucleicos en 
uno o más tipos de células. 
 25 
[0025] El término "vector de expresión" significa una construcción de ADN que comprende una secuencia de ácidos 
nucleicos, que está unida operativamente a una secuencia de control adecuada capaz de realizar la expresión de la 
secuencia de ácido nucleico en un huésped adecuado. Las secuencias de control adecuadas incluyen promotores 
para realizar la transcripción, secuencias operadoras, secuencias que codifican sitios de unión a ribosoma 
adecuados en el ARNm, potenciadores y/o secuencias de terminación. 30 
 
[0026] El término "promotor" significa una secuencia reguladora implicada en la unión de ARN polimerasa para 
iniciar la transcripción de un gen. 
 
[0027] El término "unido operativamente" se refiere a la yuxtaposición donde los elementos están en una disposición 35 
que les permite estar funcionalmente relacionados. Por ejemplo, un promotor está unido operativamente a una 
secuencia codificante si controla la transcripción de la secuencia. 
 
[0028] El término "un polipéptido aislado" significa un polipéptido que está esencialmente libre de otros polipéptidos 
que no son glucoamilasa. Un polipéptido aislado puede ser por los menos un 20% puro, por lo menos 40% puro, por 40 
lo menos 60% puro, por lo menos 70% puro, por lo menos 80% puro, por lo menos 90% puro, por lo menos 95% 
puro determinado mediante SDS-PAGE. 
 
[0029] El término "secuencia señal" significa una secuencia de aminoácidos unida a la parte N-terminal de una 
proteína, lo cual facilita la secreción de la forma madura de una proteína fuera de la célula. La definición de una 45 
secuencia señal es funcional. La forma madura de la proteína extracelular carece de la secuencia señal, la cual se 
separa durante el proceso de secreción. Los términos "secuencia señal", “péptido señal" y "péptido líder" se pueden 
utilizar indistintamente en el presente documento. En general, la secuencia señal se refiere a la secuencia de 
nucleótidos y el término péptido líder se refiere a la secuencia de aminoácidos. 
 50 
[0030] Los términos "proteína" y "polipéptido" se utilizan indistintamente en el presente documento. En el presente 
documento se utiliza el código convencional de una letra o tres letras para aminoácidos  
 
[0031] El término "dominio catalítico" se refiere a una región estructural de un polipéptido, que contiene el sitio activo 
para la hidrólisis de sustrato. 55 
 
[0032] El término "adaptador" se refiere a una secuencia de aminoácidos corta que tiene en general entre 3 y 40 
residuos de aminoácidos que se unen covalentemente a una secuencia de aminoácidos que comprende un dominio 
de unión a almidón con una secuencia de aminoácidos que comprende un dominio catalítico. 
 60 
[0033] El término "dominio de unión a almidón" se refiere a una secuencia de aminoácidos que se une 
preferentemente a sustrato de almidón. 
 
[0034] El término "variantes alélicas" significa cualquiera de dos o más formas alternativas de un gen que ocupa el 
mismo locus cromosómico. La variación alélica surge de forma natural a través de la mutación y puede dar lugar al 65 
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polimorfismos entre poblaciones. Una variante alélicas de un polipéptido es un polipéptido codificado por una 
variante alélica de un gen. 
 
[0035] El término "célula huésped” o "cepa huésped” significa un huésped adecuado para un vector de expresión o 
construcción de ADN que comprende un polipéptido que codifica una glucoamilasa comprendida por la invención. 5 
Las células huésped adecuadas se utilizan de manera ventajosa en la producción recombinante de las 
glucoamilasas comprendidas por la invención. 
 
[0036] Tal como se utiliza en la presente invención, el término "derivado de" utilizado en relación con un 
polinucleótido o polipéptido significa que el polipéptido o polinucleótido es nativo para el microorganismo. 10 
 
[0037] El término "heterólogo" con referencia a un polinucleótido o proteína se refiere a un polinucleótido o proteína 
que no es natural en una célula huésped. 
 
[0038] El término "endógeno" con referencia a un polinucleótido o proteína se refiere a un polinucleótido o proteína 15 
que es natural en una célula huésped. 
 
[0039] El término "expresión" significa el proceso por el que se produce un polipéptido en base a la secuencia de 
ácidos nucleicos de un gen. 
 20 
[0040] El término "sobreexpresión" significa el proceso de expresión de un polipéptido en una célula huésped donde 
un polinucleótido se ha introducido en la célula huésped. 
 
[0041] El término "introducido" en el contexto de insertar una secuencia de ácido nucleico en una célula significa la 
transfección, transformación o transducción e incluye la referencia a la incorporación de la secuencia de ácido 25 
nucleico en una célula huésped. 
 
[0042] El término "almidón granular" se refiere a almidón crudo no cocinado (por ejemplo, almidón granular que no 
se ha sometido a gelatinización). 
 30 
[0043] El término "almidón" se refiere a cualquier material comprendido de los carbohidratos de polisacáridos 
complejos de planta, comprendidos de amilasa y amilopectina con la fórmula (C6H10O5)x, donde X puede ser 
cualquier número. 
 
[0044] El término "gelatinización" significa la solubilización de una molécula de almidón mediante cocción para 35 
formar una suspensión viscosa. La frase “por debajo de la temperatura de gelatinización” se refiere a una 
temperatura inferior a la temperatura a la que empieza la gelatinización. 
 
[0045] El término "cultivar" se refiere al crecimiento de una población de células microbianas bajo condiciones 
adecuadas en un medio líquido o sólido. En una realización, el cultivo se refiere a la bioconversión fermentativa de 40 
un sustrato de almidón a un producto final (habitualmente en un recipiente o reactor). La fermentación es la rotura 
enzimática y anaeróbica de sustancias orgánicas por microorganismos para producir compuestos orgánicos más 
simples. Aunque la fermentación tiene lugar bajo condiciones anaeróbicas no se pretende que el término se limite 
únicamente a condiciones anaeróbicas estrictas ya que la fermentación también tiene lugar en presencia de 
oxígeno. 45 
 
[0046] El término "producto final" se refiere a cualquier producto molecular derivado de fuentes de carbonos que se 
convierte enzimáticamente a partir de un sustrato de almidón. 
 
[0047] El término "conversión enzimática” se refiere a la modificación de un sustrato mediante acción enzimática. 50 
 
[0048] El término "actividad específica" significa una unidad enzimática definida como el número de moles de 
sustrato convertidos en producto mediante una preparación de enzimas por unidad de tiempo bajo condiciones 
específicas. La actividad específica se expresa como unidades (U)/mg de proteína. 
 55 
[0049] El término "monosacárido" significa una unidad monomérica de un polímero, tal como almidón, donde el 
grado de polimerización (DP) es 1 (por ejemplo, glucosa, manosa, fructosa y galactosa). 
 
[0050] El término "disacárido" significa un compuesto que comprende dos unidades de monosacáridos unidas 
covalentemente (DP2). El término comprende, pero sin limitación, compuestos, tales como sacarosa, lactosa y 60 
maltosa. 
 
[0051] El término "un DP >3" significa polímeros con un grado de polimerización superior a 3. 
 
[0052] El término "oligosacárido" significa un compuesto que tiene 2-10 unidades de monosacáridos unidos en 65 
enlaces glicosídicos. 
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[0053] El término "polisacárido" significa un compuesto que tiene múltiples unidades de monosacáridos unidas en 
una cadena lineal o ramificada. En algunas realizaciones, el término se refiere a cadenas largas con cientos o miles 
de unidades de monosacáridos. Ejemplos habituales de polisacáridos son almidón, celulosa y glicógeno. 
 5 
[0054] Tal como se utiliza en la presente invención, el término "contenido de sólidos secos (DS o ds)" se refiere a los 
sólidos totales de una emulsión en % en una base de peso en seco. 
 
[0055] El término "molienda" se refiere a la rotura de granos de cereales en partículas más pequeñas. En algunas 
realizaciones, el término se utiliza indistintamente con trituración. 10 
 
[0056] El término "molienda en seco" se refiere a la molienda del grano completo en seco, donde las fracciones del 
grano, tales como el germen y salvado, no se han extraído intencionadamente. 
 
[0057] Tal como se utiliza en la presente invención, los términos "grano seco residual (DDG)" y "grano seco residual 15 
con solubles (DDGS)" se refieren a coproductos útiles de los procesos de fermentación del grano. 
 
[0058] El término "DE" o "equivalente de dextrosa" es un patrón de la industria para medir la concentración de 
azúcares reductores totales, calculado como D-glucosa en una base de peso seco. El almidón granular no 
hidrolizado tiene un DE que es esencialmente 0 y la D-glucosa tiene un DE de 100. 20 
 
[0059] El término "jarabe de azúcar" se refiere a una composición acuosa que contiene carbohidratos solubles. En 
una realización, el jarabe de azúcar es un jarabe que contiene glucosa. 
 
Secuencias de aminoácidos de glucoamilasa de Trichoderma reesei 25 
 
[0060] Se ha clonado una glucoamilasa derivada de QM6a de Trichoderma reesei (ATCC, No. acceso 13631) tal 
como se describe en detalle en el ejemplo 1. La glucoamilasa de longitud completa derivada de Trichoderma reesei 
se ilustra en la figura 3 y tiene una secuencia de aminoácidos de SEC ID NO: 3. La secuencia de la proteína madura 
de la glucoamilasa de Trichoderma reesei, (SEC ID NO: 4) se representa por los residuos de aminoácidos 34 - 632 30 
de la figura 3. 
 
[0061] La presente invención se refiere a una composición de enzimas que comprende una glucoamilasa que tiene 
una secuencia de aminoácidos idéntica en por lo menos un 90% con la SEC ID NO:4 y una alfa-amilasa que tiene 
por lo menos un 90% de identidad con la secuencia de proteína madura de SEC ID NO:27 35 
 
[0062] También se describe en este documento una glucoamilasa que comprende la secuencia mostrada en la SEC 
ID NO: 3 o una enzima con actividad glucoamilasa que es sustancialmente homóloga a la misma. La glucoamilasa 
de SEC ID NO: 3 incluye la secuencia señal de la glucoamilasa obtenida de Trichoderma reesei. 
 40 
[0063] También se describe en este documento un polipéptido que tiene actividad glucoamilasa que comprende el 
dominio catalítico de la glucoamilasa de SEC ID NO: 4, que también está representada por la SEC ID NO: 40. 
 
Homología de la Secuencia de Proteínas 
 45 
[0064] La homología entre las dos glucoamilasas se puede determinar mediante el grado de identidad entre las 
secuencias de aminoácidos de dos secuencias de proteínas. Un polipéptido o polinucleótido que tiene un cierto 
porcentaje de identidad con otra secuencia (es decir, 80%, 90% y 95%) significa que cuando se alinean, ese 
porcentaje de bases o residuos de aminoácidos son el mismo al comparar las dos secuencias. Este alineamiento y 
porcentaje de homología o identidad se pueden determinar utilizando cualquier programa de software adecuado 50 
conocido en la técnica. Por ejemplo, algunos programas adecuados se describen en CURRENT PROTOCOLS IN 
MOLECULAR BIOLOGY (Ausubel et al., eds 1995, Capítulo 19). Los programas preferidos incluyen el programa 
GCG Pileup (Wisconsin Package, Version 8.1 y 10.0), FASTA, BLAST y TFASTA. Otro programa de alineamiento 
preferido es ALIGN o ALIGN Plus (Dayhoff (1978) en ATLAS OF PROTEIN SEQUENCE AND STRUCTURE 5: 
Suppl. 3 (National Biomedical Research Foundation)). También se pueden utilizar algoritmos adicionales como 55 
BLASTP, BLASTN y BLASTX (Altschul et al., (1990) J. Mol. Biol. 215:403-410). Otros métodos útiles incluyen 
ClustralW (Thompson et al., (1997) Nucleic Acid Research 25:4.876 -4882) que utilizan software proporcionado por 
DNASTAR (Madison WI). También se hace referencia a Needleman et al., (1970) J. Mol. Biol. 48:443, Smith et al., 
(1981) Adv. Appl. Math. 2: 482, Smith et al., (1997) Meth. Mol. Biol. 70: 173-187 and Pearson et al., (1988) Proc. 
Natl. Acad. Sci. 85:24444. 60 
 
[0065] Según la presente invención, una secuencia de aminoácidos “sustancialmente homóloga” muestra actividad 
glucoamilasa y una identidad de por lo menos un 90%, por lo menos 93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por 
lo menos 98% y por lo menos 99% con la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4. Las secuencias de glucoamilasa 
sustancialmente homólogas particularmente preferidas son las secuencias de proteína madura mostradas en la 65 
figura 15 y que corresponden con las SEC ID NOs: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 43, 44, 45, 46 y 47. Adicionalmente, las 
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secuencias de glucoamilasa sustancialmente homologas preferidas son las secuencias mostradas en la figura 15, 
que corresponden a las SEC ID NOs: 6, 8, 10, 12, 14, 16, 29, 31, 33, 35 y 37 e incluyen una secuencia líder. 
Polipéptidos sustancialmente homólogos adicionales incluyen variaciones alélicas y mutantes naturales que tienen 
actividad de glucoamilasa. En la presente invención, la actividad específica de las glucoamilasas analizadas 
esencialmente bajo las mismas condiciones tendrá por lo menos un 90%, por lo menos 100%, por lo menos 125%, 5 
por lo menos 150%, por lo menos 175% y también por lo menos 200% de la actividad específica de la proteína 
madura derivada de Trichoderma reesei que tiene la secuencia ilustrada en la figura 3 (SEC ID NO: 4). En algunas 
realizaciones, la actividad específica se puede medir en un sustrato de almidón soluble y en otras realizaciones la 
actividad específica se puede medir en un sustrato de almidón granular. 
 10 
[0066] Tal como se describe en el presente documento, una secuencia de aminoácidos que tiene por lo menos un 
90% de identidad en la secuencia con la secuencia de SEC ID NO: 3 o SEC ID NO: 4 puede incluir sustituciones 
conservativas de aminoácidos utilizando L-aminoácidos, donde un aminoácido se sustituye por otro aminoácido 
biológicamente similar. Las sustituciones conservativas de aminoácidos son aquellas que conservan la carga 
general, la hidrofobicidad/hidrofilicidad y/o el volumen estérico del aminoácido que se sustituye. Ejemplos no 15 
limitantes de sustituciones conservativas incluyen aquellas entre los siguientes grupos: Gly/Ala, Val/Ile/Leu, Lys/Arg, 
Asn/Gln, Glu/Asp, Ser/Cys/Thr y Phe/Trp/Tyr. Otras sustituciones conservativas se puede extraer de la siguiente 
tabla. 
 

Tabla 1 – Sustituciones conservativas de aminoácidos 20 
 

Para el aminoácido Código Sustitución con cualquiera de  
Alanina A D-Ala, Gly, beta-Ala, L-Cys, D-Cys 
Arginina R D-Arg, Lys, D-Lys, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, Ile, D-Met, D-Ile, Om, D-Om 
Asparagina N D-Asn, Asp, D-Asp, Glu, D-Glu, Gln, D-Gln 
Ácido aspártico D D-Asp, D-Asn, Asn, Glu, D-Glu, Gln, D-Gln 
Cisteína C D-Cys, S-Me-Cys, Met, D-Met, Thr, D-Thr 
Glutamina Q D-Gln, Asn, D-Asn, Glu, D-Glu, Asp, D-Asp 
Ácido Glutámico E D-Glu, D-Asp, Asp, Asn, D-Asn, Gln, D-Gln 
Glicina G Ala, D-Ala, Pro, D-Pro, b-Ala, Acp 
Isoleucina I D-Ile, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met 
Leucina L D-Leu, Val, D-Val, Leu, D-Leu, Met, D-Met 
Lisina K D-Lys, Arg, D-Arg, homo-Arg, D-homo-Arg, Met, D-Met, Ile, D-Ile, Om, D-Om 
Metionina M D-Met, S-Me-Cys, Ile, D-Ile, Leu, D-Leu, Val, D-Val 
Fenilalanina F D-Phe, Tyr, D-Thr, L-Dopa, His, D-His, Trp, D-Trp, Trans-3,4, o 5-fenilprolina, 

cis-3,4, ó 5-fenilprolina 
Prolina P D-Pro, ácido L-I-tioazolidin-4-carboxílico, ácido D-o L-1-oxazolidin-4-carboxílico 
Serina S D-Ser, Thr, D-Thr, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), L-Cys, D-Cys 
Treonina T D-Thr, Ser, D-Ser, allo-Thr, Met, D-Met, Met(O), D-Met(O), Val, D-Val 
Tirosina Y D-Tyr, Phe, D-Phe, L-Dopa, His, D-His 
Valina V D-Val, Leu, D-Leu, Ile, D-Ile, Met, D-Met 

 
[0067] Las sustituciones de aminoácidos pueden ser sustituciones no conservativas. 
 
[0068] Una glucoamilasa puede derivar de una cepa fúngica filamentosa y particularmente las secuencias 25 
sustancialmente homólogas se obtendrá de cepas del género Aspergillus spp., Rhizopus spp., Humicola spp., 
Fusarium spp., Mucor spp., Trichoderma spp., y similares. En una realización preferida, las secuencias 
sustancialmente homólogas que tiene actividad glucoamilasa derivarán de cepas del grupo de familias 
Trichoderma/Hypocrea. Algunas de las especies incluyen T. stromaticum, H. citrina var. americana, H. citrina, H. 
lactea, H. hunua, T. fertile, T. tomentosum, H. vinosa, T. harzianum, T. inhamatum, T. oblongisporum, T. cf. 30 
aureoviride, T. cf. harzianum, T. fasciculatum, H. tawa, T. crassum, T. flavovirens, T. virens, T. longipilis, T. spirale, T. 
strictipilis, H. pilulifera, T. polysporum, T. croceum, T. minutisporum, T. hamatum, T. asperellum, T. atroviride, T. 
koningii, T. viride, H. gelatinosa, T. strigosum, T. pubescens, H. novazelandiae, T. saturnisporum, T. longibrachiatum, 
H. orientalis, T. citrinoviride, T. reesei, T. ghanense, T. .pseudokonimgii, H. andinensis y H. aureoviride. Las cepas 
particularmente preferidas del género Trichoderma y Hypocrea spp. aliada incluyen H. citrina var. americana, H. 35 
citrina, H. lactea, H. vinosa, T. harzianum, T. atroviride, T. koningii, T. viride, H. gelatinosa, T. saturnisporum, T. 
longibrachiatum, H. orientalis, T. citrinoviride, T. reesei, y T. konilangbra. 
 
[0069] Algunas cepas de las especies descritas anteriormente están accesible al público a partir de colecciones de 
cultivo, tales como American Type Culture Collection (ATCC) P. O. Box 1549, Manassas, VA 20108; Deutsche 40 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSM); Agricultural Research Service Plant Culture 
Collection, Northern Regional Research Center (NRRL); the Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS), P. O. Box 
85167, 3508 AD Utrecht, The Netherlands; Plant Research Institute, Department of Agriculture, Mycology, Ottawa, 
(DAOM) Canada and International Mycological Institute (IMI), Genetic Resources Collection, Egham, United 
Kingdom.. 45 
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[0070] Trichoderma reesei clonado y secuencias de ADN sustancialmente homólogas. En el presente documento se 
describe una secuencia de ADN clonada que codifica un polipéptido que muestra actividad de glucoamilasa de la 
invención, comprendiendo dicha secuencia de ADN 
 5 
a) la secuencia de ADN ilustrada en SEC ID NO: 1; 
b) la secuencia de ADN ilustrada en SEC ID NO: 2; 
c) una secuencia de ADN que codifica una glucoamilasa que tiene por lo menos un 80%, por lo menos 83%, por lo 
menos 85%, por lo menos 87%, por lo menos 90%, por lo menos 93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por lo 
menos 98% y por lo menos 99% de identidad con la secuencia de SEC ID NO: 3; 10 
d) una secuencia de ADN que codifica una glucoamilasa que tiene por lo menos un 80%, por lo menos 83 %, por lo 
menos 85%, por lo menos 87%, por lo menos 90%, por lo menos 93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por lo 
menos 98% y por lo menos 99% de identidad con la secuencia de SEC ID NO: 4; 
e) una secuencia de ADN que codifica una enzima que tiene actividad de glucoamilasa, donde la enzima tiene por lo 
menos un 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% y por lo menos 99% de identidad en la 15 
secuencia con cualquiera de las secuencias mostradas en las SEC ID NOs: 17, 18, 19, 20, 21, 22, 43, 44, 45, 46 y 
47; 
f) una secuencia de ADN que codifica un fragmento biológicamente funcional de una secuencia que tiene por lo 
menos un 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97% y por lo menos 98% de 
identidad con las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 453 de la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 4; 20 
g) una secuencia de ADN que codifica una enzima que tiene actividad de glucoamilasa que comprende una 
secuencia de aminoácidos que tiene por lo menos un 90%, por lo menos 95%, por lo menos 97% y por lo menos 
98% de identidad en la secuencia con cualquiera de las siguientes secuencias: 
 
a. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 453 de SEC ID NO: 17; 25 
b. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 452 de SEC ID NO: 18; 
c. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 454 de SEC ID NO: 19; 
d. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 452 de SEC ID NO: 20; 
e. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 453 de SEC ID NO: 21; 
f. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 453 de SEC ID NO: 22; 30 
g. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 452 de SEC ID NO: 43; 
h. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 452 de SEC ID NO: 44; 
i. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 453 de SEC ID NO: 45; 
j. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 452 de SEC ID NO: 46; y 
k. las posiciones de residuos de aminoácidos 1 a 453 de SEC ID NO: 47. 35 
 
h) un ADN que es por lo menos un 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 93%, por lo menos 
95%, por lo menos 97% y por lo menos un 99% idéntico con la secuencia mostrada en la SEC ID NO: 1 o SEC ID 
NO: 2, donde dicha secuencia de ADN codifica una enzima que tiene actividad de glucoamilasa; o 
i) una secuencia de ADN, que se hibrida bajo condiciones rigurosas elevadas a una sonda de ácido nucleico que 40 
corresponde a la secuencia de ADN de SEC ID NO: 2 o un fragmento de la misma que tiene por lo menos 20, por lo 
menos 30 por lo menos 40, por lo menos 50 por lo menos 60, por lo menos 70 por lo menos 100, por lo menos 150 
nucleótidos consecutivos. 
 
[0071] También se describe en este documento una secuencia de ADN clonada que codifica una enzima que tiene 45 
actividad de glucoamilasa y por lo menos un 95%, por lo menos 96%, por lo menos 97% por lo menos 98% y por lo 
menos 99% de identidad en la secuencia con las secuencias de aminoácidos de cualquiera de las SEC ID NOs: 6, 8, 
10, 12, 14, 16, 29, 31, 33, 35, y 37. 
 
[0072] Debido a la degeneración del código genético, se puede utilizar más de un codón para codificar un 50 
aminoácido concreto. Por lo tanto, diferentes secuencias de ADN pueden codificar un polipéptido que tiene 
exactamente la misma secuencia de aminoácidos que el polipéptido de, por ejemplo, SEC ID NO: 4. También se 
describen polinucleótidos que codifican el mismo polipéptido. Las secuencias de ADN que codifican las 
glucoamilasas comprendidas por la invención pueden incluir o no intrones. 
 55 
[0073] La homología de las secuencias de ADN se determina por el grado de identidad entre las dos secuencias de 
ADN. La homología se puede determinar utilizando programas informáticos descritos anteriormente para determinar 
la homología de la secuencia de proteínas. 
 
[0074] Un ácido nucleico es hibridable con otro ácido nucleico cuando una forma de cadena sencilla del ácido 60 
nucleico se puede hibridar con otro ácido nucleico bajo condiciones apropiadas de temperatura y fuerza iónica en 
solución. Las condiciones de hibridación y lavado son conocidas en la técnica para la hibridación bajo condiciones 
de rigurosidad  baja, media, media/alta, alta y muy alta (véase, por ejemplo, Sambrook et al., supra, particularmente 
los capítulos 9 y 11). En general, la hibridación implica una sonda de nucleótidos y una secuencia de ADN homóloga 
que forman híbridos estables de doble cadena mediante un emparejamiento de bases extenso de polinucleótidos 65 
complementarios (Véase, Capítulo 8, GeneCloning, An Introduction, T.A. Brown, (1995) Chapman and Hall, London). 
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[0075] El filtro con la sonda y la secuencia homóloga se lavan en 2 veces de cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC), 
SDS al 0,5% a aproximadamente 60°C (rigurosidad media); 65°C (rigurosidad media/elevada) 70°C (rigurosidad 
elevada) y aproximadamente 75°C (rigurosidad muy elevada). 
 5 
Vectores 
 
[0076] En el presente documento se describe el ensamblaje de una construcción de ADN que comprende una 
secuencia de ácido nucleico que codifica una glucoamilasa comprendida por la invención e unida operativamente a 
una secuencia para transferir a una célula huésped. La construcción de ADN se puede introducir en una célula 10 
huésped utilizando un vector. El vector puede ser cualquier vector que cuando se introduce en una célula huésped 
se integra en el genoma de la célula huésped y se replica. Los vectores incluyen vectores de clonación, vectores de 
expresión, vectores lanzadera, plásmidos, partículas de fagos, cassettes y similares. El vector puede ser un vector 
de expresión que comprende secuencias reguladoras unidas operativamente a la secuencia codificante de 
glucoamilasa. 15 
 
[0077] Ejemplos de vectores de expresión y/o integración adecuados se proporcionan en Sambrook et al., (1989) 
supra, y Ausubel (1987) supra, y van den Hondel et al. (1991) en Bennett and Lasure (Eds.) MORE GENE 
MANIPULATIONS IN FUNGI, Academic Press pp. 396-428 y la Patente de Estados Unidos No. 5,874,276. También 
se hace referencia  a Fungal Genetics Stock Center Catalogue of Strains (FGSC, < www.fgsc.net>) para una lista de 20 
vectores. Entre los vectores particularmente útiles se incluyen vectores obtenidos a partir de por ejemplo de 
Invitrogen y Promega. Los vectores específicos para utilizar en células huésped fúngicas incluyen vectores, tales 
como pFB6, pBR322, pUC18, pUC100, pDON™201, pDONR™221, pENTR™, pGEM®3Z y pGEM®4Z. 
 
[0078] El promotor, que muestra actividad transcripcional en una célula huésped fúngica, puede derivar de genes 25 
que codifican proteínas homólogas o heterólogas a la célula huésped. El promotor puede ser un promotor mutante, 
truncado e híbrido. Preferiblemente, el promotor es útil en un huésped de Trichoderma o Aspergillus. Entre los 
promotores de ejemplos se incluyen los promotores de T. reesei cbh1, cbh2, egl1, egl2, eg5, xln1 y xln2. Otros 
ejemplos de promotores útiles incluyen promotores de genes de glucoamilasa de A. awamori y A. niger (glaA) 
(véase, Nunberg et al., (1984) Mol. Cell Biol. 4:2306-2315 y Boel et al., (1984) EMBO J. 3:1581-1585), genes de 30 
acetamidasa de Aspergillus nidulans y genes de lipasa de Rhizomucor miehei. 
 
[0079] El promotor puede ser nativo a la célula huésped. Por ejemplo, cuando T. reesei es el huésped, el promotor 
es un promotor de T. reesei nativo.  
 35 
[0080] Alternativamente, el promotor puede ser heterólogo a la célula huésped fúngica. 
 
[0081] El promotor puede ser cbh1 de T. reesei, que es un promotor inducible y se ha depositado en el GenBank 
bajo el número de Acceso D86235. 
 40 
[0082] Un "promotor inducible" es un promotor que es activo bajo regulación del medio o por desarrollo. La 
construcción de ADN puede incluir ácidos nucleicos que codifican una secuencia señal que es una secuencia de 
aminoácidos unida al extremo terminal amino del polipéptido que dirige el polipéptido codificado en el mecanismo 
secretor de la célula. El extremo 5’ de la secuencia codificante de la secuencia de ácido nucleico puede incluir de 
forma natural una región codificante de péptido señal que está unida de forma natural en el marco de lectura de 45 
traducción con el segmento de la secuencia codificante de glucoamilasa que codifica la glucoamilasa secretada o el 
extremo 5’ de la secuencia codificante de la secuencia de ácido nucleico puede incluir un péptido señal que es 
exógena a la secuencia. La construcción de ADN puede incluir una secuencia señal que está asociada de forma 
natural con el gen de glucoamilasa a expresar. Las secuencias señal eficaces pueden incluir las secuencias señal 
obtenidas a partir de glucoamilasas de otras células fúngicas filamentosas, tales como Humicola, Aspergillus, y 50 
Rhizopus. 
 
[0083] El ácido  nucleico de la construcción de ADN que codifica una secuencia señal que tiene por lo menos un 
95%, por lo menos 96%, por lo menos 97%, por lo menos 98% y por lo menos 99% de identidad en la secuencia con 
la secuencia señal representada en la figura 3. 55 
 
[0084] La construcción o vector de ADN que comprende una secuencia señal y una secuencia de promotor a 
introducir en una célula huésped fúngica pueden derivar de la misma fuente. Por ejemplo, la secuencia señal puede 
ser la secuencia señal cbh1 que está unida operativamente a un promotor de cbh1. Alternativamente, se puede 
utilizar la secuencia señal de glucoamilasa nativa de un miembro del grupo de familias de Trichoderma/Hypocrea. 60 
 
[0085] El vector de expresión también puede incluir una secuencia de terminación. Se puede utilizar cualquier 
secuencia de terminación funcional en la célula huésped. Por ejemplo, la secuencia de terminación y la secuencia de 
promotor pueden derivar de la misma fuente. La secuencia de terminación puede ser homóloga a la célula huésped. 
Una secuencia de terminación particularmente adecuada es cbh1 derivada de la cepa de Trichoderma y 65 
particularmente T. reesei. Otros terminadores fúngicos útiles incluyen el terminador de genes de glucoamilasa de A. 
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niger o A. awamori (Nunberg et al. (1984) supra, and Boel et al., (1984) supra), genes de antranilato sintasa de 
Aspergillus nidulans, genes de TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, o A. nidulans trpC (Punt et al., (1987) 
Gene 56:117 - 124). 
 
[0086] Un vector de expresión puede incluir un marcador seleccionable. Ejemplos de marcadores seleccionables 5 
preferidos incluyen los que confieren resistencia antimicrobiana (por ejemplo, higromicina y fleomicina). También son 
útiles marcadores selectivos nutricionales incluyendo aquellos marcadores conocidos en la técnica, amdS, argB y 
pyr4. Los marcadores útiles en los sistemas de vectores para la transformación de Trichoderma son conocidos en la 
técnica (véase, por ejemplo, Finkelstein, capítulo 6 en BIOTECHNOLOGY OF FILAMENTOUS FUNGI, Finkelstein et 
al. Eds. Butterworth-Heinemann, Boston, MA (1992), Chap. 6.; y Kinghorn et al. (1992) APPLIED MOLECULAR 10 
GENETICS OF FILAMENTOUS FUNGI, Blackie Academic and Professional, Chapman and Hall, London). Un 
marcador selectivo es el gen amdS, el cual codifica la enzima acetamidasa, permitiendo que las células 
transformadas crezcan en acetamida como fuente de nitrógeno. La utilización de gen de amdS de A. nidulans como 
marcador selectivo se describe en Kelley et al., (1985) EMBO J. 4:475 - 479 y Penttilä et al., (1987) Gene 61:155-
164. 15 
 
[0087] Los métodos utilizados para unir la construcción de ADN que comprende una secuencia de ácido nucleico 
que codifica una glucoamilasa, un promotor, un terminador y otras secuencias y para insertarlas en un vector 
adecuado son conocidos en la técnica. La unión se realiza en general mediante la unión en sitios de restricción 
convenientes. Si dichos sitios no existen, se utilizan adaptadores de oligonucleótidos sintéticos según la práctica 20 
convencional. (Véase, Sambrook (1989) supra, y Bennett y Lasure, MORE GENE MANIPULATIONS IN FUNGI, 
Academic Press, San Diego (1991) pp 70 - 76.). Adicionalmente, los vectores se pueden construir utilizando técnicas 
de recombinación conocidas (por ejemplo, invitrogen Life Technologies, Gateway Technology). 
 
Células huésped 25 
 
[0088] En el presente documento se describen células huésped que comprenden una secuencia de ácido nucleico 
que codifica una enzima de la invención, que se utilizan en la producción de las composiciones de la invención. Las 
células huésped preferidas son células fúngicas filamentosas y el término célula huésped incluye las células, la 
progenie de las células y protoplastos creados a partir de las células de una cepa fúngica filamentosa. 30 
 
[0089] El término "hongos filamentosos" se refiere a todas las formas filamentosas de la subdivisión Eumycotina 
(Véase, Alexopoulos, C. J. (1962), INTRODUCTORY MYCOLOGY, Wiley, New York). Estos hongos están 
caracterizados por un micelio vegetativo con una pared celular compuesta de quitina, celulosa y otros polisacáridos 
complejos. Los hongos filamentosos de la presente invención son morfológicamente, fisiológicamente y 35 
genéticamente diferentes de las levaduras. El crecimiento vegetativo por hongos filamentosos es mediante 
elongación hifal y el catabolismo del carbono es obligatoriamente aeróbico. La célula parental fúngica filamentosa 
puede ser una célula de una especie de, pero sin limitación, Trichoderma, (por ejemplo, Trichoderma reesei, la forma 
asexual de Hypocrea jecorina, T, longibrachiatum, Trichoderma viride, Trichoderma koningii, Trichoderma 
harzianum), Penicillium sp., Humicola sp. (por ejemplo, H. insolens, H. lanuginosa y H. grisea); Chrysosporium sp. 40 
(por ejemplo, C. lucknowense), Gliocladium sp., Aspergillus sp. (por ejemplo, A. oryzae, A. niger, A. nidulans, y A. 
awamori), Fusarium sp.,(por ejemplo F. graminum y F. venenatum), Neurospora sp., Hypocrea sp., Mucor, y 
Emericella sp. (Véase también, Innis et al., (1985) Sci. 228:21 -26). El término "trichoderma" o "Trichoderma sp." Se 
refieren a cualquier género fúngico previamente o actualmente clasificado como Trichoderma. La célula huésped 
puede ser una célula huésped modificada genéticamente donde se han inactivado genes nativos, por ejemplo 45 
mediante deleción.  Cuando se desee obtener una célula huésped fúngica que tenga uno o más genes inactivados, 
se pueden utilizar métodos conocidos (por ejemplo, métodos descritos en la Patente de Estados Unidos No. 
5,246,853, Patente de Estados Unidos No. 5,475,101 y WO92/06209). La desactivación génica se puede realizar 
mediante la deleción completa o parcial, mediante desactivación por inserción o mediante cualquier otro medio que 
hace que un gen sea no funcional para su objetivo pretendido (de manera que se evita que el gen exprese una 50 
proteína funcional). Se puede eliminar cualquier gen de una Trichoderma sp. u otro huésped fúngico filamentoso que 
se ha clonado.  Si la célula huésped es una célula de Trichoderma y particularmente células huésped de T. reesei, 
los genes cbh1, cbh2, egl1 y egl2 se pueden desactivar y preferiblemente eliminar. Las células huésped de 
Trichoderma reesei particularmente preferidas que tienen proteínas con quad eliminado se establecen y describen 
en la Patente de Estados Unidos 5,847,276 y WO 05/001036. 55 
 
Transformación de células huésped 
 
[0090] La introducción de una construcción o vector de ADN en una célula huésped incluye técnicas, tales como la 
transformación; electroporación; microinyección nuclear; transducción; transfección, (por ejemplo, transfección 60 
mediada por lipofección y transfección mediada por DEAE-Dextrina); incubación con precipitado de ADN con fosfato 
de calcio; bombardeo a lata velocidad con microproyectiles recubiertos de ADN; y fusión de protoplastos. Las 
técnicas generales de transformación se conocen en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et al., (1987), supra, 
capítulo 9; y Sambrook (1989) supra, y Campbell et al., (1989) Curr. Genet. 16:53-56). La expresión de proteína 
heteróloga en Trichoderma se describe en la Patente de Estados Unidos 6,022,725; Patente de Estados Unidos 65 
6,268,328; Harkki et al. (1991); Enzyme Microb. Technol. 13:227-233; Harkki et al., (1989) Bio Technol. 7:596-603; 

 



 12 

EP 244,234; EP 215,594; y Nevalainen et al., "The Molecular Biology of Trichoderma and its Application to the 
Expression of Both Homologous and Heterologous Genes", en MOLECULAR INDUSTRIAL MYCOLOGY, Eds. 
Leong and Berka, Marcel Dekker Inc., NY (1992) pp. 129 -148). También se hace referencia a Cao et al., (2000) Sci. 
9:991 - 1001 y EP 238 023 para la transformación de cepas de Aspergillus y WO96/00787 para la transformación de 
cepas de Fusarium. 5 
 
[0091] Preferiblemente, se construyen transformantes genéticamente estables con sistemas de vectores mediante 
los cuales el ácido nucleico que codifica la glucoamilasa está integrado de manera estable en un cromosoma de la 
cepa huésped. A continuación, los transformantes se purifican mediante técnicas conocidas. En un ejemplo no 
limitante, los transformantes estables, incluyendo un marcador amdS, se diferencian de los transformantes 10 
inestables por su mayor velocidad de crecimiento y la formación de colonias circulares con un perfil liso, en lugar de 
irregular, en el medio de cultivo sólido que contiene acetamida. Adicionalmente, en algunos casos, se realiza un test 
adicional de estabilidad mediante el crecimiento de los transformantes en un medio sólido no selectivo (es decir, 
NH4(SO4)2 (5 mg/mL) como fuente de nitrógeno), la recogida de esporas de este medio de cultivo y la determinación 
del porcentaje de estas esporas que posteriormente germinan y crecen en un medio selectivo que contiene 15 
acetamida 10 mM como única fuente de nitrógeno. Alternativamente, se pueden utilizar otros métodos conocidos en 
la técnica para seleccionar transformantes. 
 
[0092] La preparación de Trichoderma sp. para la transformación puede implicar la preparación de protoplastos de 
micelios fúngicos (véase, Campbell et al., (1989) Curr. Genet. 16:53-56). También se conoce la transformación 20 
mediada por agrobacterium tumefaciens de hongos filamentosos (véase, de Groot et al., (1998) Nat. Biotechnol. 
16:839 - 842). 
 
[0093] Los micelios se pueden obtener a partir de esporas vegetativas germinadas. Los micelios se tratan con una 
enzima que digiere la pared celular dando lugar a protoplastos. A continuación, los protoplastos se protegen por la 25 
presencia de un estabilizante osmótico en el medio en suspensión. Estos estabilizantes incluyen sorbitol, manitol, 
cloruro de potasio, sulfato de magnesio y similares. Normalmente la concentración de estos estabilizantes varía 
entre 0,8 M y 1,2 M. Es preferible utilizar aproximadamente una solución 1,2 M de sorbitol en el medio en 
suspensión. La captación de ADN en la cepa huésped de Trichoderma sp. depende de la concentración de ion 
calcio. En general, se utiliza entre aproximadamente 10 mM de CaCl2 y 50 mM de CaCl2 en una solución de 30 
captación. También se hace referencia a la Patente de Estados Unidos 6,022,725 y la Patente de Estados Unidos 
6,268,328 para procedimientos de transformación utilizados con huéspedes fúngicos filamentosos. 
 
[0094] En el presente documento se describen métodos de producción recombinante de la glucoamilasa que 
comprende expresar un polinucleótido que codifica una glucoamilasa de la invención en una célula huésped fúngica 35 
filamentosa y cultivar la célula huésped bajo condiciones adecuadas para la producción de la glucoamilasa y 
opcionalmente recuperar la glucoamilasa. 
 
[0095] Las células fúngicas se pueden cultivar bajo condiciones adecuadas en cultivo con matraces de agitación, en 
fermentaciones a pequeña y gran escala (incluyendo fermentación continua, por lotes y alimentación por lotes) en 40 
fermentadores de laboratorio o industriales, con un medio adecuado que contiene sales fisiológicas y nutrientes 
(véase, por ejemplo, Pourquie, J. et al., BIOCHEMISTRY AND GENETICS OF CELLULOSE DEGRADATION, eds. 
Aubert, J. P. et al., Academic Press, pp. 71-86, 1988 e Ilmen, M. et al., (1997) Appl. Environ Microbiol. 63:1298-
1306). Los medios preparados comercialmente habituales (por ejemplo, caldo de Extracto de Malta de Levadura 
(YM), caldo de Luria Bertano (LB) y caldo de Dextrosa Sabouraud (SD)) son útiles en la presente invención. Las 45 
condiciones de cultivo preferidas para un hongo filamentoso determinado son conocidas en la técnica y se pueden 
hallar en la literatura científica y/o a partir de la fuente de los hongos, tales como la American Type Culture Collection 
y Fungal Genetics Stock Center. En los casos en los que la secuencia codificante de la glucoamilasa se encuentra 
bajo el control de un promotor inducible, se añade el agente inductor (por ejemplo, un azúcar, una sal metálica o un 
antimicrobiano) al medio en una concentración efectiva para inducir la expresión de glucoamilasa. 50 
 
[0096] A efectos de evaluar la expresión de un glucoamilasa por una línea celular que ha sido transformada con un 
polinucleótido que codifica una enzima comprendida por la invención, se pueden realizar ensayos a nivel de 
proteína, a nivel de ARN y/o mediante la utilización de bioensayos bifuncionales particulares a la actividad y/o 
producción de glucoamilasa. Algunos de estos ensayos incluyen transferencia Northern, transferencia por “puntos” 55 
(“dots”) (análisis de ADN o ARN), RT-PCR (reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa), o 
hibridación in situ, utilizando una sonda marcada apropiadamente (en base a la secuencia codificante de ácido 
nucleico) y transferencia Southern convencional y autorradiografía. 
 
[0097] Además, la producción y/o expresión de una glucoamilasa se puede medir en una muestra de manera directa, 60 
por ejemplo, mediante ensayos midiendo directamente azúcares reductores, tales como glucosa, en el medio de 
cultivo y mediante ensayos para medir la actividad, expresión y/o producción de glucoamilasa. En particular, la 
actividad de glucoamilasa se puede analizar mediante el método del ácido 3,5-dinitrosalicílico (DNS) (Véase, Goto et 
al., (1994) Biosci. Biotechnol. Biochem. 58:49 - 54). La expresión de proteína se puede evaluar mediante métodos 
inmunológicos, tales como la tinción inmunohistoquímica de células, secciones de tejido o inmunoensayo de medio 65 
de cultivo tisular (por ejemplo, mediante transferencia Western o ELISA). Dichos inmunoensayos se pueden utilizar 
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para evaluar cualitativa y cuantitativamente la expresión de una glucoamilasa. Los detalles de dichos métodos son 
conocidos por los expertos en la materia y muchos reactivos para realizar dichos métodos están disponibles 
comercialmente. 
 
[0098] Las enzimas contenidas en la composición de la presente invención se pueden recuperar o purificar a partir 5 
del medio de cultivo mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica, incluyendo centrifugación, 
filtración, extracción, precipitación y similares. 
 
Usos y composiciones 
 10 
[0099] La presente invención también se refiere a composiciones que comprenden glucoamilasas y métodos de 
utilización de la composición en aplicación industrial y comercial tal como se describe en las reivindicaciones. 
Ejemplos no limitantes, que incluyen el uso de glucoamilasas comprendidas por la invención en aplicaciones 
industriales y comerciales, se describen brevemente a continuación. 
 15 
[0100] Las composiciones de enzimas se pueden utilizar en composiciones hidrolizantes y sacarificantes de almidón, 
composiciones de limpieza y detergentes (por ejemplo, detergentes de lavandería, detergentes para el lavado de 
platos, composiciones de limpieza de superficies duras), y en composiciones de alimentación de animales. Además, 
las composiciones de enzimas se pueden utilizar en aplicaciones de panadería, tales como producción de pan y 
pasteles, elaboración de cerveza, asistencia sanitaria, textil, procesos de conversión de desechos 20 
medioambientales, procesado de biopulpa y aplicaciones de conversión de biomasa. 
 
[0101] En particular, las composiciones de enzimas se pueden utilizar para procesos de conversión de almidón, y 
particularmente en la producción de dextrosa para jarabes de fructosa, azúcares especializados y en la producción 
de alcohol y otros productos finales (por ejemplo, ácido orgánico, ácido ascórbico y aminoácidos) a partir de la 25 
fermentación de sustratos que contienen almidón (G.M.A van Beynum et al., Eds, (1985) STARCH CONVERSION 
TECHNOLOGY, Marcel Dekker Inc. NY). Las dextrinas producidas utilizando las composiciones de enzimas de la 
invención pueden dar lugar a rendimientos de glucosa de por lo menos el 80%, por lo menos 85%, por lo menos 
90% y por lo menos 95%. La producción de alcohol a partir de la fermentación de sustratos de almidón utilizando 
composiciones de enzimas de la invención puede incluir la producción de alcohol como combustible o alcohol 30 
circulante. 
 
[0102] Las glucoamilasas de la invención pueden ser útiles en la hidrólisis de almidón de varios sustratos de base 
vegetal que se utilizan para la producción de alcohol. Los sustratos de base vegetal pueden incluir maíz, trigo, 
cebada, centeno, sorgo, arroz, caña de azúcar y combinaciones de los mismos. El sustrato de base vegetal puede 35 
ser material vegetal fraccionado, por ejemplo, un grano de cereal, tal como maíz, que se fracciona en componentes, 
tales como fibra, germen, proteína y almidón (endoesperma) (Patente de Estados Unidos 6,254,914 y Patente de 
Estados Unidos 6,899,910). Los métodos de fermentaciones de alcoholes se describen THE ALCOHOL 
TEXTBOOK, A REFERENCE FOR THE BEVERAGE, FUSEL AND INDUSTRIAL ALCOHOL INDUSTRIES, 3rd Ed., 
Eds K.A. Jacques et al., 1999, Nottingham University Press, UK. El alcohol puede ser etanol. En particular, los 40 
procesos de producción de fermentación de alcohol se caracterizan como procesos de molienda en húmedo o en 
seco. Las composiciones se pueden utilizar en un proceso de fermentación de molienda en húmedo o un proceso de 
molienda en seco. 
 
[0103] La molienda del grano seco implica una serie de etapas básicas, que en general incluyen; molienda, cocción, 45 
licuación, sacarificación, fermentación y separación de líquidos y sólidos para producir alcohol y otros coproductos. 
Se tritura el material vegetal y particularmente los granos de cereales completos, tales como maíz, trigo o centeno. 
En algunos casos, el grano se puede fraccionar en primer lugar en partes componentes. El material vegetal triturado 
se puede moler para obtener una partícula gruesa o fina. El material vegetal triturado se mezcla con un líquido en un 
tanque de emulsión. La emulsión se somete a temperaturas elevadas en una cocina por inyección junto con enzimas 50 
licuantes (por ejemplo, alfa amilasas) para solubilizar e hidrolizar el almidón en el cereal hasta dextrinas. La mezcla 
se enfría y posteriormente se trata con enzimas sacarificantes, tales como glucoamilasas comprendidas por la 
presente invención, para producir glucosa. A continuación, el puré que contiene glucosa se fermenta durante 
aproximadamente 24 a 120 horas en presencia de microorganismos de fermentación, tales como microorganismo 
que produce etanol, y particularmente levadura (Saccharomyces spp). Los sólidos en el puré se separan de la fase 55 
líquida y se obtiene alcohol, tal como etanol y coproductos útiles, tales como granos residuales. 
 
[0104] La etapa de sacarificación y la etapa de fermentación se pueden combinar y el proceso se refiere como 
sacarificación y fermentación simultáneas o sacarificación, propagación de levadura y fermentación simultáneas. 
 60 
[0105] En algunas realizaciones, se puede eliminar la etapa de cocción del sustrato que contiene almidón a 
temperaturas por encima de la temperatura de gelatinización del almidón en el sustrato. Estos procesos de 
fermentación pueden incluir la molienda de un grano de cereal o un grano fraccionado y la combinación del grano de 
cereal triturado con líquido para formar una emulsión que, a continuación, se mezclan en un único recipiente con una 
composición según la invención y opcionalmente otras enzimas, tales como, pero sin limitación, otras alfa amilasas, 65 
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oras glucoamilasas y enzimas que tienen actividad hidrolizante del almidón granular y levadura para producir etanol 
y otros coproductos (Patentes de Estados Unidos 4,514,496, WO 04/081193 y WO 04/080923). 
 
[0106]En algunas realizaciones, la presente invención se refiere a un método de sacarificación de una solución de 
almidón líquido, que comprende una etapa de sacarificación enzimática utilizando una composición de la presente 5 
invención. 
 
[0107] Se puede obtener una composición de enzimas comprendidas por la invención en medios de cultivo o se 
pueden recuperar y purificar del medio de cultivo y se pueden utilizar opcionalmente en combinación con alguna o 
una combinación de las siguientes enzimas - alfa amilasas, proteasas, pululanasas, isoamilasas, celulasas, 10 
hemicelulasas, xilanasas, ciclodextrin glicotransferasas, lipasas, fitasas, lacasas, oxidasas, esterasas, cutinasas, 
xilanasas, enzima hidrolizante de almidón granular y otras glucoamilasas. 
 
[0108] Las composiciones de la presente invención comprenden glucoamilasas combinadas con alfa amilasas, tales 
como alfa amilasas fúngicas (por ejemplo Aspergillus sp.) o alfa amilasas bacterianas (por ejemplo, Bacillus sp., 15 
tales como B. stearothermophilus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis) y variants de las mismas. Tal como se 
describe en la reivindicación 1, la alfa amilasa será una alfa amilasa que tiene por lo menos un 90%, 93%, 95%, 
96%, 97%, 98% y 99% de identidad en la secuencia con la secuencia de la proteína madura de SEC ID NO: 27. Las 
alfa amilasas disponibles comercialmente para utilizar en las composiciones de la invención son conocidas e 
incluyen GZYME G997, SPEZYME FRED, SPEZYME EHTYL (Genencor International Inc.) y TERMAMYL 120-L y 20 
SUPRA (Novozymes, Biotech.). 
 
[0109] Las composiciones de la presente invención se puede combinar con otra glucoamilasa, por ejemplo una o 
más glucoamilasas derivadas de cepas de Aspergillus o variants de las mismas, tales como A. oryzae, A. niger (por 
ejemplo, la secuencia de proteína madura de la figura 20(A), A kawachi, y A. awamori; glucoamilasas derivadas de 25 
cepas de Humicola o variantes de las mismas, particularmente, particularmente H. grisea, tal como la glucoamilasa 
que tiene por lo menos un 90%, 93%, 95%, 96%, 97%, 98% y 99% de identidad en la secuencia con la SEC ID NO: 
3 descrita en WO 05/052148; glucoamilasas derivadas de cepas de Talaromyces o variantes de las mismas, 
particularmente T. emersonii; y glucoamilasas derivadas de cepas de Athelia y particularmente A. rolfsii. 
 30 
MATERIAL Y MÉTODOS 
 
[0110] En la sección de descripción y experimental siguiente se aplican las siguientes abreviaturas: 
 
[0111] TrGA (una composición de glucoamilasas de Trichoderma reesei, la proteína madura que tiene la secuencia 35 
de aminoácidos de SEC ID NO: 4); AkAA (una composición de alfa amilasas de Aspergillus kawachi que tiene la 
proteína madura de la secuencia SEC ID NO: 27); AnGA (DISTILLASE que comprende una GA de Aspergillus niger 
(Genencor International Inc.,)); GA (glucoamilasa); GAU (unidad de glucoamilasa); AAU (unidad de alfa amilasa); % 
(porcentaje en peso); °C (grados centígrados); rpm (revoluciones por minuto); H2O (agua); dH2O (agua desionizada); 
dIH2O (agua desionizada, filtración Milli-Q); aa o AA (aminoácidos); pb (pares de bases); kb (pares de kilobases); kD 40 
o kDa (kilodaltons); g o gm (gramos); µg (microgramos); mg (miligramos); µL (microlitros); ml y mL (mililitros); mm 
(milímetros); µm (micrómetros); M (molar); mM (milimolar); µM (micromolar); U (unidades); V (voltios); PM (peso 
molecular); s (segundos); min(s) (minuto/minutos); hr(s) (hora/horas); DO (oxígeno disuelto); y EtOH (etanol). 
 
[0112] Se utilizan los siguientes ensayos y métodos en los ejemplos proporcionados a continuación: 45 
 
1) Ensayo de GA – ensayo de Glucoamilasa: Se midió la actividad de glucoamilasa utilizando un ensayo conocido 
que se basa en la capacidad de la glucoamilasa de catalizar la hidrólisis de p-nitrofenil-alfa-D-glucopiranósido 
(pNPG) en glucosa y p-nitrofenol. A un pH alcalino, el nitrofenol forma un color Amarillo que es proporcional a la 
actividad de glucoamilasa y se monitoriza a 400nm y se compara frente a una enzima estándar medida como GAU 50 
(Elder, M. T. y Montgomery R. S., Glucoamylase activity in industrial enzyme preparations using colorimetric 
enzymatic method, Journal of AOAC International, vol. 78(2), 1995). Un GAU se define como la cantidad de enzima 
que producirá 1 g de azúcar reductor calculada como glucosa por hora a partir de sustrato de almidón soluble (4% 
ds) a pH 4,2 y 60°C. 
 55 
2) Cebadores y protocolo PCR para la amplificación de genes de cepas de Trichoderma/Hypocrea: 
 
Trichoderma/Hypocrea 
GA - gen 

Cebador Secuencia específica del gen SEC ID NO: 

Trichoderma reesei NSP231F  
NSP232R  
NSP233F  

ATGCCCGCCTTCGCCATGGACC 
TTACGACTGCCAGGTGTCCTCC 
ATGCACGTCCTGTCGACTGCGG 

23 
24 
25 
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Componente µl 
Cebador directo (10 µM) 1 
Cebador inverso (10 µM) 1 
ADN genómico de plantilla 5 
DNTP (10 m) 1 
Tampón HiFi 5 
MgSO4 (50mM) 2 
ADN polimerasa - Platinum Taq Polymerase High Fidelity (Invitrogen, cat. No. 11304-029 0.5 0,5 
Agua Milli-Q, estéril  34,5 
 
Con respecto al programa de PCR, la desnaturalización inicial fue de 2 min, a 94°C durante 1 ciclo; 
desnaturalización 30 s, a 94°C, hibridación durante 30 s, a 55°C y extensión durante 2 min a 68°C durante 30 ciclos 
y una etapa final de extensión de 7 min a 68°C. 5 
 
3) Determinación de etanol y carbohidratos 
 
La composición de etanol y carbohidratos de las muestras se determinó utilizando el método de HPLC tal como se 
ha descrito en el presente documento: 10 
 
a) se llenó un tubo de centrífuga Eppendorf de 1,5 mL con fermento o cerveza y se enfrió en hielo durante 10 min; 
b) el tubo de muestra se centrifugó durante 1 min en una centrífuga de mesa Eppendorf; 
c) se transfirió una muestra de 0,5 mL del sobrenadante a un tubo de ensayo que contenía 0,05 mL de solución Kill 
(H2SO4 1,1 N) y se dejó reposar durante  5 min; 15 
d) se añaden 5,0 mL de agua a la muestra del tubo de ensayo y a continuación se filtra en un vial de HPLC a través 
de un Filtro de Jeringa de Nylon de 0,45 µm; y 
e) se desarrolla la HPLC. 
 
Condiciones de HPLC 20 
 
[0113] 
a) Sistema de etanol: Columna: Columna de ácido orgánico Phenomenex Rezex (RHM-Monosacárido) #OOH 0132-
KO (Equivalente a Bio-Rad 87H); Temperatura de columna: 60°C; Fase móvil: H2SO4 0,01 N; Velocidad de flujo: 0,6 
mL/min; 25 
Detector: RI; y Volumen de inyección: 20 µL. 
b) Sistema de carbohidratos: Columna: Carbohidrato Phenomenex Rezex (RCM-Monosacárido) #00H-0130-KO 
(Equivalente a Bio-Rad 87H); Temperatura de columna: 70°C ; Fase móvil: H2O DI Nanopura, Velocidad de flujo: 0.8 
mL/min; 
Detector: RI; Volumen de inyección: 10 PL (3% material DS) 30 
 
[0114] La columna se separa en base al peso molecular de los sacáridos, que se designan como DP-1 
(monosacáridos); DP-2 (disacáridos); DP-3 (trisacáridos) y DP > 3 (azúcares oligosacáridos que tiene un grado de 
polimerización superior a ). 
 35 
4) Test de yodo de almidón residual: se centrífugo una muestra de la cerveza (caldo de fermentación) en tubos de 
centrífuga de plástico de 2 ml. El sobrenadante se decantó y el tubo que contenía el residuo se colocó en un baño 
de hielo. Se añadieron varias gotas de una solución de yodo 0,025 N (yodo 0,1 N de VWR Cat. No. VW3207-1 
diluido 4 veces) al residuo y se mezclaron. Un almidón positivo (+) muestra una rango de color desde azul a violeta y 
la intensidad del color es directamente proporcional a la concentración de almidón. Un resultado negativo (-) 40 
permanece amarillento. 
 
5) Determinación del contenido total de almidón: Se utilizó el proceso de licuación y sacarificación del almidón 
enzima-enzima (método enzimático dual) para determinar el contenido total de almidón. En un análisis habitual, se 
tomaron 2 g de la muestra seca en un matraz de 100 ml de Kohlraucsh y se añadieron 45 ml de tampón MOPS, pH 45 
7,0. La mezcla se agitó durante 30 minutos. Se añadió 1,0 ml de SPEZYME FRED (diluido en agua 1:50), y se 
calentó hasta ebullición durante 3-5 min. El matraz se colocó en un autoclave mantenido a 121oC durante 15 min. 
Después del autoclave, el matraz se colocó en un baño de agua a 95°C y se añadió 1 ml de SPEZYME FRED 
diluido 1:50 y se incubó durante 45 min. El pH se ajustó a pH 4,2 y la temperatura se redujo hasta 60°C. A 
continuación, se añadieron 20 ml de tampón acetato, pH 4,2. La sacarificación se llevó a cabo añadiendo 1,0 ml de 50 
OPTIDEX L-400 diluido 1:100 (Glucoamilasa de Genencor International Inc.) y la incubación continuó durante 18 
horas a 60°C. La reacción enzimática se terminó calentando a 95°C durante 10 min. La composición de azúcares 
total se determinó mediante análisis HPLC utilizando glucosa como patrón. El hidrolizado de almidón soluble de la 
extracción con agua de una muestra a temperatura ambiente sin tratamiento enzimático se restó del azúcar total. 
 55 
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6) Análisis de proteína total: Se determinó el nitrógeno (N) total en las preparaciones de muestras utilizando el 
método Kjeldhal (American Assoc. Cereal Chemists (AACC), (1983), Methods 22B60 8th Ed. St Paul, MN). El 
contenido de proteína se calculó mediante 6,25 X N total. 
 
EJEMPLOS 5 
 
[0115] Se proporcionan los siguientes ejemplos a efectos de demostrar e ilustrar adicionalmente ciertas 
realizaciones preferidas y aspectos de la presente invención y no debe interpretarse como limitantes del alcance de 
la misma. 
 10 
Ejemplo 1- Aislamiento y clonación de la TrGa 
 
[0116] El ADN cromosómico de QM6a de Trichoderma reesei se aisló de masa micelilal de un cultivo líquido en 
Caldo de Dextrosa de Patata (Difco™ Cat. No. 254920) utilizando el BIO101 Fast Prep® System según el método 
descrito por el suministrador (Qbiogene). El ADN se purificó utilizando una columna Quick Spin (Qiagen art No. 15 
28106). El gen de glucoamilasa se aisló utilizando cebadores con secuencias específicas de GA, NSP232R (SEC ID 
NO: 24) y NSP233F (SEC ID NO: 25) diseñados según la secuencia de nucleótidos prevista en la base de datos del 
genoma de Trichoderma reesei del Department of Energy (DOE) copropiedad con Genome Institute. Los cebadores 
se flanquearon en el extremo 5’ por secuencias attB Gateway® (Invitrogen). El ADN cromosómico de QM6a de T. 
reesei se utilizó como plantilla. 20 
 
[0117] La mezcla de PCR contenía los siguientes componentes: cebador directo (10 µM) 4 µl; cebador inverso (10 
µM) 4 µl; ADN plantilla (500ng/µL) 1 µL; mezcla de dNTP (10 mM) 2 µL; 10 veces  tampón Cx 10µL, y ADN 
polimerasa Cx Hotstart PfuTurbo® 0,5 µL (Stratagen Cat. No. 600410). Se añadió agua desionizada hasta un 
volumen total de 100 µL. 25 
 
[0118] El protocolo PCR fue el siguiente: desnaturalización inicial durante 30 s a 98°C, desnaturalización, hibridación 
y extensión en 30 ciclos de 10 s a 98°C; 30 s a 68°C; 45 s a 72°C, respectivamente, y una etapa de extensión final 
de 10 min a 72°C. 
 30 
[0119] Los fragmentos de PCR se analizaron mediante electroforesis en agarosa al 1%. Los fragmentos del tamaño 
esperado se aislaron utilizando el Kit de Purificación por Extracción en Gel (Qiagene Cat. no. 28706). Los 
fragmentos de PCR se clonaron en el vector pDONR201 de Gateway ® Entry y se transformaron en células  Max 
Efficiency de E.coli DH5alfa (Invitrogen Cat.No. 18258012). Se determinó la secuencia de nucleótidos del ADN 
insertado, a partir de la cual se dedujo la secuencia de ADN genómico del gen de TrGA (figura 1 (SEC ID NO: 1)). 35 
 
Ejemplo 2 – Transformación de T. reesei y fermentación/expresión de la TrGA 
 
[0120] El ADN vector que contenía la secuencia del gen de GA correcta se recombinó en el vector de expresión de 
T. reesei pTrex3g (figura 17). 40 
 
[0121] El vector pTrex3g se basa en el vector pSL1180 de E. coli (Pharmacia Inc., Piscataway, NJ) que es un vector 
de base fagémido pUC118 (Brosius, J. (1989), DNA 8:759) con un sitio de clonación múltiple extendido que contiene 
64 secuencias de reconocimiento de enzimas de restricción en hexámeros: se diseñó como vector de destino 
Gateway (Hartley et al., (2000) Genome Research 10:1788 -1795) para permitir la inserción utilizando la tecnología 45 
Gateway (Invitrogen) de cualquier marco de lectura abierto deseado entre las regiones del promotor y el terminador 
del gen cbh1 de T. reesei. También contiene el gen amdS de Aspergillus nidulans para utilizar como marcador 
selectivo en la transformación de T. reesei. Los detalles del vector pTrex3g son los siguientes (Figura 17A). El vector 
tiene un tamaño de 10,3 kb. Los siguientes fragmentos de ADN se encuentran insertados en la región 
poliadaptadora de pSL1180: a) un segmento de 2,2 pb de ADN de la región de promotor del gen cbh1 de T. reesei; 50 
b) el cassette A del marco de lectura de Gateway adquirido de Invitrogen que incluye los sitios de recombinación 
attR1 y attR2 en cualquier extremo que flanquea el gen de resistencia a cloramfenicol (CmR) y el gen ccdB; c) un 
segmento de ADN de 336 pb de la región del terminador del gen cbh1 de T. reesei; y d) un fragmento de ADN de 2,7 
kb de ADN que contiene el gen amdS de Aspergillus nidulans con sus regiones promotor y terminador. 
 55 
[0122] El vector de expresión que contiene el gen de GA de T. reesei, pNSP23 (figura 17) se transformó en una 
cepa huésped de T. reesei derivada de RL-P37 (IA52) y que tiene varias deleciones en los genes (Δcbh1, Δcbh2, 
Δea1, Δeg2) utilizando bombardeo de partículas mediante el sistema PDS-1000/Helium System (BioRad Cat. No. 
165-02257). El protocolo se indica a continuación y se hace también referencia a los ejemplos 6 y 11 de WO 
05/001036. 60 
 
[0123] Se preparó una suspensión de esporas (aproximadamente 5x108 esporas/ml) de una cepa con quad 
eliminado de T. reesei. Se extendieron 100 µl-200 µl de una suspensión de esporas sobre el centro de placas de 
medio acetamida con Medio Mínimo (MM). El medio acetamida con MM tenía las siguientes composiciones: 
acetamida 0,6 g/L; CsCl 1,68 g/L; glucosa 20 g/L; KH2PO4 20 g/L; CaCl2 2H2O 0,6 g/L; 1 m1/L 1000X solución de 65 
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elementos traza; agar Noble 20 g/L; y pH 5,5. La solución de elementos traza 1000X contenía FeSO4 7H2O 5,0 g/L; 
MnSO4 1,6 g/L; ZnSO4 7H2O 1,4 g/L y CoCl2 6H2O 1,0 g/L. La suspensión de esporas se dejó secar en la superficie 
del medio de acetamida con MM. 
 
[0124] La transformación siguió las instrucciones de los fabricantes. Brevemente, se colocaron en un tubo de 5 
microcentrífuga partículas de tungsteno M10. Se añadió 1 mL de etanol y se dejó reposar durante 15 segundos. Las 
partículas se centrifugaron a 15.000 rpm durante 15 segundos. Se extrajo el etanol y las partículas se lavaron tres 
veces con dH2O estéril antes de añadir 250 µL de glicerol estéril (v/v) al 50%. Se colocaron 25 µL de una suspensión 
de partículas de tungsteno en un tuvo de microcentrífuga. Mientras se agitaba de forma continua, se añadió lo 
siguiente:  5 µl (100 - 200 ng/µl) de ADN plasmídico, 25 µl de CaCl2 2,5 M y 10 µl de espermidina 0,1M. Las 10 
partículas se centrifugaron durante 3 segundos. Se extrajo el sobrenadante y las partículas se lavaron con 200 µl de 
etanol al 100% y se centrifugaron durante 3 segundos. Se extrajo el sobrenadante, se añadieron 24 µl de etanol al 
100% y se mezclaron mediante pipeteo, a continuación se extrajeron alícuotas de partículas de 8 µl y se colocaron 
sobre el centro de discos macroportadores que se encontraban en un desecador. Una vez la solución de 
tungsteno/ADN se había secado, el disco macroportador se colocó en la cámara de bombardeo junto con la placa de 15 
acetamida con MM con esporas y el proceso de bombardeo se realizó según las instrucciones del fabricante. 
Después del bombardeo de las esporas en placas con las partículas de tungsteno/ADN, las palcas se incubaron a 
30°C. Las colonias transformadas se transfirieron a placas de medio acetamida con MM recién preparado y se 
incubaron a 30°C. 
 20 
Ejemplo 3 – Demostración de la actividad de GA a partir de la TrGA expresada en células transformadas 
 
[0125] Después de 5 días de crecimiento en placas de acetamida con MM los transformantes que muestran una 
morfología estable se inocularon en matraces de agitación de 250 ml que contenían 30 ml de medio Proflo (medio 
Proflo contenía: α-lactosa 30 g/L; (NH4)2SO4 6,5 g/L; KH2PO4 2 g/L; MgSO4 7H2O 0,3 g/L; CaCl2 0,2 g/L; 1000X 25 
solución de sales de elementos traza 1 ml/L; 2 ml/L de Tween 80 al 10%; harina de semilla de algodón ProFlo 22,5 
g/L (Traders protein, Memphis, TN); CaCO3 0,72 g/L. Después de dos días de crecimiento a 28oC y 140 rpm, se 
transfirió un 10% de cultivo Proflo a un matraz de agitación de 250 ml que contenía 30 ml de Medio Definido de 
Lactosa. La composición del Medio Definido de Lactosa fue la siguiente: (NH4)2SO4 5 g/L; tampones PIPPS 33 g/L; 
casaminoácidos 9 g/L; KH2PO4 4,5 g/L; MgSO4 7H2O 1,0 g/L; antiespumante Mazu DF60-P 5 ml/L (Mazur 30 
Chemicals, IL); 1000X de solución de elementos traza; pH 5,5; se añadieron 40 ml/L de solución de lactosa al 40% 
(p/v) al medio después de la esterilización. Los matraces de agitación con Medio Definido de Lactosa se incubaron a 
28°C, 140 rpm durante 4 - 5 días. 
 
[0126] Se extrajo el micelio mediante centrifugación y se analizó el sobrenadante por la proteína total (Kit de Ensayo 35 
de Proteínas BCA, Pierce Cat. No. 23225) y la actividad de GA utilizando pNPG como sustrato (Sigma N-1377). 
 
[0127] Las muestras se sobrenadante de cultivo se mezclaron con un volumen apropiado de 2 veces el tampón de 
carga de muestra con agente reductor y se determinó el perfil de proteína mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-PAGE) utilizando el Gel Bis-Tris al 10% Novex NuPAGE® con 40 
Tampón de desarrollo MES SDS. Los geles se tiñeron con SimplyBlueTm SafeStain (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). 
 
[0128] En el análisis con SDS-PAGE, una banda de proteína que no se observaba en el sobrenadante de la cepa 
con quad eliminada se observó en el sobrenadante de algunos transformantes con el vector pTrex3g que contenía el 45 
marco de lectura abierto de la glucoamilasa (Figura 16). Esta nueva banda de proteína presentaba un peso 
molecular aparente de aproximadamente 64 kDa. Este resultado confirma que la TrGA se secreta al medio. 
 
Ejemplo 4 – Caracterización bioquímica del producto génico de GA 
 50 
[0129] Los transformantes productores de GA se desarrollaron en una escala de 4 L. El filtrado de cultivo se 
concentró utilizando una unidad de ultra filtración con un límite de peso molecular nominal de 10.000 Da (Pall 
Omega Centramate OS010c10). La preparación cruda de enzimas se purificó mediante un procedimiento de 2 
etapas utilizando un Sistema ÄKTA explorer 100 FPLC (Amersham Biosciences). Se equilibró una columna HiPrep 
16/10 FF Q-Sefarosa (Amersham BioSciences Cat. No. 17-5190-01) con Tris 25 mM pH 8,0 y se eluyó la proteína de 55 
la columna con NaCl 100 mM en Tris 25 mM pH 8,0. Se realizó una segunda etapa de afinidad utilizando una resina 
Cbind 200 (Novagen Cat. No. 701212-3) y Tris 50 mM pH 7,0 que contenía NaCl 500 mM como tampón de elución 
(figura 16). El extremo N-terminal del producto génico (Ser-Val-Asp-Asp-Phe-Ile) (SEC ID NO: 38) se determinó 
mediante la degradación de Edman (Edman, P. (1956) Acta Chem Scand 10:761-768). 
 60 
[0130] Los perfiles de pH y temperatura de la actividad de glucoamilasa del producto génico se determinaron 
utilizando 4-nitrofenil-α-D-glucopiranósido como sustrato (Elder, M. T. y Montgomery R. S., Glucoamylase activity in 
industrial enzyme preparations using colorimetric enzymatic method; Collaborative study Journal of AOAC 
International, vol. 78 (2), 1995) (figura 18). 
 65 
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Ejemplo 5 – Clonación por aislamiento de homólogos de glucoamilasa de cepas en el grupo de familias de 
Trichoderma/Hypocrea 
 
[0131] Se aislaron tal como se describe en el ejemplo 1 preparaciones de AND cromosómico de las cepas (GA102) -
Hypocrea citrina var. americana (CBS976.69); (GA104) - Hypocrea vinosa (CBS960.68); (GA105)-Trichoderma sp; 5 
(GA107) - Hypocrea gelatinosa (CBS254.62); GA108 - Hypocrea orientalis (ATCC 90550); (GA109) - Trichoderma 
konilangbra; (GA103) - Trichoderma harzianum (CBS433.95); (GA113) - Trichoderma sp.; (GA124) - Trichoderma 
longibrachiatum; (GA127) - Trichoderma asperellum (ATCC 28020); y (GA128) - Trichoderma strictipilis (CBS 
347.93). Los genes de GA de longitud completa se clonaron tal como se han descrito en el ejemplo 1 utilizando los 
cebadores específicos del gen de TrGA NSP231F (SEC ID NO: 23) y NSP232R (SEC ID NO: 24). Las secuencias 10 
de nucleótidos de las cepas se describen en la figura 4 para GA102 (SEC ID NO: 5); la figura 5 para GA104 (SEC ID 
NO: 7); la figura 6 para GA105 (SEC ID NO: 9); la figura 7 para GA107 (SEC ID NO: 11); la figura 8 para GA108 
(SEC ID NO: 13); la figura 9 para GA109 (SEC ID NO: 15); la figura 10 para GA113 (SEC ID NO: 28); la figura 11 
para GA103 (SEC ID NO: 30); la figura 12 para GA124 (SEC ID NO: 32); la figura 13 para GA127 (SEC ID NO: 34) y 
la figura 14 para GA128 (SEC ID NO: 36). Las secuencias de aminoácidos correspondientes se muestran en la 15 
figura 15. La tabla 2 establece el porcentaje de identidad de las secuencias de aminoácidos de la proteína madura 
de glucoamilasa de T. reesei glucoamilasa (figura 3B, SEC ID NO: 4) con los homólogos de glucoamilasa del grupo 
HypocrealTrichoderma. 
 

Tabla 2 - % Identidad de homólogos de GA del grupo Hypocrea/Trichoderma 20 
 

 GA 
102 

GA 
103 

GA 
104 

GA 
105 

GA 
107 

GA 
108 

GA 
109 

GA 
113 

GA 
124 

GA 
127 

GA 
128 

TrGA 

GA102 100 86 86 84 87 84 84 83 84 87 85 84 
GA103  100 98 90 96 90 91 86 90 98 90 90 
GA104   100 91 97 91 90 86 91 99 90 91 
GA105    100 90 95 93 83 94 91 94 95 
GA107     100 90 90 86 90 98 90 90 
GA108      100 94 84 98 91 94 97 
GA109       100 83 94 91 94 94 
GA113        100 84 86 83 84 
GA124         100 91 94 98 
GA127          100 91 91 
GA128           100  94 
TrGA            100 

 
[0132] Las cepas de T. reesei que sobreexpresan GA se obtuvieron tal como se ha descrito en el ejemplo 2. Las 
preparaciones crudas de enzimas se obtuvieron tal como se ha descrito en el ejemplo 3 y la figura 19 muestra los 
geles obtenidos para algunos de los homólogos. La Tabla 3 establece la actividad de glucoamilasa de algunos de los 25 
homólogos. 
 

Tabla 3 
 

Cepa Gen de: Proteína total mg/mL U GA/mL Actividad específica 
GA104 H. vinosa 2,76 37 13 
GA105 T. sp. 2,77  26 9 
GA107 H. gelatinosa 3,61 178 49 
GA109 T. konilangbra 2,22 10 5 
TrGA T. reesei 3,89 91 23 

huésped control T. reesei 0,7 3 4 
 30 
Ejemplo 6 – Producción de glucosa utilizando TrGA 
 
[0133] Se produjo una emulsión DS al 32% de almidón de bolsas Cargill con agua de ósmosis inversa. El pH de la 
emulsión se ajustó a pH 5,8. La emulsión se filtró a través de un tamizador de malla 100 y se dosificó a 4,0 AAU/g de 
ds utilizando SPEZYME® ETHYL, (Genencor International, Inc.). A continuación, la emulsión se inyectó a 107,3°C 35 
durante 5 min (licuación primaria). La actividad de enzimas se determina mediante la velocidad de hidrólisis del 
almidón, según se refleja por la velocidad de disminución en la capacidad de tinción de yodo. Una unidad de AAU de 
actividad de alfa amilasa bacteriana es la cantidad de enzima requerida para hidrolizar 10 mg de almidón por minuto 
bajo condiciones específicas. Después de la licuación primaria, el producto de la licuación se recogió y se conocí en 
un baño de agua a  95°C durante 120 min (licuación secundaria). Se tomaron muestras a 30, 60, 90 y 120 min y se 40 
comprobó DE utilizando el método estándar de azúcares reductores Schoorls de la scorn Refiners Association. El 
producto de la licuación se puso en alícuotas de 100 g en tarros con tapa de rosca, el pH se ajustó a pH 4,5 y se 
equilibró a 60°C durante 15 minutos antes de la dosificación. La enzima TrGA se diluyó para añadir 0,2 ml de enzima 
diluida al tarro a 0,22 GAU/g ds. Después de la dosificación, el producto de la licuación se puso en alícuotas en 7 
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tubos de tapa de rosca, cada uno conteniendo aproximadamente 10 ml de material y se volvió a la temperatura 
designada. Los tubos se extrajeron en los intervalos de tiempo seleccionados (18, 24, 30, 42, 50 y 55 horas) y se 
analizaron mediante HPLC con sistema de Carbohidratos: Columna: Carbohidratos de Phenomenex Rezex (RCM- 
Monosacárido) #00H-0130-KO (Equivalente a Bio-Rad 87H); Temperatura de columna: 70°C; Fase móvil: H2O DI 
Nanopura; Velocidad de flujo: 0,8 mL/min; Detector: RI; Volumen de inyección: 10 µL (3% de material DS) para la 5 
composición de azúcares. 
 

Tabla 4 – Producción de glucosa a partir de almidón de maíz utilizando TrGA 
 

Tratamiento (horas) %DP1 %DP2 %DP3 %DP>3 
18 80,66 2,60 0,66 16,08 
24 84,25 2,31 0,46 12,98 
30 86,26 2,66 0,47 10,61 
42 88,85 3,05 0,40 7,69 
50 89,93 3,26 0,42 6,39 
55 90,64 3,36 0,37 5,62 

 10 
Ejemplo 7 – Producción de etanol utilizando TrGA en un proceso de Sacarificación y Fermentación simultáneas 
(SSF) 
 
[0134] Se obtuvo una muestra de producto de licuación de puré de maíz de un productor local de etanol y se diluyó 
hasta 29% de DS utilizando un “stillage” delgado. El pH de la emulsión se ajustó a pH 4,3 utilizando ácido sulfúrico 6 15 
N. Se colocó una alícuota de 300 g del puré en un baño de agua a 31°C y se dejó equilibrar. Se añadió TrGA a la 
muestra (0,4 GAU/g de ds, que es igual a 1,08 kg/MT de ds). Después de la adición de enzima, se añadió a cada 
muestra 1 ml de una solución de 15 g de levadura Red Star Red (Lesaffre yeast Corp. Milwaukee, WI) en 45 ml de 
agua DI. Se tomaron muestras a 18, 26, 41 y 53 horas y se analizaron mediante HPLC. Columna: Columna de 
ácidos orgánicos Phenomenex Rezex (RHM- Monosacárido) #00H-0132-KO (Equivalente a Bio-Rad 87H); 20 
Temperatura de columna: 60°C; Fase móvil: NH2SO4 0,01; Velocidad de flujo: 0,6 mL/min; Detector: RI; Volumen de 
inyección: 20 µL. 
 

Tabla 5 – Producción de etanol mediante TrGA (0,4 GAU/g) en un proceso SSF 
 25 

Muestra 
(horas) 

%p/v DP>3 %p/v DP-3 %p/v DP-2 %p/v DP-1 %p/v ácido 
láctico 

%p/v glicerol %v/v EtOH 

18 6,38 0,61 3,42 2,69 0,31 0,97 7,44 
26 4,39 0,76 1,02 1,81 0,30 1,12 10,68 
41 1,62 0,47 0,35 0,77 0,31 1,27 13,65 
53 1,03 0,37 0,36 0,16 0,32 1,32 14,46 

 
Ejemplo 8 – Proceso sin cocción para la producción de etanol utilizando TrGA 
 
[0135] En general, se preparó una emulsión al 33% de harina de maíz (Azure Standard Farms) en agua DI a la que 
se añadieron 400 ppm de urea. El pH se ajustó a 4,5. Las fermentaciones se realizaron en matraces de 125 ml que 30 
contenían un puré de 100 g y varios tratamientos de GAU/g TrGA. Se preparó una emulsión al 20% de levadura 
seca Fali en agua y se mezcló con un baño de agua a 32°C una hora antes de inocular los fermentadores mediante 
la adición de 0,2 ml de la emulsión de levadura. Los matraces se colocaron en un baño de agua a 32°C y se mezcló 
el puré suavemente. Durante las fermentaciones, se extrajeron las muestras para un análisis HPLC. Las 
fermentaciones terminaron después de 72 horas. La producción de compuestos, incluyendo azúcares, ácido láctico, 35 
glicerol y etanol, en varios intervalos de muestreo, se muestra a continuación en varias tablas. El puré se secó a 
60°C para obtener el DDGS, y se determinó el contenido en almidón de el DDGS mediante el método dual de 
enzimas. 
 
A. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: el tratamiento incluía 1,2 GAU/g TrGA. 40 
[0136] 
 

Tabla 6 – Producción de etanol 
 

Tratamiento Horas %p/v DP>3 %p/v DP-3 %p/v DP-2 %p/v DP-1 %p/v ácido 
láctico 

%p/v 
glicerol 

%v/v EtOH 

TrGA 17 0,68 0,05 0,04 0,00 0,04 0,41 4,70 
TrGA 24 0,67 0,06 0,05 0,02 0,04 0,42 5,44 
TrGA 41 0,65 0,07 0,00 0,00 0,05 0,44 6,78 
TrGA 48 0,59 0,08 0,08 0,00 0,07 0,43 7,77 
TrGA 64 0,61 0,08 0,00 0,00 0,15 0,43 8,42 
TrGA 72 0,60 0,08 0,07 0,01 0,17 0,43 8,59 
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B. Todas las condiciones son como se describieron anteriormente: los tratamientos incluían 0,75 GAU/g GA107 y 
0,75  GAU/g GA104 
 
[0137] 5 

Tabla 7 – Producción de etanol 
 

GA h %p/v DP>3 %p/v DP-3 %p/v DP-2 %p/v DP-1 %p/v 
Láctico 

%p/v 
Glicerol 

%v/v 
EtOH 

  1,11 0,10 0,29 1,06 0,00 0,15 0,00 
104 13 0,84 0,00 0,01 0,01 0,00 0,43 5,03 
107 13 0,77 0,00 0,00 0,00 0,00 0,42 4,16 
104 21 0,94 0,14 0,03 0,00 0,00 0,46 6,90 
107 21 0,88 0,10 0,03 0,01 0,00 0,43 5,24 
104 35 0,94 0,18 0,13 0,02 0,02 0,49 9,02 
107 35 0,87 0,11 0,02 0,01 0,04 0,44 6,53 
104 54 0,91 0,14 0,00 0,00 0,00 0,51 10,93 
107 54 0,89 0,13 0,00 0,00 0,30 0,45 7,58 
104 62 0,87 0,12 0,00 0,00 0,00 0,53 11,49 
107 62 0,88 0,14 0,00 0,00 0,39 0,46 7,74 
104 72 0,94 0,14 0,16 0,00 0,00 0,53 12,22 
107 72 0,88 0,14 0,05 0,01 0,42 0,47 7,82 

 
 
C. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: los tratamientos incluían a) GA de A. niger 10 
0,75 GAU/g + 2,25 SSU AkAA y b) TrGA 0,75 GAU/g + 2,25 SSU AkAA. Se determinó que el almidón residual para 
el tratamiento con AnGA + AkAA era 5,26% y se determinó que el almidón residual para el tratamiento con TrGA + 
AkAA era 8,71%. 
 
[0138] La medición de la actividad de alfa amilasa para AkAA se basa en el grado de hidrólisis de sustrato de 15 
almidón de patata soluble (4% de ds) por una alícuota de la muestra de enzimas a pH 4,5, 50°C. El contenido de 
azúcar reductor se mide utilizando el método DNS descrito en Miller, G. L. (1959) Anal. Chem. 31:426 - 428. Una 
unidad de la actividad de la enzima (SSU; unidad de almidón soluble) es equivalente al poder reductor de 1 mg de 
glucosa liberada por minuto en las condiciones de incubación específicas. 
 20 

Tabla 8 – Producción de etanol 
 
Tratamiento Horas %p/v DP>3 %p/v DP-3 %p/v DP-2 %p/v DP-1 %p/v 

Láctico 
%p/v 

Glicerol 
%v/v 
EtOH 

AnGA + 
AkAA 

15 0,81 0,00 0,04 0,13 0,04 0,63 8,22 

TrGA + 
AkAA 

15 0,94 0,00 0,04 0,03 0,04 0,68 8,35 

         
AnGA + 
AkAA 

26,5 0,94 0,06 0,04 0,08 0,06 0,89 12,59 

TrGA + 
AkAA 

26,5 1,00 0,08 0,08 0,00 0,06 0,83 11,81 

         
AnGA + 
AkAA 

40 0,65 0,10 0,08 0,05 0,06 0,94 14,37 

TrGA + 
AkAA 

40 0,73 0,10 0,14 0,00 0,05 0,91 13,80 

         
AnGA + 
AkAA 

49 0,93 0,07 0,06 0,05 0,05 1,08 17,05 

TrGA + 
AkAA 

49 0,98 0,08 0,14 0,00 0,04 0,97 15,52 

         
AnGA + 
AkAA 

70 0,82 0,04 0,04 0,27 0,00 1,07 17,59 

TrGA + 
AkAA 

70 0,95 0,08 0,04 0,00 0,00 1,01 17,17 
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D. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: los tratamientos incluían a) TrGA 0,695 
GAU/g + 2,25 SSU AkAA y b) TrGA 0,695 GAU/g + 2,25 SSU AKAA + 2 ASPU/g pululanasa. Una unidad de 
pululanasa estable en ácido (ASPU) se define como la cantidad de enzima que libera un potencial reductor 
equivalente a la glucosa por minuto de puluano a pH 4,5 y una temperatura de 60°C. 
 5 
[0139] 
 

Tabla 9 – Producción de etanol 
 
Tratamiento Horas %p/v DP>3 %p/v 

DP-3 
%p/v 
DP-2 

%p/v 
DP-1 

%p/v 
Láctico 

%p/v 
Glicerol 

%v/v 
Etanol 

%DDGS 
almidón 

TrGA 15 0,92 0,05 0,05 0,04 0,03 0,60 7,69  
TrGA + 
pululanasa 

15 0,91 0,05 0,04 0,04 0,03 0,60 8,00  

          
TrGA 24 0,94 0,08 0,09 0,05 0,04 0,72 10,46  
TrGA + 
pululanasa 

24 0,91 0,12 0,10 0,05 0,04 0,73 10,93  

          
TrGA 41 0,91 0,10 0,17 0,05 0,04 0,86 13,89  
TrGA + 
pululanasa 

41 0,92 0,13 0,16 0,04 0,05 0,87 14,33  

          
TrGA 47 0,87 0,10 0,20 0,05 0,04 0,90 14,51  
TrGA + 
pululanasa 

47 0,94 0,13 0,19 0,04 0,03 0,91 15,32  

          
TrGA 70 0,92 0,11 0,06 0,03 0,00 0,98 17,27 18,5 
TrGA + 
pululanasa 

70 0,95 0,11 0,05 0,02 0,00 0,98 17,77 16,4 

 10 
E. Todas las condiciones fueron tal como se han descrito anteriormente: los tratamientos incluían TrGA 0,695 GAU/g 
y los siguientes tratamientos con AkAA: 
 
a) 3 SSU AkAA; b) 10 SSU AkAA and c) 30 SSU AkAA. 
 15 
[0140] 
 

Tabla 10 
 
Tratamiento 

(AkAA) 
Horas %p/v DP>3 %p/v 

DP-3 
%p/v 
DP-2 

%p/v 
DP-1 

%p/v 
Láctico 

%p/v 
Glicerol 

%v/v 
Etanol 

%DDGS 
almidón 

3 SSU 17 0,77 0,05 0,00 0,00 0,04 0,59 8,31  
10 SSU 17 0,76 0,04 0,03 0,00 0,03 0,62 8,85  
30 SSU 17 0,78 0,04 0,05 0,00 0,03 0,06 9,54  
          
3 SSU 30 0,74 0,07 0,05 0,00 0,05 0,73 11,35  
10 SSU 30 0,78 0,06 0,05 0,00 0,05 0,81 12,62  
30 SSU 30 0,85 0,71 0,05 0,03 0,05 0,84 13,91  
          
3 SSU 41 0,70 0,08 0,02 0,02 0,05 0,90 13,96  
10 SSU 41 0,69 0,08 0,02 0,03 0,05 0,91 15,02  
30 SSU 41 0,68 0,07 0,03 0,07 0,05 0,92 15,83  
          
3 SSU 51 0,73 0,09 0,09 0,04 0,05 0,98 15,38  
10 SSU 51 0,74 0,09 0,05 0,05 0,04 0,99 16,57  
30 SSU 51 0,73 0,08 0,04 0,03 0,04 0,96 16,53  
          
3 SSU 70 0,70 0,09 0,02 0,02 0,02 1,04 17,09 15,8 
10 SSU 70 0,72 0,08 0,02 0,03 0,04 1,04 17,35 10,7 
30 SSU 70 0,71 0,08 0,02 0,07 0,03 1,01 17,42 9,6 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Composición de enzimas que comprende una glucoamilasa que tiene una secuencia de aminoácidos que es 
idéntica por lo menos en un 90% con la SEC ID NO: 4 y una alfa amilasa de Aspergillus, en la que la alfa amilasa 
tiene por lo menos un 90% de identidad con la secuencia de proteína madura de la SEC ID NO: 27, y en la que la 
actividad específica de dicha glucoamilasa es por lo menos un 90% de la actividad específica de una glucoamilasa 5 
que tiene la secuencia de SEC ID NO: 4. 
 
2. Composición de enzimas según la reivindicación 1, en la que la glucoamilasa tiene una identidad de secuencia de 
por lo menos un 95% ó un 97% con la SEC ID NO: 4. 
 10 
3. Composición de enzimas según la reivindicación 1, en la que la alfa amilasa tiene por lo menos un 93%, 95%, 
96%, 97%, 98% ó 99% de identidad con la secuencia de proteína madura de SEC ID NO: 27. 
 
4. Método de hidrolización de almidón que comprende tratar un sustrato que contiene almidón con una composición 
de enzimas según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3. 15 
 
5. Método para producir un producto de fermentación a partir de un sustrato que contiene almidón granular que 
comprende 
 
a) poner en contacto un sustrato que contiene almidón granular con una composición de enzimas según cualquiera 20 
de las reivindicaciones 1 a 3 a una temperatura por debajo de la temperatura de gelatinización, a un pH de 
aproximadamente 4 a 7,0 durante un periodo de tiempo para producir una composición que comprende glucosa, y  
b) poner en contacto la glucosa con un organismo de fermentación bajo condiciones de fermentación adecuadas 
para producir un producto de fermentación. 
 25 
6. Método según la reivindicación 5, en el que el producto de fermentación es etanol. 
 
7. Método para sacarificar almidón licuado que comprende tratar almidón licuado con una composición de enzimas 
según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y obtener una composición que incluye por lo menos un 80% de 
glucosa. 30 
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Figura 1A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma reesei (Sec ID No: 1) 
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 Figura 2A-B Secuencia de ADNc de Trichoderma reesei (Sec ID No: 2) 
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Figura 3A 
 
Secuencia de aminoácidos de TrGA (SEC ID No: 3) 
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Figura 3B 
 
proteína madura TrGA (SEC ID No: 4) 
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Figura 4A-B Secuencia de ADNg de Hypocrea citrina var. Americana, (GA102) – 2154 pb (SEC ID No: 5) 
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Figura 5A-B Secuencia de ADNg de Hypocrea vinosa, (GA104) – 2152 pb (SEC ID No: 7) 
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Figura 6A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma sp., (GA105) – 2158 pb (SEC ID No: 9) 
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Figura 7A-B Secuencia de ADNg de Hyprocrea gelatinosa, (GA107) – 2144 pb (SEC ID No: 11) 
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Figura 8A-B Secuencia de ADNg de Hyprocrea orientalis, (GA108) – 2127 pb (SEC ID No: 13) 
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Figura 9A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma konilangbra, (GA109) – 2139 pb (SEC ID No: 15) 
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Figura 10A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma sp., (GA113) – 2088 pb (SEC ID No: 28) 
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Figura 11A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma harzianum, (GA103) – 2141 pb (SEC ID No: 30) 
 

 



 35 

 
 
Figura 12A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma longibrachiatum, (GA124) – 2131 pb (SEC ID No: 32) 
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Figura 13A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma asperellum, (GA127) – 2151 pb (SEC ID No: 34) 
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Figura 14A-B Secuencia de ADNg de Trichoderma strictipilis, (GA128) – 2142 pb (SEC ID No: 36) 
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Figura 15A-I 
a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Hypocrea citrina var. americana (CBS976.69), (GA102) 
que tiene 632 aminoácidos (SEC ID No: 6), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 632 (SEC Id No: 17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1b) Secuencia de la proteína madura para GA102 (SEC ID No: 17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Hypocrea vinosa (CBS960.68), (GA104) que tiene 631 
aminoácidos (SEC ID No: 8), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las posiciones de 
los residuos de aminoácidos 34 – 631 (SEC Id No: 18) 
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1b) Secuencia de la proteína madura para GA104 (SEC ID No: 18) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma sp. (GA105) que tiene 633 aminoácidos 
(SEC ID No: 10), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las posiciones de los residuos 
de aminoácidos 34 – 633 (SEC Id No: 19) 
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3b) Secuencia de la proteína madura para GA105 (SEC ID No: 19) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Hyprocrea gelatinosa (CBS254.62) (GA107) que tiene 
631 aminoácidos (SEC ID No: 12), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 631 (SEC Id No: 20) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4b) Secuencia de la proteína madura para GA107 (SEC ID No: 20) 
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5a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Hyprocrea orientalis (ATCC90550) (GA108) que tiene 
632 aminoácidos (SEC ID No: 14), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 632 (SEC Id No: 21) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5b) Secuencia de la proteína madura para GA108 (SEC ID No: 21) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma konilangbra (GA109) que tiene 632 
aminoácidos (SEC ID No: 16), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las posiciones de 
los residuos de aminoácidos 34 – 632 (SEC Id No: 22) 
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6b) Secuencia de la proteína madura para GA109 (SEC ID No: 22) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma sp. (DAOM177690) (GA113) que tiene 
627 aminoácidos (SEC ID No: 29), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 31 – 627 (SEC Id No: 43) 
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7b) Secuencia de la proteína madura para GA113 (SEC ID No: 43) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma harzianum (CBS433.95) (GA103) que 
tiene 631 aminoácidos (SEC ID No: 31), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 631 (SEC Id No: 44) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8b) Secuencia de la proteína madura para GA103 (SEC ID No: 44) 
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9a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma longibrachiatum (IMI92.027) (GA124) que 
tiene 632 aminoácidos (SEC ID No: 33), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 632 (SEC Id No: 45) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
9b) Secuencia de la proteína madura para GA124 (SEC ID No: 45) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
10a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma asperellum (ATCC28020) (GA127) que 
tiene 631 aminoácidos (SEC ID No: 35), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 631 (SEC Id No: 46) 
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10b) Secuencia de la proteína madura para GA127 (SEC ID No: 46) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11a) Posible secuencia de aminoácidos de la glucoamilasa de Trichoderma strictipilis (CBS347.93) (GA128) que 
tiene 632 aminoácidos (SEC ID No: 37), en la que la secuencia de la proteína madura está representada por las 
posiciones de los residuos de aminoácidos 34 – 632 (SEC Id No: 47) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
11b) Secuencia de la proteína madura para GA128 (SEC ID No: 47) 
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Figura 16. Gel SDS-PAGE utilizado para determinar el PM de la TrGA purificada 
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Figura 17A Mapa del plásmido del vector de expresión pTrex3g de T. Reesei 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17B Mapa del plásmido que incluye el vector de expresión pNSP23 de T. Reesei, el gen de GA de T. Reesei 
clonado en pTRex3g 
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Figura 18 
 

Actividad de GA TrGA a 37oC 

Actividad de GA TrGA a pH 4 
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Figura 19 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Carril 1: GA104 
Carril 2: GA105 
Carril 3: GA107 
Carril 4: GA109 
Carril 5: TrGA 
Carril 6: Huésped T. reesei 
Carril 7: Marcador PM 
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Figura 20 
 

A. Secuencia de aminoácidos de glucoamilasa de Aspergillus Níger (SEC Id No: 26) que incluye la secuencia 
señal 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B.  
 
 
 
 
B. Secuencia de aminoácidos de glucoamilasa de alfa amilasa de Aspergillus kawachi (AkAA) (SEC Id No: 27) que 
incluye la secuencia señal 

C.   
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