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DESCRIPCIÓN 

 
Polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa y polinucleótidos que los codifican. 
 
Antecedentes de la invención 5 
 
Campo de la invención 
 
[0001] La presente invención se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad de alfa-glucosidasa y polinucleótidos 
aislados que codifican los polipéptidos. La invención también se refiere a constructos de ácidos nucleicos, vectores y 10 
células huésped que comprenden los polinucleótidos así como métodos para producir y utilizar los polipéptidos. 
 
Descripción de la técnica relacionada 
 
[0002] Diferentes enzimas están implicadas en la degradación de almidón. 15 
Las enzimas incluyen alfa-amilasa, beta-amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa, isoamilasa, alfa-glucosidasa y 
ciclodextrina glucosiltransferasa. 
 
[0003] Las alfa-glucosidasas (EC 3.2.1.20) hidrolizan residuos terminales no reductores alfa-1,4-enlazados de glucosa 
en varios sustratos, liberando glucosa. Degradan rápidamente los disacáridos y oligosacáridos mientras que, de hacerlo, 20 
atacan lentamente a los polisacáridos. La maltosa, los derivados de maltosa, sacarosa, aril-alfa-glucósidos y alquil-alfa-
glucósidos pueden hacer de sustratos.  
 
[0004] La purificación y propiedades de una alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus ha sido descrita por Rudick y 
Elbein, 1974, Archives of Biochemistry and Biophysics 161: 281-290. 25 
 
[0005] Se ha informado de que otros hongos filamentosos producen alfa-glucosidasas, tales como Aspergillus flavus 
(Olutiola, 1981, Mycologia 73: 1130), Aspergillus nidulans (Kato et al., 2002, Appl. Environ. Microbiol. 68: 1250-1256), 
Aspergillus niger (Rudick et al., 1979, Archives of Biochemistry and Biophysics 193: 509), Aspergillus oryzae (Leibowitz 
and Mechlinski, 1926, Hoppe- Seyler's Zeitschrift fur Physiologische Chemie 154: 64), Mucor javanicus (Yamasaki et al., 30 
1978, Berichte des Ohara Instituts para Landwirtschaftliche Biologie 17: 123), Mucor racemosus (Yamasaki et al., 1977, 
Agricultural and Biological Chemistry 41: 1553), Mucor rouxii (Flores-Carreon and Ruiz- Herrera, 1972, Biochemica et 
Biophyisica Acta 258: 496), Penicillium pupurogenum (Yamasaki et al., 1976, Agricultural and Biological Chemistry 40: 
669) y Penicillium oxalicum (Yamasaki et al., 1977, Agricultural and Biological Chemistry 41: 1451). 
 35 
[0006] Las alfa-glucosidasas se pueden usar en combinación con otras enzimas que degradan el almidón, por ejemplo, 
alfa-amilasa, para conseguir la hidrólisis completa del almidón en aplicaciones industriales donde es deseable la 
conversión en azúcares fermentables. En consecuencia, hay una necesidad en la técnica de alfa-glucosidasas 
alternativas con propiedades mejoradas tales como pH óptimo, temperatura óptima y termoestabilidad. 
 40 
[0007] Es un objetivo de la presente invención el proporcionar polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa y 
polinucleótidos que codifican los polipéptidos. 
 
Resumen de la invención 
 45 
[0008] La presente invención se refiere a un polipéptido aislado que tiene actividad de alfa-glucosidasa, donde el 
polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90% de identidad con los aminoácidos 20 a 988 
de la SEC ID nº 6. 
 
[0009] La presente invención también se refiere a polinucleótidos aislados que comprenden una secuencia de 50 
nucleótidos que codifica el polipéptido de la invención. 
 
[0010] La presente invención también se refiere a constructos de ácidos nucleicos, vectores de expresión recombinantes 
y células huésped recombinantes que comprenden los polinucleótidos. 
 55 
[0011] La presente invención también se refiere a métodos para producir polipéptidos de la invención que tienen 
actividad de alfa-glucosidasa que comprenden (a) cultivar una célula huésped recombinante que comprende un 
constructo de ácidos nucleicos que comprende un polinucleótido que codifica el polipéptido bajo condiciones propicias 
para la producción del polipéptido; y (b) recuperar del polipéptido. 
Breve descripción de las figuras 60 
 
[0012] 
 
La Figura 1 muestra la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de una alfa-glucosidasa 
de Aspergillus fumigatus (Agl1) (SEC ID nº 1 y 2, respectivamente). 65 
La Figura 2 muestra la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de una alfa-glucosidasa 
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de Aspergillus fumigatus (Agl2) (SEC ID nº 3 y 4, respectivamente). 
La Figura 3 muestra la secuencia de ADN genómico y la secuencia de aminoácidos deducida de una alfa-glucosidasa 
de Aspergillus fumigatus (Agl3) (SEC ID nº 5 y 6, respectivamente). 
La Figura 4 muestra un mapa de restricción de pAILo1. 
La Figura 5 muestra un mapa de restricción de pBM121b. 5 
La Figura 6 muestra un mapa de restricción de pBM120a. 
La Figura 7 muestra un mapa de restricción de pSMO216. 
La Figura 8 muestra un mapa de restricción de pHyGe011. 
La Figura 9 muestra un mapa de restricción de pJSF9b. 
La Figura 10 muestra la dependencia del pH que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 10 

purificada en tampón acetato 50 mM/tampón fosfato 50 mM a 37°C. 
La Figura 11 muestra la termoestabilidad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 purificada tras la 
incubación en acetato sódico pH 5,0 y 0,05 M durante 5 minutos a diferentes temperaturas. 
La Figura 12 muestra la dependencia de la temperatura que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus 
fumigatus Agl1 purificada en acetato sódico pH 5,0 y 50 mM. 15 
La Figura 13 muestra la dependencia del pH que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 
purificada en tampón acetato 50 mM/tampón fosfato 50 mM a 37°C. 
La Figura 14 muestra la termoestabilidad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 purificada tras la 
incubación en acetato sódico pH 5,0 y 50 mM durante 5 minutos a diferentes temperaturas. 
La Figura 15 muestra la dependencia de la temperatura que tiene la actividad de la alfa-glucosidasa de Aspergillus 20 
fumigatus Agl3 purificada en acetato sódico pH 5,0 y 50 mM. 
 
Definiciones 
 
[0013] Actividad de alfa-glucosidasa: el término "actividad de alfa-glucosidasa" se define en este documento como una 25 
actividad de alfa-D-glucósido glucohidrolasa (E.C. 3.2.1.20) que cataliza la exohidrólisis de los residuos terminales no 
reductores 1,4-enlazados de alfa-D-glucosa con la liberación de alfa-D-glucosa. 
Los sustratos naturales de la actividad enzimática incluyen, por ejemplo, maltosa, maltotriosa, maltotetraosa, 
maltopentaosa, almidón (soluble), amilosa, amilopectina, isomaltosa, kojibiosa, sacarosa, nigerosa, turanosa, melicitosa 
y glucógeno. Para los fines de la presente invención, la actividad de alfa-glucosidasa se determina con maltosa como 30 
sustrato en tampón de acetato sódico 0,1 M y pH 4,3 a 25°C. Una unidad de actividad de alfa-glucosidasa se define 
como 1,0 µmol de glucosa producida por minuto a 25°C y pH 4,3 de maltosa como sustrato en tampón de acetato 
sódico. 
 
[0014] Los polipéptidos de la presente invención tienen al menos un 20%, preferiblemente al menos un 40%, más 35 
preferiblemente al menos un 50%, más preferiblemente al menos un 60%, más preferiblemente al menos un 70%, más 
preferiblemente al menos un 80%, incluso más preferiblemente al menos un 90%, de la forma más preferible al menos 
un 95% e incluso de forma más preferible al menos un 100% de la actividad de alfa-glucosidasa del polipéptido que 
consiste en la secuencia de aminoácidos mostrada como los aminoácidos 15 a 881 de la SEC ID nº 2, los aminoácidos 
30 a 967 de la SEC ID nº 4 o los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. 40 
 
[0015] Polipéptido aislado: el término "polipéptido aislado" tal y como se usa en este documento se refiere a un 
polipéptido que es al menos un 20% puro, preferiblemente al menos un 40% puro, más preferiblemente al menos un 
60%, puro incluso más preferiblemente al menos un 80% puro, de la forma más preferible al menos un 90% puro e 
incluso de forma más preferible al menos un 95% puro, tal y como se determina mediante SDS-PAGE. 45 
 
[0016] Polipéptido sustancialmente puro: el término "polipéptido sustancialmente puro" denota en este documento un 
preparado de polipéptidos que contiene como mucho un 10%, preferiblemente como mucho un 8%, más preferiblemente 
como mucho un 6%, más preferiblemente como mucho un 5%, más preferiblemente como mucho un 4%, más 
preferiblemente como mucho un 3%, incluso más preferiblemente como mucho un 2%, de la forma más preferible como 50 
mucho un 1% e incluso de forma más preferible como mucho un 0,5% en peso de otro material polipeptídico con el cual 
está asociado originalmente o por recombinación. Se prefiere, por tanto, que el polipéptido sustancialmente puro sea al 
menos un 92% puro, preferiblemente al menos un 94% puro, más preferiblemente al menos un 95% puro, más 
preferiblemente al menos un 96% puro, más preferiblemente al menos un 96% puro, más preferiblemente al menos un 
97% puro, más preferiblemente al menos un 98%, puro incluso más preferiblemente al menos un 99%, de la forma más 55 
preferible al menos 99,5% puro e incluso de forma más preferible un 100% puro en peso del material polipeptídico total 
presente en el preparado. 
 
[0017] Los polipéptidos de la presente invención están preferiblemente en una forma sustancialmente pura. 
En particular, se prefiere que los polipéptidos estén en "forma esencialmente pura", es decir, que el preparado de 60 
polipéptidos esté esencialmente libre de otro material polipeptídico con el cual esté asociado originalmente o por 
recombinación. Esto puede ser realizado, por ejemplo, preparando el polipéptido mediante métodos recombinantes bien 
conocidos o por métodos de purificación tradicional. 
 
[0018] En este documento, el término "polipéptido sustancialmente puro" es sinónimo de los términos "polipéptido 65 
aislado" y "polipéptido en forma aislada". 
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[0019] Identidad: la relación entre dos secuencias de aminoácidos o entre dos secuencias de nucleótidos es descrita por 
el parámetro "identidad". 
 
[0020] Para fines de la presente invención, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoácidos se determina por 5 
el método Clustal (Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) usando el software LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, 
Inc., Madison, WI) con una tabla de identidad y los siguientes parámetros de alineamiento múltiple: penalización de gap 
de 10 y penalización de longitud de gap de 10. Los parámetros de alineamiento por parejas son Ktuple=1, penalización 
de gap=3, ventanas=5 y diagonales=5. 
 10 
[0021] Para fines de la presente invención, el grado de identidad entre dos secuencias de nucleótidos se determina 
mediante el método Wilbur-Lipman (Wilbur and Lipman, 1983, Proceedings of the National Academy of Science USA 80: 
726-730) utilizando el Software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, WI) con una tabla de 
identidad y los siguientes parámetros de alineamiento múltiple: penalización de gap de 10 y penalización de longitud de 
gap de 10. Los parámetros de alineamiento por parejas son Ktuple=3, penalización de gap=3 y ventanas=20. 15 
 
[0022] Fragmento de polipéptido: el término "fragmento de polipéptido" se define en este documento como un 
polipéptido que tiene uno o más aminoácidos eliminados del amino- y/o carboxilo-terminal de una secuencia de 
aminoácidos o una homóloga de la misma, donde el fragmento tiene actividad de alfa-glucosidasa. En un aspecto 
preferido, un fragmento contiene al menos 770 residuos de aminoácidos, más preferiblemente al menos 800 residuos de 20 
aminoácidos y de la forma más preferible al menos 830 residuos de aminoácidos de la SEC ID nº 2 o una homóloga de 
la misma. En otro aspecto preferido, un fragmento contiene al menos 820 residuos de aminoácidos, más 
preferiblemente al menos 860 residuos de aminoácidos y de la forma más preferible al menos 900 residuos de 
aminoácidos de la SEC ID nº 4 o una homóloga de la misma. En otro aspecto preferido, un fragmento contiene al menos 
820 residuos de aminoácidos, más preferiblemente al menos 860 residuos de aminoácidos y de la forma más preferible 25 
al menos 900 residuos de aminoácidos de la SEC ID nº 6 o una homóloga de la misma. 
 
[0023] Variante alélica: el término "variante alélica" denota en este documento  cualesquiera dos o más formas 
alternativas de un gen que ocupan el mismo locus cromosómico. La variación alélica surge naturalmente a través de 
mutación y puede dar lugar al polimorfismo dentro de poblaciones. Las mutaciones genéticas pueden ser silenciosas 30 
(sin cambios en el polipéptido codificado) o pueden codificar polipéptidos con secuencias de aminoácidos alteradas. 
Una variante alélica de un polipéptido es un polipéptido codificado por una variante alélica de un gen. 
 
[0024] Polinucleótido aislado: el término "polinucleótido aislado" tal y como se usa en este documento se refiere a un 
polinucleótido que es al menos un 20% puro, preferiblemente al menos un 40% puro, más preferiblemente al menos un 35 
60% puro, incluso más preferiblemente al menos un 80% puro, de la forma más preferible al menos un 90% puro e 
incluso de forma más preferible al menos un 95% puro, tal y como se determina mediante electroforesis de agarosa. 
 
[0025] Polinucleótido sustancialmente puro: el término "polinucleótido sustancialmente puro" tal y como se usa en este 
documento se refiere a un preparado de polinucleótidos libre de otros nucleótidos extraños o no deseados y en una 40 
forma adecuada para el uso dentro de sistemas de producción de proteínas genéticamente modificadas. De este  modo, 
un polinucleótido sustancialmente puro contiene como mucho un 10%, preferiblemente como mucho un 8%, más 
preferiblemente como mucho un 6%, más preferiblemente como mucho un 5%, más preferiblemente como mucho un 
4%, más preferiblemente como mucho un 3%, incluso más preferiblemente como mucho un 2%, de la forma más 
preferible como mucho un 1% e incluso de forma más preferible como mucho 0,5% en peso de otro material de 45 
polinucleótidos con el cual está asociado originalmente o por recombinación. Un polinucleótido sustancialmente puro 
puede, no obstante, incluir las regiones no traducidas 5' y 3' de origen natural, tales como promotores y terminadores. 
Se prefiere que el polinucleótido sustancialmente puro sea al menos un 90% puro, preferiblemente al menos un 92% 
puro, más preferiblemente al menos un 94% puro, más preferiblemente al menos un 95% puro, más preferiblemente al 
menos un 96% puro, más preferiblemente al menos un 97% puro, incluso más preferiblemente al menos un 98% puro, 50 
de la forma más preferible al menos un 99% e incluso de forma más preferible al menos un 99,5% puro en peso. Los 
polinucleótidos de la presente invención están preferiblemente en una forma sustancialmente pura. En particular, se 
prefiere que los polinucleótidos que aquí se describen estén en "forma esencialmente pura", es decir, que el preparado 
de polinucleótidos esté esencialmente libre de otro material de polinucleótidos con el cual está asociado originalmente o 
por recombinación. En este documento, el término "polinucleótido sustancialmente puro" es sinónimo de los términos " 55 
aislado" y " polinucleótido en forma aislada". Los polinucleótidos pueden ser de origen genómico, ADNc, ARN, 
semisintético, sintético o cualquier combinación de los mismos. 
 
[0026] Subsecuencia: el término "subsecuencia" se define aquí como una secuencia de nucleótidos con uno o más 
nucleótidos eliminados del terminal 5' y/o 3' de un polinucleótido o un homólogo del mismo, donde la subsecuencia 60 
codifica un fragmento de polipéptido que tiene actividad de alfa-glucosidasa. En un aspecto preferido, una subsecuencia 
contiene al menos 2310 nucleótidos, más preferiblemente al menos 2400 nucleótidos y de la forma más preferible al 
menos 2490 nucleótidos de la SEC ID nº 1 o una homóloga de la misma. En otro aspecto preferido, una subsecuencia 
contiene al menos 2460 nucleótidos, más preferiblemente al menos 2580 nucleótidos y de la forma más preferible al 
menos 2700 nucleótidos de la SEC ID nº 3 o una homóloga de la misma. En otro aspecto preferido, una subsecuencia 65 
contiene al menos 2460 nucleótidos, más preferiblemente al menos 2580 nucleótidos y de la forma más preferible al 
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menos 2700 nucleótidos de la SEC ID nº 5 o una homóloga de la misma. 
 
[0027] ADNc: el término "ADNc" se define en este documento como una molécula de ADN que se puede preparar 
mediante transcripción inversa de una molécula de ARNm madura empalmada, obtenida de una célula eucariota. El 
ADNc carece de secuencias intrónica que están normalmente presentes en el ADN genómico correspondiente. El 5 
transcrito inicial principal de ARN es un precursor de ARNm que se procesa a través de una serie de pasos antes de 
aparecer como ARNm empalmado maduro. Estos pasos incluyen la eliminación de secuencias intrónicas por un proceso 
llamado empalme. El ADNc derivado de ARNm carece, por tanto, de cualquier secuencia intrónica. 
 
[0028] Constructo de ácidos nucleicos: el término "constructo de ácidos nucleicos" tal y como se utiliza en este 10 
documento se refiere a una molécula de ácidos nucleicos, tanto uni- como bicatenaria, que es aislada de un gen de 
origen natural o que se modifica para contener segmentos de ácidos nucleicos de manera que de otro modo no 
existirían en la naturaleza. El término constructo de ácidos nucleicos es sinónimo del término "casete de expresión" 
cuando el constructo de ácidos nucleicos contiene las secuencias de control requeridas para la expresión de una 
secuencia codificante de la presente invención. 15 
 
[0029] Secuencia de control: el término "secuencias de control" se define en este documento para incluir todos los 
componentes, que son necesarios o beneficiosos para la expresión de un polinucleótido que codifica un polipéptido de 
la presente invención. Cada secuencia de control puede ser nativa o extranjera a la secuencia de nucleótidos que 
codifica el polipéptido, o nativa o extranjera a cada una de las otras. Tales secuencias de control incluyen, pero no se 20 
limitan a, un líder, una secuencia de poliadenilación, una secuencia de propéptido, un promotor, una secuencia de 
péptido señal y un terminador de transcripción. Como mínimo, las secuencias de control incluyen un promotor y señales 
de parada transcripcional y traduccional. Se pueden proporcionar enlazadores a las secuencias de control con el 
objetivo de introducir sitios de restricción específicos que faciliten la unión de las secuencias de control con la región 
codificante de la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido. 25 
 
[0030] Operativamente enlazado: el término "operativamente enlazado" denota en este documento una configuración en 
la que una secuencia de control se coloca en una posición apropiada relativa a la secuencia de codificación de la 
secuencia de polinucleótidos de manera que la secuencia de control dirige la expresión de la secuencia codificante de 
un polipéptido. 30 
 
[0031] Secuencia codificante: cuando se usa en este documento el término "secuencia codificante" significa una 
secuencia de nucleótidos que especifica directamente la secuencia de aminoácidos de su producto proteínico. Los 
límites de la secuencia codificante están generalmente determinados por un marco de lectura abierto, que empieza 
normalmente con el codón de inicio ATG o codones de inicio alternativos tales como GTG y TTG, y termina con un 35 
codón de terminación tal como TAA, TAG y TGA. La secuencia codificante puede ser un ADN, ADNc o una secuencia 
de nucleótidos recombinante. 
 
[0032] Expresión: el término "expresión" incluye cualquier paso implicado en la producción del polipéptido incluyendo, 
pero no limitándose a, transcripción, modificación postranscripcional, traducción, modificación postraduccional y 40 
secreción. 
 
[0033] Vector de expresión: el término "vector de expresión" se define en este documento como una molécula de ADN 
lineal o circular que comprende un polinucleótido que codifica un polipéptido de la invención y que está operativamente 
enlazado a nucleótidos adicionales que se ocupan de su expresión. 45 
 
[0034] Célula huésped: el término "célula huésped", tal y como se utiliza en este documento, incluye cualquier tipo de 
célula que sea susceptible de transformación, transfección, transducción y similares con un constructo de ácidos 
nucleicos o vector de expresión que comprende un polinucleótido de la presente invención. 
 50 
[0035] Modificación: el término "modificación" significa en este documento cualquier modificación química del polipéptido 
que consiste en los aminoácidos 15 a 881 de la SEC ID nº 2, los aminoácidos 30 a 967 de la SEC ID nº 4 o los 
aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6, o una secuencia homóloga de la misma, así como manipulación genética del 
ADN que codifica ese polipéptido. La modificación puede ser sustituciones, deleciones y/o inserciones de uno o varios 
aminoácidos así como reemplazos de una o varias cadenas laterales de aminoácidos. 55 
 
[0036] Variante Artificial: cuando se usa en este documento, el término "variante artificial" significa un polipéptido que 
tiene actividad de alfa-glucosidasa producido por un organismo expresando una secuencia de nucleótidos modificada de 
la SEC ID nº 1, la SEC ID nº 3 o la SEC ID nº 5. La secuencia de nucleótidos modificada se obtiene a través de 
intervención humana modificando la secuencia de nucleótidos descrita en la SEC ID nº 1, la SEC ID nº 3 o la SEC ID nº 60 
5. 
 
Descripción detallada de la invención 
 
Polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa 65 
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[0037] En un primer aspecto, la presente invención se refiere a polipéptidos aislados que tienen actividad de alfa-
glucosidasa, donde los polipéptidos tienen una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 90% de identidad con 
los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. En realizaciones de la invención los polipéptidos tienen al menos un 95% y 
de la forma más preferible al menos un 97% de identidad con los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6 (de ahora en 
adelante "polipéptidos homólogos). En un aspecto preferido, los polipéptidos homólogos tienen una secuencia de 5 
aminoácidos que difiere en diez aminoácidos, preferiblemente en cinco aminoácidos, más preferiblemente en cuatro 
aminoácidos, incluso más preferiblemente en tres aminoácidos, de la forma más preferible en dos aminoácidos e incluso 
de la forma más preferible en un aminoácido de los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. 
 
[0038] Un polipéptido de la presente invención preferiblemente comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID nº 10 
6, o una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tiene actividad de alfa-glucosidasa. 
En un aspecto preferido, un polipéptido comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID nº 6. En otro aspecto 
preferido, un polipéptido comprende los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6, o una variante alélica de la misma; o 
un fragmento de la misma que tiene actividad de alfa-glucosidasa. En otro aspecto preferido, un polipéptido comprende 
los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en la secuencia de 15 
aminoácidos de la SEC ID nº 6 o una variante alélica de la misma; o un fragmento de la misma que tiene actividad de 
alfa-glucosidasa. En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en la secuencia de aminoácidos de la SEC ID nº 6. 
En otro aspecto preferido, un polipéptido consiste en los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6 o una variante alélica 
de la misma; o un fragmento de la misma que tiene actividad de alfa-glucosidasa. En otro aspecto preferido, un 
polipéptido consiste en los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. 20 
 
[0039] En otro aspecto, la invención se refiere a un polipéptido que es codificado por el polinucleótido contenido en 
plásmido pJSF9b que está contenido en E. coli NRRL B-30856. 

 
[0040] Los polipéptidos aislados de la invención que tienen actividad de alfa-glucosidasa tienen las siguientes 25 
propiedades fisicoquímicas: un pH óptimo en el rango de aproximadamente 3,5 a aproximadamente 4,5, preferiblemente 
aproximadamente 3,8 a aproximadamente 4,5, más preferiblemente aproximadamente 4,0 a aproximadamente 4,5, de 
la forma más preferible aproximadamente 4,0 a aproximadamente 4,3 e incluso de la forma más preferible 
aproximadamente de pH 4,1 en tampón acetato 50 mM tampón fosfato 50 mM a 37°C, una temperatura óptima en el 
rango de aproximadamente 60°C a aproximadamente 63°C en acetato sódico 50 mM y pH 5,0, y termoestabilidad hasta 30 
de aproximadamente 67°C a aproximadamente 70°C (aproximadamente el 80% de la actividad residual) en acetato 
sódico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos. En un aspecto preferido, el polipéptido aislado que tiene actividad de alfa-
glucosidasa tiene termoestabilidad hasta aproximadamente 67°C (aproximadamente el 80% de la actividad residual) en 
acetato sódico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos. En otro aspecto preferido, el polipéptido aislado con actividad de alfa-
glucosidasa tiene termoestabilidad hasta aproximadamente 70°C (aproximadamente el 80% de la actividad residual) en 35 
acetato sódico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos 
 
Fuentes de polipéptidos con actividad de alfa-glucosidasa 
 
[0041] Un polipéptido de la presente invención puede ser obtenido de microorganismos de cualquier género. Para fines 40 
de la presente invención, el término "obtenido de" tal y como se utiliza en este documento en conexión con una fuente 
dada significará que el polipéptido codificado por una secuencia de nucleótidos es producido por la fuente o por una 
célula en la cual la secuencia de nucleótidos de la fuente ha sido insertada. En un aspecto preferido, el polipéptido 
obtenido de una fuente dada es secretado extracelularmente. 
 45 
[0042] Un polipéptido de la presente invención puede ser un polipéptido bacteriano. Por ejemplo, el polipéptido puede 
ser un polipéptido bacteriano gram positivo tal como un polipéptido de Bacillus, por ejemplo, un polipéptido de Bacillus 
alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus 
lentus, Bacillus licheniformis, Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis o Bacillus thuringiensis; 
o un polipéptido de Streptomyces, por ejemplo, un polipéptido de Streptomyces lividans o Streptomyces murinus; o un 50 
polipéptido bacteriano Gram negativo, por ejemplo, un polipéptido de E. coli o Pseudomonas sp. 
 
[0043] Un polipéptido de la presente invención también puede ser un polipéptido fúngico y más preferiblemente un 
polipéptido de levadura tal como un polipéptido de Candida, Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, 
Schizosaccharomyces o Yarrowia; o más preferiblemente un polipéptido fúngico filamentoso tal como un polipéptido de 55 
Acremonium, Aspergillus, Aureobasidium, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, Humicola, Magnaporthe, Mucor, 
Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, Piromyces, Schizofilum, Talaromyces, 
Thermoascus, Thielavia, Tolipocladium o Trichoderma. 
 
[0044] En un aspecto preferido, el polipéptido es un polipéptido de Saccharomyces carlsbergensis, Saccharomyces 60 
cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces norbensis o 
Saccharomyces oviformis con actividad de alfa-glucosidasa. 
 
[0045] En otro aspecto preferido, el polipéptido es un polipéptido de Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus 65 
oryzae, Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium 

ES 2 545 612 T3

 



 7 

graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium 
reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium 
sulphureum, Fusarium torulosum Fusarium trichothecioides, Fusarium venenatum, Humicola insolens, Humicola 
lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora thermophila, Neurospora crassa o Penicillium purpurogenum, Trichoderma 
harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride con actividad 5 
de alfa-glucosidasa. 
 
[0046] En un aspecto más preferido, el polipéptido es un polipéptido de Aspergillus fumigatus, por ejemplo, el polipéptido 
maduro de la SEC ID nº 6. 
 10 
[0047] Se entiende que para las especies anteriormente mencionadas, la invención abarca los estados perfectos e 
imperfectos y otros equivalentes taxonómicos, por ejemplo, anamorfos, independientemente del nombre de especie por 
el que son conocidos. Los expertos en la técnica reconocerán fácilmente la identidad de los equivalentes apropiados. 
 
[0048] Las cepas de estas especies son fácilmente accesible al público en una variedad de colecciones de cultivo, tales 15 
como la American Type Culture Collection (ATCC), la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH (DSM), la Centraalbureau Voor Schimmelcultures (CBS) y la Agricultural Research Service Patent Culture 
Collection, Northern Regional Research Center (NRRL). [0049] Además, tales polipéptidos pueden ser identificados y 
obtenido de otras fuentes incluyendo microorganismos aislados de la naturaleza (por ejemplo, suciedad, abonos, agua, 
etc.) utilizando las sondas mencionadas anteriormente. Las técnicas para aislar microorganismos de hábitats son 20 
conocidas en la técnica. El polinucleótido puede luego ser obtenido seleccionando de una forma similar de una 
biblioteca genómica o de ADNc de otro microorganismo. Una vez que una secuencia de polinucleótidos que codifica un 
polipéptido ha sido detectada con la(s) sonda(s), el polinucleótido puede ser aislado o clonado utilizando técnicas que 
son bien conocidas por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, Sambrook et al., 1989, supra). 
 25 
[0050] Los polipéptidos de la presente invención también incluyen polipéptidos fusionados o polipéptidos divisibles de 
fusión donde otro polipéptido se fusiona al N-terminal o al C-terminal del polipéptido o fragmento del mismo. Un 
polipéptido fusionado se produce fusionando una secuencia de nucleótidos (o una parte de la misma) que codifica otro 
polipéptido a una secuencia de nucleótidos (o una parte de la misma) de la presente invención. Las técnicas para 
producir polipéptidos fusionados se conocen en la técnica, e incluyen ligar las secuencias codificantes que codifican los 30 
polipéptidos de modo que éstas están dentro del marco y que la expresión del polipéptido fusionado esté bajo el control 
del(de los) mismo(s) promotor(es) y terminador. 
 
Polinucleótidos 
 35 
[0051] La presente invención también se refiere a polinucleótidos aislados que tienen una secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido de la presente invención. 
 
[0052] La secuencia de nucleótidos puede ser la descrita en la SEC ID nº 5. En otro aspecto más preferido, la secuencia 
de nucleótidos es la secuencia contenida en el plásmido pJSF9b que está contenido en E. coli NRRL B-30856. En otro 40 
aspecto preferido, la secuencia de nucleótidos es la región codificante de polipéptido maduro de la SEC ID nº 5. En otro 
aspecto más preferido, la secuencia de nucleótidos es la región codificante de polipéptido maduro contenida en el 
plásmido pJSF9b que está contenido en E. coli NRRL B-30856. La presente invención también abarca secuencias de 

nucleótidos que codifican un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de la SEC ID nº 6 o el polipéptido 
maduro de la misma, la cual difiere de la SEC ID nº 5 en virtud de la degeneración del código genético. La presente 45 
invención también se refiere a subsecuencias de la SEC ID nº 5 que codifican fragmentos de la SEC ID nº 6 que tienen 
actividad de alfa-glucosidasa. 
 
[0053] Las técnicas usadas para aislar o clonar un polinucleótido que codifica un polipéptido son conocidas en la técnica 
e incluyen aislamiento a partir de ADN genómico, preparación a partir de ADNc o una combinación de ambos. La 50 
clonación de los polinucleótidos de la presente invención de tal ADN genómico puede ser efectuada, por ejemplo, 
usando la bien conocida reacción en cadena de polimerasa (PCR) o la selección de anticuerpos de bibliotecas de 
expresión para detectar fragmentos de ADN clonado con características estructurales compartidas. Ver, por ejemplo, 
Innis et al., 1990, PCR: A guide to Methods and Application, Academic Press, Nueva York. Se pueden utilizar otros 
procedimientos de amplificación de ácidos nucleicos tales como reacción en cadena de ligasa (LCR), transcripción 55 
activada ligada (LAT) y amplificación basada en secuencias de nucleótidos (NASBA). Los polinucleótidos pueden ser 
clonados de una célula de Aspergillus u otro organismo relacionado y así, por ejemplo, puede ser una variante alélica o 
de especie de la región de codificación del polipéptido de la secuencia de nucleótidos. 
 
[0054] La modificación de una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido de la presente invención puede ser 60 
necesaria para la síntesis de polipéptidos sustancialmente similares al polipéptido. El término "sustancialmente 
similares" al polipéptido se refiere a formas de origen no natural del polipéptido. Estos polipéptidos puede diferir en 
alguna manera diseñada del polipéptido aislado de su fuente nativa, por ejemplo, variantes artificiales que difieren en 
actividad específica, termoestabilidad, pH óptimo o similares. La secuencia variante se puede construir basándose en la 
secuencia de nucleótidos presentada como la región de codificación del polipéptido de la SEC ID nº 5, por ejemplo, una 65 
subsecuencia de la misma, y/o introduciendo sustituciones de nucleótidos que no dan lugar a otra secuencia de 
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aminoácidos del polipéptido codificadas por la secuencia de nucleótidos, pero que corresponden al uso del codón del 
organismo huésped destinado a la producción de la enzima, o introduciendo sustituciones de nucleótidos que pueden 
dar lugar a una secuencia de aminoácidos diferente. Ver, por ejemplo, Ford et al., 1991, Protein Expression and 
Purification 2: 95-107 para una descripción general de la sustitución de nucleótidos. 
 5 
[0055] Será aparente a los expertos en la técnica que tales sustituciones pueden ser hechas fuera de las regiones 
críticas para la función de la molécula y aun así dar lugar a un polipéptido activo. Los residuos de aminoácidos 
esenciales para la actividad del polipéptido codificado por un polinucleótido aislado de la invención, y por lo tanto 
preferiblemente no sujetos a sustitución, se pueden identificar según procedimientos conocidos en la técnica, tales como 
mutagénesis dirigida o mutagénesis por escaneado de alanina (ver, por ejemplo, Cunningham and Wells, 1989, Science 10 
244: 1081-1085). En esta última técnica, las mutaciones se introducen en cada residuo positivamente cargado en la 
molécula, y se examina la actividad de alfa-glucosidasa de las moléculas mutantes resultantes para identificar residuos 
de aminoácidos que son críticos para la actividad de la molécula. Los sitios de interacción enzima-sustrato también 
pueden ser determinados mediante análisis de la estructura tridimensional tal y como se determina mediante técnicas 
tales como análisis de resonancia magnética nuclear, cristalografía o marcaje por fotoafinidad (ver, por ejemplo, de Vos 15 
et al., 1992, Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, Journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, 
FEBS Letters 309: 59-64). 
 
Constructos de ácidos nucleicos 
 20 
[0056] La presente invención también se refiere a constructos de ácidos nucleicos que incluyen un polinucleótido aislado 
de la presente invención operativamente enlazado a una o varias secuencias de control que dirigen la expresión de la 
secuencia codificante en una célula huésped adecuada bajo condiciones compatibles con las secuencias de control. 
 
[0057] Un polinucleótido aislado que codifica un polipéptido de la presente invención se puede manipular en una 25 
variedad de maneras para procurar la expresión del polipéptido. La manipulación de la secuencia del polinucleótido 
antes de su inserción en un vector puede ser deseable o necesaria dependiendo del vector de expresión. Las técnicas 
para modificar las secuencias de polinucleótidos utilizando métodos de ADN recombinante son bien conocidas en la 
técnica. 
 30 
[0058] La secuencia de control puede ser una secuencia promotora apropiada, una secuencia de nucleótidos que es 
reconocida por una célula huésped para la expresión de un polinucleótido que codifica un polipéptido de la presente 
invención. La secuencia promotora contiene secuencias de control transcripcionales que median en la expresión del 
polipéptido. El promotor puede ser cualquier secuencia de nucleótidos que muestra actividad transcripcional en la célula 
huésped de elección incluyendo promotores mutantes, truncados e híbridos, y se pueden obtener de genes que 35 
codifican polipéptidos extracelulares o intracelulares tanto homólogos como heterólogos a la célula huésped. 
 
[0059] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácidos nucleicos de la 
presente invención, especialmente en una célula huésped bacteriana, son los promotores obtenidos del operón lac de E. 
coli, el gen de agarasa de Streptomyces coelicolor (dagA), el gen de levansucrasa de Bacillus subtilis (sacB), el gen de 40 
alfa-amilasa de Bacillus licheniformis (amyL), el gen de amilasa maltogénica de Bacillus stearothermophilus (amyM), el 
gen de alfa-amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (amyQ), el gen de penicilinasa de Bacillus licheniformis (penP), los 
genes xylA y xylB de Bacillus subtilis y el gen de beta-lactamasa procariótica (Villa-Kamaroff et al., 1978, Proceedings of 

the National Academy of Sciences USA 75: 3727-3731), así como el promotor tac (DeBoer et al., 1983, Proceedings of 
the National Academy of Sciences USA 80: 21-25 ). Otros promotores son descritos en "Useful proteins from 45 
recombinant bacteria" en Scientific American, 1980,242: 74-94; y en Sambrook et al., 1989, supra. 
 
[0060] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripción de los constructos de ácidos nucleicos de la 
presente invención en una célula huésped fúngica filamentosa son los promotores obtenidos de los genes para TAKA 
amilasa de Aspergillus oryzae, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger, 50 
alfa-amilasa estable en ácido de Aspergillus niger, glucoamilasa (glaA) de Aspergillus niger o Aspergillus awamori, 
lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de Aspergillus oryzae, triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae, 
acetamidasa de Aspergillus nidulans, amiloglucosidasa de Fusarium venenatum (WO 00/56900), Fusarium venenatum 
Daria (WO 00/56900), Fusarium venenatum Quinn (WO 00/56900), proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum 
(WO 96/00787), beta-glucosidasa de Trichoderma reesei, celobiohidrolasa I de Trichoderma reesei, endoglucanasa I de 55 
Trichoderma reesei, endoglucanasa II de Trichoderma reesei, endoglucanasa III de Trichoderma reesei, endoglucanasa 
IV de Trichoderma reesei, endoglucanasa V de Trichoderma reesei, xilanasa I de Trichoderma reesei, xilanasa II de 
Trichoderma reesei, beta-xilosidasa Trichoderma reesei, así como el promotor NA2-tpi (un híbrido de los promotores de 
los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus oryzae); y promotores 
mutantes, truncados e híbridos de los mismos. 60 
 
[0061] En un huésped de levadura, los promotores útiles se obtienen de los genes para enolasa de Saccharomyces 
cerevisiae (ENO-1), galactoquinasa de Saccharomyces cerevisiae (GAL1), alcohol deshidrogenasa/gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae (ADH1, ADH2/GAP) triosa fosfato isomerasa de Saccharomyces 
cerevisiae (TPI), metalotionina de Saccharomyces cerevisiae (CUP1) y 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces 65 
cerevisiae. Otros promotores útiles para células huésped de levadura son descritos por Romanos et al., 1992, Yeast 8: 
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423-488. 
 
[0062] La secuencia de control también puede ser una secuencia terminadora de transcripción adecuada, una secuencia 
reconocida por una célula huésped para terminar la transcripción. La secuencia terminadora está operativamente 
enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido. Cualquier terminador que es funcional 5 
en la célula huésped de elección se puede utilizar en la presente invención. 
 
[0063] Los terminadores preferidos para células huésped fúngicas filamentosas son obtenidas de los genes para TAKA 
amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus nidulans, alfa-
glucosidasa de Aspergillus niger y proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum. 10 

 
[0064] Los terminadores preferidos para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para enolasa de 
Saccharomyces cerevisiae, citocromo C (CYC1) de Saccharomyces cerevisiae y gliceraldehído-3-fosfato-
deshidrogenasa de Saccharomyces cerevisiae. Otros terminadores útiles para células huésped de levadura son 
descritos por Romanos et al., 1992, supra. 15 
 
[0065] La secuencia de control también puede ser una secuencia líder adecuada, una región no traducida de un ARNm 
que es importante para la traducción por la célula huésped. La secuencia líder está operativamente enlazada al terminal 
5' de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido. Cualquier secuencia líder que sea funcional en la célula 
huésped de elección se puede utilizar en la presente invención. 20 
 
[0066] Los líderes preferidos para células huésped fúngicas filamentosas son obtenidos de los genes para TAKA 
amilasa de Aspergillus oryzae y triosa fosfato isomerasa de Aspergillus nidulans. 
 
[0067] Los líderes adecuados para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para enolasa de 25 
Saccharomyces cerevisiae (ENO-1), 3-fosfoglicerato quinasa de Saccharomyces cerevisiae, alfa-factor de 
Saccharomyces cerevisiae y alcohol deshidrogenasa/gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de Saccharomyces 
cerevisiae (ADH2/GAP). 
 
[0068] La secuencia de control también puede ser una secuencia de poliadenilación, una secuencia operativamente 30 
enlazada al terminal 3' de la secuencia de nucleótidos y que, cuando se ha transcrito, es reconocida por la célula 
huésped como una señal para añadir residuos de poliadenosina al ARNm transcrito. Cualquier secuencia de 
poliadenilación que es funcional en la célula huésped de elección se puede utilizar en la presente invención. 
 
[0069] Las secuencias de poliadenilación preferidas para células huésped fúngicas filamentosas son obtenidas de los 35 
genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, glucoamilasa de Aspergillus niger, antranilato sintasa de Aspergillus 
nidulans, proteasa de tipo tripsina de Fusarium oxysporum y alfa-glucosidasa de Aspergillus niger. 
 
[0070] Secuencias de poliadenilación útiles para células huésped de levadura son descritas por Guo y Sherman, 1995, 
Molecular Cellular Biology 15: 5983-5990. 40 
 
[0071] La secuencia de control también puede ser una región codificante de péptido señal que codifica una secuencia 
de aminoácidos enlazada al amino-terminal de un polipéptido y que dirige el polipéptido codificado hacia la vía secretora 
de la célula. El terminal 5' de la secuencia codificante de la secuencia de nucleótidos puede contener intrínsecamente 
una región codificante de péptido señal naturalmente enlazada en el marco de lectura de traducción con el segmento de 45 
la región de codificación que codifica el polipéptido segregado. Alternativamente, el terminal 5' de la secuencia 
codificante puede contener una región codificante del péptido señal que es extranjero a la secuencia codificante. La 
región codificante del péptido señal extranjera puede ser requerida donde la secuencia codificante no contiene 
naturalmente una región codificante de péptido señal. Alternativamente, la región codificante de péptido señal extranjera 
puede simplemente reemplazar la región codificante del péptido señal natural para mejorar la secreción del polipéptido. 50 
No obstante, cualquier región codificante de péptido señal que dirige el polipéptido expresado hacia la vía secretora de 
una célula huésped de elección se puede utilizar en la presente invención. 
 
[0072] Regiones codificantes del péptido señal eficaces para células huésped bacterianas son las regiones codificantes 
del péptido señal obtenidas de los genes para Bacillus amilasa maltogénica de NCIB 11837, alfa-amilasa de Bacillus 55 
stearothermophilus, subtilisina de Bacillus licheniformis, lactamasa beta de Bacillus licheniformis, proteasas neutras de 
Bacillus stearothermophilus (nprT, nprS, nprM), y Bacillus subtilis prsA. Otros péptidos señal son descritos por Simonen 
y Palva, 1993, revisiones microbiológicas 57: 109-137. 
 
[0073] Regiones codificantes del péptido señal eficaces para células huésped fúngicas filamentosas son las regiones 60 
codificantes de péptido señal obtenidas de los genes para TAKA amilasa de Aspergillus oryzae, amilasa neutra de 
Aspergillus niger, glucoamilasa de Aspergillus niger, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei, celulasa de Humicola 
insolens y lipasa de Humicola lanuginosa. 
 
[0074] La región codificante del péptido señal son los nucleótidos 1 a 42 de la SEC ID nº 1 que codifican los 65 
aminoácidos 1 a 14 de la SEC ID nº 2. 
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[0075] La región codificante del péptido señal son los nucleótidos 1 a 145 de la SEC ID nº 3 que codifican los 
aminoácidos 1 a 29 de la SEC ID nº 4. 
 
[0076] La región codificante del péptido señal son los nucleótidos 1 a 57 de la SEC ID nº 5 que codifican los 5 
aminoácidos 1 a 19 de la SEC ID nº 6. 
 
[0077] Los péptidos señal útiles para células huésped de levadura son obtenidos de los genes para alfa-factor de 
Saccharomyces cerevisiae e invertasa de Saccharomyces cerevisiae. 
Otras regiones codificantes de péptido señal útiles son descritas por Romanos et al., 1992, supra. 10 
 
[0078] La secuencia de control también puede ser una región codificante del propéptido que codifica una secuencia de 
aminoácidos situada en el amino-terminal de un polipéptido. El polipéptido resultante es conocido como proenzima o 
propolipéptido (o zimógeno en algunos casos). Un propolipéptido está generalmente inactivo y se puede convertir en un 
polipéptido activo maduro por escisión catalítica o autocatalítica del propéptido del propolipéptido.  La región codificante 15 
del propéptido se puede obtener de los genes para proteasa alcalina de Bacillus subtilis (aprE), proteasa neutra de 
Bacillus subtilis (nprT), alfa-factor de Saccharomyces cerevisiae, proteinasa aspártica de Rhizomucor miehei y lacasa de 
Myceliophthora thermophila (WO 95/33836). 
 
[0079] Donde tanto las regiones del péptido señal como del propéptido están presentes en el amino-terminal de un 20 
polipéptido, la región de propéptido está situada junto al amino-terminal de un polipéptido y la región de péptido señal 
está situada junto al amino-terminal de la región de propéptido. 
 
[0080] También puede ser deseable añadir secuencias reguladoras que permiten la regulación de la expresión del 
polipéptido en relación con el crecimiento de la célula huésped. Ejemplos de sistemas reguladores son aquellos que 25 
hacen que la expresión del gen se encienda o se apague en respuesta a una sustancia química o estímulo físico, 
incluyendo la presencia de un compuesto regulador. Los sistemas reguladores en sistemas procarióticos incluyen los 
sistemas operadores lac, tac y trp. En levadura se puede utilizar el sistema ADH2 o el sistema GAL1. En hongos 
filamentosos, el promotor de TAKA alfa-amilasa, el promotor de glucoamilasa de Aspergillus niger y el promotor de 
glucoamilasa de Aspergillus oryzae se pueden utilizar como secuencias reguladoras. Otros ejemplos de secuencias 30 
reguladoras son aquellos que permiten amplificación génica. En sistemas eucarióticos, estos incluyen el gen de 
dihidrofolato reductasa que es amplificado en presencia de metotrexato, y los genes de metalotioneína que son 
amplificados con metales pesados. En estos casos, la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido estaría 
operativamente enlazada con la secuencia reguladora. Vectores de expresión 
 35 
[0081] La presente invención también se refiere a vectores de expresión recombinantes que comprenden un 
polinucleótido de la presente invención, un promotor y señales de parada transcripcional y traduccional. 
Los varios ácidos nucleicos y secuencias de control anteriormente descritos se pueden juntar para producir un vector de 
expresión recombinante que puede incluir uno o varios sitios de restricción convenientes para permitir la inserción o 
sustitución de la secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido en tales sitios. 40 
Alternativamente, una secuencia de nucleótidos de la presente invención se puede expresar insertando la secuencia de 
nucleótidos o un constructo de ácidos nucleicos que comprenda la secuencia en un vector apropiado para la expresión. 
En la creación del vector de expresión, la secuencia codificante se localiza en el vector de modo que la secuencia 
codificante está operativamente enlazada con las secuencias de control apropiadas para la expresión. 
 45 
[0082] El vector de expresión recombinante puede ser cualquier vector (por ejemplo, un plásmido o virus) que puede ser 
convenientemente sometido a procedimientos de ADN recombinante y puede provocar la expresión de la secuencia de 
nucleótidos. La elección del vector dependerá típicamente de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la 
que el vector debe ser introducido. Los vectores pueden ser plásmidos lineales o circulares cerrados. 
 50 
[0083] El vector puede ser un vector de replicación autónoma, es decir, un vector que existe como una entidad 
extracromosómica, cuya replicación es independiente de la replicación cromosómica, por ejemplo, un plásmido, un 
elemento extracromosómico, un minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualquier medio 
para asegurar la autorreplicación. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en la célula 
huésped, se integra en el genoma y se replica con el(los) cromosoma(s) en el(los) que ha sido integrado. Además, se 55 
puede utilizar un único vector o plásmido o dos o más vectores o plásmidos que juntos contienen el ADN total que va 
ser introducido en el genoma de la célula huésped, o un transposón. 
 
[0084] Los vectores de la presente invención preferiblemente contienen uno o varios marcadores seleccionables que 
permiten la fácil selección de células transformadas. Un marcador seleccionable es un gen cuyo producto proporciona 60 
resistencia biocida o vírica, resistencia a metales pesados, prototrofia para auxótrofos y, similares. 
 
[0085] Ejemplos de marcadores seleccionables bacterianos son los genes dal de Bacillus subtilis o Bacillus 
licheniformis, o marcadores que confieren resistencia antibiótica tales como resistencia a la ampicilina, la canamicina, el 

cloranfenicol o la  tetraciclina. Marcadores adecuados para células huésped de levadura son ADE2, HIS3, LEU2, LYS2, 65 
MET3, TRP1, y URA3. Los marcadores seleccionables para usar en una célula huésped fúngica filamentosa incluyen, 
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pero no se limitan a, amdS (acetamidasa), argB (ornitina carbamoiltransferasa), bar (fosfonitricina acetiltransferasa), hph 
(higromicina fosfotransferasa), niaD (nitrato-reductasa), pyrG (orotidina-5'-fosfato-descarboxilasa), sC (adeniltransferasa 
de sulfato) y trpC (antranilato sintasa), así como equivalentes de las mismas. Se prefieren para usar en una célula de 
Aspergillus los genes amdS y pyrG de Aspergillus nidulans o Aspergillus oryzae y el gen bar de Streptomyces 
hygroscopicus. 5 
 
[0086] Los vectores de la presente invención preferiblemente contienen un elemento o elementos que permiten la 
integración del vector en el genoma de la célula huésped o la replicación autónoma del vector en la célula de manera 
independiente del genoma. 
 10 
[0087] Para la integración en el genoma de la célula huésped, el vector puede apoyarse en la secuencia de 
polinucleótidos que codifica el polipéptido o cualquier otro elemento del vector para la integración en el genoma por 
recombinación homóloga o no homóloga. Alternativamente, el vector puede contener secuencias de nucleótidos 
adicionales para dirigir la integración por recombinación homóloga en el genoma de la célula huésped en una ubicación 
o ubicaciones precisas en el(los) cromosoma(s). Para aumentar la probabilidad de integración en una ubicación precisa, 15 
los elementos integracionales deberían contener preferiblemente un número suficiente de ácidos nucleicos, tal como de 
100 a 10.000 pares de bases, preferiblemente de 400 a 10.000 pares de bases y de la forma más preferible de 800 a 
10.000 pares de bases, que tengan un grado alto de identidad con la secuencia diana correspondiente para mejorar la 
probabilidad de recombinación homóloga. Los elementos integracionales pueden ser cualquier secuencia que sea 
homóloga a la secuencia diana en el genoma de la célula huésped. Además, los elementos integracionales pueden ser 20 
secuencias de nucleótidos codificantes o no codificantes. Por otro lado, el vector se puede integrar en el genoma de la 
célula huésped mediante recombinación no homóloga. 
 
[0088] Para la replicación autónoma, el vector puede comprender adicionalmente un origen de replicación que habilita al 
vector a replicarse de manera autónoma en la célula huésped en cuestión. El origen de replicación puede ser cualquier 25 
replicador plásmido que media en la replicación autónoma que funciona en una célula. Los términos "origen de 
replicación" o "replicador plásmido" se definen en este documento como una secuencia de nucleótidos que habilitan a 
un plásmido o vector para replicarse in vivo. 
 
[0089] Ejemplos de orígenes bacterianos de replicación son los orígenes de replicación de los plásmidos pBR322, 30 
pUC19, pACYC177 y pACYC184 que permiten la  replicación en E. coli, y pUB110, pE194, pTA1060 y pAMß1 que 
permiten la replicación en Bacillus. 
 
[0090] Ejemplos de orígenes de replicación para usar en una célula huésped de levadura son el origen de replicación de 
2 micras, ARS1, ARS4, la combinación de ARS1 y CEN3, y la combinación de ARS4 y CEN6. 35 
 
[0091] Ejemplos de orígenes de replicación útiles en una célula fúngica filamentosa son AMA1 y ANS1 (Gems et al., 
1991, Gene 98: 61-67; Cullen et al., 1987, Nucleic Acids Research 15: 9163-9175; WO 00/24883 ). El aislamiento del 
gen AMA1 y la construcción de plásmidos o vectores que comprenden el gen se puede lograr según los métodos 
descritos en WO 00/24883. 40 
 
[0092] Se puede insertar más de una copia de un polinucleótido de la presente invención en la célula huésped para 
aumentar la producción del producto génico. Un aumento en el número de copias del polinucleótido se puede obtener 
integrando al menos una copia adicional de la secuencia en el genoma de la célula huésped o incluyendo un gen 
marcador seleccionable amplificable con el polinucleótido donde se pueden seleccionar células que contienen copias 45 
amplificadas del gen marcador seleccionable, y de este modo copias adicionales del polinucleótido, cultivando las 
células en presencia del agente seleccionable apropiado. 
 
[0093] Los procedimientos usados para unir los elementos anteriormente descritos para construir los vectores de 
expresión recombinantes de la presente invención son bien conocidos por los expertos en la técnica (ver, por ejemplo, 50 
Sambrook et al., 1989, supra). 
 
Células huésped 
 
[0094] La presente invención también se refiere a células huésped recombinantes, que comprenden un polinucleótido de 55 
la presente invención, que se usan beneficiosamente en la producción recombinante de los polipéptidos. Un vector que 
comprende un polinucleótido de la presente invención se introduce en una célula huésped de modo que el vector se 
mantiene como un integrante cromosómico o como un vector extracromosómico autorreplicante como se ha descrito 
anteriormente. El término "célula huésped" abarca cualquier descendiente de una célula madre que no es idéntico a la 
célula madre debido a mutaciones que ocurren durante la replicación. La elección de una célula huésped dependerá en 60 
gran medida del gen que codifica el polipéptido y su fuente. 
 
[0095] La célula huésped puede ser un microorganismo unicelular, por ejemplo, un procariota, o un microorganismo no 
unicelular, por ejemplo, un eucariota. 
 65 
[0096] Microorganismos unicelulares útiles son células bacterianas tales como bacterias gram positivas que incluyen, 
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pero no se limitan a, una célula de Bacillus, por ejemplo, Bacillus alkalophilus, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus 
brevis, Bacillus circulans, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, Bacillus lautus, Bacillus lentus, Bacillus licheniformis, 
Bacillus megaterium, Bacillus stearothermophilus, Bacillus subtilis y Bacillus thuringiensis; o una célula de Streptomyces, 
por ejemplo, Streptomyces lividans y Streptomyces murinus, o bacterias gram negativas tales como E. coli y 
Pseudomonas sp. En un aspecto preferido, la célula huésped bacteriana es una célula de Bacillus lentus, Bacillus 5 
licheniformis, Bacillus stearothermophilus o Bacillus subtilis. En otro aspecto preferido, la célula de Bacillus es un 
Bacillus alcalófilo. 
 
[0097] La introducción de un vector en una célula huésped bacteriana puede, por ejemplo, ser efectuado mediante 
transformación de protoplastos (ver, por ejemplo, Chang and Cohen, 1979, Molecular General  Genetics 168: 111-115), 10 
uso de células competentes (ver, por ejemplo, Young and Spizizen, 1961, Journal of Bacteriology 81: 823-829, o 
Dubnau and Davidoff-Abelson, 1971, Journal of Molecular Biology 56: 209-221), electroporación (ver, por ejemplo, 
Shigekawa and Dower, 1988 Biotechniques 6: 742-751) o conjugación (ver, por ejemplo, Koehler and Thorne, 1987, 
Journal of Bacteriology 169: 5771- 5278). 
 15 
[0098] La célula huésped también puede ser un eucariota, tal como una célula de mamífero, de insecto, de planta o 
fúngica. 
 
[0099] En un aspecto preferido, la célula huésped es una célula fúngica. "Hongos" como se utiliza en este caso incluye 
los fila Ascomycota, Basidiomycota, Chytridiomycota y zygomycota (tal y como es definido por Hawkswort et al., In, 20 
Ainswort and Bisby's Dictionary of the Fungi,  8ª edición, 1995, CAB International, University Press, Cambridge, Reino 
Unido) así como los Oomycota (tal y como se cita en Hawkswort et al., 1995, supra, página 171) y todos hongos 
mitospóricos (Hawkswort et al., 1995, supra). 
 
[0100] En un aspecto más preferido, la célula huésped fúngica es una célula de levadura. "Levadura" tal y como se 25 
utiliza en este caso incluye levadura ascoesporógena (Endomycetales), levadura basidioesporogénea y levadura de los 
Fungi Imperfecti (Blastomicetos). Debido a que la clasificación de levaduras puede cambiar en el futuro, para fines de 
esta invención, la levadura se definirá como se describe en Biology and Activities of Yeast (Skinner, F.A., Passmore, 
S.M., and Davenport, R.R., eds, Soc.  App. Bacteriol. Symposium Series No. 9,1980). 
 30 
[0101] En un aspecto incluso más preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Candida, Hansenula, 
Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces o Yarrowia. 
 
[0102] En un aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es una célula de Saccharomyces carlsbergensis, 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces diastaticus, Saccharomyces douglasii, Saccharomyces kluyveri, 35 
Saccharomyces norbensis o Saccharomyces oviformis. En otro aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es 
una célula de Kluyveromyces lactis. En otro aspecto más preferido, la célula huésped de levadura es una célula de 
Yarrowia lipolytica. 
 
[0103] En otro aspecto más preferido, la célula huésped fúngica es una célula fúngica filamentosa. "Fúngica 40 
filamentosa" incluye todas las formas filamentosas de la subdivisión Eumycota y Oomycota (tal y como es definido por 
Hawkswort et al., 1995, supra). Los hongos filamentosos están generalmente caracterizados por una pared micelial 
compuesta por quitina, celulosa, glucano, quitosano, manano y otros polisacáridos complejos. El crecimiento vegetativo 
es mediante alargamiento hifal y el catabolismo de carbono es estrictamente aeróbico. En cambio, el crecimiento 
vegetativo por levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae es mediante injerto de un talo unicelular y el 45 
catabolismo de carbono puede ser fermentativo. 
 
[0104] En un aspecto incluso más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una célula de Acremonium, 
Aspergillus, Aureobasidium, Bjerkandera, Ceriporiopsis, Coprinus, Coriolus, Cryptococcus, Filibasidium, Fusarium, 
Humicola, Magnaporthe, Mucor, Myceliophthora, Neocallimastix, Neurospora, Paecilomyces, Penicillium, 50 
Phanerochaete, Phlebia, Piromyces, Pleurotus, Schizophyllum, Talaromyces, Thermoascus, Thielavia, Tolipocladium, 
Trametes, o Trichoderma. 
 
[0105] En un aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una célula de Aspergillus awamori, 
Aspergillus fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus 55 
oryzae. En otro aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una célula de Fusarium bactridioides, 
Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium graminum, 
Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium 
sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sporotrichioides, Fusarium sulphureum, Fusarium torulosum, Fusarium 
trichothecioides o Fusarium venenatum. En otro aspecto más preferido, la célula huésped fúngica filamentosa es una 60 
célula de Bjerkandera adusta, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis aneirina, Ceriporiopsis caregiea, Ceriporiopsis 
gilvescens, Ceriporiopsis pannocinta, Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subrufa, Ceriporiopsis subvermispora, 
Coprinus cinereus, Coriolus hirsutus, Humicola insolens, Humicola lanuginosa, Mucor miehei, Myceliophthora 
thermophila, Neurospora crassa, Penicillium purpurogenum, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Pleurotus 
eryngii, Thielavia terrestris, Trametes villosa, Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, 65 
Trichoderma longibrachiatum, Trichoderma reesei o Trichoderma viride. 
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[0106] Las células fúngicas se pueden transformar por un proceso que implica la formación de protoplastos, la 
transformación de los protoplastos y la regeneración de la pared celular de una manera conocida per se. Los 
procedimientos adecuados para la transformación de células huésped de Aspergillus y Trichoderma son descritos en EP 
238 023 y Yelton et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81: 1470-1474. Los métodos 5 
Adecuados para transformar especies de Fusarium son descritas por Malardier et al., 1989, Gene 78: 147-156, y WO 
96/00787. La levadura se puede transformar utilizando los procedimientos descritos por Becker y Guarente, en Abelson, 
J.N. y Simon, M.I., editores, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in Enzymology, volumen 194, 
págs 182-187, Academic Press, Inc., Nueva York; Ito et al., 1983, Journal of Bacteriology 153: 163; y Hinnen et al., 
1978, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 75: 1920. 10 
 
Métodos de producción 
 
[0107] La presente invención también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invención, que 
comprenden (a) cultivar una célula, que en su forma tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido, bajo condiciones 15 
propicias para la producción del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. Preferiblemente, la célula es del género 
Aspergillus, y más preferiblemente Aspergillus fumigatus. 
 
[0108] La presente invención también se refiere a métodos para producir un polipéptido de la presente invención, que 
comprenden (a) cultivar una célula huésped bajo condiciones propicias para la producción del polipéptido; y (b) 20 
recuperar el polipéptido. 
 
[0109] En los métodos de producción de la presente invención, las células se cultivan en un medio nutritivo adecuado 
para la producción del polipéptido usando métodos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, la célula se puede cultivar 
mediante cultivo en matraz de agitación, y fermentación a pequeña escala o a gran escala (incluyendo fermentación 25 
continua, por lote, lote alimentado o de estado sólido) en laboratorio o fermentadores industriales realizadas en un 
medio adecuado y bajo condiciones que permitan al polipéptido ser expresado y/o aislado. El cultivo tiene lugar en un 
medio nutritivo adecuado que comprende fuentes de nitrógeno y carbono y sales inorgánicas, usando procedimientos 
conocidos en la técnica. Los medios adecuados están disponibles en proveedores comerciales o se pueden preparar 
según composiciones publicadas (por ejemplo, en los catálogos de la American Type Culture Collection). Si el 30 
polipéptido se segrega en el medio nutritivo, el polipéptido puede ser recuperado directamente del medio. Si el 
polipéptido no es segregado, puede ser recuperado de lisados celulares. 
[0110] Los polipéptidos se pueden detectar usando métodos conocidos en la técnica que son específicos para los 
polipéptidos. Estos métodos de detección pueden incluir el uso de anticuerpos específicos, la formación de un producto 
enzimático o la desaparición de un sustrato enzimático. Por ejemplo, un ensayo enzimático se puede utilizar para 35 
determinar la actividad del polipéptido tal y como se describe en este documento. 
 
[0111] El polipéptido resultante se puede recuperar usando métodos conocidos en la técnica. Por ejemplo, el polipéptido 
se puede recuperar del medio nutritivo por procedimientos convencionales que incluyen, pero que no se limitan a, 
centrifugado, filtración, extracción, secado por pulverización, evaporación o precipitación. 40 
 
[0112] Los polipéptidos de la presente invención pueden ser purificados por una variedad de procedimientos conocida 
en la técnica que incluyen, pero que no se limitan a, cromatografía (por ejemplo, intercambio iónico, afinidad, 
hidrofóbica, cromatoenfoque y exclusión de tamaño), procedimientos electroforéticos (por ejemplo, isoelectroenfoque 
preparativo), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitación de sulfato amónico), SDS-PAGE o extracción (ver, por 45 
ejemplo, Protein Purification, J.-C. Janson and Lars Riden, editores, VCH Publishers, Nueva York, 1989). 
 
Composiciones 
 
[0113] Se describen también en este documento composiciones que comprenden un polipéptido de la presente 50 
invención. 
Las composiciones pueden ser enriquecidas con dicho polipéptido. El término "enriquecido" indica que la actividad de 
alfa-glucosidasa de la composición ha sido aumentada, por ejemplo, con un factor de enriquecimiento de 1,1. 
 
[0114] La composición puede comprender un polipéptido de la presente invención como componente enzimático 55 
principal, por ejemplo, una composición monocomponente. Alternativamente, la composición puede comprender 
múltiples actividades enzimáticas, tales como aminopeptidasa, amilasa, carbohidrasa, carboxipeptidasa, catalasa, 
celulasa, quitinasa, cutinasa, ciclodextrina glucosiltransferasa, desoxirribonucleasa, esterasa, alfa-galactosidasa, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, alfa-glucosidasa, beta-glucosidasa, haloperoxidasa, invertasa, lacasa, lipasa, manosidasa, 
oxidasa, enzima pectinolítica, peptidoglutaminasa, peroxidasa, fitasa, polifenoloxidasa, enzima proteolítica, 60 
ribonucleasa, transglutaminasa o xilanasa. La(s) enzima(s) adicional(es) puede(n) ser producida(s), por ejemplo, por un 
microorganismo del género Aspergillus, preferiblemente Aspergillus aculeatus, Aspergillus awamori, Aspergillus 
fumigatus, Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger o Aspergillus oryzae; 
Fusarium, preferiblemente Fusarium bactridioides, Fusarium cerealis, Fusarium crookwellense, Fusarium culmorum, 
Fusarium graminearum, Fusarium graminum, Fusarium heterosporum, Fusarium negundi, Fusarium oxysporum, 65 
Fusarium reticulatum, Fusarium roseum, Fusarium sambucinum, Fusarium sarcochroum, Fusarium sulphureum, 
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Fusarium toruloseum, Fusarium trichothecioides o Fusarium venenatum; Humicola, preferiblemente Humicola insolens o 
Humicola lanuginosa; o Trichoderma, preferiblemente Trichoderma harzianum, Trichoderma koningii, Trichoderma 
longibrachiatum, Trichoderma reesei, o Trichoderma viride. 
 
[0115] Las composiciones de polipéptido pueden ser preparadas conforme a métodos conocidos en la técnica y pueden 5 
ser en forma de composición líquida o seca. Por ejemplo, la composición de polipéptido puede estar en forma de un 
granulado o un microgranulado. El polipéptido que va a ser incluido en la composición se puede estabilizar conforme a 
métodos conocidos en la técnica. 
 
[0116] Se dan más adelante ejemplos de usos preferidos de las composiciones del polipéptido de la invención. La 10 
dosificación de la composición de polipéptido de la invención y otras condiciones bajo las cuales la composición se usa 
pueden ser determinadas basándose en métodos conocidos en la técnica. 
 
Usos 
 15 
[0117] En este documento se describen también métodos para usar los polipéptidos con actividad de alfa-glucosidasa. 
 
[0118] Los polipéptidos de la presente invención se pueden usar en la producción de alcohol a partir de granos de cereal 
según DE 2944483. 
 20 
[0119] Los polipéptidos de la presente invención también se pueden usar para producir bebidas fermentadas de malta, 
por ejemplo, cerveza (baja en calorías), según WO 2002/55652 (solicitud de patente estadounidense 20040101591 
publicada). Bebidas fermentadas de malta con sabor reforzado e intensidad que llena la boca se pueden producir 
añadiendo un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa antes del tratamiento térmico en un proceso de producción 
de mosto en el curso de la fabricación de bebidas fermentadas de malta. Se pueden fabricar cervezas bajas en calorías 25 
en las cuales un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se añade en el proceso de fermentación en la elaboración 
de cerveza. Se puede reducir la producción de ácido acético añadiendo un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa 
en el proceso de fermentación en la elaboración de cerveza por alta gravedad. 
 
[0120] En la fabricación de cervezas, el almidón derivado de ingredientes que incluyen malta es hidrolizado por 30 
hidrolasas (por ejemplo, alfa-amilasa, beta-amilasa) y azúcares fermentables tales como glucosa, maltosa y maltotriosa, 
que una levadura de cerveza puede metabolizar, se producen oligosacáridos más grandes que maltotetraosa y dextrina. 
Los azúcares fermentables son luego metabolizados por la levadura de cerveza (u otra levadura) y convertidos en 
distintos componentes de  la cerveza tales como el alcohol. Los oligosacáridos más grandes que maltotetraosa y 
dextrina pueden permanecer en la cerveza sin estar metabolizados y pueden participar en el sabor envolvente y la 35 
intensidad en la boca de las bebidas. 
 
[0121] Se describen métodos para producir una bebida fermentada de malta, donde un polipéptido con actividad de alfa-
glucosidasa de la presente invención se añade antes del tratamiento térmico del mosto en un proceso de producción de 
mosto para la fabricación de una bebida fermentada de malta. La cantidad del polipéptido con actividad de alfa-40 
glucosidasa usado es 50-400 ppm por cantidad de malta. El polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se añade 
simultáneamente con la malta molida. El polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se añade a la masa antes del 
tratamiento térmico en el proceso de producción de mosto. El polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa se añade en 
el proceso de malteado. Solo la malta se usa como ingrediente. La malta y sus complementos se usan como 
ingredientes de azúcar. 45 
 
[0122] El método se refiere a la producción de una cerveza, donde un polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa de la 
presente invención se añade al proceso de fermentación en la elaboración de la cerveza. La cerveza es una cerveza 
baja en calorías o cerveza light. La adición del polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa reduce la producción de 
ácido acético. La concentración de extracto original de mosto está por encima del 10 y no mayor que el 30 % en peso. 50 
La cantidad de polipéptido con actividad de alfa-glucosidasa usado es 50-400 ppm por cantidad de malta. 
 
Péptido señal 
 
[0123] Se describen constructos de ácidos nucleicos que comprenden un gen que codifica una proteína operativamente 55 
enlazado a una secuencia de nucleótidos que consiste en los nucleótidos 1 a 57 de la SEC ID nº 5 que codifica un 
péptido señal que consiste en los aminoácidos 1 a 19 de la SEC ID nº 6, donde el gen es extranjero a la secuencia de 
nucleótidos. 
 
[0124] Se describen también vectores de expresión y células huésped recombinantes que comprenden tales constructos 60 
de ácidos nucleicos. 
 
[0125] La presente invención es además descrita por los siguientes ejemplos que no deberían interpretarse como 
limitación del alcance de la invención. 
 65 
Ejemplos 
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Materiales 
 
[0126] Los productos químicos usados como tampones y sustratos fueron productos comerciales de al menos calidad 
reactiva. 5 
 
Cepas 
 

[0127] La cepa BECh2 de Aspergillus oryzae (alp, Aamy, CPA-, KA, na1) fue usada para la expresión de las alfa-
glucosidasas de Aspergillus fumigatus. 10 
PaHa34 de Aspergillus fumigatus fue usada como fuente de alfa-glucosidasas. 
 
Medios 
 
[0128] El medio de dextrosa de patata estaba compuesta de 24 gramos de caldo de dextrosa de patata por litro. 15 
 
[0129] Las placas de COVE estaban compuestas de 342,3 g de sacarosa, 20 ml de solución salina de COVE, 10 ml de 
acetamida 1 M, 10 ml de CsCIZ 1,5 M y 25 g de agar noble por litro. 
 
[0130] La solución salina de COVE estaba compuesta de 26 g de KCI, 26 g de MgSO4 ·7H2 O, 76 g de KH2 PO4 y 50 ml 20 
de solución de metales traza de COVE por litro. 
 
[0131] La solución de metales traza de COVE estaba compuesta de 0,04 g de Na2 B4 O7 ·10H2 O, 0,4 g de CuSO4 ·5H2 
O, 1,2 g de FeSO4 ·7H2 O, 0,7 g de MnSO4 ·H2 O, 0,8 g de Na2 MoO2 ·2H2 O y 10 g de ZnSO4 ·7H2 O por litro. 
 25 
[0132] El medio MY25 estaba compuesto de 25 g de maltodextrina, 2 g de MgSO4 ·7H2 O, 10 g de KH2 PO4, 2 g de 
ácido cítrico, 2 g de K2 SO4, 2 g de urea, 10 g de extracto de levadura y 1,5 ml solución de metales traza AMG, 
ajustados a pH 6 por litro. 
 
[0133] La solución de metales traza AMG estaba compuesta de 14,3 g de ZnSO4 ·7H2 O, 2,5 g de CuSO4 ·5H2 O, 0,5 g 30 
de NiCl2 ·6H2 O, 13,8 g de FeSO4 .7H2 O, 8,5 g de MnSO4 ·H2 O y 3 g de ácido cítrico por litro. 
 
[0134] El medio LB estaba compuesto de 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl por litro. 
 
[0135] El medio 2X YT estaba compuesto de 16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura y 5 g de NaCl. Las placas de 35 
2X YT estaban compuestas de 16 g de triptona, 10 g de extracto de levadura, 5 g de NaCl y 15 g de agar noble por litro. 
 
[0136] El medio SOC estaba compuesto de 20 g de triptona, 5 g de extracto de levadura, 2 ml de NaCl 5M y 2,5 ml de 
KCI 1M por litro. 
 40 
[0137] El tampón TAE estaba compuesto por Tris base 40 mM, acetato sódico 20 mM y de EDTA disódico 1 mM y pH 
7,2. 
 
Ejemplo 1: identificación de genes de alfa-glucosidasa en la secuencia genómica de Aspergillus fumigatus 
 45 
[0138] Un búsqueda tfasty (Pearson, W.R.., 1999, en Bioinformatics Methods and Protocols, S. Misener y S. A. Krawetz, 
ed., págs. 185-219) de la secuencia parcial del genoma de Aspergillus fumigatus (The Institute for Genomic Research, 
Rockville, MD) se efectuó usando como query una secuencia de proteínas de alfa-glucosidasa de Aspergillus nidulans 
(Nº de acceso Q9UV08). 
Varios genes fueron identificados como homólogos putativos basados en la similitud a la secuencia de la query al nivel 50 
de los aminoácidos. 
Se identificaron tres regiones genómicas de aproximadamente 3000 pares de bases con 34,9, 51,4 y 77,5% de 
identidad con la secuencia de la query al nivel de los aminoácidos. 
 
Ejemplo 2: Extracción de ADN genómico de Aspergillus fumigatus 55 
 
[0139] El Aspergillus fumigatus fue crecido en 250 ml de medio de dextrosa de patata en un matraz de agitación 

disipado a 37°C y 240 r.p.m. Los micelios fueron cosechados por filtración, lavados dos veces en TE (Tris 10 mM, EDTA 
1 mM) y congelados en nitrógeno líquido. Los micelios congelados fueron molidos mediante mortero, a un polvo fino, 
que fue resuspendido en tampón pH 8,0 que contiene Tris 10 mM, EDTA 100 mM, Tritón X-100 del 1%, guanidina-HCl 60 
0,5 M y NaCl 200 mM. La ribonucleasa pancreática sin ADNsa fue añadida con una concentración de 20 mg/litro y el 
lisado fue incubado a 37°C durante 30 minutos. Los restos celulares fueron retirados por centrifugado, y el ADN fue 
aislado usando Qiagen Maxi 500 columnas (QIAGEN Inc., Valencia, CA). Las columnas fueron equilibradas en 10 ml de 
QBT, lavadas con 30 ml de QC y eluidas con 15 ml de QF (todos tampones eran de QIAGEN Inc., Valencia, CA). El 
ADN fue precipitado en isopropanol, lavado en etanol del 70% y recuperado mediante centrifugado. El ADN fue 65 
resuspendido en tampón TE. 
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Ejemplo 3: construcción del vector de expresión pAILo1  
 
[0140] El vector de expresión pAILo1 fue construido modificando pBANe6 (US Patent nº 6,461,837), que comprende un 
híbrido de los promotores de los genes para alfa-amilasa neutra de Aspergillus niger y triosa fosfato isomerasa de 5 
Aspergillus oryzae (promotor NA2-tpi), la secuencia terminadora de amiloglucosidasa de Aspergillus niger (terminador 
AMG) y el gen de acetamidasa de Aspergillus nidulans (amdS). Todos los pasos de la mutagénesis fueron verificados 
mediante secuenciación usando la química de terminador Big-Dye™ como se describe. 
La modificación de pBANe6 fue realizada primero eliminando tres sitios de restricción de Nco I en las posiciones de los 
pares de bases 2051, 2722 y 3397 del marcador de selección amdS mediante mutagénesis dirigida. Todos los cambios 10 
fueron diseñados para ser "silenciosos" dejando la secuencia de proteína real del producto génico de amdS sin 
cambios. La eliminación de estos tres sitios fue realizada simultáneamente con un equipo de mutagénesis dirigida in 
vitro de GeneEditor™ (Promega, Madison, WI) según las instrucciones del fabricante usando los siguientes cebadores 
(el nucleótido subrayado representa la base cambiada): 
 15 
AMDS3NcoMut (2050): 5'-GTGCCCCATGATACGCCTCCGG-3' (SEC ID nº 7) 
AMDS2NcoMut (2721): 5'-GAGTCGTATTTCCAAGGCTCCTGACC-3' (SEC ID nº 8) 
AMDS1NcoMut (3396): 5'-GGAGGCCATGAAGTGGACCAACGG-3' (SEC ID nº 9) 
 
[0141] Un plásmido que comprende los tres cambios previstos de secuencia fue luego sometido a mutagénesis dirigida, 20 
usando un kit de mutagénesis dirigida de QuickChange™ (Stratagene, La Jolla, CA), para eliminar el sitio de restricción 
Nco I al final del terminador AMG en la posición 1643. 
Los siguientes cebadores (el nucleótido subrayado representa la base cambiada) fueron usados para la mutagénesis: 
 
El cebador superior para mutagenizar la secuencia terminadora AMG: 25 
 
5'-CACCGTGAAAGCCATGCTCTTTCCTTCGTGTAGAAGACCAGACAG-3' (SEC ID nº 10) 
 
El cebador inferior para mutagenizar la secuencia terminadora AMG: 
 30 
5'-CTGGTCTTCTACACGAAGGAAAGAGCATGGCTTTCACGGTGTCTG-3' (SEC ID nº 11) 
 
[0142] El último paso en la modificación de pBANe6 fue la adición de un sitio de restricción Nco I nuevo al principio del 
poliligador usando un kit de mutagénesis dirigida de QuickChange™ y los siguientes cebadores (los nucleótidos 
subrayados representan las bases cambiadas) para producir pAILo1 (Figura 4). 35 
El cebador superior para mutagenizar el promotor NA2-tpi: 
 
5'-CTATATACACAACTGGATTTACCATGGGCCCGCGGCCGCAGATC-3' (SEC ID nº 12) 
 
Cebador inferior para mutagenizar el promotor NA2-tpi: 40 
 
5'-GATCTGCGGCCGCGGGCCCATGGTAAATCCAGTTGTGTATATAG-3' (SEC ID nº 13) 
 
Ejemplo 4: construcción del vector de expresión pBM120a  
 45 
[0143] El plásmido pBM120a fue construido para obtener un plásmido con el doble promotor NA2 (NA2- NA2-tpi) para 
conducir la expresión génica en las especies de Aspergillus, y con el gen de resistencia de ampicilina para la selección 
en E.coli. 

 
[0144] Los cebadores fueron diseñados para amplificar por PCR el promotor doble NA2 de pJaL721 (WO 03/008575). 50 
Los sitios enzimáticos de restricción Sal I y Nco I (subrayados) fueron añadidos para clonar el promotor doble en el 
plásmido de expresión de Aspergillus pAILo1. 

 
5'-GTCGACATGGTGTTTTGATCATTTTA-3' (SEC ID nº 14) 
5'-CCATGGCCAGTTGTGTATATAGAGGA-3' (SEC ID nº 15) 55 
 
[0145] El fragmento de interés fue amplificado por PCR usando el Expand High Fidelity PCR System (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Alemania). La reacción de amplificación de PCR contenía un 1 µl de 0,09 µg de pJaL721 por µl, 
1 µl de cada uno de los cebadores (50 pmol/µl), 5 µl de tampón de PCR 10X con MgCl2 15 mM, 1 µl de mezcla de 
dNTP (10 mM cada uno), 37,25 µl de agua y 0,75 µl (3,5U/µl) de mezcla de ADN polimerasa. Un termociclador 60 
Mastercycler de Eppendorf (Hamburgo, Alemania) se usó para amplificar el fragmento con los siguientes ajustes: 1 ciclo 
a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 
1,25 minutos; 15 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 55°C durante 30 segundos, 72°C durante 1,25 minutos 
más una prolongación de 5 segundos en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C. 
Diez microlitros de esta reacción de PCR fueron mezclados con 1 µl de tinte de carga de ADN 10X (glicerol del 25%, 65 
Tris 10 mM y pH 7,0, EDTA 10 mM, bromofenol azul del 0,025%,  xileno cianol del 0,025%) y corren en un gel de 
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agarosa del 1,0% (p/v) usando Tris base 40 mM, acetato de sodio 20 mM y tampón EDTA disódico (TAE) 1 mM. El par 
de bases 1128 producto de PCR de fue observado con luz UV en un sistema de visualización de gel Nucleotech 
(Nucleotech, San Mateo, CA). El producto de PCR fue directamente ligado en pPC2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA) 
según las instrucciones del fabricante. Un volumen de 1 µl de producto PCR limpio, 3 µl de agua destilada doble y 1 µl 
del vector de clonación TOPO fueron mezclado con una pipeta e incubados en la parte superior del banco durante 5 5 
minutos. 
 
[0146] Después de la incubación, 2 µl de la mezcla fueron usados para transformar células OneShot competentes de E. 
coli (Invitrogen, Carlsbad, CA). Un volumen de 2 µl de la mezcla de ligado fue añadido a las células de E. coli e 
incubado en el hielo durante 5 minutos. Posteriormente, las células fueron tratadas con calor durante 30 segundos a 10 
42°C y luego colocadas en hielo durante 2 minutos. Un volumen de 250 µl de medio SOC se añadió a estas células y la 
mezcla fue incubada durante 1 hora a 37°C y 250 r.p.m. Después de la incubación las colonias fueron esparcidas en 
placas 2X YT suplementadas con 100 µg de ampicilina por ml e incubadas a 37°C durante toda la noche para la 
selección del plásmido. Ocho colonias que crecieron en las placas fueron escogidas con un palillo esterilizado y crecidas 
durante toda la noche a 37°C y 250 r.p.m. en un tubo Falcon de 15 ml que contiene 3 ml de medio LB suplementado con 15 
100 µg de ampicilina por ml. Los plásmidos fueron aislados utilizando un BioRobot 9600 (QIAGEN Inc., Valencia, CA). 
 
[0147] Volúmenes de cuatro µl de las minipreps del plásmido resultante fueron digeridos con Eco RI. Las reacciones de 
digestión fueron analizadas por cromatografía en gel de agarosa y análisis UV tal y como se ha descrito anteriormente 
para la reacción por PCR. Los plásmidos aislados que contenían un inserto fueron secuenciados usando 1 µl de plantilla 20 
de plásmido, 1,6 ng de cebador M13 (directo o inverso) (MWG Biotech; High Point; NC) y agua a 6 µl. La secuenciación 
del ADN fue realizada con un secuenciador XL modelo 377 de Applied Biosystems usando química de colorante-
terminador.  El plásmido resultante fue denominado pBM121b (figura 5). 
 
[0148] Un 5 volumen de µl de pBM121b fue digerido con Sal I y Nco I. Las reacciones de digestión fueron analizadas 25 
por electroforesis en gel de agarosa como se ha descrito anteriormente, y ligadas al vector pAILol, que había sido 
previamente dividido con Sal I y Nco I. El plásmido de expresión resultante fue denominado pBM120a (figura 6). 
 
Ejemplo 5: Clonación de un gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl1 
 30 
[0149] Dos cebadores de oligonucleótidos sintéticos mostrados a continuación fueron diseñados para amplificar por 
PCR un gen de Aspergillus fumigatus denominado agl1 que codifica un gen de alfa-glucosidasa del ADN genómico 
preparado en el ejemplo 2.  
Cebador directo: 5'-TACACAACTGGCCATGTTGAGATCGCTGC-3' (SEC ID nº 16) 
Cebador inverso: 5'-GTCACCTCTAGTTAATTAACTAGCTGAGGTCAATCTCGG-3' (SEC ID nº 17) 35 
Las letras en negrita representan la secuencia codificante. La secuencia restante fue añadida para sitios de clonación. 
 
[0150] El fragmento de interés fue amplificado por PCR usando el Expand High Fidelity PCR System. Cincuenta 
picomoles de cada uno de los cebadores anteriores que contenían 200 ng de ADN genómico de Aspergillus fumigatus 

fueron usados en una reacción de PCR. La mezcla de la reacción de amplificación de PCR también contenía  tampón 40 
PCR 1X con MgCl2 1,5 mM, 1 µl de mezcla de dNTP (10 mM cada uno) y 0,75 µl (3,5 U/µl) de mezcla de ADN 
polimerasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un volumen final de 50 µl. Un termociclador Mastercycler de 
Eppendorf fue usado para amplificar el fragmento con los siguientes ajustes: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos 
cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30 segundos, 72°C durante 2 minutos y 5 segundos; 15 ciclos 
cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos y 5 segundos más una 45 
prolongación de 5 segundos en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C. 
 
[0151] Los productos de la reacción fueron aislados en gel de agarosa del 1,0% usando tampón TAE y una banda de 
aproximadamente 3,0 kb de producto fue cortada del gel y purificada utilizando un kit de extracción de gel QIAquick 
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) según las instrucciones del fabricante. 50 
 
[0152] El fragmento fue luego clonado en pBM120a utilizando un kit de clonación InFusion (BD Biosciences, Palo Alto, 
CA). El vector fue digerido con Nco I y Pac I. Tanto el vector digerido como el fragmento de PCR fueron purificados por 
electroforesis en gel y extracción de gel QIAquick tal y como se ha descrito anteriormente. El fragmento de gen y vector 
digerido fueron ligados en una reacción que daba como resultado el plásmido de expresión pSMO216mu en el cual la 55 
transcripción del gen de alfa-glucosidasa estaba bajo el control del promotor NA2-tpi en tándem. La reacción de ligado 
(20 µl) fue compuesta por  tampón de InFusion 1X (BD Biosciences, Palo Alto, CA), BSA 1X (BD Biosciences, Palo Alto, 
CA), 1 µl de enzima de  infusión (diluida 1:10) (BD Biosciences, Palo Alto, CA), 40 ng de pBM120a digerido con Pac I y 
Nco I y 25 ng del producto de PCR purificado por alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus. La reacción fue incubada a 
temperatura ambiente durante 30 minutos. Dos µl de la reacción fueron usados para transformar células OneShot 60 
competentes de E. coli (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). Un transformante de E. coli que contiene 
pSMO216mu fue detectado por digestión de restricción y el ADN del plásmido se preparó utilizando un BioRobot 9600. 
 
Ejemplo 6: caracterización de la secuencia genómica de Aspergillus fumigatus que codifica un gen de una alfa-

glucosidasa agl1 65 
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[0153] La secuenciación del ADN del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl1 de pSMO216mu fue 
realizada con un secuenciador de ADN automatizado Perkin-Elmer modelo 377 XL de Applied Biosystems (Perkin-
Elmer/Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando química de colorante-terminador (Giesecke et al., 1992, Journal 
of Virology Methods 38: 47-60) y la estrategia de paseo del cebador. Los datos de la secuencia de nucleótidos fueron 
escrutados para mayor calidad y todas las secuencias fueron comparadas entre sí con ayuda del software 5 
PHRED/PHRAP (universidad de Washington, Seattle, WA). 
 
[0154] El análisis de secuencias de pSMO216mu reveló un cambio de 1 par de bases respecto de la secuencia 
predicha. La traducción de la secuencia de ADN a proteínas resultó en 1 cambio de aminoácido en la posición 367. La 
mutagénesis dirigida fue usada para cambiar el aminoácido de nuevo a la secuencia predicha. 10 
 
Ejemplo 7: mutagénesis dirigida del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl1  
 
[0155] Para cambiar la mutación del aminoácido en la posición 367, se diseñaron los cebadores de oligonucleótidos 
sintéticos mostrados a continuación para amplificar por PCR el gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl1 15 
usando un equipo de mutagénesis dirigida de QuikChange (Stratagene, La Jolla, CA) 
5'-GCATGGAGCAGGGCATCTTCCTGCAGACTC-3' (SEC ID nº 18) 
5'-GAGTCTGCAGGAAGATGCCCTGCTCCATGC-3' (SEC ID nº 19) 
 
[0156] Cien nanogramos de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reacción PCR que contenía 10 20 
ng de pSMO216mu, tampón de reacción de QuikChange 1X (Stratagene, La Jolla, CA), 3 µl de QuikSolution 
(Stratagene, La Jolla, CA), 1 µl de mezcla de dATP, dTTP dGTP y dCTP 10 mM y 1 µl de 2,5 U/µl enzima Ultra Pfu 
(Stratagene, La Jolla, CA), en un volumen final de 50 µl. Un termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado con los 
siguientes ajustes: un ciclo a 95°C durante 1 minuto; 30 ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 
minuto y 65°C durante 14 minutos. El bloqueo de calor luego pasó a un ciclo de remojo a 10°C. Un microlitro de Dpn I 25 
fue directamente añadido a la reacción de amplificación e incubado a 37°C durante 1 hora. Un volumen de 2 µl de la 
reacción de digestión de Dpn I fue usado para transformar células ultracompetentes de E. coli XL10-Gold (Stratagene, 
La Jolla, CA). Un transformante de E. coli que contiene el plásmido pSMO216 fue detectado por digestión de restricción 
y el ADN del plásmido fue preparado utilizando un BioRobot 9600. El análisis de secuencias verificó los cambios de 
pares de bases dando como resultado el plásmido pSMO216 (Figura 7). 30 
 
[0157] Las células ultracompetentes de E. coli XL10-Gold que contienen pSMO216 fueron depositadas con la colección 
de Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, 
Peoria, Illinois, 61604, como NRRL B-30751, con fecha de depósito del 17 de junio de 2004. 
 35 
[0158] Modelos génicos para las secuencias fueron construidas basándose en el resultado de tfasty y el alineamiento 
con genes homólogos de Aspergillus oryzae. La secuencia de nucleótidos (SEC ID nº 1) y la secuencia de aminoácidos 
deducida (SEC ID nº 2) se muestran en la figura 1. El fragmento genómico codifica un polipéptido de 881 aminoácidos, 
interrumpido por 6 intrones de 49 pares de bases (nucleótidos 211 a 260), 52 pares de bases (nucleótidos 820 a 872), 
54 pares de bases (nucleótidos 1063 a 1117), 51 pares de bases (nucleótidos 1135 a 1186), 49 pares de bases 40 
(nucleótidos 1592 a 1643) y 51 pares de bases (nucleótidos 1702 a 1753). El contenido G+C% del gen agl1 es 57,4%. 
Usando el programa de software SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6), se predijo un péptido señal 
de 14 residuos. La proteína madura predicha contiene 867 aminoácidos con una masa molecular de 98,8 kDa. 
 
[0159] Un alineamiento comparativo de secuencias de alfa-glucosidasa fue determinado utilizando el método Clustal W 45 
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) utilizando el Software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, 
WI) con una tabla de identidad y los siguientes parámetros de alineamiento múltiple: penalización de gap de 10 y 
penalización de longitud de gap de 10. Los parámetros de alineamiento por parejas eran Ktuple=1, penalización de 
gap=3, ventanas=5 y diagonales=5. El alineamiento mostró que la secuencia de aminoácidos deducida de la alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus (Agl1) comparte un 67% de identidad con la secuencia de aminoácidos deducida 50 
de la alfa-glucosidasa de Aspergillus nidulans (EMBL AB057788). 
 
Ejemplo 8: expresión del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl1 en Aspergillus oryzae BECh2 
 
[0160] Se prepararon protoplastos de Aspergillus oryzae BECh2 según el método de Christensen et al., 1988, 55 
Bio/Technology 6: 1419-1422. Se usaron un total de 5 µg de pSMO216 para transformar Aspergillus oryzae BECh2. 

 
[0161] La transformación de Aspergillus oryzae BECh2 con pSMO216 produjo 20 transformantes. Los 20 transformantes 
fueron transferidos a placas de COVE individuales. Se recogieron esporas de los 20 transformantes en 4 ml de 0,01% 
Tween 20 y 200 µl de la suspensión de esporas fueron inoculados separadamente en 25 ml de medio MY25 en 60 
matraces de agitación de plástico de 125 ml e incubados a 34°C y 250 r.p.m. Tres y cinco días después de la 
inoculación, los sobrenadantes de cultivo fueron ensayados para actividad de alfa-glucosidasa como se describe más 
adelante. 
 
[0162] Los sobrenadantes de cultivo de 100 µl fueron diluidos en tampón de acetato sódico 0,1 M y pH 4,3. Un estándar 65 
de AMG obtenido de Novozymes A/S, Bagsværd, Dinamarca, fue diluido usando pasos dobles partiendo con una 
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concentración de 0,033 AGU/ml y finalizando con una concentración 0,0042 AGU/ml en tampón de acetato sódico 0,1 M 
y pH 4,3. Cien microlitros de una solución de maltosa de 20 mg/ml fueron añadidos a cada pocillo y luego incubados a 
25°C durante 180 minutos. Tras completar el paso de incubación, se añadieron 200 µl de una solución de NaOH 0,06 N 
a cada pocillo para extinguir la reacción. Un total de 30 µl de la reacción extinguida fueron transferidos de cada pocillo y 
colocados en una nueva placa de 96 pocillos seguido de la adición de 200 µl de reactivo de glucosa líquido (oxidasa) 5 
(Pointe Scientific, Inc, Lincoln Park, Míchigan, EE.UU) a cada pocillo e incubados a temperatura ambiente durante 18 
minutos. Tras completar la incubación, se midió la absorbancia a 505 nm de la placa de 96 pocillos usando un Spectra 
Max 349 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Las concentraciones de las muestras fueron determinadas por 
extrapolación de la curva estándar generada. El contenido de glucosa presente en el medio fue normalizado midiendo 
independientemente la glucosa en el caldo de muestra mediante Reactivo de Glucosa Líquida sin añadir maltosa. La 10 
absorbancia fue sustraída del valor de los reactivos donde se añadió el sustrato de maltosa. 
 
[0163] Los resultados de los ensayos demostraron que cerca de la mitad de los transformantes expresaron actividad de 
alfa-glucosidasa. Un transformante designado SMO17 de Aspergillus oryzae fue cultivado como se ha descrito 
anteriormente en medio MY25 para suministrar enzima para purificación y caracterización. 15 
 
Ejemplo 9: clonación de un gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2  
 
[0164] Dos cebadores de oligonucleótidos sintéticos mostrados a continuación fueron diseñados para amplificar por 
PCR un gen de Aspergillus fumigatus denominado agl2 que codifica una alfa-glucosidasa del ADN genómico preparado 20 
en el ejemplo 2. 
Cebador directo: 5'-ACACAACTGGCCATGGCCCGGAGCAGCTCGTC-3' (SEC ID nº 20) 
Cebador inverso: 5'-AGTCACCTCTAGTTAATTAATTAGAATTCAATCTTCCATG-3' (SEC ID nº 21) 
Las letras en negrita representan secuencia codificante. La secuencia restante se añade para sitios de clonación. 
 25 
[0165] El fragmento de interés fue amplificado por PCR usando el Expand High Fidelity PCR System. Cincuenta 
picomoles de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reacción PCR que contenía 200 ng de ADN 
genómico de Aspergillus fumigatus. La mezcla de la reacción de amplificación de PCR también contenía  tampón PCR 
1X con MgCl2 1,5 mM, 1 µl de mezcla de dNTP (10 mM cada uno) y 0,75 µl (3,5U/µl) de mezcla de ADN polimerasa en 
un volumen final de 50 µl. Un termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado para amplificar el fragmento con los 30 
siguientes ajustes: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30 
segundos, 72°C durante 2 minutos y 5 segundos; 15 ciclos cada uno a 94°C durante 15 segundos, 58,1°C durante 30 
segundos, 72°C durante 2 minutos y 5 segundos más 5 segundos de prolongación en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 
72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C. 
 35 
[0166] Los productos de la reacción fueron aislados en un gel de agarosa del 1,0% usando tampón TAE y una banda de 
aproximadamente 3,0 kb de producto fue cortada del gel y purificada utilizando un kit de extracción de gel QIAquick 
(QIAGEN Inc., Valencia, CA) según las instrucciones del fabricante.  
[0167] El fragmento fue luego clonado en el vector pCR2.1-TOPO (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA). El 
fragmento de gen fue purificado por un kit de limpieza de PCR (QIAGEN Inc., Valencia, CA). El fragmento y el vector 40 
pCR2.1-TOPO fueron ligados usando condiciones especificadas por el fabricante dando como resultado el plásmido 
pHyGe011mu. Dos µl de la reacción fueron usados para transformar células OneShot competentes de E. coli. Un 
transformante de E. coli que contiene el plásmido pHyGe011mu fue detectado por digestión de restricción y el ADN del 
plásmido se preparó utilizando un BioRobot 9600. 
 45 
Ejemplo 10: caracterización de la secuencia genómica de Aspergillus fumigatus que codifica un gen de alfa-glucosidasa 
agl2 
 
[0168] La secuenciación del ADN del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 de pHyGe011mu fue 
realizada con un secuenciador de ADN automatizado Perkin-Elmer modelo 377 XL de Applied Biosystems (Perkin-50 
Elmer/Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando química de terminador-colorante (Giesecke et al., 1992, Journal 
of Virology Methods 38: 47-60) y la estrategia de paseo del cebador. Los datos de la secuencia de nucleótidos fueron 
escrutados para mayor calidad y todas las secuencias fueron comparadas entre sí con ayuda del software 
PHRED/PHRAP (universidad de Washington, Seattle, WA). 
 55 
[0169] El análisis de secuencias de pHyGe011mu reveló 7 cambios de pares de bases respecto de la secuencia 
predicha. La traducción de la secuencia de ADN a proteínas dio como resultado 3 cambios de aminoácidos en las 
posiciones 140, 530 y 941. Se usó la mutagénesis dirigida para cambiar los tres aminoácidos de nuevo a la secuencia 
predicha. 
 60 
Ejemplo 11: mutagénesis dirigida del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2  
 
[0170] Para cambiar las tres mutaciones de aminoácidos en las posiciones 140, 530 y 941, tres cebadores de 
oligonucleótidos sintéticos mostrados a continuación fueron diseñados para amplificar por PCR el gen de alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 que contienen cinco cambios de pares de bases usando un equipo de 65 
mutagénesis dirigida de QuikChange. 
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5'-CGCGCAGCTCCAGACTCCAGGAAAGAAATCAC-3' (SEC ID nº 22) 
5'-GTACTTGAACAAGCCGGTCCACCATTTGATTG-3' (SEC ID nº 23) 
5'-GCCTGCCTGCTGGGCGTGATACTCCAAGGGTG-3' (SEC ID nº 24) 
 5 
[0171] Cien nanogramos de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reacción PCR que contenía 
100 ng de pHyGe011mu, tampón de reacción de QuikChange 1X, 0,75 µl de QuikSolution, 1 µl de mezcla de dATP, 
dTTP dGTP y dCTP 10 mM, 1 µl de mezcla multienzimática de QuikChange, en un volumen final de 50 µl. Un 
termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado con los siguientes ajustes: un ciclo a 95°C durante 1 minuto; 30 
ciclos cada uno a 95°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 65°C durante 14 minutos. El bloqueo de calor luego 10 
pasó a un ciclo de remojo a 10°C. Un microlitro de Dpn I fue directamente añadido a la reacción de amplificación e 
incubado a 37°C durante 1 hora. Un volumen de 2 µl de la reacción de digestión de Dpn I fue usado para transformar 
células ultracompetentes de E. coli XL10-Gold. Un transformante de E. coli con el plásmido pHyGe011 fue detectado por 
digestión de restricción y el ADN del plásmido se preparó utilizando un BioRobot 9600. El análisis de secuencias verificó 
los cambios en los pares de bases dando como resultado el plásmido pHyGe011 (Figura 8). 15 
 
[0172] Las E. coli XL10-Gold que contienen plásmido pHyGe011 fueron depositadas en la colección de Agricultural 
Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, Peoria, Ilinois, 
61604, como NRRL B-30750, con fecha de depósito del 10 de junio de 2004. 
 20 
[0173] Modelos génicos para las secuencias fueron construidos basándose en el resultado tfasty y el alineamiento con 
genes homólogos de Aspergillus oryzae. La secuencia de nucleótidos (SEC ID nº 3) y la secuencia de aminoácidos 
deducida (SEC ID nº 4) se muestran en la Figura 2. El fragmento genómico codifica un polipéptido de 967 aminoácidos, 
interrumpido por 2 intrones de 58 (nucleótidos 85 a 142) y 54 pares de bases (nucleótidos 899 a 952). El contenido 
G+C% del gen es 51,2%. Usando el programa de software SignalP (Nielsen et al., 1997, Protein Engineering 10: 1-6), 25 
se predijo un péptido señal de 29 residuos. La proteína madura predicha contiene 938 aminoácidos con una masa 
molecular de 106,5 kDa. 
 
[0174] Un alineamiento comparativo de secuencias de alfa-glucosidasa fue determinado utilizando el método Clustal W 
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) utilizando el software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, 30 
WI) con una tabla de identidad y los siguientes parámetros de alineamiento múltiple: penalización de gap de 10 y 
penalización de longitud de gap de 10. Los parámetros de alineamiento por parejas eran Ktuple=1, penalización de 
gap=3, ventanas=5 y diagonales=5. 
El alineamiento mostró que la secuencia de aminoácidos deducida de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus 
(Agl2) comparte un 71% de identidad con las secuencias de aminoácidos deducidas de una alfa-glucosidasa putativa de 35 
Neurospora crassa (número de acceso SWALL Q8NIY3). Ejemplo. 12: construcción de un vector de expresión de 
Aspergillus oryzae para el gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2  
 
[0175] El gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 fue clonado en el vector de expresión pBM120a. El 

fragmento de gen fue liberado de pHyGe011 por digestión con Pac I y Nco I y luego purificado por electroforesis en gel y 40 
purificación de gel QIAquick tal y como se ha descrito anteriormente. El vector pBM120a fue digerido con Nco I y Pac I. 
El fragmento de gen y el vector digerido fueron ligados utilizando un kit de ligado rápido de ADN (Boehringer Mannheim, 
Alemania) dando como resultado el plásmido de expresión pHyGe002 en el cual la transcripción del gen de alfa-
glucosidasa de Aspergillus fumigatus estaba bajo el control del promotor NA2-tpi en tándem. Cinco microlitros de la 
reacción fueron usados para transformar células competentes de E. coli XL1-Blue Subcloning-Grade (Stratagene, La 45 
Jolla, CA). Un transformante de E. coli que contenía el plásmido pHyGe002 fue detectado por digestión de restricción y 
el ADN del plásmido se preparó utilizando un BioRobot 9600. 
 
Ejemplo 13: expresión del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl2 en Aspergillus oryzae BECh2 
 50 
[0176] Se prepararon protoplastos de Aspergillus oryzae BECh2 según el método de Christensen et al., 1988, supra. Un 
total de 7,3 µg de pHyGe002 se usaron para transformar Aspergillus oryzae BECh2. 

 
[0177] La transformación de Aspergillus oryzae BECh2 con pHyGe002 produjo 24 transformantes. 
Los 24 transformantes fueron transferidos a placas de COVE individuales. Se recogieron esporas de 24 transformantes 55 
en 4 ml de Tween 20 del 0,01% y 200 µl de la suspensión de esporas fueron inoculados separadamente en 25 ml de 
medio MY25 en matraces de agitación de plástico de 125 ml e incubados a 34°C y 250 r.p.m. Tres y cinco días después 
de la inoculación, los sobrenadantes de cultivo fueron ensayados para actividad de alfa-glucosidasa como se describe 
en el ejemplo 8. 
 60 
[0178] Los resultados de los ensayos han demostrado que cerca de mitad de los transformantes expresaron actividad 
de alfa-glucosidasa. 
 
Ejemplo 14: clonación de un gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl3  

 65 
[0179] Dos cebadores de oligonucleótidos sintéticos mostrados a continuación fueron diseñados para amplificar por 
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PCR un gen de Aspergillus fumigatus denominado agl3 que codifica una alfa-glucosidasa del ADN genómico preparado 
en el ejemplo 2. 
Cebador directo: 
 
5'-TACACAACTGGCCATGGCCAGCGTCCTGGGCCTCGTCGC-3' (SEC ID nº 25) 5 
 
Cebador inverso: 
 
5'-GTCACCTCTAGTTAATTAACTACCATTTCAGAATCCAGTGTCC-3' (SEC ID nº 26) 
 10 
Las letras en negrita representan la secuencia codificante. 
La secuencia restante fue añadida para sitios de clonación. 
 
[0180] El fragmento de interés fue amplificado por PCR utilizando el Expand High Fidelity PCR System. Cincuenta 
picomoles de cada uno de los cebadores anteriores fueron usados en una reacción PCR que contenía 200 ng de ADN 15 
genómico de Aspergillus fumigatus. La mezcla de reacción de amplificación de PCR también contenía tampón PCR 1X 
con MgCl2 1,5 mM, 1 µl de mezcla dNTP (10 mM cada uno) y 0,75 µl (3.5 U/µl) mezcla de ADN polimerasa (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Alemania) en un volumen final de 50 µl. Un termociclador Mastercycler de Eppendorf fue usado 
para amplificar el fragmento con los siguientes ajustes: 1 ciclo a 94°C durante 2 minutos; 10 ciclos cada uno a 94°C 
durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos, 72°C durante 2 minutos y 30 segundos; 20 ciclos cada uno a 94°C 20 
durante 15 segundos, 60°C durante 30 segundos y 72°C durante 2 minutos y 30 segundos más una prolongación de 5 
segundos en cada ciclo sucesivo; 1 ciclo a 72°C durante 7 minutos; y mantenido a 10°C. 
 
[0181] Los productos reactivos fueron aislados en un gel de agarosa del 1,0% usando tampón TAE y una banda de 
aproximadamente 3,15 kb de producto fue cortada del gel y purificada utilizando un kit de extracción de gel QIAquick 25 
según las instrucciones del fabricante. 
 
[0182] El fragmento fue luego clonado en pBM120a utilizando un kit de clonación de InFusion. El vector fue digerido con 
Nco I y Pac I. Tanto el vector digerido como el fragmento de PCR fueron purificados por electroforesis en gel y QIAquick 
extracción de gel tal y como se ha descrito anteriormente. El fragmento de gen y vector digerido fueron ligados en una 30 
reacción que daba como resultado el plásmido de expresión pJSF9b (Figura 9) donde la transcripción del gen de alfa-
glucosidasa estaba bajo el control del promotor NA2-tpi en tándem. La reacción de ligado (20 µl) estaba compuesta por 
tampón de InFusion1X, BSA 1X (BD Biosciences, Palo Alto, CA), 1 µl de enzima de infusión (diluida 1:10), 90 ng de 
pBM120a digerido con Pac I y Nco I y 84 ng del producto purificado de PCR de alfa-glucosidasa de Aspergillus 
fumigatus. La reacción fue incubada a temperatura ambiente durante 30 minutos. 1,5 µl de la reacción fueron usados 35 

para transformar Solopac células supercompetentes de E. coli de Solopac Gold (Stratagene, La Jolla, CA) según las 
instrucciones del fabricante. Un transformante de E. coli que contiene pJSF9b fue detectado por digestión de restricción 
y el ADN del plásmido se preparó utilizando un BioRobot 9600. 
 
Ejemplo 15: caracterización de la secuencia genómica de Aspergillus fumigatus que codifica un gen de alfa-glucosidasa 40 
agl3 
 
[0183] La secuenciación del ADN del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl3 de pJSF9b fue realizada 

con un secuenciador de ADN automatizado Perkin-Elmer modelo 377 XL de Applied Biosystems (Perkin-Elmer/Applied 
Biosystems, Inc., Foster City, CA) usando química de colorante-terminador (Giesecke et al., 1992, Journal of Virology 45 
Methods 38: 47-60) y estrategia de paseo del cebador. Datos de secuencia de nucleótidos fueron escrutados para 
mayor calidad y todas las secuencias fueron comparadas entre sí con ayuda del software PHRED/PHRAP (universidad 
de Washington, Seattle, WA). El análisis de secuencias de pJSF9b confirmó que el clon contenía una alfa-glucosidasa. 
 
[0184] Las E. coli XL10-Gold que contienen plásmido pJSF9b fueron depositadas en la colección de Agricultural 50 
Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, Peoria, Ilinois, 
61604, como NRRL B-30856, con fecha de depósito del 23 de junio de 2005. 
 
[0185] La secuencia de nucleótidos (SEC ID nº 5) y la secuencia de aminoácidos deducida (SEC ID nº 6) se muestran 
en la figura 3. El fragmento genómico codifica un polipéptido de 988 aminoácidos, interrumpido por 3 intrones de 766 55 
pares de bases (nucleótidos 700 a 765), 61 pares de bases (nucleótidos 1174 a 1235) y 70 pares de bases (nucleótidos 
1407 a 1477). El contenido G+C% del gen es 56,4%. Usando del programa de software SignalP (Nielsen et al., 1997, 
supra), se predijo un péptido señal de 19 residuos. La proteína madura predicha, contiene 969 aminoácidos con una 
masa molecular de 108,6 kDa. 
 60 
[0186] Un alineamiento comparativo de secuencias de alfa-glucosidasa fue determinado utilizando el método Clustal W 
(Higgins, 1989, CABIOS 5: 151-153) utilizando el software de LASERGENE™ MEGALIGN™ (DNASTAR, Inc., Madison, 
WI) con una tabla de identidad y los siguientes parámetros de alineamiento múltiple: penalización de gap de 10 y 
penalización de longitud de gap de 10. Los parámetros de alineamiento por parejas eran Ktuple=1, penalización de 
gap=3, ventanas=5 y diagonales=5. El alineamiento mostró que la secuencia de aminoácidos deducida de la alfa-65 
glucosidasa de Aspergillus fumigatus (Agl3) comparte un 81% identidad con las secuencias de aminoácidos deducidas 
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de una alfa-glucosidasa de Aspergillus oryzae (número de acceso Swissprot Q12558). 
 
Ejemplo 16: expresión del gen de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus agl3  en Aspergillus oryzae BECh2 
 
[0187] Se prepararon protoplastos Aspergillus oryzae BECh2 según el método de Christensen et al., 1988, supra. 5 
Un total de 7,3 µg de pJSF9b fueron usados para transformar Aspergillus oryzae BECh2. 

 
[0188] La transformación de Aspergillus oryzae BECh2 con pJSF9b produjo 20 transformantes. Los 20 transformantes 
fueron transferidos a placas de COVE individuales. Se recogieron esporas de los transformantes en 4 ml de Tween 20 
del 0,01% y 200 µl de la suspensión de esporas fueron inoculados separadamente en 25 ml de medio MY25 en 10 
matraces de agitación de plástico de 125 ml e incubados a 34°C y 250 r.p.m. Tres y cinco días después la inoculación, 
los sobrenadantes de cultivo fueron ensayados para actividad de alfa-glucosidasa como se describe en el ejemplo 8. 
 
[0189] Los resultados de los ensayos demostraron que cerca de mitad de los transformantes expresaron actividad de 
alfa-glucosidasa. Un transformante denominado Aspergillus oryzae SMO24 fue cultivado tal y como se ha descrito 15 

anteriormente en medio MY25 para suministrar enzima para la purificación y la caracterización 
 
Ejemplo 17: purificación de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 
 
[0190] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 expresada en Aspergillus oryzae BECH2 tal y como se 20 
describe en el ejemplo 8 fue purificada utilizando el protocolo descrito a continuación. 
 
[0191] La actividad de alfa-glucosidasa fue medida usando maltosa como sustrato. La maltosa (1,1%; 375 µl) fue 
incubada durante 5 minutos al baño maría a 37°C. Se mezcló con el sustrato una alícuota de la muestra enzimática (25 
µl) diluida en acetato sódico 50 mM y pH 5,0 que contiene Triton-X100 del 0,01%. La reacción fue terminada después 25 
de 10 minutos de incubación añadiendo 100 µl de Tris 1 M, disolución y ebullición inmediata durante 3 minutos. 
 
[0192] La concentración de proteínas fue determinada usando un kit de ensayo de proteínas BCA (Pierce, Rockford, IL) 
según su "Procedimiento microplaca". 
 30 
[0193] El análisis SDS-PAGE de muestras de fracciones y fracciones agrupadas fue realizado mezclando las muestras 
con tampón de muestra Laemmli, (Bio-Rad Hercules, CA) en una proporción 1:1. Después de hervir durante 2 minutos, 
las muestras fueron cargadas en un gel de SDS-PAGE del 8-16%, (Bio-Rad, Hercules, CA) junto con 10-15 µl del 
marcador de peso molecular (Precision Plus Protein Standards, Bio-Rad, Hercules, CA). Los geles fueron corridos en 
tampón de corrida Tris-Glicina-SDS 1X (Bio-Rad, Hercules, CA) a 200 V durante 1 hora. Los geles fueron luego 35 
enjuagados 3 veces con agua durante 5 minutos cada una, y teñidos con colorante de Coomassie de Bio-Safe (Bio-Rad 
Hércules, CA) durante 1 hora seguido de decoloración con agua durante más de 1 hora. 
 
[0194] Se centrifugaron cultivos en matraces de agitación (medio MY25) a 1000 x g y se retiró el sobrenadante. El 
sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de vacío Stericup® de 0,22 µm (Millipore, Billerica, MA). 40 
 
[0195] El sobrenadante contenía una cantidad sustancial de pigmento de color marrón. Para eliminar el pigmento, 105 
ml de sobrenadante (diluido 2,5 veces con Tris pH 8,5 y 100 mM) fueron cargados en una columna de 30 X 2,5 cm que 
contenía resina de  Q-Sefarosa Big Beads (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) preequilibrada con Tris pH 8,5 y 
0,1 M.  La alfa-glucosidasa fue eluida con un lavado de tampón de acetato sódico pH 4,0 y 0,1 M sin fraccionar. La 45 
solución de "lavado" (300 ml) fue recogida y ensayada para actividad de alfa-glucosidasa. El 59% de la actividad de alfa-
glucosidasa fue recuperado. La mayor parte del pigmento de color marrón permaneció unido a la Q-Sefarosa. El 
inhibidor de serina proteasa, PMSF, fue añadido a 0,5 mM a la solución después del paso de lavado de acetato sódico 
de la columna de Q-Sefarosa para prevenir la proteólisis potencial. Esta solución fue concentrada y retamponada (Tris 
pH 8,5 y 100 mM) usando una célula de ultrafiltración agitada de 250 ml (Amicon, Beverly, MA). 50 
 
[0196] La alfa-glucosidasa del paso de la columna de Q-Sefarosa fue a continuación cargada en una columna Mono Q 
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con Tris pH 8,5 y 50 mM. La enzima fue eluida usando 
un gradiente de volumen de 20 columnas de NaCl de 0 a 0,55 M en Tris pH 8,5 y 50 mM. Las fracciones de 10 ml fueron 
recogidas, ensayadas para actividad de alfa-glucosidasa y agrupadas basándose en la actividad específica y la pureza 55 
(SDS-PAGE). 
 
[0197] La alfa-glucosidasa del paso de la columna Mono Q paso de fue finalmente cargada sobre una columna Mono S 
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con 50 mM acetato, pH 4,5. La alfa-glucosidasa fue 
eluida usando un gradiente de volumen de 20 columnas de NaCl de 0 a 0,5 M en Tris pH 4,5 y 50 mM. Las fracciones 60 
de 10 ml fueron recogidas, ensayadas para actividad de alfa-glucosidasa y agrupadas basándose en la pureza (SDS-
PAGE). 
 
[0198] La purificación se resume a continuación en la tabla 1. 
 65 
Tabla 1. Purificación de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1  
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 Volumen (ml) Grado de 

Purificación  

Recuperación 

(%) 

Sobrenadante inicial 105 1 100 

Lavado de acetato en Q-Sefarosa (retirada del 

pigmento) 

35 3,17 59 

Cromatografía columna Mono Q 34 20,9 40 

Cromatografía columna Mono S 6 27,6 29 

 
Ejemplo 18: purificación de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3  
 
[0199] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 expresada en Aspergillus oryzae BECH2 tal y como se 5 
describe en el ejemplo 16 fue purificada utilizando el protocolo descrito a continuación. 
 
[0200] La actividad de alfa-glucosidasa fue medida como se describe en el ejemplo 17. La concentración de proteína fue 
determinada como se describe en el ejemplo 17. El análisis SDS-PAGE fue realizado como se describe en el ejemplo 
17. 10 
 
[0201] Se centrifugaron cultivos en matraces de agitación (medio MY25) a 1000 x g y se retiró el sobrenadante. El 
sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de vacío Stericup® de 0,22 µm de Millipore. 
 
[0202] El sobrenadante contenía una cantidad sustancial de pigmento de color marrón. Para eliminar el pigmento, 250 15 
ml de sobrenadante (diluido 2,5 veces con Tris pH 8,5 y 100 mM) fueron cargados en una columna de 30 X 2,5 cm que 
contenía resina de  Q-Sefarosa Big Beads preequilibrada con Tris pH 8,5 y 0,1 M. La alfa-glucosidasa fue eluida con 
lavado de tampón de acetato sódico pH 4,0 y 0,1 M sin fraccionar. La solución de "lavado" (300 ml) fue recogida y 
ensayada para actividad de alfa-glucosidasa. El 68% de la actividad de alfa-glucosidasa fue recuperado. La mayor parte 
del pigmento de color marrón permaneció unido a la Q-Sefarosa. El inhibidor de serina proteasa, PMSF, fue añadido a 20 
0,5 mM a la solución después del paso de lavado de acetato sódico de la columna de Q-Sefarosa para prevenir la 
proteólisis potencial. Esta solución fue concentrada y retamponada (Tris pH 8,5 y 100 mM) usando una célula de 
ultrafiltración agitada de 250 ml. 
 
[0203] La alfa-glucosidasa del paso de la columna de Q-Sefarosa fue a continuación cargada en una columna Mono Q 25 
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con Tris pH 8,5 y 50 mM. La enzima fue eluida usando 
un gradiente de volumen de 20 columnas de NaCl de 0 a 0,5 M en Tris pH 8,5 y 50 mM. Las fracciones de 10 ml fueron 
recogidas, ensayadas para actividad de alfa-glucosidasa y agrupadas basándose en la actividad específica y la pureza 
(SDS-PAGE). 
 30 
[0204] La alfa-glucosidasa del paso de la columna MonoQ fue finalmente cargada en una columna Fenil Sefarosa HR 
16/10 (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) preequilibrada con (NH4 )2 SO4 1,7 M, Tris 50 mM y pH 8,5. La alfa-
glucosidasa fue eluida con un gradiente de volumen de 20 columnas de (NH4 )2 SO4 1,7 M - Tris 50 mM  y pH 8,5 a 
Tris 50 mM y pH 8,5. Las fracciones de 10 ml fueron recogidas, evaluadas para actividad de alfa-glucosidasa y 
agrupado basándose en la pureza (SDS-PAGE). 35 
 
[0205] La purificación se resume a continuación en la tabla 2. 
 
Tabla 2. Purificación de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 
 40 

 Volumen (ml) Grado de 

Purificación 

Recuperación 

(%) 

Sobrenadante inicial 250 1,0 100 

Lavado de acetato en Q-Sefarosa (retirada del 

pigmento) 

75 4,1 68 

Cromatografía columna Mono Q 61 8,2 34 

Cromatografía columna Fenil Superosa 9 11,8 12 
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Ejemplo 19: caracterización de alfa-glucosidasas de Aspergillus fumigatus 
 
[0206] Análisis SDS-PAGE. 
Las alfa- glucosidasas de Aspergillus fumigatus Agl1 y Agl3 purificadas fueron analizadas mediante SDS-PAGE como 
se ha descrito anteriormente. Aunque el peso molecular predicho de la alfa-glucosidasa madura Agl1 es 98,8 kDa, los 5 
resultados de SDS-PAGE mostraron dos bandas de aproximadamente 40 y 60 kDa. Mientras que el peso molecular 
predicho de la alfa-glucosidasa madura Agl3 es 108,6 kDa, los resultados de SDS-PAGE mostraron una banda de 
aproximadamente 110 kDa. 
 
[0207] Análisis MALDI-TOF MS. El análisis MALDI-TOF MS  de las bandas de 40 y 60 kDa mostró que eran de la alfa-10 
glucosidasa Agl1 y la banda 110 kDa era de la alfa-glucosidasa Agl3 como se describe más adelante. 
 
[0208] Un MultiPROBE® II Liquid Handeling Robot (PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Boston, MA) fue usado 
para realizar digestiones en gel. Las bandas de 40 y 60 kDa observadas en el Aspergillus fumigatus purificado Agl1 y la 
banda 110 kDa de la alfa-glucosidasa Agl3 fueron cortadas del gel de SDS-PAGE. Las bandas de gel fueron reducidas 15 
con 50 µl de DTT 10 mM en  bicarbonato de amonio 100 mM y pH 8,0 durante 30 minutos. Después de la reducción, las 
piezas de gel fueron alquiladas con 50 µl de yodoacetamida 55 mM en tampón de bicarbonato de amonio 100 mM y pH 
8,0 durante 20 minutos. Las piezas de gel seco se dejaron crecer en una solución de digestión de tripsina compuesta 
por 6 ng de tripsina de calidad de secuenciación (Princeton Separations, Adelphia, NJ) por µl de tampón de bicarbonato 
de amonio 50 mM y pH 8 durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido de un digestión de 8 horas a 40°C. Cada 20 
uno de los pasos de la reacción descritos fue seguido por numerosos lavados y prelavados con las soluciones 
apropiadas siguiendo el protocolo de estándar del fabricante. Cincuenta µl de acetonitrilo fueron usados para 
deshidratar el gel entre reacciones y las piezas de gel fueron secadas al aire entre pasos. Los péptidos fueron extraídos 
dos veces con ácido fórmico del 1%/acetonitrilo del 2% en agua de calidad HPLC durante 30 minutos. Las soluciones de 
extracción de péptido fueron transferidas a una placa de 96 pocillos de tipo PCR con falda (ABGene, Rochester, NY) 25 
que había sido enfriada hasta 10-15°C y cubierta con una tapa de placa de  96 pocillos (PerkinElmer Life and Analytical 
Sciences, Boston, MA) para prevenir la evaporación. Las placas fueron además almacenadas a 4°C hasta que se 
pudiera realizar el análisis de espectrometría de masas. 
 
[0209] Las bandas de proteína de 40 y 60 kDa y la banda de 110 kDa banda fueron digeridas en gel con tripsina como 30 
se ha descrito anteriormente. Los péptidos recuperados fueron analizados mediante el análisis de la huella peptídica de 
masa para verificación de proteínas. Un espectrómetro de masas de tiempo de vuelo Maldi™-LR fue usado (Waters 
Micromass® MS Technologies, Milford, MA). Se preparó ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico recristalizado lavando 
cantidades de miligramo de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinámico (Sigma Chemical Co., St. Luis, MO) con acetonitrilo del 
100% (E.M. Science, Gibbstown, NJ) y mezclando concienzudamente y centrifugando para formar un granulado en 35 
matriz. La solución de acetonitrilo fue retirada y descartada. El agua de calidad HPLC (Fisher Chemical, Fairlawn, NJ,) 
fue añadida seguida de una adición lenta de hidróxido amónico (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ) hasta que casi todo el 
granulado fue disuelto. El granulado no disuelto fue descartado. Se añadió lentamente agua con HCl concentrado 
(Fisher Chemicals, Fairlawn, NJ,) la solución matricial hasta que una gran cantidad de matriz se recristalizó. La matriz 
cristalizada fue retirada por filtración y lavada varias veces con HCl 0,1 M y se le dejó secar completamente. La solución 40 
matricial final consistía en una solución de 10 mg/ml de ácido ciano-4-hidroxicinnamico alfa recristalizado en acetonitrilo 
del 50%/TFA del 0,1 acuoso 50%. Un µl de la solución de extracción de péptido obtenida de la digestión de proteínas en 
gel fue mezclado con 1 µl de la solución matricial recristalizada y secada en el momento en una placa diana de acero 
inoxidable MALDI-TOF  (Waters Micromass® MS Technologies, Milford, MA). El espectrómetro de masas fue operado 
en modo reflectrón y de ión positivo usando un voltaje de aceleración de +15kV, voltaje de pulso de 2535 voltios y 45 
voltaje de reflectrón de 2000 voltios. El rango de masa de adquisición de datos fue establecido desde 640 hasta 3000 
m/z. Un estándar de calibración por masa fijada consistente en 1 µl de 200 fmols/µl de ACTH (clip de hormona 
adrenocorticotropa 18- 39 PM = 2465,1989) (Sigma Chemical Co, St. Luis, MO) y 1 µl de solución de solución matricial 
recristalizada fue usada para el estándar interno y fijar el pozo diana objetivo adyacente. La adquisición de datos fue 
realizada utilizando una estación de trabajo microprocesadora controlada por Windows NT utilizando software Masslynx 50 
4.0 de espectrometría de masas (Waters Micromass® MS Technologies, Milford, MA). Los espectros adquiridos fueron 
combinados, suavizados  y centrados, y se generó una lista de valores máximos de masas iónicas de péptidos. Esta 
lista de valores máximos fue buscada contra bases de datos usando el software ProteinLynx™ Global Server 2.05 
(Waters Micromass® MS Technologies, Milford, MA). 
 55 
[0210] Los resultados del análisis de la huella peptídica de masa indicaron que las bandas proteínicas de 40 y 60 kDa 
fueron verificadas como  alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 y la banda proteínica de 110 kDa fue verificadas 
como alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3. 
 
[0211] pH óptimo. La actividad específica de las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agl1 y Agl3 fue 60 

medida a valores de pH diferentes en tampón acetato 50 mM/tampón fosfato 50 mM a 37°C utilizando el ensayo de 
actividad anteriormente descrito. 
 
[0212] La  alfa-glucosidasa Agl1 tiene un pH ácido óptimo de actividad a pH 4,1 como se muestra en figura 10. La  alfa-
glucosidasa Agl3 tiene un pH ácido óptimo de actividad en el rango de pH 4,0- 4,5 como se muestra en la figura 13. 65 
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[0213] Termoestabilidad. La termoestabilidad de las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agl1 y Agl3 
fue determinada incubando cada una de las alfa-glucosidasas en acetato sódico 50 mM y pH 5,0 durante 5 minutos al 
baño maría a una temperatura elegida. 
La maltosa como sustrato (1,1%; 375 µl) fue incubada durante 5 minutos al baño maría a 37°C. Una alícuota de la 
muestra enzimática fue mezclada con el sustrato y la actividad específica fue medida a 37°C. 5 
 
[0214] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 tiene buena termoestabilidad (aproximadamente un 80% 
residual) hasta aproximadamente 70°C como se muestra en figura 11. La enzima pierde solo un 22% de actividad 
después de 5 minutos en tampón acetato 50 mM y pH 5,0 a esta temperatura y pierde toda la actividad a 100°C. 
 10 
[0215] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 tiene buena termoestabilidad (aproximadamente un 80% 
residual) hasta aproximadamente 67°C como se muestra en la figura 14. La enzima pierde un 33% de actividad después 
de 5 minutos en tampón acetato 50 mM y pH 5,0 a 70°C y pierde toda la actividad a 100°C. 
 
[0216] Temperatura óptima. La actividad específica de las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agl1 y 15 
Agl3 fue medida a diferentes valores de temperatura en acetato sódico 50 mM y pH 5,0. La maltosa como sustrato 
(1.1%; 375 µl) fue incubada durante 5 minutos al baño maría a una temperatura elegida. 
Una alícuota de la muestra enzimática (25 µl) diluida en acetato sódico 50 mM y pH 5,0 que contiene Triton-X100 del 
0,01% fue mezclada con el sustrato. La reacción fue terminada después de 10 minutos de incubación a la misma 
temperatura añadiendo solución Tris 1 M (100 µl) e hirviendo inmediatamente durante 3 minutos. 20 
 
[0217] La temperatura óptima para la enzima Agl1 estaba alrededor de 63°C como se muestra en la figura 12. La 
temperatura óptima para la enzima Agl3 estaba alrededor de 60°C como se muestra en la figura 15. 
 
[0218] Parámetros cinéticos. Se determinaron los parámetros cinéticos para la hidrólisis específica de la maltosa 25 
mediante las alfa-glucosidasas purificadas de Aspergillus fumigatus Agl1 y Agl3. 
 
[0219] Un dispositivo BioLC HPLC de Dionex equipado con una columna CarboPac PA10 4 x 250 mm columna y un 
detector electroquímico ED50 (Sunnyvale; CA) fue usado para detectar glucosa de forma cuantitativa de la hidrólisis de 
maltosa. Se aplicó una solución de hidróxido sódico (200 mM) como fase líquida. Este método proporciona una 30 
determinación precisa al nivel de alrededor de glucosa 0,01 mM. La curva de calibración fue lineal para glucosa entre 0 
mM y 1,2 mM. 
 
[0220] La mezcla de incubación contenía 10 ml de solución de maltosa en el rango de 0,19-4,61 mM a 37°C. La 
reacción enzimática fue iniciada añadiendo 10 µl de solución de alfa-glucosidasa. La reacción enzimática fue terminada 35 
colocando 1 ml de alícuota en agua hirviendo durante 2,5 minutos y luego en hielo durante al menos 30 minutos. 
 
[0221] Los valores de kcat fueron calculados utilizando masas moleculares de 98,8 kDa y 108,6 kDa para las alfa-
glucosidasas de Aspergillus fumigatus Agl1 y Agl3, respectivamente. 

 40 
[0222] Los gráficos recíprocos, comúnmente usados para determinar parámetros cinéticos, no eran lineales para 
ninguna de las enzimas. A concentraciones de maltosa elevada, la velocidad de la reacción de hidrólisis (acumulación 
de glucosa) fue significativamente disminuida. Este efecto fue especialmente pronunciado para la alfa-glucosidasa de 
Aspergillus fumigatus Agl1 donde se observó que la velocidad de reacción disminuida empezó a partir de maltosa 0,58 
mM. 45 
 
[0223] La velocidad disminuida observada en la hidrólisis de maltosa catalizada por alfa-glucosidasa puede estar 
causada por la inhibición del sustrato (Segel, I.H. Enzyme Kinetics.  Behavior and Analysis of Rapid Equilibrium and 
Steady-State Enzyme Systems. 1975, John Wiley & Sons) o puede alternativamente ser el resultado de una utilización 
competitiva de glucosa en una reacción de transglicosilación. A medida que las concentraciones de maltosa se 50 
incrementan, se convierte en un aceptor para la molécula de glucosa. La reacción de transglicosilación entre la glucosa 
y la maltosa produce panosa (6-O-alfa-D-glucosilmaltosa). La probabilidad de interacción entre dos moléculas de 
glucosa, que dé lugar a maltosa e isomaltosa, fue baja debido a la baja concentración de maltosa en el régimen "tasa 
inicial". La columna CarboPac PA10 permite la separación de glucosa a partir de oligosacáridos, pero no separa maltosa 
y panosa. 55 
 
[0224] Los parámetros cinéticos para las alfa-glucosidasas fueron estimados a partir de los gráficos. A pH 5,0 y 37°C, el 
Km para la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl1 era 0,04 mM y kcat era 48 s

-1
 (intervalo de sustrato 0,12 mM-

0,41 mM). A pH 5,0 y 37°C, el Km para la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3 era 0,34 mM y el kcat fue 237 s
-1

 
(intervalo de sustrato 0,14 mM- 0,55 mM). 60 
 
[0225] Como se ha indicado anteriormente, los intervalos de sustrato no eran siempre óptimos. Al mismo tiempo el límite 
de detección no permite la aplicación de concentraciones inferiores de sustrato. Ambas alfa-glucosidasas demostraron 
fuerte "inhibición de sustrato" que puede ser probablemente atribuida a la actividad de transglicosilación. 
Ejemplo 20: purificación de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl2  65 
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[0226] La alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl2 expresada en Aspergillus oryzae BECH2 como se describe en 
el ejemplo 13 fue purificada utilizando el protocolo descrito a continuación. 
 
[0227] La actividad de alfa-glucosidasa fue medida como se describe en el ejemplo 17. La concentración de proteínas 
fue determinada como se describe en el ejemplo 17. El análisis SDS-PAGE fue realizado como se describe en el 5 
ejemplo 17. 
 
[0228] Los cultivos en matraz de agitación (medio MY25) fueron centrifugados a 1000 x g y se retiró el sobrenadante. 
El sobrenadante fue filtrado utilizando un filtro de vacío de 0,22 µm Stericup® de Millipore. 
 10 
[0229] El sobrenadante fue diluido con Tris 100 mM y el pH ajustado a 8,5. El pigmento sobrenadante diluido contenía 
pigmento de color marrón. Para eliminar el pigmento, 250 ml de sobrenadante (diluido 2,5 veces con Tris 100 mM y pH 
8,5) fue cargado en una columna de 30 x 2,5 cm (Pharmacia Biotech, AB Uppsala, Suecia) que contenía resina de 
perlas grandes de Q-Sefarosa (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia) preequilibradas con Tris 0,1 M y pH 8,5. La 
alfa-glucosidasa fue eluida con un lavado de tampón de acetato sódico 0,1 M y pH 4,0 sin fraccionar. La solución de 15 
"lavado" (300 ml) fue recogida y ensayada para actividad de alfa-glucosidasa. El 90% de la actividad de alfa-glucosidasa 
fue recuperada. La mayor parte del pigmento de color marrón permaneció unido a la Q-Sefarosa. El inhibidor de serina 
proteasa, PMSF, fue añadido a 0,5 mM a la solución después del paso de lavado de acetato sódico de la columna de Q-
Sefarosa para prevenir la proteólisis potencial. Esta solución fue concentrada y retamponada (Tris pH 8,5 y 100 mM) 
usando una célula de ultrafiltración agitada de 250 ml (Amicon, Beverly, MA). 20 
 
[0230] La alfa-glucosidasa del paso de la columna de Q-Sefarosa fue a continuación cargada en una columna Mono Q 
16/10 preequilibrada con Tris pH 8,5 y 50 mM. La enzima fue eluida usando un gradiente de volumen de 20 columnas 
de NaCl de 0 a 0,5 M en Tris pH 8,5 y 50 mM. Las fracciones de 10 ml fueron recogidas, ensayadas para actividad de 
alfa-glucosidasa y agrupadas basándose en la actividad específica y la pureza (SDS-PAGE). 25 
 
[0231] La purificación se resume a continuación en la tabla 3. 
 
Tabla 3. Purificación de alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl2 

 Volumen (ml) Grado de 

Purificación 

Recuperación 

(%) 

Sobrenadante inicial 1700 1 100 

Cromatografía columna Q-Sefarosa 520 2,5 90 

Cromatografía columna Mono Q 90 6,2 63 

Precipitación 40 72 28 

 30 
[0232] La preparación purificada da cuatro bandas en SDS-PAGE con pesos moleculares de 33, 36, 75 y 105 kDa. 
Basándose en la masa predicha de la alfa-glucosidasa de Aspergillus fumigatus Agl3, la banda 105 kDa corresponde a 

la alfa-glucosidasa. 
 
Depósito de Material biológico 35 
 
[0233] Los siguientes materiales biológicos han sido depositados según las condiciones del tratado de Budapest con la 
Agricultural Research Service Patent Culture Collection, Northern Regional Research Center, 1815 University Street, 
Peoria, Ilinois, 61604, y se les ha dado los siguientes números de acceso: 
 40 

Depósito Número de Acceso Fecha del 

Depósito 

E. coli XL10-Gold (pSMO216) NRRL B-30751 17 de junio de 

2004 

E. coli XL10-Gold (pHyGe011) NRRL B-30750 10 de junio de 

2004 

E. coli XL10-Gold (pJSF9b) NRRL B-30856 23 de junio de 

2004 
 
[0234] Las cepas han sido depositadas bajo condiciones que aseguran que el acceso al cultivo estará disponible 
durante la pendencia de esta solicitud de patente para aquel que el comisario de patentes y marcas registradas 
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determine que está autorizado a ello bajo 37 C.F.R. §1.14 y 35 U.S.C. §122. 
Los depósitos representan un cultivo sustancialmente puro de las cepas depositadas. 
Los depósitos están disponibles según los requisitos de las leyes de patente extranjera en países donde duplicados de 
la solicitud o su descendencia sean solicitados. 
No obstante, se debe entender que la disponibilidad de un depósito no constituye una licencia para practicar la presente 5 
invención en derogación de los derechos de patentes concedidos por acción gubernamental. 
 
LISTADO DE SECUENCIAS 

  

[0235]       10 

  

<110> Novozymes, Inc. 

  
<120> Polipéptidos que tienen actividad de alfa-glucosidasa y polinucleótidos que los codifican 

 15 

<130> 10655.204-WO 

  

<150> 60/585,336  <151> 2005-06-29 

  

<160> 26 20 

  

<170> PatentIn versión 3.2 

  

<210> 1  

<211> 2954  25 

<212> DNA  

<213> Aspergillus fumigatus 

 <400> 1 
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 <210> 2  

<211> 880  

<212> PRT  

<213> Aspergillus fumigatus 5 

<400> 

2

ES 2 545 612 T3

 



 30 

ES 2 545 612 T3

 



 31 

ES 2 545 612 T3

 



 32 

 

  

<210> 3  
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<211> 3016  

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 

 <400> 3 
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<210> 4  

<211> 967  

<212> PRT  5 

<213> Aspergillus fumigatus 

 

<400> 4 
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<210> 5  

<211> 3167  

<212> ADN 5 

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 5 
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<210> 6  

<211> 988  

<212> PRT  5 

<213> Aspergillus fumigatus 

 <400>6 
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<210> 7  

<211> 22  

<212> DNA  5 

<213> Aspergillus niger 

  

<400> 7  

gtgccccatg atacgcctcc gg    22 

  10 

<210> 8  

<211> 26  

<212> DNA  

<213> Aspergillus niger 

  15 

<400> 8  

gagtcgtatt tccaaggctc ctgacc    26 

  

<210> 9  

<211> 24  20 
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<212> ADN  

<213> Aspergillus niger 

  

<400> 9  

ggaggccatg aagtggacca acgg    24 5 

  

<210> 10  

<211> 45  

<212> DNA  

<213> Aspergillus niger 10 

  

<400> 10  

caccgtgaaa gccatgctct ttccttcgtg tagaagacca gacag    45 

  

<210> 11  15 

<211> 45  

<212> ADN  

<213> Aspergillus niger 

  

<400> 11  20 

ctggtcttct acacgaagga aagagcatgg ctttcacggt gtctg    45 

  

<210> 12  

<211> 44  

<212> DNA  25 

<213> Aspergillus niger 

  

<400> 12  

ctatatacac aactggattt accatgggcc cgcggccgca gatc    44 

  30 

<210> 13  

<211> 44  

<212> ADN  

<213> Aspergillus niger 

  35 

<400> 13  

gatctgcggc cgcgggccca tggtaaatcc agttgtgtat atag    44 

  

<210> 14  

<211> 26  40 

<212> ADN  

<213> Aspergillus niger 

  

<400> 14  

gtcgacatgg tgttttgatc atttta    26 45 

  

<210> 15  

<211> 26  
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<212> ADN  

<213> Aspergillus niger 

  

<400> 15  

ccatggccag ttgtgtatat agagga    26 5 

  

<210> 16  

<211> 29  

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 10 

  

<400> 16  

tacacaactg gccatgttga gatcgctgc    29 

  

<210> 17  15 

<211> 39  

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 17  20 

gtcacctcta gttaattaac tagctgaggt caatctcgg    39 

  

<210> 18  

<211> 30  

<212> ADN  25 

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 18  

gcatggagca gggcatcttc ctgcagactc    30 

  30 

<210> 19  

<211> 30  

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 

  35 

<400> 19  

gagtctgcag gaagatgccc tgctccatgc    30 

  

<210> 20  

<211> 32  40 

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 20  

acacaactgg ccatggcccg gagcagctcg tc    32 45 

  

<210> 21  

<211> 40  
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<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 21  

agtcacctct agttaattaa ttagaattca atcttccatg    40 5 

  

<210> 22  

<211> 32  

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 10 

  

<400> 22  

cgcgcagctc cagactccag gaaagaaatc ac    32 

  

<210> 23  15 

<211> 32  

<212> ADN  

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 23  20 

gtacttgaac aagccggtcc accatttgat tg    32 

  

<210> 24  

<211> 32  

<212> ADN  25 

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 24  

gcctgcctgc tgggcgtgat actccaaggg tg    32 

  30 

<210> 25  

<211> 39  

<212> ADN 

<213> Aspergillus fumigatus 

  35 

<400> 25  

tacacaactg gccatggcca gcgtcctggg cctcgtcgc    39 

  

<210> 26  

<211> 43  40 

<212> ADN 

<213> Aspergillus fumigatus 

  

<400> 26  

gtcacctcta gttaattaac taccatttca gaatccagtg tcc    43 45 

  

- 21 - 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Polipéptido aislado que tiene actividad de alfa-glucosidasa, donde el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos un 90% de identidad con los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. 5 
 
2. Polipéptido según la reivindicación 1, con una secuencia de aminoácidos que tiene al menos un 95%, al menos un 
97% de identidad con los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 6. 
 
3. Polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que comprende la secuencia de aminoácidos de la SEC ID 10 
nº 6. 
 
4. Polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que consiste en la SEC ID nº 6; o fragmentos de la misma 
que tienen actividad de alfa-glucosidasa. 
 15 
5. Polipéptido según las reivindicaciones 1-4, que consiste en la SEC ID nº 6. 
 
6. Polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que consiste en los aminoácidos 20 a 988 de la SEC ID nº 
6. 
 20 
7. Polipéptido según la reivindicación 1, que es codificado por el polinucleótido contenido en plásmido pJSF9b que está 
contenido en E. coli NRRL B-30856. 
 
8. Polinucleótido aislado que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica el polipéptido según cualquiera de 
las reivindicaciones 1-7. 25 
 
9. Constructo de ácidos nucleicos que comprende el polinucleótido según la reivindicación 8 operativamente enlazado a 
una o varias secuencias de control que dirigen la producción del polipéptido en un huésped de expresión. 
 
10. Vector de expresión recombinante que comprende el constructo de ácidos nucleicos según la reivindicación 9. 30 
 
11. Célula huésped recombinante que comprende el constructo de ácidos nucleicos según la reivindicación 9. 
 
12. Método para producir el polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que comprende (a) cultivar una 
célula, que en su forma tipo salvaje es capaz de producir el polipéptido, bajo condiciones propicias para la producción 35 
del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. 
 
13. Método para producir el polipéptido según cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que comprende (a) cultivar una 
célula huésped que comprende un constructo de ácidos nucleicos que comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica el polipéptido bajo condiciones propicias para la producción del polipéptido; y (b) recuperar el polipéptido. 40 
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