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DESCRIPCION
Polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa y método para producirlos
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa con propiedades mejoradas y a
composiciones que comprenden estos polipéptidos adecuados para uso en la produccidon de un alimento, una
bebida (p. ej., cerveza), pienso o biocombustible. También se describe un procedimiento mejorado y rentable para
aislar glucoamilasas adecuadas para procedimientos de purificacion de proteinas a gran escala. Asimismo, se
describen distintos métodos y usos relacionados con las glucoamilasas de acuerdo con la invencion, tales como en
un procedimiento de elaboracion de cerveza.

Antecedentes

Las glucoamilasas (glucan 1,4-a-glucohidrolasas, EC 3.2.1.3) son carbohidrasas de accién exdgena que hidrolizan
almiddn, que catalizan la eliminacion de unidades sucesivas de glucosa de los extremos no reductores del almidén o
moléculas relacionadas de oligo y polisacaridos. Las glucoamilasas pueden hidrolizar los enlaces glucosidicos
lineales y ramificados del almidén (p. ej., amilosa y amilopectina). Las glucoamilasas son producidas por numerosas
cepas de bacterias, hongos y plantes. Ciertas glucoamilasas fungicas se producen y segregan, como a partir de
cepas de Aspergillus.

Otros hongos tales como Monascus, tiene una larga trayectoria en la preparacién de alimentos femmentados. Por
ejemplo, se han utilizado las cepas de Monascus para la fabricaciéon de tofu en China y Japén. Histéricamente, el
hongo se ha utilizado principalmente como aditivo para alimentos. El organismo tipicamente se desarrolla en arroz,
se seca y se tritura, y se afiade como 'RotReis’ a productos alimenticios. También se producen varios ingredientes
con la especie de Monascus. Por ejemplo pigmentos utilizados en el hogar y en la industria se producen a partir de
Monascus purpureus.

Monascus también se emplea en medicina alternativa. Por ejemplo, el arroz rojo de levadura, que es arroz infectado
con Monascus purpureus, es un producto alimentario natural que se entiende reduce el colesterol en la sangre. El
componente activo, un inhibidor de HMG-CoA reductasa, reduce el colesterol total en la sangre, ademés de los
niveles de colesterol LDL en la sangre, y puede incluso revertir la arteriopatia coronaria. El producto producido por
Monascus purpureus ha sido denominado Monacolin K, o Cholestin (Phamanex).

También se ha afimado que el extracto de fementacion de Monascus actia como un famaco antineoplasico,
segun se describe en la publicacion de solicitud de patente de Estados Unidos num. 2004/0081663 A1. En la patente
de EE.UU. nim. 6.613.365, se describe el uso de Monascus kaoliang en pienso para animales.

El documento JP2007097462 describe el cultivo de Monascus purpureus para producir koji liquido (para uso en la
elaboracion de alimentos/bebidas fermentados), que comprende actividad detectable de glucoamilasa.

La patente de EE.UU. nim. 4.870.014 describe la cdonacion de glucoamilasa temmolabil de S. diastaticus y su
expresion en S. cerevisiae para uso durante la etapa de femmentacion en elaboracién de cerveza. La patente de
EE.UU num. 4.318.989 describe métodos para producir glucoamilasa (glucoamilasaS y exo-pululanasa) a partir de
Cladosponium resinae para uso durante la etapa de fermentacion de la elaboracion de cerveza.

Se sabe bien que las glucoamilasas son enzimas comerciales muy importantes, y se han utilizado en una amplia
gama de aplicaciones que requieren la hidrolisis de almidén (p. ej., para producir glucosa y otros monosacaridos a
partir de almidén). No obstante, el volumen de glucoamilasa comercial es producido por cepas de Aspergillus niger.

Una porcion importante del producto de proteina segregada de estas fuentes fungicas es alfa amilasa, que es un
producto no deseable cuando lameta es el aislamiento de glucoamilasa. La presencia de estas enzimas indeseadas
y otros productos proteinaceos secundarios demora el proceso de aislamiento de la glucoamilasa deseada, e
inevitablemente reduce el rendimiento total por partida. Por lo tanto, existe todavia la necesidad de producir y aislar
una produccion de glucoamilasa de alta calidad y a la vez reducir los productos indeseados en el proceso de
produccion.

Se describieron la purificacion y las propiedades de dos formas de glucoamilasa de Monascus ((lizuka et al., (1977),
J. Gen. Appl. Microbiol., 23(5): 217-230; lizuka et al., (1978), J. Gen. Appl. Microbiol., 24: 185-192). Se indicd que
ambas glucoamilasas son estables hasta 50°C, pero a una temperatura alrededor de 60°C-70°C, las actividades de
la glucoamilasa se reducen drasticamente. Las secuencias de las dos formas de glucoamilasas no se describieron
en este articulo ni en publicaciones posteriores.

El uso de glucoamilasas en la hidrdlisis de carbohidrato derivado de almidén tiene una importancia cada vez mayor
en la industria de elaboracion de cerveza, particulamente para la produccidon de cervezas altamente atenuadas
(algunas veces denominadas de bajas calorias). Por motivos relacionados con la estabilidad y legislacion del
producto, es importante que se elimine/inactive la actividad enzimatica afadida en la cerveza final.
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Desafortunadamente, este requerimiento es dificil de cumplir debido a la temoestabilidad de las enzimas, cuando la
glucoamilasa deriva de la fuente usual Aspergillus spp., como A. nigery A. awamori; Humicola spp.; Talaromyces
spp., tal como T. emersonii; Athelia spp., tal como A. rolfsii; Penicillium spp., tal como P. chrysogenum, por ejemplo,
yla enzima se afiade al recipiente de fermentacion (FV) en el procedimiento de elaboracion de cerveza.

Si bien la adicion de glucoamilasa al recipiente de trituracién, en cualquier etapa anterior a la ebullicion del mosto,
puede evitar este problema, esto introduce otras dificultades practicas. La patente de EE.UU. nim. 4.666.718
describe un procedimiento de elaboracién de cerveza que emplea un reactor que comprende la enzima glucoamilasa
de elaboracion de cerveza inmovilizada en un soporte solido, mediante el cual la enzima puede recuperarse del
producto. La patente de EE.UU. nim. 5.422.267A describe un procedimiento de elaboracién de cerveza que emplea
levadura genéticamente modificada que expresa glucoamilasa recombinante, pero en donde la enzima es segregada
por la levadura.

Por lo tanto, existe la necesidad de polipéptidos, por ejemplo en la fooma de una composicion que tenga actividad de
glucoamilasa, que se puedan afadir a cualquier etapa de un procedimiento convencional para preparar una bebida
fermentada tal como cerveza, usando equipos convencionales, y cuya actividad pueda eliminarse de manera segura
del producto final.

Seria especialmente eficiente afiadir polipéptidos que tengan actividad de glucoamilasa, por ejemplo en la forma de
una composicién en un recipiente de femmentacion (FV) utilizado en la preparacién de una bebida fementada. Los
beneficios son, por ejemplo, menores dosis de enzimas, mayor conversién del almidén a carbohidrato fermentable
(por ejemplo a través de baja produccion de isomaltosa) y menor estrés de la levadura. El motivo por el cual este
planteamiento no se utiliza habitualmente es que las enzimas activas luego pueden estar presentes en el producto
final, lo cual, como se describié anteriormente, resulta indeseable. Las glucoamilasas comercialmente disponibles
son en general temostables y la energia aplicada durante la pasteurizacion de una bebida fetmentada no es
suficiente para inactivar las enzimas. Por consiguiente, existe una necesidad adicional de una glucoamilasa
termolabil que pueda inactivarse por pasteurizacion después de la fermentacion.

Compendio

La presente invencién se refiere a un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa, que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80% identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID NUM: 3 y6.

La presente descripcion se refiere también a un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa seleccionado
del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lomenos 80%, 81%, 82%, 83%, 84 %,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID NUM: 3 y6;

b) un polipéptido codificado por i) la secuencia de acidos nudeicos comprendida en la SEC ID NUM:1 ola SEC ID
NUM4, o ii) la secuencia de ADNc de i), o iii) la secuencia de SEC ID NUM:2 o SEC ID NUM:5; o iv) por un
polinucleétido que se hibrida bajo por lo menos condiciones de baja rigurosidad con la cadena complementaria de i),
ii) o iii);

c) un polipéptido que comprende una sustitucién, eliminacion y/o insercion conservadora de uno o mas aminoacidos
de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID
NUM: 3 y6;

d) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene por lo
menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84°/9, 85%, 90%, 95%), 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con el polipéptido
maduro que codifica las SEC ID NUM:306; y

e) un fragmento de un polipéptido de a), b) c) o d) que posee actividad de glucoamilasa.

La presente invencién se refiere ademas a polinucleétidos aislados que comprenden una secuencia de nucleétidos
capazde codificar un polipéptido de la presente invencién.

La presente invencion se refiere ademas a un acido nucleico capaz de expresar un polipéptido de la presente
invencion. La presente invencién se refiere ademas a un vector de expresion tal como un vector de expresion
recombinante y una célula hospedante tal como una célula hospedante recombinante que comprende el acido
nucleico o es capaz de expresar un polipéptido de la presente invencion. La presente invencion también se refiere a
una célula hospedante que tiene expresion heterdloga de un polipéptido de la presente invencidn. La presente
invencion se refiere ademas a métodos para aislar, producir y/o expresar un polipéptido de la presente invencion.

La presente invencién también se refiere a una composicion que comprende uno o mas polipéptidos de la presente
invencion.
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La presente descripcion también se refiere al uso de un polipéptido o una composiciéon de la presente invencién en
una fementacion, en donde dicho polipéptido o composicion se afiade antes o durante la etapa de fermentacion.

La presente descripcion también se refiere al uso de un polipéptido termolabil de la presente invencién para mejorar
la producciéon de azicares fermentables en la etapa de fementacidn de un procedimiento de elaboracién de
cerveza.

La presente invencién también se refiere a un método que comprende afiadir un polipéptido o una composicién de la
invencion antes o durante una etapa de fementacion.

La presente descripcion también se refiere a una bebida fermentada, en donde la bebida fermentada es producida
por un método de la presente invencion.

La presente invencion también se refiere a un método para la producciéon de un alimento, pienso o producto para
beber, tal como una bebida alcohdlica o no alcohdlica, tal como una bebida a base de cereal o malta como cerveza o
whisky, tal como vino, cidra, vinagre, vino de arroz, salsa de soya o jugo, en donde dicho método comprende la
etapa de tratar un material vegetal que contiene almidén y/o azicar con un polipéptido o una composicion de la
presente invencion.

La presente descripcién también se refiere a un kit que comprende un polipéptido, 0 una composicidn de la presente
invencion; e instrucciones para uso de dicho polipéptido o composicion.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra un andlisis SDS-PAGE del caldo de fetmmentacion de diversas cepas fungicas de tipo silvestre,
incluida Monascus kaoliang.

La FIG. 2 ilustra un analisis SDS-PAGE del caldo de fementacion de Monascus kaoliang, que muestra dos bandas
de proteinas, una de un tamario similar al intervalo de tamafio de las glucoamilasas de otros hongos filamentosos
(62 kDa), yuna segunda de aproximadamente 49 kDa.

La FIG. 3 ilustra otro analisis SDS-PAGE del caldo de femmentacion de muestras de Monascus kaoliang, que
muestra una banda de proteinas de aproximadamente 62 kDa.

La FIG. 4 ilustra un analisis de SDS-PAGE del caldo de fetmentacion de Monascus kaoliang (muestra de la
izquierda) en comparaciéon con aquel de Aspergillus niger (muestra de la derecha). El caldo de fermentacién de
Aspergillus niger (muestra de la derecha) contiene una alfa amilasa segregada, mientras que el caldo de
fermentacién de Monascus kaoliang (muestra de la izquierda) muestra solamente la glucoamilasa.

La FIG. 5 ilustra la velocidad y el rendimiento de la produccion de etanol en presencia de glucoamilasa de Monascus
kaoliang (MKGA) en comparacion con la glucoamilasa de Aspergillus niger (AnGA). La velocidad de produccion de
etanol es mas rapida con MKGA que con AnGA cuando se dosifican en forma equivalente a 0,325 unidades de
glucoamilasa/g sdlidos secos (DS) de almidén licuado. Cuando se dosifico a 0,4 unidades de glucoamilasa/g DS, la
velocidad de produccion del etanol con MkGA fue incluso mas veloz. El rendimiento del alcohol final fue comparable
independientemente de la dosis o la enzima.

La FIG. 6 ilustra la cantidad de almidon residual insoluble que pemanece después de la fermentacion de la levadura
de almidén licuado en presencia de glucoamilasa de Asperillus niger (AnGA) o Monascus kaoliang (MKGA).
Dosificacion de glucoamilasa: 325 unidades de AnGA por gramo de soélidos secos de almidon licuado en el tubo de
la izquierda; 325 unidades y 400 unidades MkGA por gramo de sdlidos secos de almidon licuado en el tubo del
centro yde la derecha, respectivamente.

La FIG. 7 ilustra la pérdida de peso durante la fermentacion de levadura de un mosto en presencia o ausencia de
DIAZYME® X4 o un nimero equivalente de unidades de glucoamilasa Monascus kaoliang (MKGA) en un periodo de
175 h. El control es sin enzima.

La FIG. 8 ilustra el andlisis HPLC de carbohidratos de mostos fetmentados con adicion de: MkGA |, MKGA I,
DIAZYME® X4 y sin enzZma. Los componentes enumerados se cuantificaron (% p/v) por HPLC (columna de
oligosacaridos Phenomenex RSO, detector RI) a partir de estandares externos de etanol, glicerol y glucosa en
distintos puntos de tiempo durante la fermentacion.

La FIG. 9 ilustra actividad de glucoamilasa residual de A) MkGA |, B) MKGA Il y C) DIAZYME® X4 (usando un
sustrato de 3-D-maltésido) como funcion de tiempo de pasteurizacion y unidades de pasteurizacién (PU) a 72°C. La
actividad de glucoamilasa residual se midi6 en cerveza Royal Pilsner (cuadrado relleno), Budweiser Pilsner
(triangulo), Newcastle Brown ale (circulo relleno), Thisted bryghus Porter (cuadrado) y Na-acetato 0,1 M pH (4,7)
(linea de puntos). Los resultados se exponen como un promedio de 2 deteminaciones.

La FIG. 10 es un mapa esquematico de secuencias de CDS y gendmicas de MkGA/II.
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La FIG. 11 es un mapa esquematico de 5 plasmidos de expresion para diferentes secuencias de glucoamilasa M.
kaoliang y un mapa esquematico del vector de destino pTTT-pyrG13.

La FIG. 12 ilustra un analisis SDS-PAGE de muestras de fementacién de Hypocrea jecorina que expresan distintas
secuendcias codificantes de M. kaoliang GA: 1, clon gendémico de MKGA II; 2, clon de ADNc de MkGA II; 3, clon
genomico de MkGA [; 4, clon de ADNc de MKkGA I; 5, clon genémico de MkGA | comenzando por ATG en direccién
5’; 6, cepa receptora. Se cargaron 20 ul de muestras de cultivo filtradas por senda en bandas especificas de 10 %
SDS-PAGE. Las bandas especificas de GA se indican con flechas.

La FIG. 13 ilustra SDS-PAGE de muestras de fermentacion de H. jecornna que expresan dos secuencias codificantes
distintas de M. kaoliang GA (MkGAI y MkGAIl) y las dos GA purificadas de M. kaoliang.

La FIG. 14 ilustra valores RDF deteminados para proteinas GA (fermentos, proteinas y productos purificados)
aplicados al FV con actividad similar (10M-GAU), usando un mosto de extracto de malta. Los resultados son un
promedio de 2 determinaciones. Las barras de errores son + estandares.

Descripcion detallada

Las glucoamilasas son enzimas comercialmente importantes en una amplia variedad de aplicaciones que requieren
la hidrdlisis de almidén. Se describen en este documento polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa en la
caracterizacion de glucoamilasa derivada de Monascus kaoliang, MKGA | y MkGA 1l incluidas las secuencias de
aminoacidos y secuencias de ADN que codifican glucoamilasa MkGA | y MKGA Il, purificadas de Monascus kaoliang.
También se describe un procedimiento mejorado y rentable para aislar las glucoamilasas descritas en este
documento, o sus variantes, adecuadas para procedimientos de purificacion de proteinas a gran escala.

Asimismo, se describe en este documento que especialmente una de las dos glucoamilasas de Monascus kaoliang,
MKGA |, y sus variantes, son muy utiles para la adicidon a un recipiente de fementacion durante, por ejemplo la
fermentacion de cerveza, debido a que la termolabilidad adecuada de la enzZima que posibilita la inactivaciéon por
pasteurizacion.

Se han realizado experimentos de pasteurizacion de cerveza a escala de laboratorio, piloto y a escala total para
evaluar la capacidad de inactivar los polipéptidos descritos en este documento en el procedimiento de elaboracién
de cerveza. Las pasteurizaciones a escala de laboratorio se validaron en cerveza embotellada con glucoamilasas en
un pasteurizador de tunel a escala total (no se muestran los datos). MkGA | ha demostrado ser mucho mas
termolabil que varias otras glucoamilasas ensayadas y puede, como la Unica glucoamilasa ensayada, inactivarse por
completo con menos de 50 unidades (PU), que es el limite superior promedio para la pasteurizacién de cerveza
regular. La temoestabilidad de MKGA | y MKGA Il ha sido previamente estudiada en tampén (lizuka et al., (1977), J.
Gen. Appl. Microbiol., 23(5): 217-230; lizuka et al., (1978), J. Gen. Appl. Microbiol., 24: 185-192), no obstante, se
observd que la estabilidad de MKGA | es inferior en comparacion con una disolucion tamponada. MkGA | es
significativamente menos termoestable en varias cdases de cervezas desgasificadas (pH 4,3-4,6) comparada con el
tampdn de Na-acetato 0,1M (pH 4,7) (lizuka et al., (1977), J. Gen. Appl. Microbiol., 23(5): 217-230; lizuka et al.,
(1978), J. Gen. Appl. Microbiol., 24: 185-192), lo que resulta en la inactivacion completa de MKGA | en la cerveza
pero no en el tampdn de acetato con menos de 50 PU. La presente invencion ha hallado sorprendentemente que
MkGA | es lo suficientemente termolabil en cerveza como para ser completamente inactivada por pasteurizaciéon y a
la vez mantener un alto desempefio durante la fermentacién de la cerveza.

No obstante, la baja expresion de MKGA | en Monascus kaoliang la convierte en poco atractiva para su
comercializacion. Los presentes inventores han identificado ademas la secuencia de ADN gendmico de MKGA |1,
incluida la secuencia del péptido de sefial especifico que pemite la expresion heterdloga de, por ejemplo, MKGA | y
MkGA I, tal como la expresion en Trichoderma reesei.

1. Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los téminos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
significado comunmente comprendido por el experto en la técnica a la cual pertenece la presente descripcion.
Singleton et al., Dictionary of Microbiology And Molecular Biology, 2a ed., John Wiley and Sons, Nueva York (1994),
y Hale & Markham, The Harper Collins Dictionary Of Biology, Harper Perennial, N.Y. (1991) proporcionan al experto
en la técnica el conocimiento general de los téminos utilizados en este documento. Aun asi, ciertos téminos se
definen a continuacién con fines de claridad y facilidad de referencia.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "glucoamilasa" (EC 3.2.1.3) se refiere a una enzima que cataliza la
liberacion de D-glucosa de los extremos no reductores del aimiddn yoligo y polisacaridos relacionados.

Tal como se emplea en esta memoria, el t¢trmino "Mk GA" se refiere a la mezcla de ambas variantes de glucoamilasa
MkGA | y MkGA Il producidas a partir de la fermentacion de Monascus kaoliang.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "MkGA |" se refiere a una variante de glucoamilasa mas pequefia
de Monascus kaoliang sin un dominio de unién a aimidén (SBD).
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Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "MKGA II" se refiere a una variante de glucoamilasa de Monascus
kaoliang que tiene un dominio de unién a almidén (SBD).

Tal como se emplea en esta memoria, una "secuencia homodloga" e 'identidad de secuencia" con respecto a una
secuencia de acido nucleico o polipéptido significa que tiene por lo menos 100%, por lo menos 99%, por o menos
98%, por lo menos 97%, por lo menos 96%, por lo menos 95%, por lo menos 94%, por lo menos 93%, por lo menos
92%, por lo menos 91%, porlo menos 90%, porlo menos 88%, porlo menos 85%, porlo menos 80% de identidad
de secuencia con una secuencia de acido nucleico o secuencia de polipéptidos cuando se alinean de manera 6ptima
para comparacion, en donde la funcidén de la secuencia de acido nudeico o la secuencia de polipéptidos candidata
es esencialmente la misma que la de la secuencia de acido nucleico o la secuencia de polipéptidos con la que se
esta comparando la secuencia homdéloga candidata. En algunas realizaciones, las secuencias homodlogas tienen
entre por lo menos aproximadamente 85% y 100% de identidad de secuencia, mientras que en ofras realizaciones
hay entre aproximadamente 90% y 100% de identidad de secuencia, y en ofras realizaciones, hay por lo menos
aproximadamente 95% y 100% de identidad de secuencia.

La homologia se determina usando técnicas estandar conocidas en la industria (véanse, p. ej., Smith and Wateman,
Adv. Appl. Math. 2: 482 (1981); Needleman and Wunsch, J. Mol. Biol. 48: 443 (1970); Pearson and Lipman, Proc.
Natl. Acad. Sci. EE.UU. 85: 2444 (1988); programas tales como GAP, BESTHT, FASTAy TFASTA en el paquete de
software de Wisconsin Genetics (Genetics Computer Group, Madison, WI); y Devereux el al., Nucleic Acid Res., 12:
387-395 (1984)).

El "porcentaje (%) de identidad de secuencia de acido nudeico" o el "porcentaje (%) de identidad de secuencia de
aminoacidos" se define como el porcentaje de residuos de nucledtidos o de residuos de aminoacidos en una
secuencia candidata que es idéntico con los residuos de nucdedtidos o con los residuos de aminoacidos de la
secuencia de partida. La identidad de secuencia se puede medir a lo largo de toda la secuencia de partida

Las secuencias homoélogas se determinan por métodos conocidos de alineacién de secuencias. Un método de
alineacion comunmente utilizado es BLAST descrito por Altschul et al., (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410
(1990); y Karlin et al, Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 90: 5873-5787 (1993)). Un programa BLAST particulammente Gtil
es el programa WU-BLAST-2 (véase Altschul et al, Meth. Enzymol. 266: 460-480 (1996)). WU-BLAST-2 emplea
varios parametros de busqueda, la mayoria de los cuales se configuran a los valores predeteminados. Los
parametros ajustables se configuran con los siguientes valores: tramo de superposicion =1, fraccion de
superposicién = 0,125, umbral de palabra (T) = 11. Los parametros HSP S y HSP S2 son valores dindmicos y son
establecidos por el propio programa dependiendo de la composicidn de la secuencia particular y de la composiciéon
de la base de datos particular contra la cual se esta buscando la secuencia de interés. No obstante, los valores se
pueden ajustar para incrementar la sensibilidad.

Un % del valor de identidad de la secuencia de aminoacidos se detemina con el numero de residuos idénticos
compatibles dividido por el nimero total de residuos de la secuencia "mas larga" en la region alineada. La secuencia
"mas larga" es la que tiene los residuos mas reales en la region alineada (se ignoran las brechas introducidas por
WU-Blast-2 para maximizar la puntuacion de alineacién).

Otros métodos encuentran uso en las secuencias de alineacion. Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP
crea una alineacion de secuencias multiples a partir de un grupo de secuencias relacionadas usando alineaciones
progresivas en pares. También puede graficar un arbol que muestra las relaciones de agrupacion utilizadas para
crear la alineacién. PILEUP utiliza una simplificacion del método de alineacién progresiva de Feng y Doolittle (Feng
and Doolittle, J. Mol. Evol. 35: 351-360 (1987)). El método es similar a aquel desciito por Higgins y Sharp (Higgins
and Sharp, CABIOS 5: 151-153 (1989)). Los parametros PILEUP utiles incluyen un peso del hueco (gap)
predetemrminado de 3,00, un peso ylongitud del hueco predeterminados de 0,10 y huecos terminales ponderados.

En otro aspecto, el porcentaje de identidad de una secuencia de aminoacidos con o hacia otra secuencia de
aminoacidos, se determina mediante el uso de la busqueda Blast proteina-proteina (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) con
ajustes predetermminados: matriz de puntuacién: blosum62, base de datos de secuencias de proteinas no
redundantes y el algoritmo blast

Ajustes Umbral esperado 10
Compatibilidades maxen un intervalo de averiguacion 0
Penalidad de apertura del hueco 11
Penalidad de extensién del hueco 1

Ajuste de composicion:
Ajuste de lamatrizde puntuacién de composicion condicional

Mascara y filtros No
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El témino "alineacion éptima" se refiere a la alineacion que proporciona la puntuacion mas alta del porcentaje de
identidad.

Tal como se emplean en esta memoria, las expresiones "variante de glucoamilasa" o "variante" se emplean con
referencia a las glucoamilasas que son similares a una secuencia de glucoamilasa (p. €j., las secuencias de
glucoamilasa de Monascus kaoliang | y Il) pero que tienen por lo menos una sustitucion, eliminacién o insercién en
su secuencia de aminoacidos que las hace diferentes en secuencia de la glucoaminasa | y/o Il. En algunos casos,
han sido manipuladas y/o modificadas para incluir por lo menos una sustituciéon, eliminaciéon o inserciéon en su
secuencia de aminoacidos que las hace diferentes en cuanto a secuencia de la glucoamilasa | y/o Il.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresién "dominio catalitico" se refiere a una regiéon estructural de un
polipéptido que contiene el sitio activo para la catalisis de hidrélisis de sustrato.

El término "enlazador" se refiere a una secuencia de aminoacidos corta que en general contiene entre 3 y 40
residuos de aminoacidos que unen covalentemente una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio de
unién a almidén con una secuencia de aminoacidos que comprende un dominio catalitico.

La expresion "dominio de union a almidon" (SBD) se refiere a una secuencia de aminoacidos que se une
preferencialmente a un sustrato de almidén. El experto en la técnica sabe cémo identificar un SBD — el SBD es un
ejemplo de un modulo de unién a carbohidratos (CBM), y los CBM se han clasificado en las familias CBM usando un
sistema de clasificacion basado en secuencias (http://www.cazy.org/Carbohydrate-Binding-Modules .html). A su vez,
el experto en la técnica sabe aislar materiales que contienen, por ejemplo, un SBD que usa cromatografia de
afinidad beta-cidodextrina o almidoén en bruto (Hamilton et al. (2000) Enzyme and Microbial Technology 26 pag. 561-
567). En un aspecto, la definicion de dominio de SBD es adoptada de la base de datos de Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/ o www.sanger.ac.uk/resources/databases/pfam.himl) en la que las familias de dominios de
proteinas se generan a partir de similitud de secuencias. Por lo tanto, en un aspecto, el SBD es como lo define la
familia del médulo 20 de unién a carbohidratos de la base de datos de Pfam.

Tal como se emplea en esta memoria, el témino "fragmento” se define como un polipéptido que tiene uno o mas
(varios) aminoacidos eliminados del término de aminoacidos y/o carboxilo, por ejemplo del polipéptido de la SEC ID
NUM:3 o 6; en donde el fragmento tiene actividad de glucoamilasa. En un aspecto, el fragmento tiene uno o mas
(varios) aminoacidos eliminados del ttmino amino de la SEC ID NUM:3. En un aspecto, el polipéptido contiene
menos residuos en el t¢tmino N o C en comparacidén con el tipo silvestre, y en el caso de MkGA | también
comparada con MkGA II.

En un aspecto, un polipéptido descrito en este documento contiene como maximo 480, 481, 482, 483, 484, 485, 486,
487,488,489, 490, 495, 500, 505, 507, 515, 525, 535, 545, 555, 565 0 573 residuos de aminoacidos.

Tal como se emplea en esta memoria, el témino "truncado" se refiere a un polipéptido que comparado con la
proteina de tipo silvestre (u otra variante) no logra su longitud total traducida y en consecuendia carece de algunos
de los aminoacidos presentes en la proteina de tipo silvestre. El truncamiento normalmente se lleva a cabo mediante
mutacién de teminacién prematura, pero podria ser provocado por otro mecanismo — tal como una modificacion
post- traduccion.

Tal como se emplean en esta memoria, las expresiones "secuencia mutante" y "gen mutante" se utilizan de manera
intercambiable y se refieren a una secuencia de polinuclettidos que tiene una alteracién en por lo menos un codén
que ocurre en una secuencia madre de la célula hospedante. El producto de expresion de la secuencia mutante es
una proteina variante con una secuencia de aminoacidos alterada en relaciéon con la glucoamilasa | y/o Il. El
producto de expresién puede tener una capacidad funcional alterada (p. €j., actividad enzimatica mejorada o mayor
termoestabilidad).

El ttmino "propiedad" o sus equivalentes gramaticales en el contexto de un polipéptido, tal como se emplea en esta
memoria, se refiere a cualquier caracteristica o atributo de un polipéptido que pueda seleccionarse o detectarse.
Estas propiedades incduyen, aunque sin limitarse a ello, estabilidad oxidativa, especificidad de sustrato, actividad
catalitica, estabilidad témica, perfil de actividad de pH, resistencia a degradacién proteolitica, KM, KCAT, relacion
KCAT/KM, pliegue de proteinas, capacidad de unirse a un sustrato y capacidad de sersegregado.

El término "propiedad" o su equivalente gramatical en el contexto de un acido nucleico, tal como se emplea en esta
memoria, se refiere a cualquier caracteristica o atributo de un acido nucleico que pueda seleccionarse o detectarse.
Estas propiedades incluyen, aunque sin limitarse a ello, una propiedad que afecta la transcripcion génica (p. ej.,
fuerza del promotor o reconocimiento del promotor), una propiedad que afecta el procesamiento de ARN (p. ej.,
empalme de ARN Yy estabilidad de ARN), una propiedad que afecta la traduccién (p. gj., regulacion, unién de Mrna a
proteinas ribosémicas).

La expresion "térmicamente estable” y el término "termoestable" se refieren a variantes de glucoamilasa de la
presente descripcidn que retienen una cantidad especificada de actividad enzimatica después de la exposicién a una
temperatura durante un periodo de tiempo deteminado bajo condiciones predominantes durante la hidrélisis de los
sustratos de almidon, por ejemplo, mientras se exponen a temperaturas alteradas.
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La expresion "estabilidad mejorada" en el contexto de una propiedad tal como temoestabilidad se refiere a una
actividad catalitica de mayor retencion, o a actividad hidrolitica de almidén, no obstante, medida con el transcurso
del tiempo en comparacion con glucoamilasa | y/o Il.

La expresion "glucoamilasa termolabil" se refiere a una glucoamilasa de la presente descripcion que pierde actividad
enzimatica hidrolitica detectable después de la exposicidon a una temperatura durante un periodo de tiempo
determinado bajo condiciones predominantes durante la pasteurizacidon del producto de un procedimiento de
elaboracion de cerveza. Las condiciones precisas de pasteurizacion (p. ej., unidades de pasteurizacién) dependeran
del tipo de cerveza producida por el procedimiento de elaboracion de cerveza. La pérdida de actividad hidrolitica
detectable de la glucoamilasa temolabil en una cerveza pasteurizada se puede detectar usando un ensayo
enzimatico de glucoamilasa como se describe en este documento y definido por la pérdida de actividad medida por
ese ensayo. Un ejemplo de una glucoamilasa termolabil es una glucoamilasa que tiene la SEC ID NUM: 6.

La expresion "actividad especifica" se define como la actividad por mg de proteina de glucoamilasa. En algunas
realizaciones, la actividad para la glucoamilasa se determina con un ensayo de etanol y se expresa como la cantidad
de glucosa que se produce a partir del sustrato de almidén. En algunas realizaciones, la concentracién de proteina
se puede deteminar usando un ensayo Caliper.

El término "activo" y la expresion "biolégicamente activo" se refieren a una actividad biolégica asociada con una
proteina particular. Por lo tanto, la actividad biolégica de una proteina deteminada hace referencia a cualquier
actividad bioldgica tipicamente atribuida a esa proteina por el experto en la técnica. Por ejemplo, una actividad
enzimatica asociada con una glucoamilasa es hidrolitica y, en consecuencia una glucoamilasa activa tiene actividad
hidrolitica.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "actividad de glucoamilasa" se refiere a la actividad de una
enzima que cataliza la liberacion de D-glucosa de los extremos no reductores del almidén y oligo y polisacaridos
relacionados. En particular, la actividad de glucoamilasa se puede ensayar mediante el método de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (véase Goto et al., Biosci. Biotechnol. Biochem .58:49-54 (1994)).

Los téminos "polinudedtido" y "acido nudeico", utilizados intercambiablemente en la presente memoria, hacen
referencia a una forma polimérica de nucledtidos de cualquier longitud, o bien ribonucdeétidos o
desoxirribonucledtidos. Estos téminos incluyen, aunque sin limitarse a ello, un ADN de una sola cadena, o de doble
o triple cadena, ADN gendmico, ADNc, ARN, hibrido ADN-ARN o un polimero que comprende bases de purina y
pirimidina, u otras bases de nucleétidos naturales, quimicas o bioquimicas modificadas, no naturales o derivadas.

Tal como se emplean en estamemoria, las expresiones "constructo de ADN", "ADN de transformacién" y "vector de
expresion" se usan de manera intercambiable para hacer referencia a ADN utilizado para introducir secuencias en
una célula hospedante u organismo. El ADN se puede generar in vitro por PCR o mediante cualquier otra técnica(s)
adecuada conocida en la industria. El constructo de ADN, o el cassette de expresion recombinante, se puede
incorporar a un plasmido, cromosoma, ADN mitocondrial, ADN plastidial, virus o fragmento de acido nucleico.
Habitualmente, la porcion del cassette de expresién recombinante de un vector de expresion, constructo de ADN o
ADN de transformacion induye, entre otras secuencias, una secuendia de acido nudeico que se ha de transcribir y
un promotor. En algunas realizaciones, los vectores de expresion tienen la capacidad de incomorar y expresar
fragmentos de ADN heterdlogos en una célula hospedante.

Tal como se emplea en esta memoria, el t¢émino "vector" se refiere a un constructo de polinucledtido disefiado para
introducir acidos nucleicos en uno o mas tipos de células. Los vectores incluyen vectores de clonacion, vectores de
expresion, vectores transportadores, pladsmidos, cassettes y similares.

Tal como se emplea en esta memoria en el contexto de introducir una secuencia de acido nucleico en una célula, el
término "introducid/a" se refiere a cualquier método adecuado para transferir la secuencia de acido nucleico a la
célula. Dichos métodos de introduccién incluyen, aunque sin limitarse a ello, fusion, transfeccion, transformacion,
conjugacion y transduccién de protoplastos.

Tal como se emplean en esta memoria, el ttmino "transformada" y la expresion "establemente transformada" se
refieren a una célula que tiene una secuencia de polinucleétidos no natural (heteréloga) integrada en su genoma o
como un plasmido episomal que se mantiene durante por lo menos dos generaciones.

Tal como se emplean en esta memoria, las expresiones "marcador seleccionable" y "marcador selectivo" se refieren
a un acido nucleico (p. €j., un gen) capaz de expresion en células hospedantes para facilidad de selecciéon de esos
hospedantes que contienen el vector. Tipicamente, los marcadores seleccionables son genes que confieren
resistencia antimicrobiana o una ventaja metabdlica en la célula hospedante para pemitir que las células que
contienen ADN exdgeno se distingan de las células que no han recibido ninguna secuencia exdégena durante la
transformacion.

Tal como se emplea en esta memoria, el t¢émino "promotor" hace referencia a una secuencia de acido nucleico que

funciona para dirigir la transcripcion de un gen en direccién 3’. El promotor, junto con otras secuencias de acido
nucleico reguladoras de transcripcién y traduccién (también denominadas "secuencias de control") es necesario para
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expresar un gen deteminado. En general, las secuencias reguladoras de transcripcion y traduccion incluyen,
aunque sin limitarse a ello, secuencias promotoras, sitios de unién al ribosoma, secuencias de inicio y cese de la
transcripcion, secuencias de inicio y cese de la traduccion, y secuencias mejoradoras o activadoras.

Un acido nudeico esta "operativamente unido" cuando esta dispuesto en una relacion funcional con otra secuencia
de acido nucleico. Por ejemplo, el ADN que codifica un lider segregador (es decir, un péptido de sefial), puede
unirse operativamente a ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participé en la
segregacion del polipéptido. En general, "operativamente unido" significa que las secuencias de ADN que estan
siendo unidas son contiguas, y, en el caso de un lider segregador, contiguas y en fase de lectura.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "gen" se refiere a un polinucedtido (p. €., un segmento de ADN),
que codifica un polipéptido e incluye regiones precedentes y posteriores a las regiones codificantes, asi como
también secuencias intervinientes (intrones) entre los segmentos codificantes individuales (exones).

Tal como se emplea en esta memoria, "ortélogo" y "genes ortdlogos" se refieren a genes en distintas especies que
han ewvolucionado de un gen ancestral comun (es decir, un gen homdlogo) por especiacidn. Tipicamente, los
ortélogos retienen la misma funcién durante el transcurso de la evolucion. La identificacion de ortdlogos encuentra
uso en la prediccion confiable de la funcidon del gen en genomas recientemente secuenciados.

Tal como se emplean en esta memoria, "paralogo” y "genes paralogos" se refieren a genes que estan relacionados
por duplicacion dentro de un genoma. Mientras que los ortdlogos retienen la misma funcion a través del curso de la
evolucidn, los paralogos evolucionan nuevas funciones, aunque algunas funciones a menudo se relacionan con la
original. Los ejemplos de genes paralogos incduyen, aunque sin limitarse a ello, genes que codifican tripsina,
quimiotripsina, elastasa y trombina, todas serina proteinasas que ocurren dentro de las mismas especies.

Tal como se emplea en esta memoria, el témino "hibridacion” se refiere al proceso mediante el cual una cadena de
acido nucleico se une con una cadena complementaria través de pares de bases, como se conoce en la técnica.

Una secuencia de acido nucleico se considera "selectivamente hibridable" a una secuencia de acido nudeico de
referencia si las dos secuencias se hibridan especificamente una a la otra bajo condiciones de hibridacion y lavado
de rigurosidad moderada a alta. Las condiciones de hibridaciéon se basan en la temperatura de fusién (Tm) del
complejo de unidon a acido nudeico o sonda. Por ejemplo, la "igurosidad maxima" comUnmente ocurre a
aproximadamente Tm - 5°C (5°C debajo del Tm de la sonda); la "alta rigurosidad" a aproximadamente 5-10°C debajo
del Tm; la "rigurosidad intermedia” a aproximadamente 10-20°C debajo del Tm de la sonda; y la "baja rigurosidad”" a
aproximadamente 20-25°C debajo del Tm. Funcionalmente, se pueden usar condiciones de rigurosidad maximas
para identificar secuencias que tengan identidad estricta o practicamente estricta con la sonda de hibridacién;
aunque se puede utilizar una hibridacién de rigurosidad intermedia o baja para identificar o detectar homdlogos de
secuencias de polinucleétidos.

Las condiciones de hibridacién de rigurosidad moderada y alta se conocen en la técnica. Un ejemplo de condiciones
alta rigurosidad incluye hibridacién a aproximadamente 42°C en 50% formamida, 5 x SSC, 5 x disolucion de
Denhardt, 0,5% SDS y 100 mg/ml ADN de vehiculo desnaturalizado seguido de lavado dos veces en 2 x SSC y
0,5% SDS a temperatura ambiente y dos veces mas en 0,1 x SSC y 0,5% SDS a 42°C. Un ejemplo de condiciones
rigurosas moderadas incluye una incubacién durante la noche a 37°C en una disolucién que comprende 20%
formamida, 5 x SSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), 5 x disolucién de
Denhardt, 10% sulfato de dextrano y 20 mg/ml ADN de espema de salmoén fragmentado desnaturalizado, seguido
de lavado de los filtros en 1 x SSC a aproximadamente 37-50°C. Los expertos en la técnica saben como ajustar la
temperatura, la fuerza i6nica, etc. segun sea necesario para acomodar factores tales como la longitud de lasonda y
similares.

Tal como se emplea en esta memoria, "recombinante” incluye la referencia a una célula o vector, que se ha
moadificado por la introducciéon de una secuencia de acido nucleico heteréloga u homodloga, o que la célula deriva de
una célula modificada de este modo. Por consiguiente, por ejemplo, las células recombinantes expresan genes que
no se encuentran en forma idéntica dentro de la forma natural (no recombinante) de la célula o expresan genes
naturales que se expresan anomalmente de otra manera, se expresan en bajo grado o no se expresan en absoluto
como consecuencia de la intervencion humana intencional.

En una realizacioén, las secuencias de ADN mutadas se generan con mutagénesis de saturacién del sitio en por lo
menos un codon y/o nudedtido. En otra realizacion, la mutagénesis de saturacion del sitio se realiza para dos o mas
codones. En otra realizacion, las secuencias de ADN mutante tienen mas de aproximadamente 50%, mas de 55%,
mas de 60%, mas de 65%, mas de 70%, mas de 75%, mas de 80%, mas de 85%, mas de 90%, mas de 95% omas
de 98% de identidad con la secuencia de ADN de glucoamilasa | y/o Il. En realizaciones alternativas, el ADN
mutante se puede generar in vivo usando cualquier procedimiento mutagénico conocido tal como, por ejemplo,
radiacién, nitrosoguanidina y similares. La secuencia de ADN deseada puede luego aislarse yusarse en los métodos
provistos en la presente memoria.

Tal como se emplea en esta memoria, "proteina heteréloga" hace referencia a una proteina o polipéptido que no
ocurre naturalmente en la célula hospedante.
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Una enzima se "sobre-expresa" en una célula hospedante si la enzima se expresa en la célula a un nivel superior al
nivel en el cual se expresa en una célula de tipo silvestre correspondiente.

Los términos "proteina" y "polipéptido" se usan de manera intercambiable en este documento. En la presente
descripcidn y en las reivindicaciones, se utilizan los cddigos convencionales de una letra y de tres letras para los
residuos de aminoacidos. El cédigo de 3 letras para los aminoacidos se define de conformidad con la Comision
Conjunta sobre Nomendatura Bioquimica IUPAC-IUB (IUPAC-IUB Joint Commission on Biochemical Nomendature,
JCBN). También se entiende que un polipéptido puede estar codificado por mas de una secuencia de nucdedtidos
debido a la degeneracion del codigo genético.

Las variantes de la descripcion se describen mediante la siguiente nomenclatura: [residuo de aminoacido
original/posicion/residuo de aminoacido sustituido]. Por ejemplo, la sustitucion de leucina para arginina en la posicién
76 se representa como R76L. Cuando una posicién adecuada para sustitucion se identifica en este documento sin
un aminoacido especifico sugerido, se ha de entender que el residuo de aminoacido en la posicion puede ser
sustituido por cualquier residuo de aminoacido.

"Pro-secuencia" es una secuencia de aminoacidos entre la secuencia de sefial y la proteina madura que es
necesaria para la segregacion de la proteina. La escision de la pro-secuencia resultara en una proteina activa
madura.

El ttmino forma "precursora" de una proteina o péptido se refiere a una foorma madura de la proteina que tiene una
pro-secuencia operativamente unida al ttrmino amino o carbonilo de la proteina. El precursor puede también tener
una secuencia de "sefal" operativamente unida al t¢mino amino de la pro-secuencia. El precursor puede también
tener polinudedtidos adicionales implicados en actividad post-traduccién (p. ej., polinucledtidos escindidos de alli
para dejar la forma madura de una proteina o péptido).

"Cepa hospedante" o "célula hospedante" se refiere a un hospedante adecuado para un vector de expresidon que
comprende ADN de acuerdo con la presente descripcion.

Las expresiones "derivado de" y "obtenido de" se refieren no solamente a una glucoamilasa producida o producible
por una cepa del organismo en cuestion, sino también a una glucoamilasa codificada por una secuencia de ADN
aislada de dicha cepa y producida en un organismo hospedante que contiene dicha secuencia de ADN.
Adicionalmente, el término se refiere a una glucoamilasa codificada por una secuencia de ADN de origen sintético
ylo ADNc y que tiene las caracteristicas de identificacién de la glucoamilasa en cuestion.

Un "derivado" dentro del alcance de la presente invencién de esta definicion en general retiene la actividad
caracteristica de hidrolizacion observada en la glucoamilasa | y/o Il al grado tal que el derivado es util para
propésitos similares a la foma silvestre, natural o madre. Los derivados funcionales de glucoamilasas abarcan
péptidos naturales, sintéticos o recombinantes o fragmentos de péptidos que tienen las caracteristicas generales de
las glucoamilasas de la presente descripcion

El término "aislado" se refiere a un material que es eliminado del entorno natural si ocurre naturamente. Una
proteina "purificada" se refiere a una proteina que es por lo menos parcialmente purificada hasta homogeneidad. En
algunas realizaciones, una proteina purificada puede ser mas de aproximadamente 10% pura, opcionalmente mas
de aproximadamente 20% pura y opcionalmente mas de aproximadamente 30% pura, segin lo determinado por
SDS-PAGE. Otros aspectos de la descripcién abarcan la proteina en una foma altamente pura (es decir, mas de
aproximadamente 40% pura, mas de aproximadamente 60% pura, mas de aproximadamente 80% pura, mas de
aproximadamente 90% pura, mas de aproximadamente 95% pura, mas de aproximadamente 97% pura e incluso
mas de aproximadamente 99% pura), segun lo determinado por SDSPAGE.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "mutagénesis combinatoria" se refiere a métodos en los que se
generan bibliotecas de variantes de una secuencia de partida. En estas bibliotecas, las variantes contienen una o
varias mutaciones seleccionadas de un conjunto de mutaciones predefinidas. A su vez los métodos proporcionan
medios para introducir mutaciones aleatorias que no eran miembros del conjunto de mutaciones predefinidas. En
algunas realizaciones, los métodos incluyen aquellos expuestos en la patente estadounidense nim. 6.582.914,
incorporada a la presente memoria por referencia. En realizaciones altemativas, los métodos de mutagénesis
combinatoria abarcan kits comercialmente disponibles (p. ej., QuikChange® Multisite, Stratagene, San Diego, CA).

Tal como se emplea en esta memoria, el t¢mino "composicién" se refiere a una preparacién en la foma de, por
ejemplo, una bebida o alimento o ingrediente de pienso preparado de acuerdo con la presente invencién, y puede
tener la fooma de una disoluciéon o un solido — dependiendo del uso y/o el modo de aplicacion y/o el modo de
administracion. La forma sélida puede ser o bien un polvo enzimatico seco o una enzima granulada. La composicién
puede comprender un polipéptido de acuerdo con la invencidn, un vehiculo de enzima y opcionalmente un
estabilizante y/o conservante. El vehiculo de enzima se puede seleccionar del grupo que consiste en glicerol o agua.
La preparacién puede comprender un estabilizante. El estabilizante se puede seleccionar del grupo que consiste en
sales inorganicas, polioles, azicares ysus combinaciones. Ademas, el estabilizante puede ser una sal inorganica tal
como cloruro de potasio. En otro aspecto, el poliol es glicerol, propilenglicol o sorbitol. El azicar es un carbohidrato
de moléculas pequefas, en particular cualquiera de los varios endulzantes de sabor como glucosa, fructosa y
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sacarosa. Induso en otro aspecto, la preparacién puede comprender un conservante. En un aspecto, el conservante
es metil parabeno, propil parabeno, benzoato, sorbato u otro conservante aprobado como alimento, o una mezcla de
los mismos.

En el presente contexto, el término "fermentacion" se refiere a proveer una composicion tal como una bebida
fermentada y/o sustancia desarrollando microorganismos en un cultivo. En el contexto de produccién de enzimas (p.
€j., glucoamilasa), el ttmino "fermentacion” se refiere a un proceso que implica la produccién de la enzima en un
proceso de cultivo microbiano. En el contexto de elaboracion de cerveza, el témino "fermentacion” se refiere a la
transformacion de azicares en un mosto, por enzimas en la levadura de la elaboracién de cerveza, en etanol y
dioxido de carbono con la formacién de otros productos secundarios de fermentacion.

Tal como se emplea en esta memoria, €l "proceso para produccién de una bebida fementada" tal como cerveza
comprende en general una etapa de preparar un empaste tal como en base a una molienda, filtrar el empaste para
obtener un mosto y cebadillas, y fermentar el mosto para obtener una bebida fermentada.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "material vegetal que contiene almidén y/o azicar "se refiere a
material vegetal que contiene almidén y/o azicar derivable de cualquier planta y parte de planta, incluidos
tubérculos, raices, tallos, hojas y semillas. "Material vegetal que comprende almidén y/o azicar" puede ser, p. €j.,
uno o mas cereales, tales como cebada, trigo, maiz, centeno, sorgo, mijo o arroz, y cualquiera de sus
combinaciones. El material vegetal que comprende almidén ylo azicar se puede procesar, p. ej., molerse,
maltearse, maltearse parcialmente o desmaltearse. El cereal desmalteado también se denomina "grano en bruto".
Los ejemplos de material vegetal que contiene almiddn sin cereal comprenden, p. €j., tubérculos.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "molienda” se refiere a cualquier material vegetal procesado que
contiene almidén y/o azicar adecuado para convertir en empaste. La molienda, tal como se contempla en este
documento, puede comprender cualquier material vegetal que contiene almidén y/o azicar derivable de cualquier
planta o parte de planta, incluidos tubérculos, raices, tallos, hojas y semillas. Los ejemplos de procesamiento
comprenden trituracion y/o molturacion, que usualmente proporciona un material que es mas grueso que la harina.
En el presente contexto, la molienda puede comprender material procesado de granos, tales como granos de
cebada, trigo, centeno, avena, maiz, milo, mijo y sorgo, y mas preferiblemente, por lo menos 10%, o mas
preferiblemente por lo menos 15%, incluso mas preferiblemente por lo menos 25%, o lo mas preferiblemente porlo
menos 35%, tal como por lo menos 50%, por lo menos 75%, por lo menos 90% o induso 100% (p/p) de lamolienda
del mosto derivado del grano. En algunas realizaciones, el mosto puede comprender el material vegetal que
contiene almiddn y/o azicar obtenido de raices de mandioca [Manihot esculenta). La molienda puede comprender
grano malteado, tal como malta de cebada. Preferiblemente, por lo menos 10%, o mas preferiblemente por lo menos
15%, incluso mas preferiblemente por lo menos 25%, o lo més preferiblemente por lo menos 35%, tal como por lo
menos 50%, por lo menos 75%, por lo menos 90% o incluso 100% (p/p) de la molienda del mosto deriva de grano
malteado.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "malta” se entiende como cualquier grano de cereal malteado, tal
como cebada o trigo malteado.

En un aspecto, cuando se usa malta producida principalmente de variedades seleccionadas de cebada en relacién
con la produccién de cerveza, la malta tiene el mayor efecto sobre el caracter y la calidad general de la cerveza.
Primero, la malta es el agente de sabor principal en la cerveza. Segundo, la malta provee la porcién principal del
azdcar fermentable. Tercero, la malta provee las proteinas, que contribuiran al cuerpo y el caracter de espuma de la
cerveza. Cuarto, la malta proporciona actividades enzimaticas durante el empastado, opcionalmente
complementadas por adicion de enzimas exdgenas. Quinto, las cebadillas de la malta proporcionan un medio de
filtracién para la separacion del mosto después del empastado — tipicamente separando los residuos o filtrando el
empaste.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "auxiliar" se refiere a cualquier material vegetal que contiene
almidén y/o azicar que no es malta de cebada. Como ejemplos de auxiliares, se pueden mencionar materiales tales
como sémola de maiz, sémola de maiz refinada, levadura cervecera molida, arroz, sorgo, almidén de maiz refinado,
cebada, almidéon de cebada, cebada descascarillada, trigo, almidén de trigo, cereal torrefacto, copos de cereal,
centeno, avena, patata, tapioca y jarabes, tales como jarabe de maiz, jarabe de cafia de azicar, jarabe de azicar
invertida, jarabes de cebada y/o trigo, y similares se pueden usar como fuente de almidén. El almidon eventualmente
se convertira en dextrinas y azicares fermentables. En un aspecto, "auxiliar" incluye el material vegetal que contiene
almiddn y/o azdcar obtenido de raices de mandioca [Manihot esculental.

Tal como se emplea en esta memoria, el t¢émino "empaste" se refiere a una suspension acuosa de cualquier
material vegetal que contenga almidon y/o azicar tal como una molienda, p. €j., que comprende malta de cebada
machacada, cebada machacada y/u otro auxiliar o sus combinaciones, mezclado con agua para ser separado
posteriormente en mosto y cebadillas.

Tal como se emplea en esta memoria, el ttmino "mosto" se refiere al licor no fermentado después de extraer la
molienda durante el empastado.
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Tal como se emplea en esta memoria, el t¢mino "cebadillas " se refiere a los sélidos drenados cuando la molienda
ha sido extraida y el mosto se separa del empaste. Las "cebadillas" se pueden usar, p. €j., como pienso.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "recuperacion del extracto” en el mosto se refiere a la suma de
sustancias solubles extraidas de la molienda (malta y/o auxiliares) expresada en porcentaje en base a la matera
seca.

Tal como se emplea en esta memoria, el término "lUpulos” se refiere a su uso en contribuir significativamente a la
cantidad de la cerveza, incluido el sabor. En particular, los lUpulos (o constituyentes de lupulos) afiaden sustancias
amargas deseables a la cerveza. Ademas, los IUpulos pueden actuar como precipitantes de proteinas, establecer
conservantes y auxiliar en la formacién y estabilizacién de la espuma.

Tal como se emplean en esta memoria, el ttmino "bebida(s)" y la expresion "producto de bebida(s)" incluye
cervezas tales como cerveza totalmente malteada, cerveza fabricada bajo "Reinheitsgebot", cerveza inglesa (ale),
IPA, lager, bitter, Happoshu (segunda cerveza), tercera cerveza, cerveza seca, cerveza sin alcohol, cerveza ligera,
cerveza con bajo contenido de alcohol, cerveza de bajas calorias, porter, bock, stout, licor de malta, cerveza no
alcohdlica, licor de malta no alcohdlico y similares. El témino "bebida(s)" o la expresién "producto de bebidas"
también incluye bebidas de cereal y malta alternativas tales como bebidas de malta saborizadas con frutas, p. €j.,
bebidas de malta saborizadas con citricos tales como limén, naranja, lima o fresa, bebidas de malta saborizadas con
licores, p. €j., licor de malta saborizado con vodka, ron o tequila, o bebidas de malta saborizadas con café, tales
como licor de malta saborizado con cafeina, y similares. En otro aspecto, la bebida o el producto de bebida es una
bebida alcohdlica o no alcohdlica, tal como una bebida a base de cereal o malta como cerveza o whisky, tal como
vino, cidra, vinagre, vino de arroz, salsa de soya o jugo.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresién "bebida de malta" incluye bebidas de malta como cerveza
totalmente malteada, ale, IPA, lager, bitter, Happoshu (segunda cerveza), tercera cerve za, cerveza seca, cerveza sin
alcohol, cerveza ligera, cerve za con bajo contenido de alcohol, cerveza de bajas calorias, porter, bock, stout, licor de
malta, licor de malta no alcohdlico y similares. La expresion "bebidas de malta" también incluye bebidas de malta
alternativas tales como bebidas de malta saborizadas con frutas, p. ej., bebidas de malta saborizadas con citricos
tales como limén, naranja, lima o fresas, bebidas de malta saborizadas con licor, p. €j., licor de malta saborizado con
vodka, ron o tequila, o bebidas de malta saborizadas con café, tales como licor de malta saborizado con cafeina, y
similares.

En el contexto de la presente invencion, el témino "cerveza" abarca cualquier mosto femmentado, producido por
fermentacion/proceso de fabricacion de cerveza de un material vegetal que contiene almidén, por lo tanto, en
particular también cerveza producida exclusivamente a partir de malta o un auxiliar, o cualquier combinacién de
malta y un auxiliar.

La cerveza se puede elaborar a partir de una variedad de material vegetal que contiene almidén y/o azicar, a
menudo granos de cereales y/o malta, esencialmente mediante el mismo procedimiento. Se cree que los almidones
de granos son homopolimeros de glucosa en donde los residuos de glucosa estan enlazados por enlaces o bien
alfa-1, 4- o alfa-1,6, siendo el primero el predominante.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "cerveza Pilsner” se refiere a una cerveza pale lager fermentada
en el fondo (elaborada a partir de malta Pilsner) usualmente con un caracter de Ilipulo mas pronunciado que las
cervezas de tipo pale lager nomales (p. ej., helles).

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "cervezas ligeras, cervezas reducidas en calorias o cervezas de
bajas calorias", se refiere a la gran popularizacién reciente de bebidas elaboradas, particularmente en el mercado
estadounidense. Como se define en EE.UU., estas cervezas altamente atenuadas tienen aproximadamente 30%
menos calorias que la cerveza "normal” de un fabricante".

Tal como se emplean en esta memoria, la expresion "cerveza no alcohdlica" o la expresidén "cerveza con bajo
contenido de alcohol" se refiere a una cerveza que contiene un maximo de 0,1%, 0,2%, 0,3%, 0,4%, 0,5% de alcohol
en volumen. La cerveza no alcohdlica puede ser elaborada por métodos especiales (fermentacion detenida), con
“levaduras” especiales que no producen alcohol | por métodos tradicionales, pero en los cuales, durante las etapas
finales del proceso de fabricacion, el alcohol es extraido, p. €j., por evaporacion al vacio, aprovechando los distintos
puntos de ebullicion del agua y el alcohol.

Tal como se emplea en esta memoria, la expresion "cerveza de bajas calorias" o "cerveza con bajo contenido de
carbohidratos" se define como una cerveza con un contenido de carbohidratos de 0,75 g/100 g 0 menos y con un
grado de fermentacién de alrededor de 90-92%.

Tal como se emplea en esta memoria, el témino "pasteurizacion" significa inactivar los microorganismos en
disolucion acuosa por calentamiento. La implementacion de la pasteurizacion en el proceso de elaboracion de
cerveza se realiza habitualmente a través del uso de un pasteurizador flash o pasteurizador de tinel. Tal como se
emplea en esta memoria, la expresion "unidades de pasteurizacion o PU" se refiere a una medida cuantitativa de la
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pasteurizacién. Una unidad de pasteurizacion (1 PU) para cerveza se define como una retencion del calor de un
minuto a 60 grados Celsius. Uno calcula que:

PU=tx1,3937~(T - 60),

en donde:

t=tiempo, en minutos, a la temperatura de pasteurizacién en el pasteurizador
T =temperatura, en grados Celsius, en el pasteurizador

[T -60) representa el exponente de (T-60)]

Se pueden usar distintas PU minimas dependiendo del tipo de cerveza, materia prima y contaminacién microbiana,
cervecero y efecto percibido del sabor de la cerveza. Tipicamente, para pasteurizacion de cerveza, se requieren 14 -
15 PU. Dependiendo del equipo de pasteurizacion, las temperaturas de pasteurizacién estaran tipicamente en el
intervalo de 64 - 72 grados Celsius con un tiempo de pasteurizacion calculado de manera acorde. Se puede hallar
mas informacion en "Technology Brewing and Malting" de Wolfgang Kunze del Research and Teaching Institute of
Brewing, Berlin (VLB), 3era edicion completamente actualizada, 2004, ISBN 3-921690-49-8.

Si se provee un intervalo de valores, se entiende que cada valor interviniente, hasta el décimo de la unidad del limite
inferior, a menos que el contexto dicte cdaramente lo contrario, entre los limites superior e inferior del intervalo
también se describe especificamente. Cada intervalo mas pequefio entre cualquier valor especificado o valor
interviniente en un intervalo especificado y cualquier otro valor especificado o interviniente en ese intervalo
especificado se abarca dentro de la descripcidn. Los limites superior e inferior de esos intervalos mas pequefios
pueden incluirse o excluirse independientemente en el intervalo, y cada intervalo en el que o bien alguno, ninguno o
ambos limites se incluyen en intervalos mas pequefios esta también abarcado dentro de la descripcion, sujeto a
cualquier limite especificamente excluido en el intervalo especificado. Si el intervalo especificado incluye uno o
ambos limites, los intervalos que excluyen alguno de los limites incuidos o ambos también se incluyen en la
descripdion.

Antes de que las realizaciones ilustrativas se describan en mas detalle, se ha de entender que esta descripcion no
se limita a realizaciones particulares descritas, ya que estas pueden, por supuesto, variar. Si bien cualquiermétodo y
material similar o equivalente a aquellos descritos en la presente memoria se puede usar en la practica o ensayos de
la presente descripcion, se describen ahora métodos y materiales ilustrativos.

Tal como se emplean en estamemoria y en las reivindicaciones anejas, las formas en singular "un", "una" y "el", “la”
incluyen los referentes en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo,
la referencia a "un gen" incluye una pluralidad de dichos agentes candidatos y la referencia a "la célula”" incluye la
referencia a una o mas células y sus equivalentes conocidos en la técnica, etc.

Las publicaciones analizadas en este documento se ofrecen solamente para su descripcion antes de la fecha de
presentacion de la presente solicitud. Lo expuesto en este documento no debera ser interpretado como una
admision de que la presente descripcidn no esta autorizada a retrotraer dicha publicacion en virtud de la invencion
previa.

2. Abreviaturas

GA glucoamilasa

GAU unidad de glucoamilasa
% en peso porcentaje en peso

°C grados centigrados
rpm revoluciones por minuto
aa o AA aminogcido

bp par de base

kb par de kilobase

kD kilodaltons

gogm gramos

ng microgramos
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mlymL

um

mM

uM

V

PM
seg(s)os(s)
min(s) o m(s)
hr(s) o h(s)
DO

ABS

EtOH

PSS

m/v

DP1
DP2
DP>3
ppm
SBD
CD
PCR
WT
RDF
SG

PU
MkGA |
MkGA I
H. jecorina

T. reesei
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miligramos

microlitros

mililitros

milimetros

micrdmetro

molar

milimolar

micromolar

unidades

voltios

peso molecular

segundo/segundos

minuto/minutos

hora/horas

oxigeno disuelto

Absorbancia

etanol

disolucion salina fisiologica
masa/volumen

placa de microtitulacién

Nomal

monosacaridos

disacaridos

oligosacaridos, aziicares que tienen un grado de polimerizacion mayor que 3
partes pormillon

dominio de unién a almidén

dominio catalitico

reaccion en cadena de la polimerasa
tipo silvestre

Grado real de atenuacion

Gravedad especifica

Unidades de pasteurizacion
glucoamilasa | de Monascus kaoliang
glucoamilasa Il de Monascus kaoliang
Hypocrea jecofina

Trichodema reesei
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AnGA Aspergillus Niger
3. Glucoamilasa derivada de monascus kaoliang

Se describe en este documento un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa seleccionada del grupo
que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84 %,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia,con una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID NUM: 3 y6;

b) un polipéptido codificado por i) la secuencia de acido nudeico comprendida en la SEC ID N’L'JM:1 olaSEC ID
NUM:4, o ii) la secuencia de ADNc de i), o iii) la secuencia de SEC ID NUM:2 o SEC ID NUM:5; o iv) por un
polinucleétido que se hibrida bajo condiciones de por lo menos baja rigurosidad con la cadena de complementaridad
de i), ii) o iii);

c) un polipéptido que comprende una sustitucion, eliminacion y/o insercién conservadora de uno o mas aminoacidos
de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID
NUM: 3 y6;

d) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene por lo
menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuenda
codificante del polipéptido maduro de la SEC ID NUM: 3 0 6; y

e) un fragmento de un polipéptido de a), b), c) o d) que tiene actividad de glucoamilasa.

En un aspecto, el polipéptido contemplado en la presente memoria se obtiene por expresidon recombinante en una
célula hospedante. En otro aspecto, el polipéptido contemplado en este documento no tiene un dominio de unién al
almidon.

Oftro aspecto se refiere a la caracterizacion de glucoamilasa(s) de Monascus kaoliang. Las glucoamilasas consisten
en tanto como tres dominios estructurales distintos, incluido un dominio catalitico de aproximadamente 450 residuos
que esta estructuramente conservado, que esta en general seguido de una region enlazadora que consiste en 30 y
80 residuos, que estan a su vez conectados a un dominio de unién a almidon de aproximadamente 100 residuos. Se
ha descubierto que Monascus kaoliang produce dos formas de glucoamilasa, ilustradas en este documento como
glucoamilasa | y Il (lizuka et al., (1977), J. Gen. Appl. Microbiol., 23(5): 217-230; lizuka et al., (1978), J. Gen. Appl.
Microbiol., 24: 185-192). Como se caractefiza en la presente invencion, la glucoamilasa | (MkGAL) tiene la secuencia
de aminoacidos anexa al presente documento como SEC ID NUM: 6, la secuencia de ADN gendmico relacionada
que codifica glucoamilasa | (induida la secuencia del péptido de sefal identificada), anexa a este documento como
SEC ID NUM:4 y la secuencia de ADNc relacionada que codifica glucoamilasa |, anexa a este documento como SEC
ID NUM:5. Ademas, la glucoamilasa Il (MKGA Il) se caracteriza en este documento por tener la secuencia de
aminoacidos anexa a este documento como SEC ID NUM:3, la secuencia de ADN gendémico relacionada que
codifica la glucoamilasa Il (incluida la secuencia del péptido de sefial identificada), anexa a este documento como
SEC ID NUM:1 y la secuencia de ADNc reladionada que codifica glucoamilasa Il, anexa a este documento como
SEC ID NUM:2. Los resultados de un analisis de secuencias de estos fragmentos de ADNc de glucoamilasa
demostraron que hubo dos variantes distintas de glucoamilasa. Una primera variante més larga, denominada en este
documento glucoamilasa Il, que codifica glucoamilasa con un dominio de unién a amidon (SBD), y una segunda
variante mas corta, denominada en este documento glucoamilasa |, que codifica una glucoamilasa sin un SBD. La
diferencia entre las dos variantes es un hueco de 162 pares de bases al final de la regidn enlazadora que separa el
nucleo catalitico y el SBD. La proteina MkGA | madura contiene 480 residuos (SEC ID NUM: 6) comparada con la
proteina MkGA Il madura que tiene 581 residuos (SEC ID NUM: 3). Las dos proteinas son altamente similares y en
una alineacion sin huecos, difieren en las siguientes 8 posiciones: 459,473,474, 475, 476, 477, 479 y 480. En estas
posiciones, la composicion de los aminoacidos es la siguiente: MKGA I: A459, C473, A474, AAT75, TAT76, P4T7, AAT9
y V480, y MkGA Il: P459, S473, R474, P475, Y476, G477, G479 y R480. En otro aspecto, la invencion se refiere a
un polipéptido descrito en este documento en donde la secuencia de aminoacidos comprende por lo menos uno o
mas residuos de aminoacidos seleccionados entre los siguientes grupos: un residuo de aminoacidos seleccionado
del grupo que consiste en Ay P en la posidién correspondiente a 459 en la SEC NUM: 3 o 6, un residuo de
aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en C y S en la posicion correspondiente a 473 en la SEC ID NUM:
3 0 6, un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay R en una posiciéon correspondiente a
474 en la SEC ID NUM: 3 o 6, un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay P en una
posicién correspondiente a la posicién 475 en la SEC ID NUM: 3 o 6, un residuo de aminodcidos seleccionado del
grupo que consiste en Ty Y en una posicion correspondiente a la posicion 476 en las SEC ID NUM: 3 o 6, un
residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en P y G en una posicién correspondiente a la posicion
477 en las SEC ID NUM: 3 0 6, un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay G en una
posicién correspondiente a la posicién 479 en la SEC ID NUM: 6 y/o un residuo de aminoacidos seleccionado del
grupo que consiste en V yR en una posicién correspondiente a la posicién 480 en las SEC ID NUM: 3 0 6.
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En un aspecto, el polipéptido descrito en este documento es un polipéptido en el que la secuencia de aminoacidos
tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de
secuendia con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NUM: 6. En otro aspecto, el polipéptido descrito en este
documento comprende o consiste en la secuendia de aminoacidos de las SEC ID NUM: 3 o 6, o su fragmento que
tiene actividad de glucoamilasa.

En un aspecto, el polipéptido descrito en este documento tiene una actividad de glucoamilasa (GAU) de por lo
menos 0,05 GAU/mg, 0,1 GAU/mg, 0,2 GAU/mg, 0,3 GAU/mg, 0,4 GAU/mg, 0,5 GAU/mg, 0,6 GAU/mg, 0,7
GAU/mg, 0,8 GAU/mg, 0,9 GAU/mg, 1 GAU/mg, 2 GAU/mg, 3 GAU/mg, 5 GAU/mg o 10 GAU/mg.

En otro aspecto el polipéptido descrito en este documento tiene una actividad de glucoamilasa (GAU) de 0,05-10
GAU/mg, tal como 0,1-5 GAU/mg, tal como 0,5-4 GAU/mg, tal como 0,7-3 GAU/mg o tal como 1-3 GAU/mg.

Incluso en otro aspecto, el polipéptido descrito en este documento comprende o consiste en el polipéptido maduro
de la SEC ID NUM:3 o 6.

En una realizacion, la glucoamilasa | o Il esencialmente purificada se puede producir a partir de cepas de tipo
silvestre, naturales o no modificadas de Monascus kaoliang, que pueden proporcionar una glucoamilasa no
producida por GMO.

Otro aspecto se refiere a polinudedtidos aislados que codifican glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang, o
cualquiera de sus variantes, de modo tal que las sustituciones, eliminaciones o inserciones de nucleétidos codifiquen
una forma altemativa de glucoamilasa que mantenga las caracteristicas bioquimicas de la glucoamilasa | o Il, u otra
glucoamilasa hospedante. Los polinucleétidos se pueden preparar mediante técnicas establecidas conocidas en la
industria. Los polinucledtidos se pueden preparar sintéticamente, tal como mediante un sintetizador de ADB
automatico. La secuencia de ADN puede ser de origen gendmico mixto (0 ADNc) y de origen sintético preparada
ligando los fragmentos entre si. Los polinucledtidos también se pueden preparar por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando cebadores especificos. En general, se hace referencia a dichas técnicas en Minshull J. et
al., Methods 32(4):416-427 (2004). El ADN también puede ser sintetizado por una serie de empresas comerciales
tales como Geneart AG, Regensburg, Alemania.

Otra realizacion importante proporciona polinucledtidos aislados que comprenden una secuencia de nucledtidos (i)
que tiene por lo menos 50% de identidad con las SEC ID NUM: 1, 2, 4 o 5, induyendo por lo menos 60%, por lo
menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos 95% y por lo menos 99%, o (ii) es capaz de
hibridarse a una sonda derivada de la secuencia de nucledtidos expuesta en las SEC ID NUM: 1, 2, 4 o 5, bajo
condidiones de rigurosidad intermedia a alta, o (iii) es complementaria a una secuencia de nucleétidos que tiene por
lo menos 90% de identidad de secuencia con la secuencia expuesta en las SEC ID NUM: 1, 2,4 o 5. Las sondas
utiles de acuerdo con la descripcion pueden induir por lo menos 50, 100, 150, 200, 250, 300 o0 mas nudedtidos
contiguos de las SEC ID NUM: 1,2,4 0 5.

Estos polinucledtidos aislados pueden codificar las glucoamilasas como se contempla en este documento que
comprenden una secuencia de aminoacidos que comprende por lo menos 80%, por lo menos 90%, por lo menos
93%, por lo menos 95%, por lo menos 97%, por lo menos 98% o por lo menos 99% de identidad de secuencia de
aminoacidos con la SEC ID NUM: 3 o 6. Se proveen vectores de expresion que pueden comprender cualquiera de
los polinudedtidos descritos en ese documento. También se describen fragmentos (es decir, porciones) del ADN que
codifica las glucoamilasas variantes provistas en este documento. Estos fragmentos encuentran uso en la obtencién
de fragmentos de ADN de longitud parcial capaces de usarse para aislar o identificar polinucledtidos que codifican
las enziimas de glucoamilasa descritas en esta memoria.

Incluso en otra realizacién, una variante de glucoamilasa se puede insertar en el organismo, tal como una variante
que tiene termoestabilidad alterada, tal como termoestabilidad superior y/o actividad especifica mejorada.

La conservacion de la estructura en la molécula de glucoamilasa se correlaciona con la conservacion de la actividad
y el mecanismo de accidén conservado para todas las glucoamilasas. Dada esta alta homologia, las variantes de
glucoamilasas especificas del sitio que se contemplan en este documento pueden resultar en la funcion alterada, y
se espera que tengan consecuencias estructurales y por lo tanto funcionales similares en otras variantes de
glucoamilasa.

Las variantes de glucoamilasa, como se contempla en la presente memoria, pueden tener sustituciones de
aminoacidos en posiciones que son "equivalentes" a los residuos identificados particulares en glucoamilasa l o |l de
Monascus kaoliang (SEC ID NUM: 6 y 3, respectivamente).

La "identidad estructural" determina si los residuos de aminoacidos son equivalentes. La identidad estructural es un
equivalente topolégico uno a uno cuando las dos estructuras (estructuras de aminoacidos tridimensionales) estan
alineadas. Una posicion de residuos (aminoacido) de una glucoamilasa es "equivalente" a un residuo de
glucoamilasa de Monascus kaoliang si es homologa (es decir, correspondiente en posicion en estructura primaria o
terciaria) o analoga a un residuo especifico o porcion de ese residuo en glucoamilasa de Monascus kaoliang (que
tiene la misma capacidad funcional o una similar para combinarse, reaccionar o interactuar quimicamente).
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Para establecer identidad con la estructura primaria, la secuencia de aminoacidos de una glucoamilasa particular se
puede comparar directamente con la secuencia de glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang, y particulamtmmente con
un conjunto de residuos conocidos por ser invariantes en las glucoamilasas por cuya secuencia se conocen.
Después de alinear los residuos conservados, pemitiendo las inserciones y eliminaciones necesarias con el fin de
mantener la alineacion (es decir, evitar la eliminacidon de residuos conservados a través de eliminacion e insercion
arbitrarias), se definen los residuos equivalentes a aminoacidos particulares en la secuencia primaria de
glucoamilasa de Monascus kaoliang. Los residuos equivalentes se pueden definir por 100% de conservacién con
glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang. No obstante, la alineacién mayor que 75% o de tan solo 50% de los
residuos conservados también puede ser adecuada para definir residuos equivalentes, particuamente cuando se
incluye la alineacion basada en la identidad estructural.

La identidad estructural implica la identificacion de residuos equivalentes entre las dos estructuras. Los "residuos
equivalentes" se pueden definir determinando la homologia al nivel de la estructura terciaria (identidad estructural)
para una enzima cuya estructura terciaria se ha deteminado por cristalografia de rayos X. Los residuos equivalentes
se definen como aquellos para los cuales las coordenadas atémicas de dos o mas de los atomos de cadena
principal de un residuo de aminoacidos de glucoamilasa de Monascus kaoliang (Nen N, CAen CA,Cen CyO en
0) estan dentro de 0,13 nm y opcionalmente 0,1 nm después de la alineacion. La alineacion se logra después de
que el mejor modelo se ha orientado y posicionado para dar la supemosicién maxima de coordenadas atémicas de
la glucoamilasa en cuestion a glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang. El mejor modelo es el modelo
cristalografico, produciendo el menor factor R para datos de difraccion experimentales en la resolucion mas alta
disponible.

:: Folk) Feik)

S | Folk)
factor R =

Residuos equivalentes que son funcionalmente analogos a un residuo especifico de glucoamilasa | o Il de Monascus
kaoliang se definen como aquellos aminoacidos de la enzima que pueden adoptar una conformacion tal que o bien
alteran, modifican o contribuyen a la estructura de las proteinas, unidn a sustratos o catalisis en un modo definido y
atribuido a un residuo especifico de glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang. Ademas, son aquellos residuos de la
enzima (para la cual se puede obtener una estructura terciara por cristalografia de rayos X) que ocupan una posicion
analoga al grado que, si bien los atomos de la cadena principal del residuo dado pueden no satisfacer los criterios de
equivalencia en base a ocupar una posicién homodloga, las coordenadas atémicas de por lo menos dos de los
atomos de la cadena lateral del residuo yacen con 0,13 nm de los atomos de la cadena lateral correspondiente de
glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang. En algunas realizaciones, las glucoamilasas variantes contempladas en
este documento pueden tener por lo menos 80% de identidad de secuencia, por lo menos 85% de identidad de
secuencdia, por lomenos 88% de identidad de secuencia, por lo menos 90% de identidad de secuencia, por lo menos
93% de identidad de secuencia, por lo menos 95% de identidad de secuencia, por lo menos 96% de identidad de
secuendia, por lomenos 97% de identidad de secuencia, por lo menos 98% de identidad de secuencia y también por
lo menos 99% de identidad de secuencia con las secuencias de aminoacidos de glucomailasa de Monascus
kaoliang de la SEC ID NUM: 3 0 6.

En algunas realizaciones, una variante de glucoamilasa tendra mas de una sustitucién de aminoacidos. Por ejemplo,
la variante podra tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20 o 25 sustituciones, eliminaciones o inserciones de
aminoacidos, en comparacion con glucoamilasa | o Il de Monascus kaoliang. En algunas realizaciones, una variante
de glucoamilasa comprende una sustitucion, eliminacién o insercidén en por lo menos una posicion del aminoacido en
una posicion correspondiente a las regiones de los aminoacidos no conservados. Como se contempla en este
documento, las variantes de glucoamilasa pueden tener sustituciones, eliminaciones o inserciones en cualquier
posicion en la secuencia de proteinas maduras.

Como se contempla en este documento, una secuencia de ADN que codifica glucoamilasa o una variante de
glucoamilasa se puede expresar en forma de enzima, usando un vector de expresidon que tipicamente incluye
secuencias control que codifican un promotor, operador, sitio de union al ribosoma, sefial de inicio de la traduccion vy,
opcionalmente, un gen represor o diversos genes activadores. El vector de expresion recombinante que porta la
secuencia de ADN que codifica una glucoamilasa contemplada en el presente documento puede ser cualquier vector
que pueda convenientemente someterse a procedimientos de ADN recombinante. El vector puede ser uno que, al
introducirse en Monascus kaoliang, se integre en el genoma y se replique junto con el cromosoma(s) al que se ha
integrado. Por ejemplo, la célula fingica se puede transformar con el constructo de ADN que codifica la
glucoamilasa, e integrando el constructo de ADN en una o mas copias, en el cromosoma(s) del hospedante. Esta
integracion en general se considera una ventaja, ya que es mas probable que la secuencia de ADN se mantenga
establemente. La integracion de los constructos de ADN en el cromosoma hospedante puede realizarse de acuerdo
con métodos convencionales, tal como por recombinacién homdloga o heterdloga.

En una realizacién que incorpora el uso de un vector, la secuencia de ADN debe estar operativamente conectada a
una secuencia promotora adecuada. La promotora puede ser cualquier secuencia de ADN que demuestre actividad
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de transcripcion en Monascus kaoliang y puede derivar de genes que codifican proteinas o bien homdlogas o
heterélogas a Monascus kaoliang. Los ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién de la
secuencia de ADN que codifica una variante de glucoamilasa son, como ejemplo no limitativo solamente, aquellos
derivados del gen que codifica A. oryzae TAKA amilasa, celobiohidrolasa | T. reesei, proteinasa aspartica
Rhizomucor miehei, a-amilasa neutra A. niger, a —amilasa estable acida A. niger, glucoamilasa A. niger, lipasa
Rhizomucor miehei, alcalina proteasa A. oryzae o gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa A. nidulans A. Cualquier
vector de expresion contemplado puede también comprender un teminador de transcripcion adecuado y secuencias
de poliadenilacién operablemente conectadas a la secuencia de ADN que codifica la glucoamilasa o variante. Las
secuendias de terminadion y poliadenilacion pueden adecuadamente derivar de las mismas fuentes que el promotor.
El vector puede ademas comprender cualquier secuencia de ADN que pemita o genere que el vector se replique en
el hospedante fungico. El vector puede también comprender genes adicionales, cuyo producto puede complementar
un defecto en el hospedante fungico. Por ejemplo, los marcadores seleccionables se pueden incorporar para proveer
resistencia a los famacos. Como se contempla en este documento, todos los procedimientos utilizados para ligar
constructos de ADN que codifican una glucoamilasa, el promotor, el terminador y otros elementos, respectivamente,
y para insertarlos en vectores adecuados que contienen la informacion necesaria para la replicacion, son aquellos
entendidos por el experto en la técnica.

En un aspecto, la invencion se refiere a una célula hospedante que tiene expresion heterédloga de un polipéptido
descrito en este documento, tal como una célula fungica, por ejemplo del género Trichodemma tal como Trichoderma
reesei. En otro aspecto, la célula fungica es de la especie Hypocrea jecorina.

En un aspecto, la célula hospedante comprende, o preferiblemente se transforma con, un plasmido o vector de
expresion y por lo tanto es capaz de expresar un polipéptido contemplado en la presente invencién. En un aspecto,
el vector de expresion comprende un acido nucleico y el vector de expresién o plasmido contemplado en la presente
invencion puede comprender un promotor derivado de Trichodemma tal como un promotor derivado de T. reesei cbhl
ylo el terminador derivado de Trichodemma tal como un teminador derivado de T. reesei cbhl y/o uno o mas
marcadores selectivos tales como Aspergillus nidulans amdS y pyrG y/o una o mas regiones de teldbmeros que
pemiten el mantenimiento de un plasmido no cromosémico en una célula hospedante.

En un aspecto, la descripcién se refiere a un método para aislar un polipéptido descrito en este documento, en
donde el método comprende las etapas de inducir la sintesis del polipéptido en una célula hospedante que tiene
expresion heterdloga de dicho polipéptido, recuperando la proteina extracelular segregada por dicha célula
hospedante, y opcionalmente purificando el polipéptido. En otra realizacion, las glucoamilasas se pueden producir a
partir de Monascus kaoliang modificada. Por ejemplo, Monascus kaoliang se puede modificar genéticamente como
para producir glucoamilasas enriquecidas o sobre-expresadas. Los métodos de extraccién pueden incluir aquellos
descritos en los ejemplos experimentales expuestos a continuacidn, o cualquier método de extraccion de
glucoamilasas de un cultivo, como entenderia el experto en la técnica. En una realizacion, la glucoamilasa puede
produdcirse excesivamente de una cepa de Monascus kaoliang genéticamente modificada que tiene multiples copias
del gen de glucoamilasa. En ofra realizacion, la cepa fungica puede estar genéticamente modificada para inactivar
otras enzimas segregadas. En otra realizacion, una o mas copias de los genes de glucoamilasa pueden estar
operativamente unidas a un promotor diferente, tal como una region promotora altamente eficiente de otro gen.
Incluso en ofra realizacion, la cepa flngica puede ser deficiente de proteasa o una cepa proteasa minus.

Otro aspecto se refiere a un proceso mejorado y rentable para aislar glucoamilasa | y Il adecuadas para
procedimientos de purificacion de proteinas a gran escala. En una realizacion, el método incluye las etapas de
desarrollar un cultivo de Monascus kaoliang e inducir la sintesis de una glucoamilasa. La secuencia de ADN que
codifica glucoamilasa puede ser la secuencia natural o no modificada, o puede ser una secuencia modificada.
Monascus kaoliang se puede transformar por procedimientos que implican la formacién de protoplastos y la
transformacion de los protoplastos seguida por regeneracion de la pared celular, de acuerdo con métodos y
procedimientos estandar conocidos por el experto en la técnica. Se puede emplear cualquier método estandar para
transformar Monascus kaoliang. El medio utilizado para cultivar Monascus kaoliang puede ser cualquier medio
convencional adecuado para desarrollar el hospedante fungico e inducir la expresion de la glucoamilasa o su
variante. Los medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o se pueden preparar de acuerdo
con formulas publicadas. La glucoamilasa o sus variantes segregadas de Monascus kaoliang se pueden recuperar
convenientemente del medio de cultivo por procedimientos convencionales, lo que incduye separar las células del
miedo por centrifugacion o filtracion, y precipitar componentes proteinaceos del medio a través de una sal tal como
sulfato de amonio, seguida del uso de procedimientos cromatograficos tales como cromatografia de intercambio
iénico, cromatografia de afinidad o similar. Ya que la glucoamilasa es la Unica enzima dominante segregada por
Monascus kaoliang, cualquier etapa de separacién adicional para eliminar enzZimas indeseadas, tales como alfa
amilasas, o bien se minimiza o es innecesaria. Al eliminar la necesidad de aislar la glucoamilasa de otros
componentes proteinaceos indeseados, se crea un procedimiento de eficiencia significativa y rentable. Ademas, el
hospedante de Monascus kaoliang provee por lo menos un rendimiento similar de glucoamilasa que las otras células
hospedantes de glucoamilasa, y en otra realizacion, el uso de Monascus kaoliang como hospedante proporciona un
mayor rendimiento de glucoamilasa o su variante, en comparacién con las células hospedantes de glucoamilasa
historicas.
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En un aspecto, la descripcién se refiere a un método para aislar un polipéptido descrito en este documento, en
donde el método comprende las etapas de inducir la sintesis del polipéptido en una célula hospedante que tiene
expresion heterdloga de dicho polipéptido, recuperando la proteina extracelular segregada por dicha célula
hospedante, y opcionaimente purificando el polipéptido.

La actividad y/o actividad especifica de cualquier glucoamilasa contemplada en la presente invencion se detemina
con métodos estandar que comprenderia el experto en la técnica.

4. Composiciones y usos

La glucoamilasa contemplada en la presente invencién se puede utilizar en composiciones que incluyen, aunque sin
limitarse a ello, composiciones que hidrolizan y sacarifican almidén, composiciones de limpieza y detergentes (p. gj.,
detergentes de lavanderia, detergentes lavavajillas y composiciones de limpieza de superficies duras),
composiciones de fermentacion de alcohol y composiciones de pienso para animales, por ejemplo. Ademas, estas
glucoamilasas se pueden utilizar en aplicaciones de panificacién, tales como produccion de pan y pasteles,
cerveceria, asistencia sanitaria, textil, procedimientos de conversién de desechos ambientales, procesamiento de
biopulpa y aplicaciones de conversién de biomasa.

En algunas realizaciones, una composicion que comprende una glucoamilasa contemplada en la presente invencion
opcionalmente se empleara en combinacién con una cualquiera o una combinacién de las siguientes enzimas — alfa
amilasas, beta-amilasas, peptidasas (proteasas, proteinasas, endopeptidasas, exopeptidasas), pululanasas,
isoamilasas, celulasas, hemicelulasas, endo-glucanasas y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano
relacionadas, xilanasas y enzimas accesorias de xilanasas, acetolactato descarboxlasas, ciclodextrina
glucotransferasas, lipasas, fitasas, laccasas, oxidasas, esterasas, cutinasas, enzimas que hidrolizan almidén
granular y otras glucoamilasas.

En algunas realizaciones, la composicion incduird una o mas de otras enzimas. En algunas realizaciones, la
composicion induird una o mas de otras enzimas seleccionadas entre alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (tal
como proteasa, proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa), pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y
enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa y enzimas accesorias de xlanasa (por
ejemplo, arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferulico, xilan acetil esterasa), acetolactato descarboxilasa y
glucoamilasa, incluidas cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion, el polipéptido(s) contemplado en este documento y/o una o mas de otras enzimas se inactiva por
pasteurizacion, tal como usando menos de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 24, 23, 22, 21 o0 20 unidades de pasteurizacion
(PU) en cerveza, tal como cerveza Pilsner.

En algunas realizaciones, la composicion incluira una alfa amilasa tal como alfa amilasas fungicas (p. ej., Aspergillus
sp.) o alfa amilasas bacterianas (p. ej., Bacillus sp. tal como B. stearothermmophilus, (Geobacillus
stearothemrmophilus), B. amyloliquefaciens y B. licheniformis) y sus variantes e hibridos. En algunas realizaciones, la
alfa amilasa es una alfa amilasa estable acida. En algunas realizaciones, la alfa amilasa es alfa amilasa Aspemillus
kawachi (AkAA), véase la patente de EE.UU. nim. 7.037.704. Las alfa amilasas comercialmente disponibles
contempladas para uso en las composiciones de la descripcion se conocen e incduyen GZYME® G-997, SPEZYME®
FRED, SPEZYME® XTRA (Danisco US, Inc, Genencor Division), TERMAMYL 120-1 y SUPRA (Novozymes,
Biotech.).

En algunas realizaciones, la composicion incuirda una proteasa fungica acida. En otra realizacién, la composicion
incluira la endo-proteasa (EC 3.4.21.26) proveniente de una variante del microorganismo Aspergillus niger que
hidroliza péptidos en el sitio carboxilo de los residuos prolina descritos en el documento WO 2007/101888 publicado
el 13 de septiembre de 2007. En otra realizacion, la proteasa fungica acida deriva de un Trichoderma sp y puede ser
una cualquiera de las proteasas descritas en el documento US 2006/0154353, publicado el 13 de julio de 2006,
incorporado a la presente memoria por referencia. En otra realizacion, la composiciéon incluira una fitasa de
Buttiauxiella spp. (p. ej., BP-17, véanse también las variantes descritas en la publicacion de patente PCT WO
2006/043178). En otra realizacion, la composicion incluira una acetolactato descarboxilasa (ALDC) EC 4.1.1.5, por
ejemplo de Bacillus licheniformis o del gen ALDC de Badillus brevis expresado en una cepa modificada de Bacillus
subtilis como se describe en el documento US 4.617.273 publicado el 14 de octubre 1986.

En ofras realizaciones, las glucoamilasas contempladas en este documento se pueden combinar con ofras de dichas
glucoamilasas. En algunas realizaciones, dichas glucoamilasas se combinardn con una o mas glucoamilasas
derivadas de diversas otras cepas o variantes de Monascus kaoliang, o de Aspergillus o sus variantes, tales como A.
oryzae, A. niger, A. kawachi y A. awamorn; glucoamilasas derivadas de cepas de Humicola o sus variantes;
glucoamilasas derivadas de cepas de Talaromyces o sus variantes, tales como T. emersonii; glucoamilasas
derivadas de cepas de Athelia, tales como A. rolfsii; o glucoamilasas derivadas de cepas de Penicillium, tales como
P. chrysogenum, por ejemplo.

En particular, las glucoamilasas contempladas en este documento se pueden usar para procesos de conversion de
almidén, y particulamente en la produccion de dextrosa para jarabe de fructosa, especialmente azicares en la
produccion de alcohol y otros productos finales (p. €j., acido organico, acido ascérbico y aminoacidos) a partir de la
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fermentacion de sustratos que contienen almidon (G.M.A. van Beynum et al., Eds. (1985) STARCH CONVERSION
TECHNOLOGY, Marcel Dekker Inc. NY). Las dextrinas producidas usando las composiciones de glucoamilasa
variantes de la descripcion pueden resultar en rendimientos de glucosa de por lo menos 80%, por lo menos 85%, por
lo menos 90% y por lo menos 95%. La produccion de alcohol a partir de la fementacion de sustratos de almidén
usando glucoamilasas como se contempla en este documento puede incluir la produccién de alcohol combustible o
alcohol potable. En algunas realizaciones, la produccion de alcohol sera mayor cuando se usan glucoamilasas
variantes bajo las mismas condiciones que la glucoamilasa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, la produccién
de alcohal sera entre aproximadamente 0,5% y 2,5% mejor, incluido, aunque sin limitarse a ello, 0,6%, 0,7%, 0,8%,
0,9%, 1,0%, 1,1%, 1,2%, 1,3%, 1,4%, 1,5%, 1,6%. 1,7%, 1,8%, 1,9%, 2,0%, 2,1%, 2,2%, 2,3% y 2,4% mas alcohol
que la glucoamilasa de tipo silvestre.

En algunas realizaciones, las glucoamilasas contempladas en este documento se usaran en la hidrélisis de almidon
de distintos sustratos basados en plantas, usualmente material vegetal que contiene almidon y/o azicar, que se
usan para la produccién de alcohol. En algunas realizaciones, los sustratos basados en plantas incluiran maiz, trigo,
cebada, centeno, milo, arroz, cafia de azlcar, patata, mandioca y sus combinaciones. En algunas realizaciones, el
sustrato basado en plantas sera material vegetal fraccionado, por ejemplo un grano de cereal tal como maiz, que se
fracciona en componentes tales como fibra, germen, proteina y almidéon (endoespema) (patente de EE.UU. nuim.
6.254.914 y patente de EE.UU. nim. 6.899.910). Los métodos de fermentacién de alcohol se describen en THE
ALCOHOL TEXTBOOK, A REFERENCE FOR THE BEVERAGE, FUEL AND INDUSTRIAL ALCOHOL
INDUSTRIES, 3era Ed., Eds K.A. Jacques et al., 1999, Nottingham University Press, Reino Unido. En algunas
circunstancias, el alcohol sera etanol. En particular, los procesos de produccidon de fementacién de alcohol se
caracterizan como procesos de molienda en himedo o molienda en seco. En algunas realizaciones, la glucoamilasa
se usara en un proceso de fermentacién de molienda en himedo y en otras realizaciones la glucoamilasa encontrara
uso en un proceso de molienda en seco.

La molienda de granos en seco implica una serie de pasos basicos, que en general incluyen: trituracién, coccién,
licuefaccion, sacarificacién y separacion de liquidos y sdélidos para producir alcohol y otros co-productos. El material
vegetal y particulamente los granos de cereales integrales, tales como maiz, trigo o centeno se trituran. En algunos
casos, el grano puede fraccionarse primero en partes de componentes. El material vegetal triturado puede molerse
hasta obtener una particula gruesa o fina. El material vegetal triturado se puede mezclar con liquido (p. ej., agua y/o
residuos de destilacién) en un tanque de suspension. La suspension se somete a altas temperaturas (p. ej., 90°C a
105°C o mas) en un inyector de vapor junto con enzimas de licuefacciéon (p. ej., alfa amilasas) para solubilizar e
hidrolizar el almidén en el grano hasta dextrinas. La mezcla se puede enfriar y posteriomente tratarse con enzimas
de sacarificacion, tales como glucoamilasas abarcadas por la presente descripcion, para producir glucosa. El
empaste que contiene glucosa puede luego fermentarse durante aproximadamente 24 a 120 horas en presencia de
microorganismos de fementacién, tales como microorganismos que producen etanol y particulamente levadura
(Saccharomyces spp). Los soélidos en el empaste se separan de la fase liquida y se obtienen alcohol, tal como
etanol, y co-productos tales como granos de destiladores.

En algunas realizaciones, la etapa de sacarificacion y la etapa de fermentacion se combinan y el proceso se
denomina sacarificacion y fermentacion simultaneas, o sacarificacién, propagacion de levadura y fermentacion
simultaneas.

En otras realizaciones, estas glucoamilasas se pueden utilizar en un procedimiento para hidrélisis de almidén en
donde la temperatura del procedimiento oscila entre 30°C y 75°C, en algunas realizaciones, entre 40°C y 65°C. En
algunas realizaciones, la glucoamilasa se puede utilizar en un procedimiento para hidrdlisis de almidén a un pH entre
pH 3,0 ypH 6,5. Los procedimientos de fementacién incluyen molienda de un grano de cereal o grano fraccionado y
combinar el grano de cereal triturado con liquido para formar una suspension que puede luego mezclarse en un solo
recipiente con una glucoamilasa de acuerdo con la descripciéon y opcionalmente otras enzimas tales como, aunque
sin limitarse a ello, alfa amilasas, otras glucoamilasas, fitasas, proteasas, pululanasas, isoamilasas u otras enzimas
que tengan actividad de hidrolizacién de almidon granular y levadura para producir etanol y otros co-productos
(véase, p. €j., la patente de EE.UU. nim. 4.514.496, y los documentos WO 04/081193 y WO 04/080923).

En algunas realizaciones, la descripciéon pertenece al método de sacarificar una disolucion liquida de aimidén, que
comprende una etapa de sacarificacion enzimatica que emplea una o0 mas glucoamilasas descritas en la presente
invencion.

En algunas realizaciones, la descripcién pertenece a un método para hidrolizar y sacarificar almidén gelatinizado y
licuado (tipicamente) molido que se ha de utilizar en la elaboracién de cerveza, mediante lo cual una composicion
que comprende una o mas glucoamilasas contempladas en la presente invencion, se usa para mejorar la cantidad
de azicares fermentables de levadura de cerveza que se obtiene del almidon. Un procedimiento de elaboracion de
cerveza se utiliza para producir el producto potable, cerveza, en donde los azlcares fermentables se convierten a
etanol y CO2 por fermentacion con levadura de cerveza. Los azlcares fementables tradicionalmente derivan del
almidén de los granos de cereal, opcionalmente complementados con fuentes de azicar fermentable tales como
jarabes de glucosa y maltosa, y cafia de azlcar. En sintesis, la produccion de cerveza, conocida en la técnica,
tipicamente incduye las etapas de malteo, empaste yfermentacion.
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Histéricamente, la primera etapa en la produccion de cerveza es el malteo —-maceraciéon, germinacion y secado del
grano de cereal (p. €j., cebada). Durante el malteo, las enzimas se producen en la semilla de cereal geminante (p.
ej., cebada) y hay ciertos cambios en sus constituyentes quimicos (conocidos como modificacion) incluida cierta
degradacién de almiddn, proteinas y beta -glucanos.

El cereal malteado se muele para dar una molienda que puede mezclarse con un auxiliar molido (p. ej., grano de
cereal no geminado) para dar una molienda mixta. La molienda puede ademas consistir predominantemente, o
exclusivamente, en auxiliar. La molienda se mezcla con agua y se somete a empastado; un auxiliar previamente
cocido (gelatinizado y licuado) (el resultado de la "coccién del auxiliar") puede afiadirse al empaste. El proceso de
empastado se realiza en un periodo de tiempo a diversas temperaturas con el fin de hidrolizar las proteinas del
cereal, degradar los beta-glucanos y solubilizar e hidrolizar el almidén. Se cree que la hidrdlisis del almidén molido
en la malta y el auxiliar en el empastado tradicional es catalizada por dos enzimas principales enddégenas a la
cebada malteada. La alfa-amilasa escinde enlaces alfa-1,4 en el interior de la molécula de almiddn, fragmentandolos
en dextrinas mas pequefias. La beta-amilasa escinde secuencialmente enlaces alfa-1,4 del extremo no reductor de
estas dextrinas, produciendo principalmente maltosa. Tanto la alfa como la beta amilasa son incapaces de hidrolizar
los enlaces alfa-1,6 que forman los puntos de ramificacidn de las cadenas de almiddn en la molécula de almidén, lo
que resulta en la acumulacién de las dextrinas limite en el empaste. La malta contiene una enzima, dextrinasa limite,
que cataliza la hidrolisis de enlaces alfa-1,6 pero muestra solamente actividad débil a temperaturas de empastado
debido a su temolabilidad. Después de empastar, el extracto de liquido (mosto) se separa de los sdlidos de
cebadillas (es dedir, el grano insoluble y el material de cascara que forman parte de una molienda). Los objetivos de
separacion del mosto incluyen: « obtener buena recuperacion del extracto, « obtener buena capacidad de filtracion, y
 producir un mosto claro. La recuperacion del extracto y la capacidad de filtracion del mosto son importantes en la
economia del proceso de fabricacion de la cerveza.

La composicién del mosto depende de la materia prima, el proceso de empastado y los perfiles y otras variables. Un
mosto tipico comprende 65-80% azicares fementables (glucosa, maltosa y maltotriosa, y 20-35% dextrinas limite
no fementables (azicares con un grado mayor de polimerizacidon que la maltotriosa). Una insuficiencia de enzimas
hidroliticas de almidén durante el empastado puede surgir cuando se elabora cerveza con altos niveles de moliendas
de cereales no malteados auxiliares. Por lo tanto, se necesita una fuente de enzimas exdgenas, capaces de producir
azucares fementables durante el proceso de empastado. Asimismo, dichas enzimas exdégenas también son
necesarias para reducir el nivel de azicares no fermentables en el mosto, con un incremento correspondiente en los
azicares femmentables, con el fin de elaborar cervezas altamente atenuadas con un bajo contenido de
carbohidratos. Se describe en este documento una composicion enzimatica para hidrélisis de amidén que
comprende por lo menos una glucoamilasa contemplada en la presente invencion, que puede afadirse al empaste o
emplearse en la etapa de empastado de un proceso de elaboracion de cerveza, con el fin de escindir enlaces alfa-
1,4 ylo alfa-1,6 en moliendas de almidén y aumentar asi el contenido de azicar fermentable del mosto y reducir el
residuo de azicares no fementables en la cerveza terminada. Ademas, el mosto asi producido puede secarse (por
ejemplo por atomizacién) o concentrarse (p. €j., ebullicidn y evaporacién) para proveer un jarabe o un polvo.

La molienda contemplada en la presente invencion puede comprender cualquier material vegetal que contenga
almidén y/o azicar derivable de cualquier planta o parte de planta, induidos, p. €j., tubérculos, raices, tallos, hojas y
semillas previamente descritos. Preferiblemente, la molienda comprende grano, tal como el grano de cebada, trigo,
centeno, avena, maiz, arroz, milo, mijo y sorgo, y mas preferiblemente, por lo menos 10%, o mas preferiblemente
por lo menos 15%, incluso mas preferiblemente por lo menos 25% o lo mas preferiblemente por lo menos 35%, tal
como por lomenos 50%, por lomenos 75%, por lo menos 90% o incluso 100% (p/p) de la molienda del mosto deriva
del grano. Lo mas preferiblemente, la molienda comprende grano malteado, tal como malta de cebada.
Preferiblemente, por lo menos 10%, o mas preferiblemente por lo menos 15%, incluso mas preferiblemente por lo
menos 25% o lo méas preferiblemente por lo menos 35%, tal como por lo menos 50%, por lo menos 75%, por lo
menos 90% o incluso 100% (p/p) de la molienda del mosto deriva de grano malteado. Preferiblemente, la molienda
comprende auxiliar, tal como grano no malteado de cebada, trigo, centeno, maiz, arroz, milo, mijo y sorgo, y mas
preferiblemente por lo menos 10%, o més preferiblemente por lo menos 15%, induso mas preferiblemente por lo
menos 25%, o lo mas preferiblemente por lo menos 35%, tal como por lo menos 50%, por lo menos 75%, por lo
menos 90% o incluso 100% (p/p) de la molienda del mosto deriva de grano no malteado u otro auxiliar. El auxiliar
que comprende carbohidratos facilmente fermentables tales como aziicares o jarabes se puede anadir al empaste
de malta antes, durante o después del procedimiento de empastado de la invencion pero preferiblemente se afiade
después del procedimiento de empastado. Una parte del auxiliar se puede tratar con alfa-amilasa y/o endopeptidasa
(proteasa) y/o una endoglucanasa, y/o puede tratarse con calor antes de afadirse al empaste. La composicion
enzimatica para hidrélisis de almidén, contemplada en la presente invencion, puede incuir enzima(s) adicional,
preferiblemente una enzima seleccionada entre una alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa, proteinasa,
endopeptidasa, exopeptidasa), pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias de beta-
glucano relacionadas, xilanasa y enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, esterasa de
acido ferilico, xilano acetil esterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa, incluidas cualquiera de sus
combinaciones. Durante el procedimiento de empastado, el almidon extraido de la molienda se hidroliza
gradualmente en azicares fementables y dextrinas mas pequefias. Preferiblemente, el empaste es amidon
negativo a pruebas de yodo, antes de la separaciéon del mosto.
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Después del empastado, el mosto (mosto de extracto liquido) se separa de los sélidos de las cebadillas mediante el
proceso de lautering (separacion de los cereales del mosto) o filtracidn del empaste. Los objetivos de separacion del
mosto incluyen: buena recuperaciéon del extracto, buena capacidad de filtracion y un mosto claro (se puede hallar
mas informacion en "Technology Brewing and Malting" de Wolfgang Kunze del Research and Teaching Institute of
Brewing, Berlin (VLB), 3era edicion completamente actualizada, 2004, ISBN 3-921690-49-8).

Antes de la tercera etapa del procedimiento de elaboraciéon de cerveza, la fermentacién, el mosto tipicamente es
transferido a una caldera y sometido a ebullicién vigorosamente durante 50 - 60 minutos. Una serie de importantes
procesos ocurren durante la ebullicion del mosto (se puede hallar mas informacion en "Technology Brewing and
Malting" de Wolfgang Kunze del Research and Teaching Institute of Brewing, Berlin (VLB), 3era edicion
completamente actualizada, 2004, ISBN 3-921690-49-8) incluida la inactivacidn de las enzimas de malta endégenas
y cualquier enzima exdégena afadida al empaste o auxiliar. EIl mosto sometido a ebullicién luego se enfria, se mezcla
con la levadura de cerveza y se fermenta a temperaturas que oscilan entre 8-16 °C para convertir los aziicares
fermentables en etanol. Una cerveza con bajo contenido de alcohol se puede producir a partir de la cerveza final,
mediante un procedimiento de evaporacién al vacio que sirve para eliminarselectivamente el alcohol. Asimismo, se
pueden afadir lupulos al mosto.

En un aspecto, la invencién se refiere al uso de un polipéptido o una composicion contemplada en la presente
invencién en una fementacién, en donde dicho polipéptido o composicidon se afade antes o durante una etapa de
fermentacién. En otro aspecto, a dicha etapa de fermentacion le sigue una etapa de pasteurizacion. En un aspecto,
dicha bebida fermentada se selecciona del grupo que consiste en cerveza tal como cerveza con bajo contenido de
alcohol o cerveza de bajas calorias. En otro aspecto, dicho polipéptido o dicha composicion se afiade en
combinacién con una o mas enzimas, tales como aquellas seleccionadas entre alfa-amilasa, proteasa, pululanasa,
isoamilasa, celulasa, endoglucanasa, xilanasa, arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferulico, xilano acetil
esterasa y glucoamilasa, incluidas cualquiera de sus combinaciones. Induso en otro aspecto, el polipéptido y/o la
otra u otras enzimas se inactivan en la etapa de pasteurizacion.

En un aspecto, el polipéptido(s) contemplado en la presente invencidén se afiade en una cantidad de por ejemplo 1-
1000 mg pr. kg molienda, tal como 20-500 mg pr. kg molienda, tal como 30-400 mg pr. kg molienda tal como 40-300
mg pr. kg molienda, tal como 50-200 mg pr. kg molienda.

En un aspecto, el polipéptido(s) contemplado en la presente invencion se afiade en una cantidad de por ejemplo, por
lo menos 1, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 mg pr. kg. molienda.

En una realizacién alternativa, la invencién se refiere a un método tal como un método en el que una fermentaciéon
esta comprendida en un proceso para elaborar una bebida fermentada, en donde el método comprende afiadir un
polipéptido o una composicion descrita en este documento antes o durante una etapa de fementacion, tal como en
un método que comprende una etapa de fermentacion o una etapa de filtracion de cerveza opcional.

En un aspecto, la invencion se refiere a un método para produccion de una bebida fermentada que comprende las
siguientes etapas:

a) preparar un empaste, tal como aquel obtenido de una molienda, en donde dicha molienda, por ejemplo ,
comprende uno o mas granos malteados y/o no malteados, o material basado en almidén de otro cultivo, y donde
esta etapa opcionalmente comprende también poner en contacto dicho empaste con una o mas de otras enzimas,

b) filtrar el empaste para obtener un mosto, y

c) fermentar el mosto para obtener una bebida fermentada,

yopcionalmente una etapa de pasteurizacion (d)

en donde un polipéptido o una composicién descrita en este documento se afiade a:
i. el empaste de la etapa (a) y/o

ii. el mosto de la etapa (b) y/o

iii. elmosto de la etapa (c).

En un aspecto, la enzima o enzimas que se afiaden opcionalmente en la etapa a se pueden seleccionar entre una
enzima de des-ramificacion de almidén, enzima R, dextrinasa limite, alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa,
proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa), pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias
hidroliticas beta-glucano relacionadas, xilanasa y enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa,
esterasa de acido ferulico, xilano acetilesterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa, incluidas cualquiera de
sus combinaciones. En otro aspecto, una o mas enzimas pueden también afiadirse contactando el mosto de la etapa
(b) o (c) con una o mas de otras enzimas, en donde la enzima se selecciona entre una enzima de des-ramificacion
de almiddn, iscamilasa y dextrinasa limite, incluidas cualquiera de sus combinaciones.
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En una realizacion alternativa, la descripcién pertenece a un método para mejorar la cantidad de azicares
fermentables en el mosto, usando una composicion que comprende una o mas glucoamilasas contempladas en este
documento (p. ej., glucoamilasa temolabil), mediante lo cual la composicion se afiade al mosto después de que se
ha sometido a ebullicién, de modo tal que una o més glucoamilasas estan activas durante la etapa de fermentacion.
La composicion puede afadirse al mosto sometido a ebullicion o bien antes, simultdneamente o después de que el
mosto se siembra con la levadura de cerveza. Al final de la etapa de fementacion y maduracion, la cerveza, que
puede opcionalmente someterse a evaporacion al vacio para producir una cerveza con bajo contenido de alcohol, se
filtra luego opcionalmente y/o se pasteuriza. Una ventaja inherente de este método yace en la duracion del proceso
de fementacién, que dura aproximadamente 6-15 dias (dependiendo de la velocidad de siembra, la fementacion, la
temperatura, etc), que pemite mas tiempo para la escision enzimatica de azicares no fementables, en
comparacion con la corta etapa de empastado (2-4 h de duracion). Otra ventaja de este método consiste en la
cantidad de la composicion necesaria para lograr la reduccidén deseada en azlcares no fementables (y el
incremento en azicares fermentables), que corresponde a un numero significativamente inferior de unidades de
actividad enziimatica (p. €j., unidades de actividad de glucoamilasa) que lo que seria necesario afiadir al empaste
para lograr una reduccion similar en azicares no fementables. A su vez, elimina las dificultades que a menudo se
observan durante la separacion del mosto, especialmente por lautering, cuando se afiaden altas proporciones de
glucoamilasa en el empaste. En contraste con las fuentes alternativas de enzima glucoamilasa, se ha descubierto
somprendentemente que las glucoamilasas contempladas en la presente invencion son suficientemente sensibles a
temperatura, que la etapa de tratamiento con calor final de la cerveza terminada (condiciones de pasteurizacién
estandar) es suficiente para que su actividad catalitica sea inactivada. En consecuencia, una ventaja importante de
la composicidn que comprende una o mas glucoamilasas contempladas en este documento, es que se puede utilizar
para reducir la cantidad de azicares no fermentables en el mosto durante la etapa de fermentacion de la elaboracion
de cerveza con el fin de elaborar cervezas altamente atenuadas con un bajo contenido de carbohidratos, y en donde
la actividad catalitica de la composicion es susceptible a la inactivacién por el tratamiento con calor durante la
pasteurizacion de la cerveza, evitando asi el gasto de reactores enzimaticos inmovilizados o el uso de levadura de
cerveza genéticamente modificada.

La presente descripcion también da a conocer un método para la produccion de un alimento, pienso o producto de
bebida, tal como una bebida alcohdlica o no alcohdlica, tal como una bebida a base de cereal o malta como cerveza
o whisky, tal como vino, cidra, vinagre, vino de arroz, salsa de soya o jugo, en donde dicho método comprende la
etapa de tratar un material vegetal que contiene almidén y/o aziicar con un polipéptido 0 una composiciéon descrita
en la presente invencion. En otro aspecto, la invencion también se refiere a un kit que comprende un polipéptido, o
una composicion contemplada en esta invencion; e instrucciones para uso de dicho polipéptido o composicion. La
invencion también se refiere a una bebida fermentada producida por un método descrito en este documento.

La presente descripcion también da a conocer una composiciéon o formulacién para pienso animal que comprende
por lo menos una glucoamilasa contemplada en la presente invencion. Los métodos de uso de una enzima
glucoamilasa en la produccion de piensos que comprenden almidén se dan a conocer, por ejemplo, en el documento
WO 03/049550 (incorporado a la presente memoria por referencia en su totalidad). En sintesis, la glucoamilasa se
mezcla con un pienso que comprende almidon. La glucoamilasa es capaz de degradar almidon resistente para ser
usado por el animal.

Oftros objetos y ventajas de la presente descripcion seran obvios a partir de la presente memoria.
5. Otras realizaciones de acuerdo con la invencién:
Realizacién 1. Un poalipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa seleccionada del grupo que consiste en:

a) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene por lomenos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%,
85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de identidad de secuencia, con una secuencia de aminoacidos
seleccionado del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID NUM: 3 y6;

b) un polipéptido codificado por i) la secuencia de acido nucleico comprendida en la SEC ID NUM1 oenla SEC ID
NUM:4, o ii) la secuencia de ADNc de i), o iii) la secuencia de la SEC ID NUM:2 o SEC ID NUM:5; o iv) por un
polinucleotido que se hibrida bajo condiciones de baja rigurosidad con la cadena complementaria de i), ii) o iii);

c) un polipéptido que comprende una sustitucién, eliminacion y/o insercion conservadora de uno o mas aminoacidos
de una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID
NUM: 3 y6;

d) un polipéptido codificado por un polinucleétido que comprende una secuencia de nucledtidos que tiene por lo
menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97 %, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia
codificante de polipéptidos maduros de la SEC ID NUM: 30 6; y

e) un fragmento de un polipéptido de a), b), ¢) o d) que tiene actividad de glucoamilasa.

Realizacién 2. Un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene porlomenos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 90%, 95%), 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
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identidad de secuencia con una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en el polipéptido
maduro de las SEC ID NUM: 3 y6.

Realizacién 3. Un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa codificado por i) la secuencia de acido
nucleico comprendida en la SEC ID NUM:1 o en la SEC ID NUM4, o ii) la secuencia de ADNc de i), o iii) la
secuendia de la SEC ID NUM:2 o la SEC ID NUM:5; o iv) por un polinucleétido que se hibrida por lo menos bajo
condiciones de baja rigurosidad con la cadena de complementaridad de i), ii) o iii).

Realizacién 4. Un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa que comprende una sustitucion,
eliminacion y/o insercion conservadora de uno o mas aminoacidos de una secuencia de aminoacidos seleccionada
del grupo que consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID NUM: 3 y6.

Realizacién 5. Un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa codificado por un polinucleétido que
comprende una secuencia de nucledtidos que tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% o 100% de identidad con la secuencia del polipéptido maduro de la SEC ID NUM: 3 0 6.

Realizacién 6. Un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa en donde el polipéptido es un fragmento
de un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-5.

Realizacién 7. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-6, en donde la secuencia de
aminoacidos comprende por lo menos uno o mas residuos de aminodacidos seleccionados de los siguientes grupos:

a. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay P en una posicion correspondiente a la
posicion 459 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

b. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en C y S en una posicion correspondiente a la
posicién 473 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

C. un residuo de aminoécido§ seleccionado del grupo que consiste en A y R en una posicion correspondiente a la
posicion 474 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

d. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en A'y P en una posicion correspondiente a la
posicion 475 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

e. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ty Y en una posicion correspondiente a la
posicion 476 en la SEC ID NUM: 3 o 6,

f. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en P y G en una posicidon correspondiente a la
posiciéon 477 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

g. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay G en una posicién correspondiente a la
posicién 479 en la SEC ID NUM: 3 0 6 y/o

h. un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en V y R en una posicién correspondiente a la
posicion 480 en la SEC ID NUM: 3 0 6.

Realizacién 8. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-7, en donde la secuencia de
aminoacidos tiene por lo menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% de
identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NUM: 3 o 6.

Realizacion 9. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-8, que comprende o consiste en
la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NUM: 3 o 6, o su fragmento que tiene actividad de glucoamilasa.

Realizacion 10. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, que comprende o consiste
en el polipéptido maduro de la SEC ID NUM: 3 0 6.

Realizacién 11. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-10, en donde el porcentaje de
identidad de una secuencia de aminoacidos con, o hacia, otra secuencia de aminoacidos, se determina con el uso
de la busqueda Blast proteina-proteina http://blast.ncbi.nim.nih.gov) con configuraciones predetemminadas: matriz de
puntuacion: blosum62, base de datos de secuencias de proteinas no redundantes y el algoritmo blast

Configuraciones Umbral esperado 10
Compatibilidades maxen un intervalo de averiguacion 0
Penalidad de apertura del hueco 11
Penalidad de extension del hueco 1

Ajuste de composicion:
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Ajuste de matrizde puntuacién de la composicién

Mascara yfiltros No

Realizacién 12. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1- 11, en donde el polipéptido se
inactiva por pasteurizacion tal como usando menos de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 24, 23, 22, 21 o 20 unidades de
pasteurizacion (PU) en cerveza.

Realizacion 13. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1- 12, en donde el polipéptido
tiene una actividad de glucoamilasa (GAU) de 0,05-10 GAU/mg, tal como 0,1-5 GAU/mg, tal como 0,5-4 GAU/mg, tal
como 0,7-3 GAU/mg o tal como 1-3 GAU/mg.

Realizacién 14. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-13, en donde el polipéptido no
tiene un SBD.

Realizacién 15. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-14 que tiene como maximo 480,
481, 482, 483, 484, 485, 486, 487, 488, 489, 490, 495, 500, 505, 507, 515, 525, 535, 545, 555, 565 0 573 residuos
de aminoacidos.

Realizacion 16. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-15, en donde el polipéptido esta
truncado en comparacion con la SEC ID NUM:3.

Realizacién 17. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-16, que se obtiene por expresion
recombinante en una célula hospedante.

Realizaciéon 18. Un acido nucleico capaz de codificar un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones 1-17.

Realizacién 19. Un vector de expresién que comprende un acido nucleico de acuerdo con la realizacion 18, o capaz
de expresar un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 1-17.

Realizacién 20. El vector de expresion o plasmido definido en la realizacion 19, que comprende un promotor
derivado de Trichoderma tal como un promotor derivado de T. reesei cbhl.

Realizacién 21. El vector de expresién o plasmido definido en la realizacién 19, que comprende un teminador
derivado de Trichodema tal como un termminador derivado de T. reesei cbhl.

Realizacién 22. El vector de expresion o plasmido de acuerdo con la realizacion 19 que comprende uno 0 mas
marcadores selectivos tales como Aspengillus nidulans amdS y pyrG.

Realizacién 23. El vector de expresion o plasmido de acuerdo con la realizacion 19 que comprende una 0 mas
regiones de telbmero que pemiten el mantenimiento de un plasmido no cromosémico en una célula hospedante.

Realizacién 24. Una célula hospedante que tiene expresion heterdloga de un polipéptido segin se define en una
cualquiera de las realizaciones 1-17.

Realizacién 25. La célula hospedante segun se define en una cualquiera de las realizaciones 17 y 24, en donde la
célula hospedante es una célula fungica.

Realizacién 26. La célula hospedante de acuerdo con la realizacion 25, en donde la célula fungica es del género
Trichodema.

Realizacién 27. La célula hospedante de acuerdo con la realizacion 26, en donde la célula fungica es de la especie
Trichodema reesei.

Realizacidén 28. La célula hospedante de acuerdo con la realizacion 26, en donde la célula fungica es de la especie
Hypocrea jecornina.

Realizacién 29. Una célula hospedante que comprende, preferiblemente transformada con, un plasmido o un vector
de expresion definido en una cualquiera de las realizaciones 19-23.

Realizacién 30. Un método para aislar un polipéptido definido en una cualquiera de las realizaciones 1-17, en donde
el método comprende las etapas de inducir la sintesis del polipéptido en una célula hospedante definida en una
cualquiera de las realizaciones 25-29 que tiene expresion heteréloga de dicho polipéptido y recuperar la proteina
extracelular segregada por dicha célula hospedante, y opcionalmente purificar el polipéptido.

Realizacién 31. Un método para producir un polipéptido definido en una cualquiera de las realizaciones 1-17, en
donde el método comprende las etapas de inducir la sintesis del polipéptido en una célula hospedante definida en
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una cualquiera de las realizaciones 25-29 que tiene expresién heterdloga de dicho polipéptido, y opcionalmente
purificar el polipéptido.

Realizacién 32. Un método para expresar un polipéptido definido en una cualquiera de las realizaciones 1-17, en
donde el método comprende obtener una célula hospedante definida en una cualquiera de las realizaciones 2529 y
expresar el polipéptido de dicha célula hospedante, y opcionalmente purificar el polipéptido.

Realizacién 33. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 30-32, en donde el polipéptido
definido en una cualquiera de las realizaciones 1-17 es la proteina segregada dominante.

Realizacién 34. Una composicién que comprende uno o mas polipéptidos definidos en una cualquiera de las
realizaciones 1-17.

Realizacién 35. La composicion de acuerdo con la realizacién 34, en donde la composicién se selecciona entre una
composicion que hidroliza almidén, una composicién de sacarificacién, una composicion detergente una
composicion enzimatica de fermentacion de alcohol y una composicidn de pienso animal.

Realizacién 36. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 34-35, que comprende una o
mas de otras enzimas.

Realizacién 37. La composicion de acuerdo con la realizacién 36, en donde una o mas de ofras enzimas se
seleccionan entre alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa, proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa),
pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas,
xilanasa y enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferulico, xilano
acetil esterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa, incluidas cualquiera de sus combinaciones.

Realizacién 38. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 34-37, en donde el
polipéptido(s) y/o una o mas de otras enzimas se inactivan por pasteurizacion.

Realizacién 39. La composicién de acuerdo con la realizacion 38, en donde el polipéptido y/o la una o mas de otras
enzimas se inactiva por pasteurizacién, tal como usando menos de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 24, 23, 22, 21 o 20
unidades de pasteurizacién (PU) en cerveza.

Realizacién 40. Uso de un polipéptido definido en una cualquiera de las realizaciones 1-17 o una composicién
definida en una cualquiera de las realizaciones 34-39 en una fementacidon, en donde dicho polipéptido o
composicidon se afiade antes o durante una etapa de fermentacion.

Realizacidén 41. El uso de acuerdo con la realizacién 40, en donde a dicha etapa de fermentacion, y a la etapa de
filtracién de cerveza opcional, les sigue una etapa de pasteurizacion.

Realizacién 42. El uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 40-41, en donde dicha fermentacion esta
comprendida por un procedimiento para elaborar una bebida fermentada.

Realizacién 43. El uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 4042, en donde dicha bebida fermmentada
se selecciona del grupo que consiste en cerveza, tal como cerveza con bajo contenido de alcohol o cerveza de bajas
calorias.

Realizacién 44. El uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 4043, en donde dicho polipéptido o dicha
composicidon se afiade en combinacién con una o mas de ofras enzimas.

Realizaciéon 45. El uso de acuerdo con la realizacion 44, en donde dicha una o mas de otras enzimas se selecciona
entre alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa, proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa), pululanasa,
isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xilanasa y
enzimas accesorias de xlanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferulico, xilano acetil
esterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa, incdluidas cualquiera de sus combinaciones.

Realizacién 46. El uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 40-45, en donde el polipéptido y/o la una
0 mas enzimas adicionales se inactiva en la etapa de pasteurizacion.

Realizacién 47. El uso de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 40-46, en donde el polipéptido se afiade
en una cantidad de 1-1000 mg pr. kg molienda, tal como 20-500 mg pr. kg molienda, tal como 30-400 mg pr. kg
molienda tal como as 40-300 mg pr. kg molienda, tal como 50-200 mg pr. kg molienda.

Realizacién 48. Uso de un polipéptido termolabil para mejorar la produccién de azicares fermentables en la etapa
de fementacién de un proceso de elaboracién de cerveza, en donde el polipéptido es como se define en una
cualquiera de las realizaciones 1-17.
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Realizacién 49. Un método que comprende afiadir un polipéptido definido en una cualquiera de las realizaciones 1-
17 o una composicion definida en una cualquiera de las realizaciones 34-39 antes o durante una etapa de
fermentacion, tal como una etapa de fermentacion con levadura.

Realizacién 50. El método de acuerdo con la realizacion 49 que comprende una etapa de pasteurizacion después de
la etapa de fermentacion o una etapa de filtracion de cerveza opcional.

Realizacién 51. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 49-50, en donde dicha fermentacion
esta comprendida en un procedimiento para elaborar una bebida fementada.

Realizaciéon 52. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 49-51, en donde dicha bebida
fermentada se selecciona del grupo que consiste en cerveza tal como cerveza con bajo contenido de alcohol,
cerveza de bajas calorias.

Realizacién 53. El método segun una cualquiera de las realizaciones 49-51, en donde dicho polipéptido o dicha
composicidon se afiade en combinacién con una o mas de ofras enzimas.

Realizacion 54. El método de acuerdo con la realizacién 53, en donde dicha de una o mas de otras enzimas se
selecciona entre alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa, proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa),
pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de beta-glucano relacionadas,
xilanasa y enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferilico, xilano
acetil esterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa, incluidas cualquiera de sus combinaciones.

Realizacién 55. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 49-54, en donde el polipéptido y/o la
una o mas de otras enzimas se inactiva en la etapa de pasteurizacion.

Realizacién 56. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 49-55, en donde el polipéptido se
afiade en una cantidad de 1-1000 mg pr. kg molienda, tal como 20-500 mg pr. kg molienda, tal como 30-400 mg pr.
kg molienda tal como as 40-300 mg pr. kg molienda, tal como 50-200 mg pr. kg molienda.

Realizacién 57. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 49-56 para la produccion de una
bebida fermentada que comprende las siguientes etapas:

a) preparar un empaste,
b) filtrar el empaste para obtener un mosto, y
c) fermentar el mosto para obtener una bebida fermentada,

en donde un polipéptido es como se define en una cualquiera de las realizaciones 1-17 o una composicion definida
en una cualquiera de las realizaciones 34-39 se afade a:

i. el empaste de la etapa (a) y/o
ii. el mosto de la etapa (b) y/ o
iii. elmosto de la etapa (c).

Realizacién 58. El método de acuerdo con la realizacion 57, en donde la bebida fermentada se somete a una etapa
de pasteurizacion (d).

Realizacién 59. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 57-58, en donde el empaste en la
etapa (a) se obtiene a partir de una molienda.

Realizacién 60. El método de acuerdo con la realizacion 57, en donde la molienda comprende uno o mas granos
malteados y/o no malteados, o material a base de aimidén de otro cultivo.

Realizacién 61. El método de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 5760, que ademas comprende poner
en contacto el empaste de la etapa (a) con una o mas de otras enzimas.

Realizacion 62. El método de acuerdo con la realizacion 61, en donde la enzima se selecciona entre una enzima de
desrramificacion de almidén, enzima R, dextrinasa limite, alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa,
proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa), pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias
hidroliticas de beta-glucano relacionadas, xlanasa y enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo,
arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferulico, xilano acetil esterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa,
incluidas cualquiera de sus combinaciones.

Realizacién 63. Elmétodo de acuerdo con una cualquiera de las realizaciones 5762, que ademas comprende poner
en contacto elmosto de la etapa (b) o (c) con una o mas de otras enzimas, en donde la enzima se selecciona entre
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una enzima de desrramificacion de almidén, isoamilasa y dextrinasa limite, incluidas cualquiera de sus
combinaciones.

Realizacién 64. Una bebida fermentada en donde la bebida fermentada es producida por un método definido en una
cualquiera de las realizaciones 49-63.

Realizacién 65. La bebida fermentada de acuerdo con la realizacion 64, que es cerveza tal como cerveza con bajo
contenido de alcohol o cerveza de bajas calorias.

Realizacién 66. Un método para la produccion de un alimento, pienso o producto de bebida tal como una bebida
alcohdlica o no alcohdlica, tal como una bebida a base de cereal o malta como cerveza o whisky, tal como vino,
cidra, vinagre, vino de arroz, salsa de soya o jugo, en donde el método comprende la etapa de tratar un material
vegetal que contiene almidén y/o azicar con un polipéptido de acuerdo con las realizaciones 1-17, o una
composicion definida en una cualquiera de las realizaciones 34-39.

Realizacién 67. Un kit que comprende un polipéptido de acuerdo con las realizaciones 1-17, 0 una composicion
definida en una cualquiera de las realizaciones 34-39; e instrucciones para uso de dicho polipéptido o composicion.

Se presentan los siguientes ejemplos, y se debe interpretar que se pueden efectuar diversas modificaciones sin
desviarse del espiritu de las realizaciones analizadas.

5. Ejemplos experimentales
Ejemplo 1

Andlisis de actividad enzimatica en un caldo de fermentacion de Monascus kaoliang y comparacion con otros
microorganismos

Se fementé CBS302.78 en 50 ml de medio MD [acidos Casamino (9 g/l), MgSO4.7H20 (1 g/l), (NH4)2.SO4 (5 gll),
KH2PO4 (4,5 g/l), CaCl2.2H20 (1 g/l), PIPSS (33 gll), 2,5 ml/l elementos traza de T. reesei [acido citrico (175 gll),
FeS04.7H20 (200 g/l), ZnS0O4.7H20 (16 g/l), Cu S04.5H20 (3,2 g/l), MnSO4.H20 (1,4 g/l), H3BOs (0,8 g/l)], 500 ml
30% maltosa, pH 5,5] durante 7 dias a 28°C. Como se ilustra en la Figura 1, el caldo de fementacién de Monascus
kaoliang, junto con otras cepas fungicas de tipo silvestre mencionadas en la Tabla 1, se analizaron con electroforesis
en gel de dodecilsulfato sédico y poliacrilamida (SDS-PAGE). Todos los geles SDS_PAGE operaron con Invitrogen
NuPAGE® Novex 10% Bis-Tris Gel 1,0 mm, 12 pocillos (Cat# NP0302box), véase estandar pre-tefiido Blue® (Cat#
LC5625) ytampon NuPAGE® MES SDS (Cat# NP0002) de acuerdo con el protocolo del fabricante.

Se utiliza un ensayo Bradford para la cuantificacion de proteinas totales. La disolucion de reactivo fue disolucion de
trabajo Bradford Quikstart (BioRad cat#500-0205). Se dispusieron 100 ml de sobrenadante en una placa nueva de
96 pocillos con fondo plano. A cada pocillo se le afiadieron 200 Ul de reactivo y se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. La absorbancia se midié a 595 nm en una lectora MTP (Molecular Devices Spectramax 384
plus). Las concentraciones de proteinas se calcularon de acuerdo con una curva estandar de albumina de suero
bovino (BSA) (0-50 Ug/ml).

Tabla 1

Cepa Organismo Proteina total (mg/ml) |Unidades GAIl
DMGA079 Embellisia 0,11 6,6
DMGAO080 Geomyces 0,12 0,05
DMGA083 Thelebolus 0,09 1,4
DMGA084 Emericella desertorum 0,28 0,19
DMGA086 Chaetomium vitellium 0,43 0,3
DMGA088 Monascus kaoliang 0,13 6,8
DMGA089 Myceliophthora thermophila 10,32 0,08
DMGA091 Talaromyces emersonii 0,67 0,17
DMGAO093 Chaetomium atrob uneum 0,04 0,04

Sorprendentemente, el caldo de fementacién de Monascus kaoliang demostré una intensa banda de proteina en el
tamafo en el mismo intervalo que la glucoamilasa de otros hongos filamentosos (62 kDa). Se repitié la fermentacién
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de 50 ml de Monascus kaoliang, y como se ilustra en la Figura 2, el gel PAGE demostré abundantes bandas de
proteinas de 62 y49 kDA.

Las dos bandas se aislaron del gel y se analizaron por cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (LC/MS).
A partir de los resultados, se concluyd que la banda de 62 kDa representaba glucoamilasa y la banda de 49 kDA
representaba la proteina precursora de glucoamilasa.

Se generd una muestra de enzima suficiente para pruebas de aplicacion a pequefia escala. Se llevaron a cabo cinco
fermentaciones en 400 ml de medio MD en matraces de agitacion de 2 | durante 4 dias a 28°C. El anélisis de SDS-
PAGE del caldo de fementacién se ilustra en la Figura 3. Los cultivos se centrifugaron durante 30 min a 8.500 rpm
en un rotor Sorvall GS-3, y el centrifugado se esterilizd por filtracidon en un filtro de 0,22 mm (Millipore). El filtrado se
concentré usando un dispositivo de ultra filtracién VivaSpin 200 con un valor de corte de 10 kDa PM.

Ensayo de actividad de pNPG glucoamilasa:

Disoluciones de reactivo: tampén NaAc (tampén de citrato sédico 200 mM, pH 4,5); sustrato (p-nitrofenil-a-
Dglucopiranésido 50 mM (Sigma N-1377) en tampén NaAc (0,3 g/20 ml)) y disolucion de cese (tampodn glicina-NaOH
800 mM, pH 10). Se dispusieron 30 pl de sobrenadante filtrado en MTP fresco de 96 pocillos con fondo plano. A
cada pocillo se le afiadieron 50 ul de tampén NaAc y 120 pl de sustrato y se incubd durante 30 minutos a 50°C
(incubador/agitador Themolab systems iEMS, HT). La reaccion finalizé por adiciéon de 100 ul de disolucion de cese.
La absorbancia se midid a 405 nm en una lectora de MTP (Molecular Devices Spectramax 384 plus) yla actividad se
calculd usando un coeficiente de extincion molar de 0,011 uM/cm.

La actividad de GA se detemina como se expone a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2
Cepa Gen de: Proteina total (mg/ml) U GA/l Act. Espec.
GAV213 Monascus kaoliang 1,66 145 87

El caldo de fermentacion de Monascus kaoliang se compard con aquel de Aspergillus niger por andlisis SDS-PAGE.
Como se puede observar en la Figura 4, la produccién de glucoamilasa de Monascus kaoliang de tipo silvestre es
notablemente alta, y el rendimiento de la fementacién esta en el mismo orden que la cepa de Aspemillus niger,
dgr246.

Sorprendentemente, como se ilustra en la Figura 4, el caldo de fermentacién de Aspemillus niger contiene una alfa
amilasa segregada mientras que el caldo de fermentacion de Monascus kaoliang exhibe solamente la glucoamilasa.
Por lo tanto, parece ser que la glucoamilasa es la Unica enzima dominante segregada por Monascus kaoliang.

Ejemplo 2
Esclarecimiento de los genes de glucoamilasa de Monascus kaoliang

Para caracterizar mas la glucoamilasa de Monascus kaoliang, un cultivo de la cepa Monascus kaoliang (CBS302.78)
pre-desarrollado durante una noche en medio MD con 2% maltosa, se indujo durante 8 horas en medio MD nuevo
con 15% maltosa para iniciar la sintesis de glucoamilasa. Se aislé el ARN total de M. kaoliang usando el kit Qiagen
RNeasy® plant Mini (Cat# 74904). Se us6 Invittogen RNase AWAY (Cat#10328-011) para acarar todos los
materiales ylas superficies de trabajo de RNase.

Se us6 ARN total en la construccion de una biblioteca de ADNc usando un kit de construccion de bibliotecas
Cloneminer™ (Invitrogen, cat# 18249-029). Se dispusieron aproxmadamente 2920 colonias de la biblioteca en
medio 2TY [triptona Bacto (16 g/l), extracto de levadura Bacto (10 g/l), NaCL (5 g/l), Agar (15 g/l)] enriquecido con
kanamicina (50 ug/ml). Las colonias se transfiieron a una membrana Hybond-N (Cat# RPN2222N). Las membranas
se estudiaron para inserciones de ADNc de glucoamilasa por hibridacién Southern utilizando el sistema de
etiquetado y deteccién de Roche Applied Science, Indianapolis, IN 46250-0414 EE.UU. Una sonda homdloga que se
uso se aislé en un procedimiento de 2 etapas. Primero, se aisldé un fragmento intemo del gen de GA de Monascus
kaoliang por PCR del molde de la biblioteca de ADNc usando cebadores degenerados disefiados a partir de
fragmentos de aminoacidos que resulté en MS/LC: Deg.FW: 5-GAYTAYTTYTAYACNTGG-3' (SEC ID NUM:7) y
Deg.RV: 5-YTGRTANACRTCDTCNGG-3’ (SEC ID NUM:8). En la etapa siguiente, se aislé una sonda homologa por
PCR usando los cebadores homdlogos derivados de los fragmentos anteriormente mencionados: sonda de MkGA
FW: 5-CTGGTCAATGGTGACGTGAATC-3 (SEC ID NUM9) vy sonda de MkGA RV: 5-
GCAATACCCGAGTTGAGAGAGTAG-3’ (SEC ID NUM:10). Veintitrés (23) de las 2920 de estas colonias produjeron
una sefial de hibridacion positiva, y se confimé que contenian fragmentos de ADNc de glucoamilasa por andlisis de
secuendias. Los resultados del analisis de secuencias de estos fragmentos de ADNc de glucoamilasa demostraron
que hubo dos variantes de glucoamilasa distintas. Una primera variante mas larga, denominada en este documento
glucoamilasa I, codifica la glucoamilasa con un dominio de unién a almidén (SBD), y una segunda variante mas
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corta, denominada en este documento glucoamilasa |, codifica una glucoamilasa sin SBD (SEC ID NUM2 y SEC ID
NUM 5, respectivamente).

La diferencia entre las dos variantes es un hueco de 162 pares de bases al final de la regidn enlazadora que separa
el nucleo catalitico y el SBD (SEC ID NUM 3 y SEC ID NUM 6). Este hueco en la secuencia resulta en un
desplazamiento del marco de lectura de +1 a +3, y en consecuencia, una teminacién preliminar de la traduccién
parece explicar las dos formas de glucoamilasa. Ademas, se descubri6 que una mutacién extra en el ADNc de
glucoamilasa Il produce una sustitucion de aminoacidos de Prolina por Alanina en la posicién 507 (A507P).

Para obtener mas informacion sobre las posiciones de los intrones y del origen de las 2 especies de ADNc, se
realizd una reaccidn PCR en ADN gendmico usando cebadores especificos comenzando por el primer codén de
partida hasta el codon finalizador del SBD: MKGA FW: 5’-ATGATTGAC ACAAAACCGACTGATATCGTCTC-3’ (SEC
ID NUM:11) y MKGA RV: 5'-CTACTTCCAGCTGTCGTTGACGGTCAC-3’ (SEC ID NUM:12). La reaccién se efectud
en un ciclador ttmico MJ Research PTC-200 Peltier usando ADN polimerasa Taq Platinum® Taq de alta fidelidad
de Invitrogen (Cat# 11304-011)segun los protocolos del proveedor. Todo el producto de la reaccion PCR se purificé
usando el kit de purificacién de PCR Qiagen QIAquick® (Cat# 28106) segun el protocolo del fabricante. La reaccion
PCR exhibié dos bandas en un gel, en donde las bandas eran de aproximadamente 2,1kb y 2,3kb de largo (no se
muestran). Los analisis de secuencias demostraron que ambos fragmentos gendémicos codifican las formas de
glucoamilasa | y Il (SEC ID NUM 4 y SEC ID NUM 1, respectivamente). Dentro de las secuendias de exones, estos
fragmentos demostraron 100% de identidad con los clones de ADNc correspondientes anteriorente descritos. La
alineacion de secuendas pemitio la identificacién de 4 intrones dentro del gen de glucoamilasa |l mas largo. El gen
de glucoamilasa | mas corto carece exactamente del mismo tramo de 162 pares de bases al final del enlazador, y
porta la mutacién en la posicion 507 como el clon de ADNc mas corto. En funcién de estos resultados se puede
concluir que el genoma de Monascus kaoliang contiene dos genes de glucoamilasa muy relacionados que codifican
una proteina con y sin el SBD. También se descubrié que ambos genes dentro de la regién de superposicién son
practicamente idénticos, excepto por el cambio de un solo nudedétido.

Ejemplo 3

Uso de glucoamilasa de Monascus kaoliang a partir de caldo de fermentacion en la fementacion de etanol
convencional

El uso de glucoamilasa de M. kaoliang para sacarificar almidon licuado y dar soporte a la fermentacion de etanol se
comparo con una glucoamilasa de Aspemillus niger.

Se llevd a cabo un ensayo de fementacion de etanol de la siguiente manera: Se descongeld liquefact congelado
(almiddn licuado que tiene 32% de contenido sdlido seco (DS)) a 75°C, y luego se llevd a temperatura ambiente con
un pH medido de 5,6. Se proporcionaron levadura y etanol de Red Star Yeast Company. El Liquefact se dispense
luego en cantidades de 150 gramos en matraces de 250 ml Erlenmeyer. Se afiadieron a cada matraz 500 ml de una
disolucion de levadura/agua al 20% y 600 ml de disoluciéon de urea/agua al 10% (400 ppm). Las enzimas se
dosificaron de acuerdo con el disefio experimental de la Tabla 3. Como la actividad de la MkGA fue relativamente
baja, fue necesario un gran volumen para lograr la dosis deseada. Se afiadié agua a los matraces para mantener los
volumenes constantes. Los matraces se incubaron a 32°C en un agitador de aire forzado a 150 rpm.

Tabla 3
. unidades de glucoamilasa

Matraz Descripcion ul GA plagua ul total

(GAU)
1y2 AnGA 32,0 2101,0 2133,0 15,6
3y4 MkGA@0,325 1733,0 400,0 2133,0 15,6
5y6 MkGA @ 0,40 2133,0 0 2133,0 19,2
AnGA: Glucoamilasa de Aspergillus niger (487 unidades de glucoamilasa/g)
MkGA: Preparacion de glucoamilasa de Monascus kaoliang | y Il (9 unidades de glucoamilasa/g)

Se tomaron muestras de cada matraz en intervalos programados para analisis de HPLC y al final de la fermentacion
para analisis de almidon.

Para el analisis de HPLC, las muestras primero se centrifugaron, se diluyeron 1:10 en H2SO4 0,1 M, se calentaron a
75°C por 15 minutos y se filtraron a través de un filtro de 0,45 micrémetros. Se inyecté una muestra de 10 microlitros
en una columna de acido organico de HPLC Phenomenex Rezex conectada a un detector de indice refractario, en
donde las condiciones de ejecucién de la HPLC de 23 minutos fueron: 65°C con H2S0O4 0,01 N como la fase movil.

Para analisis de almidén residual insoluble (IRS), se dispuso una alicuota de 100 g de caldo de fementacién en un
Erlenmeyer de 250 ml mientras se agitaba con una varilla agitadora, la muestra se calenté a punto de ebullicion
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durante 10 minutos y luego se centrifugd (Caliente). El sobrenadante decantd, se dejo enfriar en hielo durante 10
minutos y después se calentd hasta temperatura ambiente. Se afiadié luego una muestra de 1,0 ml del
sobrenadante a 14 ml de H2O destilada en un tubo de ensayo volumétrico de 15 ml, y el residuo de almidén insoluble
se dejo reposar durante la noche. El volumen de almidon sedimentado se evalud visualmente.

Tabla 4

Datos de HPLC promedio

Mt Descringic h %PN | %PN | %PN | %PN| %PN | %PN | %PN | %VIV
atraz | Descripaon DP>3 | DP-3 | DP-2 | DP-1 | Lactico | Glicerol | Acético | Etanol

1,2 AnGA 17 7,68 0,10 4,08 2,98 0,12 1,22 0,04 7,91

24 6,19 0,15 148 2,89 0,12 1,35 0,05 10,21

40 1,21 0,16 0,26 2,07 0,08 1,45 0,08 13,70

48 0,78 0,13 0,35 1,05 0,06 1,48 0,09 14,41

34 |MGA@ 0,325 17 8,65 0,09 4,21 0,46 0,15 1,20 0,04 8,88

24 7,50 0,11 1,77 0,19 0,14 1,26 0,05 10,85

40 3,51 0,17 0,12 0,05 0,09 1,30 0,08 14,00

48 2,74 0,16 0,11 0,03 0,07 1,31 0,09 14,29

5,6 MGA @ 0,40 17 8,18 0,08 3,16 1,09 0,13 1,23 0,05 9,48

24 6,68 0,15 0,58 0,25 0,12 1,29 0,07 11,99

40 2,48 0,15 0,12 0,04 0,06 1,32 0,09 14,46

48 2,07 0,14 0,11 0,03 0,05 1,31 0,09 14,36

Como se observa en la Tabla 1 y en la Figura 5, se obtuvo una velocidad mas rapida de la fermentacion de etanol
usando glucoamilasa de M. kaoliang (MkGA) que con glucoamilasa de A. niger, cuando se compararon en base a un
numero equivalente de unidades de glucoamilasa (GAU)/g sdlidos secos (DS) de dosis de almidon licuado,
indicando una mejor eficiencia de la conversiéon de carbono. Los resultados finales del alcohol producido usando las
dos glucoamilasas fueron comparables, a aproximadamente 14,3%.

La cantidad de almidon residual insoluble (IRS) remanente después de la fermentacion de etanol del almidén licuado
en presencia de glucoamilasa fue mayor para la glucoamilasa de M. kaoliang (MKkGA) que para la glucoamilasa de A.
niger cuando se compararon en base a 0,325 GAU/g DS. No obstante, un incremento de 25% en la dosis de MKGA
(0,4 GAU/g DS) dejo niveles similares de IRS a 0,325 GAU/g DS de AnGA (Figura 6).

Ejemplo 4

Uso de glucoamilasa de Monascus kaoliang a partir del caldo de fementacién en la etapa de fermentaciéon de
elaboracion de cerveza

El uso de glucoamilasa de M. kaoliang para sacarificar carbohidratos de mosto y dar soporte a la fermentacion de
etanol se comparé con DIAZYME® X4, que comprende una glucoamilasa de Aspemillus niger (AnGA). Los ensayos
de fementacion se realizaron usando mosto con IUpulo preparado con el kit Bitter Home Brew de Munton’s, que
tiene una gravedad especifica inicial de 1056,7 (es decir, 13,92 °Plato).Se afiadieron 200 ml del mosto a cada
matrazde 500 ml (recipiente de fermentacion; FV), que luego se sometié a una autoclave a 99°C durante 10 minutos
ydespués se enfrid. Se realizaron las siguientes adiciones a los matraces:

- Los matraces de control negativo recibieron 1 ml de agua estéril;

- Los matraces de control positivos recibieron 1 ml de una dilucion de 100 veces de DIAZYME® X4 (glucoamilasa
concentrada derivada de una cepa de Aspergillus niger) provista por Genencor International, equivalente a una
velocidad de adiciéon de 5 g DIAZYME® X4 por hl de adicion de mosto;
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- Los matraces de ensayo recibieron 1 ml de 2,9 g— 5 ml de diluciéon de la glucoamilasa de Monascus kaoliang,
equivalente a la misma velocidad de adicién, en téminos de unidades de actividad de glucoamilasa afiadida por hli
de adicion de mosto, que aquella utilizada para DIAZYME® X4 en el control positivo.

Cada matraz se dosifico con levadura W34/70 (Weihenstephan) a una velocidad de 10,106 por ml por °Plato, la
fermentacion se dejo proceder bajo condiciones de ensayo de laboratorio estandarizadas (una temperatura elevada
de 22,5 °C, con agitacion moderada de 100 rpm, en un incubador orbital por hasta 165 horas). Cada matraz se
analizd en intervalos programados con respecto a pérdida de peso y gravedad especifica, mientras que el grado real
de fementacion (RDF, que es la atenuacion real expresada en forma de porcentaje) se calculd para el mosto
fermentado final (cerveza), y una muestra se sometié a andlisis HPLC de la composiciéon de carbohidratos y los
productos de fementacién, empleando los métodos expuestos en el Ejemplo 3.La gravedad especifica del mosto
antes, durante ydespués de la fermentacién se midié usando un hidrometro de gravedad especifica o un medidor de
densidad Anton-Paar (p. ej., DMA 4100 M) y la atenuacion real se calculd y expreso6 en forma de porcentaje como
RDF de acuerdo con las férmulas enumeradas por Ensminger (véase http://hbd.org/ensmingr/ "Beer data: Alcohol,
Calorie, and Attenuation Levels of Beer"). El control de la pérdida de peso durante la fermentacion proporciona una
medida indirecta de la evolucion de CO2 y en consecuencia de la formacion de etanal.

Tabla 5

Ensayo de fermentacion : Adicion de MkGA o DIAZYME® X4 al FV

Enzima(s) aRadida Velomd:ad de SG sélidos RDF SG Extracto Gll_cerol Et_anol
dosis inicial final real final final
0,
(g/hl) Pl(afo) (%) @ | (%ph) |(%viv)
Control (sin enzima) 1,057 | 13,923 | 63,280 1,012 5,112 0,243 5,452

1,057 | 13,923 | 63,132 1,013 5133 0,247 | 5,326

1,057 | 13,923 | 63,429 1,012 5,092 0,239 | 5,349

1,057 | 13,923 | 63,280 1,012 5,112 0,242 | 5,380

promedio 1,057 | 13,923 | 63,280 1,012 5112 0,243 5,377

Desv. estandar| 0,000 | 0,000 0,122 0,000 0,017 0,003 | 0,055

UL 1057 | 13.923 | 63474 | 1013 | 5139 | 0248 | 5464
L 1057 | 13.923 | 63087 | 1012 | 5085 | 0237 | 5290
DIAZYME® X4 (Lote # 5 1057 | 13923 | 79048 | 1001 | 2792 | 0256 | 6612

1681046910) 409,9 GAU/g

1,057 | 13,923 | 80,403 1,001 2,728 0,267 | 6,742

1,067 | 13,923 | 79,797 1,001 2,813 0,283 | 6,783

1,057 | 13,923 | 79,645 1,002 2,834 0,272 | 6,806

promedio 1,057 | 13,923 | 79,948 1,001 2,792 0,270 | 6,736

Desv. estandar| 0,000 | 0,000 0,327 0,000 0,046 0,011 0,087

UL 1,057 | 13,923 | 80,469 1,002 2,864 0,287 | 6,874
LL 1,057 | 13,923 | 79,428 1,001 2,719 0,252 | 6,598
MkGA 409,9 GAU equiv. 5 1,057 | 13,923 | 77,376 1,003 3,150 0,278 | 6,250

1,057 | 13,923 | 77,679 1,003 3,108 0,260 | 6,207

1,057 | 13,923 | 77,830 1,003 3,087 0,271 6,616

1,057 | 13,923 | 78,435 1,002 3,002 0,258 | 6,673

promedio 1,057 | 13,923 | 77,830 1,003 3,087 0,267 | 6,437

Desv. estandar| 0,000 | 0,000 0,445 0,000 0,062 0,009 | 0,242

UL 1,057 | 13,923 | 78,538 1,003 3,185 0,282 | 6,821

LL 1,057 | 13,923 | 77,122 1,002 2,988 0,251 6,052

El analisis de la cerveza final, producido por fermentaciéon en presencia de un nimero equivalente de unidades de
glucoamilasa de MkGA en comparacion con DIAZYME® X4, revelé que la glucoamilasa MkGA produjo un
rendimiento ligeramente inferior con respecto a la produccion de etanol, pérdida de peso (produccion de CO») y RDF
(véanse las Tablas 5-7 y la Fig. 7). De manera correspondiente, el contenido de oligosacaridos que tienen una
polimerizacién de DP4 y superior se elevo en la cerveza final producida con glucoamilasa MkGA. Estos resultados
demuestran claramente que DIAZYME® X4 puede sustituirse con glucoamilasa MkGA para generar carbohidratos
fermentables en el mosto para dar soporte a la fermentacion de etanol. Es probable que un incremento de la dosis
de glucoamilasa MkGA en el recipiente de fermentacion resista velocidades de produccion de etanol similares o
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mayores que aquella de DIAZYME® X4, en funcion de la produccidon mejorada de etanol observada con las
velocidades de dosis mayores de MkGA expuestas en el Ejemplo 3.

Tabla 6

Analisis HPLC de carbohidratos de los mostos fermentados

. DP1 DP1
Enzima(s) anadidas Indice de dosis DP2 DP3 DP4+ Total
Fructosa | Glucosa
(g/hl) (% phv) (Y%phN) [(%pN) | (Y%pN) | (Y%pN) | (Yoplv)
Control (sin enzima) 0,055 0,044 0,191 0,360 2,783 3,432

0,066 0,042 0,189 | 0,366 2,830 3,493

0,070 0,045 0,169 | 0,360 2,750 3,394

0,065 0,041 0,173 | 0,347 2,761 3,387

Promedio 0,064 0,043 0,180 | 0,358 2,781 3,426

Desv. estandar | 0,006 0,002 0,011 0,008 0,035 0,049

uL 0,074 0,046 | 0198 | 0371 | 2837 | 3,504
LL 0,054 0,040 | 0162 | 0346 | 2725 | 3,349
DIAZYME® X4 (Lote # 5 0,048 0,033 | 0200 | 0289 | 0637 | 1208

1681046910) 409,9 GAU/g

0,047 0,032 0,183 | 0,284 0,633 1,179

0,049 0,031 0,186 | 0,291 0,655 1,212

0,050 0,031 0,202 | 0,302 0,652 1,237

Promedio 0,048 0,032 0,193 | 0,291 0,644 1,209

Desv. estandar | 0,001 0,001 0,010 | 0,008 0,011 0,024

UL 0,050 0,034 0,208 | 0,304 0,662 1,246
LL 0,047 0,030 0,177 | 0,279 0,627 1,171
MkGA 409,9 GAU equiv. 5 0,058 0,037 0,220 | 0,318 0,835 1,467

0,058 0,037 0,224 | 0,323 0,830 1,472

0,059 0,037 0,217 | 0,338 0,885 1,635

0,057 0,035 0,159 | 0,287 0,808 1,346

Promedio 0,058 0,036 0,205 | 0,316 0,840 1,455

Desv. estandar | 0,001 0,001 0,031 | 0,021 0,032 0,079

UL 0,059 0,038 0,254 | 0,350 0,891 1,581

LL 0,056 0,034 0,156 | 0,282 0,788 1,329
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Tabla 7A
Datos de pérdida de peso
Matraz |Enzima Peso del matraz (g)
Vacio |Comienzo| 24h | 48h | 117h | 144h | 165h
1 Control (sin enzima) 178,06 389,1 383,7 | 380,9 | 380,4 | 380,3 | 380,37
2 171,82 383,1 376,7 | 3748 | 3744 | 374,3 | 374,38
3 171,88 385,2 377 | 376,6 | 376,2 | 376,2 | 376,27
4 172,92 384,5 378 | 376,2 | 375,8 | 375,7 | 375,74
5 ?éﬁmg?o))%;g%iwg 171,3 383,4 376,2 | 373,8 | 372,6 | 372,3 | 372,32
6 179,29 3914 383,3 | 381,6 | 380,4 | 380,2 | 380,22
7 160,74 3724 365,4 | 362,9 | 361,7 | 361,5 | 361,45
8 178,86 390,2 383,9 | 380,8 | 379,6 | 379,3 | 379,26
9 MkGA 409,9 GAU equiv. 162,03 374 368,5 | 364,6 | 363,5 | 363,3 | 363,26
10 173,02 3845 378,55 | 3751 | 374 | 373,8 | 373,76
11 177,48 388,8 382,5 | 3794 | 378,3 | 378,1 | 378,05
12 175,28 387,7 3795 | 3779 | 377 | 376,7 | 376,74
Tabla 7B
Datos de pérdida de peso (% del peso inicial)
Enzima(s) afadidas Velocidad do | Pérdida do poso
(g/hl) 0 24 48 117 144 165
Control (sin enzima) 0.00% | 2.56% 3.89% | 412% | 417% | 4.14%
0.00% | 3.03% | 3.93% | 4.12% | 4.17% | 4.13%
0.00% | 3.84% | 4.03% | 4.22% | 422% | 4.19%
0.00% | 3.07% | 3.92% | 411% | 4.16% | 4.14%
Promedio 0.00% | 3.13% | 3.94% | 414% | 4.18% | 4.15%
Desv. estandar | 0.00000 | 0.00532 | 0.00063 | 0.00051 | 0.00028 | 0.00026
UL 0.00% | 397% | 4.04% | 4.22% | 4.22% | 4.19%
LL 0.00% | 2.28% | 3.84% | 4.06% | 4.13% | 4.11%
?:Sﬁw;(:)o))(%;ggwg 5 0.00% | 3.39% | 4.53% | 5.09% | 523% | 5.22%
0.00% | 3.82% | 4.62% | 519% | 5.28% | 527%
0.00% | 3.31% | 4.49% | 5.06% | 515% | 5.17%
0.00% | 298% | 4.45% | 5.02% | 5.16% | 5.18%
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Datos de pérdida de peso (% del peso inicial)

Velocidad de Pérdida de peso

Enzima(s) anadidas dosis (%) a:

Promedio 0.00% | 3.38% | 4.52% | 5.09% | 5.21% 5.21%

Desv. estandar | 0.00000 | 0.00345 | 0.00074 | 0.00073 | 0.00063 | 0.00046

UL 0.00% | 3.92% | 4.64% | 520% | 5.30% 5.28%
LL 0.00% | 2.83% | 440% | 497% | 511% 5.14%
MkGA 409.9 GAU equiv. 5 0.00% | 259% | 4.43% | 4.95% | 5.05% | 5.07%

0.00% | 2.84% | 4.44% | 497% | 5.06% | 5.08%

0.00% | 2.98% | 4.45% | 497% | 5.06% 5.09%

0.00% | 3.86% | 4.61% | 5.04% | 5.18% 5.16%

Promedio 0.00% | 3.07% | 4.49% | 4.98% | 5.09% | 5.10%

Desv. estandar | 0.00000 | 0.00552 | 0.00086 | 0.00038 [ 0.00061 | 0.00042

UL 0.00% | 3.95% | 4.62% | 5.04% | 5.18% 5.16%

LL 0.00% | 219% | 4.35% | 4.92% | 4.99% 5.03%

Ejemplo 5
Purificacién de MKGA | y MKGA Il y su uso en la etapa de fermentacion de la elaboracion de cerveza
Purificacién:

Se desarrolld CBS302.78 de Monascus kaoliang en placas de agar PDA. Para iniciar la fermentacion del pre-cultivo
se usa una pieza (~1 sz) de una placa PDA con CBS302.78 de M. kaoliang para inocular 50 ml de medio LD-
maltosa en un matraz de agitacion desviador estéril de 250 ml. El cultivo se desarmollé durante 2 dias a 28°C y se
cosechd. Se transfirieron 50 ml de este cultivo a 1000 ml de medio LD-maltosa en un Fernbac desviadorde 2,8 | yse
incubd 4 dias a 28°C con pH fijado a 5,0 0 5,5. El cultivo celular se cosechd y se aclard el medio por centrifugacion
(4000 rpm a 15 min.) yfiltracion (VacuCap 90, 0,2 mm). Después, el fermento se concentrd y conservo a -20°C.

Se purificaron MkGA | y MKGA Il de la siguiente manera: el caldo de fermentacién clarificado se traté con carbono
activo para eliminar el exceso de pigmentos de Monascus kaoliang segregados tales como: Monascina, ankaflavina
y monascorubrina. Por lo tanto, al caldo de femento se le afadié 2% (p/v) Norit SA Plus y se dejo agitar a TA
durante 20 min. Esta suspension se centrifugd a 4000 rpm durante 20 min. y se filtré (0,2 mm) antes de diluifa 1:4
con tampdn A (Na-Acetato 25 mM pH 4,3) utilizado para la primera columna. La cromatografia se llevd a cabo
manualmente en un sistema de FPLC BioRAD. Se efectué una columna de 15 ml de B-ciclodextrina inmovilizando -
ciclodextrina (Sigma-Aldrich; CAS nr:68168-23-0) en Sepharose™ 6B activada con epoxi (GE Healthcare; Lote:
10021987).Esta columna de B-CD se equilibré6 con tampdn A a un caudal de 2 mlimin. Este caudal se mantuvo
durante toda la purificacion. La muestra que contenia 500 M-GAU se cargd en una columna a través del tubo de
entrada y las fracciones de 10 ml se recogieron durante la purificacion. Se pudo recoger MkGA | en el flujo y el
tampoén se intercambié a 100% tampon B (a-ciclodextrina 10 mM en Na-acetato 25 mM pH 4,3) después de la
estabilizacion de la situacién inicial por lavado extensor con el tampén A. La MkGA Il ligada se eluyo de la columna y
el tampon se volvid a intercambiar finalmente a A después de eluir toda la proteina. La proteina en el flujo y la
elucién se analizaron para actividad de glucoamilasa y por SDS-page.

Todos los geles SDS-page se efectuaron con el gel Invitrogen NuPage® Novex 10% Bis-Tris 1,0 mm, 10 pocillos
(Cat#NP0321 caja), véanse estandar pre-tefiido Blue® Plus2 (Cat# LC5925) y tampdn de corrida NUPAGE® MES
SDS (Cat# NP0002) de acuerdo con el protocolo del fabricante. Tincion con azul de Coomasie brillante.

Las fracciones que contenian MkGA | y MKGA Il se mezclaron por separado y se elimind la a-ciclodextrina pasando
la muestra por columnas PD10. Las fracciones que contenian GA se concentraron en tubos centrifugos de
ultrafiltracion Vivaspin™ hasta aproximadamente 20 mg/ml (25 ml, 10K MWCO, Sartorius).

El flujo de la columna de B-ciclodextrina con MKGA | contuvo cantidades pequefias de MkGA Il (<10%) y se purifico
adicionalmente. La muestra de MKGA | se cambié a tampén C (tampdn de citrato 20 mM pH3,5) por dialisis
extensiva. Se cargaron 4 ml de muestra (correspondientes a 100 GAU) en una columna SPFF HiTrap de 1 ml
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equipada en un sistema Akta Phamacia FPLC (GE Healthcare) pre-equilibrado con tampén C y operando con un
flujo de 1 ml/min. Las proteinas ligadas se separaron con un gradiente de 20 CV en 50% tampdn D (tampdn de
citrato 20 mM pH 3.5, NaCl 1 M). Las fracciones pico se recogieron y analizaron para actividad de glucoamilasa y
por SDS-page. De este modo, se obtuvieron MKkGA | y MKGA Il completamente puras.

La secuencia de aminoacidos de las MkGA | y MkGA Il purificadas se obtuvo por analisis MS (SEC ID NUM. 6 ySEC
ID NUM. 3) y concordd con las secuencias de ADNc traducidas.

Se ensayo la actividad de glucoamilasa con un ensayo Megazyme R-AMGR3 (M-GAU) de acuerdo con la
descripcion del fabricante (véase ejemplo 6). La dilucién y el mezclado se efectuaron en placas ELISA de 96 pocillos
en un aparato Biomek 3000 (Beckman Coulter).

Analisis del proceso de elaboracién de cerveza:

MkGA I, MKGA I, AnGA (DIAZYME® X4) y TrGA se ensayaron en experimentos de elaboracion de cerveza. En esta
configuracion, se prepara un mosto usando extracto de malta Munton’s. Se disolvieron 340 g de extracto de malta
Munton’s en 1500 ml de agua caliente. A esta suspension se le afiadieron 5 granulos de lupulos, se ajusté el pH a
5,2 por H2SO4 y se sometié a ebullicidon durante 1 hora antes de someterse a una autodave a 121°C durante 15
minutos. Después, a 0,6 g de levadura W34/70 (Weihenstephan) recién producida se le afiadieron 100 g de mosto
enfriado junto con las distintas enzmas. Las enzimas se dosificaron en cantidad similar de proteina (0,066 mg GA/ml|
de mosto) o actividad de - D-maltésido similar (0,16 M-GAU/m| de mosto).

Los mostos se fermentaron a 18°C y se agitaron moderadamente a 150 rpm en matraces conicos de 500 ml. La
actividad residual se midi6 antes y después de la fermentacion. La produccién de etanol se midié indirectamente por
la pérdida de peso de los fementos. El alcohol se midié en un medidor de densidad Anton-Paar (p. ej., DMA 4100
M) y se calculé la atenuacion real y se expres6 en forma de porcentaje como RDF de acuerdo con las férmulas
mencionadas por Ensminger (véase http:/hbd.org/ensmingr/ "Beer data: Alcohol, Calorie, and Attenuation Levels of
Beer").

Analisis de carbohidratos de mosto fermentado:

Las muestras retiradas de la fementacién se analizaron en un sistema de HPLC Gilson con un automuestreador
Gilson 234. Los parametros de HPLC fueron los siguientes: fase movil: agua Milli-Q, flujo: isocratico, 1ml/min,
Columna: Phenomenex RSO - Oligosacarido, temperatura de la columna: 75°C, volumen de inyeccién: 20 ml,
Detector: indice refractario (detector Rl Laserchrom Schambeck), Integracion: Manual, preparacién de la muestra:
dilucion 2 veces en agua Milli-Q (2,5 ml de muestra + 2,5 ml de agua) y filtracion a través de filtros de jeringa de 0,45
mm, cuantificacion: areas del pico en porcentaje de area del pico del estandar. Se cuantificaron las siguientes
muestras: etanol, glicerol, glucosa, DP2, DP3, DP4, DP4+ (todas encimas e incluyendo DP4) y DP1-4+.

Como se observa en la tabla 8, el efecto de MKGA | fue superior a MkGA Il en ambos experimentos de dosis y
demostré ser comparable dentro del error experimental con el efecto obtenido usando o bien AnGAo TrGA.

Tabla 8
Analisis de elaboracion de cerveza — Andlisis de elaboracion de cerveza —
dosificada en proteina 0,066 mg GA/ml| dosificada en actividad 0,16 M- GAU/ml
mosto mosto
RDF (%) Estandar RDF (%) Estandar

MkGA | M. kaoliang 77,81 0,130 77,73 0,255
MkGA Il M. kaoliang 77,03 0,141 77,28 0,156
ANGA

(DIAZYME® A. niger 77,42 0,203 78,19 0,184

X4)

TrGA T. reesei 77.71 0.205 77.85 0.141

Tabla 8. Valores RDF deteminados para las GA mencionadas al FV en las dosis indicadas, usando un mosto de
extracto de malta. Los resultados son un promedio de 3 determinaciones.

De acuerdo con los valores RDF obtenidos, MKGA I, MKGA Il yDIAZYME® demostraron un recambio muy similar de
oligosacaridos en el mosto durante el periodo de fetmentacion (96 h) (Fig. 8). La unica diferencia notable es que
DIAZYME® X4 demuestra un consumo inicial ligeramente mas rapido de oligosacaridos DP3 y DP4+ en
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comparacion con MKkGA | y MkGA Il. Esto, no obstante, no afecta el resultado final de la composicion de
oligosacaridos residual ylos valores RDF obtenidos.

Ejemplo 6
Termoestabilidad de MkGA | y MKGA Il en tampédn yen cerve za:

La actividad de glucoamilasa de MKGA |, MkGA Il, DIAZYME® X4 (AnGA) y TrGA se deteminé en cerveza pH(4,3 —
4,6) y en tampodn de Na-Acetato pH(4,7) usando un ensayo de pasteurizacion a escala de laboratorio (en el intervalo
de 0 a 42 PU).

Determinacion de la actividad de M-GAU:
El ensayo es una version a escala de ELISA del ensayo Megazyme R-AMGR3.

Sustrato: p-Nitrofenil-B-maltésido (4 mM), mas B-glucosidasa termoestable (5 U/iml): se disuelven los contenidos de
un vial en 10 ml de agua milli-q, se divide en alicuotas de 1ml y se conserva congelado.

Tampodn: tampdn de acetato de sodio 200 mM (pH 4,5). Se afiaden 5,9 m de acido acético glaciar (1,05 g/ml) a 900
ml de agua milli-q. Se ajusta el pH hasta pH 4,4 por adicion de disolucion de NaOH 1 M (4 g/100 ml) (se requieren
aprox. 30 ml). Se ajusta el volumen hasta 1 | yse conserva en un frasco bien cerrado a 4°C.

Se diluyen muestras enzimaticas por un factor 10 en tampon de acetato sédico (se diuyen mas con el mismo
tampdn si es necesario, pero cabe recordar que la primera dilucién es siempre necesaria para llevar el pH a 4,5). En
una placa de 96 pocillos: se mezclan 20 pl de sustrato con 20 pl de disolucidon enzimatica y se incuban a 40°C con
agitacion durante 10 minutos. Se afiaden 300 ul de 2% base de Trizma para finalizar la reaccién y desarrollar el
color.

Se mide la absorbancia a 400 nm contra un testigo reactivo. Los testigos se preparan afadiendo 300 pl de disolucién
base Trizma (2%) a 20 pl de sustrato con agitacién vigorosa, seguida de disolucién de enzima (20 pl). La actividad
se calcula de la siguiente manera:

Mg 340 1 1 Dilucién
Actividad (GAU/mI) = 10 20 18,1 088

En donde: GAU = unidades de actividad de glucoamilasa. Una unidad es la cantidad de GA que libera un mmol de of
p-nitrofenol del sustrato por minuto al pH y la temperatura definidos. AAA0Q = absorbancia (reaccién) - Absorbancia
(testigo). 10 = tiempo de incubacidon (min). 340 = volumen de reaccion final (ul). 20 = volumen de enzima ensayada
(ul) 18,1 = E mM p-nitrofenol en 2% base trizma (pH ~ 8,5) at 400 nm (unidad: pM-1*cm-1). 0,88 = trayecto de luz
(cm)

Ensayo de pasteurizacion:

La pérdida relativa de actividad de glucoamilasa se determind en cerveza desgaseada o tampdn de acetato en un
ensayo de pasteurizacion a escala de laboratorio. La muestra se diluyd 1:10 en cerveza o tampodn y se transfirié a
una cubeta de vidrio delgado y se dispuso en un bafio de agua a 72°C en donde se midieron el tiempo y la
temperatura. Las muestras se retiraron con el transcurso del tiempo (0 a 100 seg) y se mantuvieron en hielo antes
de deteminar la actividad residual. La dilucién y el mezclado se realizaron en placas ELISA de 96 pocilos en un
Biomek 3000 (Beckman Coulter). Para medir la termoestabilidad enzimatica bajo las condiciones utilizadas en los
presentes experimentos, se determind la actividad de GAU antes ydespués de la incubacién de las enzimas. Se usé
cerveza o tampdn como testigo. La energia acumulada se convirtié a unidades de pasteurizacion PU, un indice de
energia equivalente, con la ecuacion expuesta arriba. Los datos se presentan como la pérdida de actividad relativa.

La termoestabilidad se determind en Pilsner desgaseada regular (Royal Export Pilsner) pH (4,5) para MkGA |, MKGA
Il, MKGA I+MKGA Il, DIAZYME® X4 (AnGA) y TrGA. A partir de los resultados de la tabla 9, se observa que MkGA |
es significativamente mas temolabil que las otras glucoamilasas ensayadas en la cerveza Pilsner. MkGA | se
inactiva completamente con menos de 26 unidades de pasteurizaciéon (PU) usando una temperatura de
pasteurizacion de 72°C. En comparacion, la MKGA Il requiere 100 PU, y AnGA y TrGA necesitan mas de 200PU
paraser inactivadas. Notablemente, MkGA | se trunca y carece del SBD en comparacion con MkGAIl, AnGA y TrGA
que tienen todas la misma estructura de dominio con un dominio catalitico y un SBD.
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Tabla 9
Actividad de glucoamilasa residual en cerveza después de la pasteurizacion a
72°C
AnGA
Unidades de D MkGAI MkGAII MKkGA IITMkGA (DIAZYME TrGAT. reesei
. .z . . . 1
pastet:)rllJzaclon muestra| M- k?ohang M. k_a_ollang M. kaoliang ®X4) (fermento)
[PU] (purifcada) | (purificada) | e ooy A. niger
(producto)
0,000 1 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000
0,020 2 0,840 0.895 0,910 0,974 0,956
0,180 3 0,122 0,700 0,375 0,857 0,945
2,190 4 0,036 0,547 0,144 0,774 0,898
6,770 5 0,021 0,230 0,074 0,561 0,612
13,16 6 0,004 0,110 0,020 0,474 0,471
26,81 7 0,000 0,031 0,002 0,349 0,271
48,69 8 0,000 0,015 0,002 0,225 0,202
75,20 9 0,000 0,002 0,000 0,164 0,153
102,2 10 0,000 0,000 0,000 0,125 0,114

Tabla 9. Actividad de glucoamilasa residual después de incrementar la pasteurizacién a 72°C en cerveza de MkGA |,
MkGA I, MKGA 1+MkGA Il (MkGA), AnGA ((DIAZYME® X4) y TrGA. La actividad residual se calcula como la
actividad real dividida con la actividad inicial (0 PU) ylos resultados son un promedio de 3 deteminaciones.

Ademas, las pasteurizaciones a 72°C se realizaron en cervezas con gravedad especifica ampliamente distinta (es
decir, °Plato): Budweiser Pilsner pH (4.5), Newcastle Brown Ale pH(4,3), Thisted bryghus Porter pH(4,6) y Na-
Acetato 0,1M pH (4,7) utilizados en los estudios previos de temoestabilidad de MkGA | y MkGA Il (1). Es daro a
partir de los resultados que se exponen en la Figura 9 que MkGA | y MkGA Il son mas termolabiles en cerveza que
el tampon de Na-Acetato, mientras que la termoestabilidad de DIAZYME® X4 (AnGA) no cambia significativamente
entre el tampdn y la cerveza. Sorprendentemente, la actividad residual de MkGA |, que posee la temoestabilidad
mas baja, se reduce mas rapido en cerveza, y la glucoamilasa puede inactivarse completamente en todas las
cervezas con menos de 25PU en comparacion con el tampdn, que mantiene una actividad residual pequefa pero
significativa (2%) después de la pasteurizacion con 42PU. Thisted bryghus porter es la cerveza en la que MkGA | y
MkGA Il demuestran lamas baja termoestabilidad.

Ejemplo 7

Para expresar ambas formas de glucoamilasa de M. kaoliang, MKGA | y MkGA Il, en el hospedante heterdlogo
Hypocrea jecorina (Trichodemrma reesei anamorfo), ambas secuencias gendmicas y de ADNc de los dos genes
correspondientes se ampliaron por PCR o bien de ADN genémico de M. kaoliang o de una biblioteca de ADNc
combinada preparada como se describié en los ejemplos anteriores con los cebadores en direccion 5’ y en direcciéon
3’ que se indican a continuacién (SEC ID NUM: 13-15)

directa - 5'GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC AGGCTCACCATGGTGAAGATCAGCATAAATCCCATC 3YSEC ID
NUM:13),

inversa | (para MkGA Il) - 5° ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTACTTCCAGCTGTCGTTGACGGTC 3’ (SEC
ID NUM: 14) and

inversa Il (para MkGA 1) - 5 ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACCGTCCCGTGCCATAGGGGCGTG 3'(SEC
ID NUM: 15).

Ademas, un fragmento adicional que codifica glucoamilasa MkGA | pero que comienza en otro codon ATG

encontrado en el marco en direccién 5’ del comienzo putativo de la traduccion (SEC ID NUM:17) se amplié utilizando
un cebador en direccion 5’:
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5' GGGACAAGTTT GTACAAAAAAGCAGGCTATGATTGACACAAAACCGACTGATATCGTCTC 3' (SEC ID NUM:16)

Todos los cebadores incluyeron los sitios de recombinacion especifica attB1 y attB2 compatibles con una tecnologia
de clonacion Gateway (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) para facilitar la clonacion de los fragmentos ampliados o
bien en el vector pDONR™ 221 0 en pDONR™/Zeo seguido de una segunda reaccion de recombinacion con el
vector de destino pTTTpyrG13 (Fig. 10). Este vector pemitié la expresion de los genes de MKGA | y MKGA Il en
células de H. jeconina y se describié en el documento WO2010141779A1. Contiene el promotor derivado de T.
reesei cbhl y regiones teminadores que promueven una fuente de expresion inducible de un gen de interés, el
marcador selectivo de Aspergillus nidulans amdS y pyrG que confiere crecimiento de transformantes en acetamida
como una unica fuente de nitrégeno en ausencia de uridina, y las regiones de telomero de T. reesei que pemiten el
mantenimiento de plasmido no cromosoémico en una célula fingica. El promotor y las regiones terminadoras de cbhl
estan separados por el gen de resistencia a cloroanfenicol, CmR, y el gen ccdB letal para E. coli, flanqueado por
sitios de recombinacion especifica bacteridfagos lambda attR1, attR2. Dicha configuracion pemite la seleccion
directa de recombinantes que contienen las secuencias de M. kaoliang GA bajo el control de los elementos
reguladores de cbhl en la orientacidn correcta mediante la reaccion de recombinacién de Gateway® LR. Los
plasmidos de expresion final se presentan en la Fig. 11 y la identidad de las secuencias gendémicas y de ADNc
especificas se confi6 mediante un analisis de secuencias. Todas las etapas de clonacién se realizaron de acuerdo
con las recomendaciones del proveedor (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.).

Los plasmidos aislados se transformaron en la cepa H. jecorina Quad con cuatro celulosas principales eliminadas
(Acbh1, Acbh2, Adgl1, Degl2, pyr4-) usando un método de PEG-protoplastos descrito en otra parte
(US20110020899). Los transformantes elegidos para desarrollo en medio minimo con acetamida como fuente de
nitrégeno se cosecharon, y se usd una mezcla de esporas para inocular el medio de produccién de Glicina (4,7 g/l
(NH4)2S04, 33 g/l 1,4-Piperazinabis(acido propanosulfénico), Ph 5,5, 6,0 g/l dlicina, 5,0 g/l KHoPOs4, 1,0 g/l
CaClaxH20, 1,0 g/l MgSO4x7H20, 2,5 ml/l de 400X elementos traza de T. reesei {5 g/l FeSOs7H-20, 1,4 g/l
ZnS0O4x7H20, 1,6 g/l MnSO4xH20, 3,7 g/l CoClaxeH20}, 20 g/l Glucosa, 0,6 g/l Sophorose). Después del desarrollo
durante 5 dias a 28C en matraces de agitacién en un agitador rotatorio a 200 rpm, las muestras de cultivo se
cosecharon y analizaron para producciéon de glucoamilasas de M. kaoliang mediante analisis SDS-PAGE y ensayo
de actividad usando paranitrofenil-a-D-glucopiranésido como sustrato. El analisis SDS-PAGE y el ensayo de
actividad de la glucoamilasa se efectuaron como se describio en el ejemplo 1.

Como se observa en la Fig. 12 y a continuacion en la tabla 10, ambas formas de MkGA | y Il se expresaron
exitosamente en su forma activa en el hospedante heterdlogo H. jecorina. Para ambos genes, solamente las
secuencdias gendmicas resultaron en expresion detectable de las correspondientes moléculas de glucoamilasa. Se
observd una expresidon mas pronunciada cuando se utilizé el codéon ATG en direccién 3 como el inicio de la
traduccion, indicando que podra ser el verdadero comienzo del péptido de senal.

Tabla 10: Actividad de glucoamilasas de M. kaoliang expresadas en foma heterdloga. Las muestras de
fermentacion se diluyeron de manera equivalente y se midié la actividad contra para-nitropfenil-a-D-glucopirandsido

Muestra Actividad, O.D. 405 nm
Mk GAIl genémica 0,68

Mk GAIl ADNc 0,1

Mk GAl gendémica 0,7

Mk GAl ADNc 0,084

Mk GAl gendmica+ATG 0,42

Receptor 0,08

Se analizaron por MS T. reesei que expresan MkGA-I/-Il. Se llevé a cabo un analisis de secuencias parciales (que
cubren 70% de la secuencia total) en proteinas maduras de M. kaoliang y T. reesei (purificadas a partir de SDS-
page, véase la Fig 13) ydemostré que las respectivas variantes eran 100% idénticas (no se muestra). Se examiné la
termoestabilidad de MkGA-I/-1l de T. reesei (el femento bruto) y fue muy similar a las enzimas de tipo silvestres
purificadas a partir de M. kaoliang (Tabla 11). Cabe destacar que fue posible inactivar gMkGA | producida en T.
reesei con menos de 42 PU.

Tabla 11. Actividad de glucoamilasa residual como una funcion de las unidades de pasteurizacién aplicadas a 72°C
en cerveza de MKGA | y MKGA Il de M. kaoliang y T. reesei. La actividad residual se mide en un sustrato de B-D-
maltésido y se calcula como la actividad real dividida con la actividad inicial (0 PU) y los resultados son un promedio
de 3 determinaciones.
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Actividad residual de glucoamilasa después de la pasteurizacién a 72°C
pggtlgiggzc?gn ID muestra Mfléaej}é:nlg. M’L(SO'?I';L.@AI/’. gl\l/l’kecc;e/:leir OMKGALI T. Reesel
[PU] (purificada) (purificada) (fermento) (fermento)
0,000 1 1,000 1,000 1,000 1,000
0,001 2 0,830 0,954 0,810 0,990
0,005 3 0,470 0,892 0,530 0,920
0,167 4 0,063 0,849 0,155 0,840
1,557 5 0,040 0,407 0,042 0,610
3,990 6 0,024 0,225 0,031 0,330
16,70 7 0,001 0,101 0,020 0,150
42,60 8 0,000 0,058 0,000 0,070
66,58 9 0,000 0,010 0,000 0,040
99,98 10 0,000 0,000 0,000 0,010
239,6 11 0,000 0,000 0,000 0,000
563,7 12 0,000 0,000 0,000 0,000

MKkGA | y MKGA Il expresadas tanto en H. jecorina como en M. kaoliang se ensayaron en experimentos de
elaboracion de cerveza. Se preparé un mosto usando extracto de malta Munton’s. Se disolvieron 340 g de extracto
de malta Munton’s en 1500 ml de agua caliente. A esta suspension se afiadieron 5 granulos de lupulos, se ajusto el
pH a 5,2 con H2SO4.y se sometidé a ebullicion por 1 hora antes de someter a autoclave a 121°C por 15 minutos.
Luego a 0,6 g de levadura Weihenstephan recién producida se le afiadieron 100 g de mosto enfriado junto con las
distintas enzimas (como se describid en el gjemplo 5).

Los mostos (nomalmente 100 ml) se fementaron a 18°C y 150 rpm en matraces coénicos de 500 ml. La actividad
residual se midi6 antes y después de la fementacion. La produccion de etanol se midié indirectamente por la
pérdida de peso de los fermentos. El alcohol se midid en un analizador de alcohol Anton Paar Alcoanalyzer y se
calculd el RDF en funcion de la gravedad especifica de la cerveza yla concentracién de alcohol del analizador.

El desempefio en la aplicacion FV de cerveza de gMkGA | y gMkGA Il de T. reesei demostro ser alto pero se redujo
(en términos de valores RDF) en comparacién con las proteinas purificadas de M. kaoliang (véase la Fig. 14). Las
enzimas se dosificaron en actividad (GAU/mI) y la reduccién del desempefio puede deberse a actividades
secundarias en el femento bruto de T. reesei en lugar de deberse a un desempefio real en el FV, ya que tienen
secuencias de aminoacidos similares.
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(SECID NUM:1)
ADNg MkGA II

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151

atggtgaaga
agtgctgctg
ctcagatcge
gattccttag
aattttaaat
ctggegtggt
tctegtattt
aaagctcatg
tgacgctgct
gtgacgtgaa
tatttgcaga
tggtgagecee
gcegtectea
tatgccaatt
tctaatataa
aatggacaga
tgacctttca
cgaggcectct
atgcagacct
gtgcagcatc
ccactcttgt
tgcagtcgta
cgctcaggga
ccecegatgea
cgcttgegaa
ctcaactcgg
cgaggacgtc
cggcggagca
ttgtctataa
cgctgcagta
tggcagetgt
agagctcctt
gaaagtacac
gatggttccc
tctcacggea
aatcttctte
ggggcctatg
ggcgacgceeg
cagtcgggga
tggaatgtct
cacgccccta
agtataagta
ggagagaatc
gaccgtcaac

tcagcataaa
gcgcegetee
tgttgeeget
attcatggct
aacatcggcec
ggttgcgagt
ccagccccecea
ctaatggatg
ctgactgtta
tctgcagtcg
ccgtatccaa
azattcgagg
acgagatggg
ggctcattgt
tcttctcttg
cctecgacggce
tatgtgatgce
aaaatgggac
ctgggaggaa
gtgccctagt
cccgactgte
ctggaccggt
aggacgccaa
gactgcgatg
ccataaagta
gtattgccecca
taccagggag
gctctacgac
cggacgtcag
ggtgactatg
gaaggcctat
tccatetttt
acctgccaac
cagtctcage
gcagccagac
caacaagcct
cctecggetac
acagccgtge
taaggtagcc
ctgcggeegt
tggcacggga
tgtggtgcag
ggtcgtacac
gacagctgga

ES2616917T3

tcececatettg
tcgcagectg
gcaacatcgg
ggccagagag
cagacggcge
ccgagcaaga
acgtcaagtg
tatctgtata
aatgtctgac
cagatccaga
tccatctggt
ttgatggege
cctgegttga
aggtgtttge
ttgttacttg
ggagtccatt
agtattggaa
aagcattctc
gtctacggcect
cgaaggtgcg
tcteccagge
gcttacgtgce
ctcgatcctce
ataccacttt
gttacggact
gggtcaagcc
gcaatccatg
gcgetgtate
tctgggatte
cgtcttccac
gcgaatggat
ccttgtecca
ggcgctctag
ggtcgatctg
gaggctececa
ccatcgactt
caacaccgtc
ctgtgegttt
ctcgtggggt
cgcactgagt
cggtgagtct
aaggagtctg
agtgccagag
agtag

aaacggacat
tettgggget
cggagtcaag
actccatatg
gaaggctgtg
gtaatccgga
catctatagc
tatttctaca
cgacctctte
actacatcag
gacctgtcga
tgcatttace
gggctacgge
atgttggatt
ctaacttcca
gtttggccag
ttecatctacc
agctaacgta
catcgttttt
gctttcgeca
atcgcagatc
tctctaactt
ggagttctgce
ccagecttgt
ctttceggte
gtggctgtgg
gtatctctgt
aatgggatcg
ttccaggacce
ggagacatac
atatggatat
tgctgaaata
cagagcagtt
acctggtcgt
gatgccgceca
gctcagcatc
tggcccacag
caacgaactg
ccacccetge
gcagacgaat
cccgaccaaa
gggaagtgga
ggatgcgagg

41

tcectetatce
tcaaacctag
tgctgegtet
ccettgatgg
ggtgcagtct
ttgtgagtat
aaagaaagaa
cttggactcg
ctggtcaatg
ccgecaggea
ctgggggact
ggttecetggg
tctgattgct
ttcttttett
tctacagage
ttgtccagaa
tttggtttgt
tggaaacttc
taccacggcece
aaaagcttgg
ctctgctttt
tggtggtggce
atactttcga
tctgeecggg
catctactcet
gacggtatece
actttggctg
aatcgggtce
tgtacccgtce
agagatatca
tgctgtaagg
gtgctacaga
ttctagagac
atgcctctet
tcgtggaacy
ctctgcgacyg
cgtcgtgtge
gtcacgactt
tctggggtca
acagcagcegt
acgagctteg
ctgggagggce
gctcttcagt



(SECID NUM:2)

Secuencia de ADNc de MkGA Il

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851

atggtgaaga
agtgctgctg
ctcagatcgc
gattccttag
aattttaaat
ctggcgtggt
acttggactc
cctggtcaat
gccgccaggce
actgggggac
cggttcctgg
ctctgattgce
gcggagtcca
gcagtattgg
catcgttttt
gctttcgcecca
atcgcagatc
tctctaactt
ggagttctgce
ccagccttgt
ctttccggtce
gtggctgtgg
gtatctctgt
aatgggatcg
ttccaggacc
ggagacatac
atatggatat
cagttttcta
gtcgtatgcc
cgccatcgtg
gcatcctctg
cacagcgtcg
aactggtcac
cctgctctgg
cgaatacagc
ccaaaacgag

gtggactggg
cgagggcttt

(SECID NUM:3)

tcagcataaa
gcgccgcectcecce
tgttgccgcet
attcatggct
aacatcggcc
ggttgcgagt
gtgacgctgc
ggtgacgtga
atatttgcag
ttggtgagcc
ggccgtcctc
ttatgccaat
ttgtttggcc
aattcatcta
taccacggcc
aaaagcttgg
ctctgctttt
tggtggtggc
atactttcga
tctgcccggg
catctactct
gacggtatcc
actttggctg
aatcgggtcc
tgtacccgtc
agagatatca
tgctagaaag
gagacgatgg
tctcttctca
gaacgaatct

cgacgggggce
tgtgcggcga
gacttcagtc
ggtcatggaa
agcgtcacgc
cttcgagtat
agggcggaga
tcagtgaccg

ES2616917T3

tccecatcecttyg
tcgcagcecctg
gcaacatcgg
ggccagagag
cagacggcgc
ccgagcaaga
tctgactgtt
atctgcagtc
accgtatcca
caaattcgag
aacgagatgg
tggctcatta
agttgtccag
cctttgacct
gtgcagcatc
ccactcttgt
tgcagtcgta
cgctcaggga
ccccgatgceca
cgcttgcgaa
ctcaactcgg
cgaggacgtc
cggcggagca
ttgtctataa
cgctgcagta
tggcagctgt
tacacacctg
ttcceccagtce
cggcagcagc
tcttccaaca
ctatgccteg
cgccgacagc
ggggataagg
tgtctttgcyg
ccctatggca
aagtatgtgg
gaatcggtcg
tcaacgacag

aaacggacat
tcttggggcet
cggagtcaag
actccatatg
gaaggctgtg
gtaatccgga
aaatgtctga
gcagatccag
atccatctgg
gttgatggcg
gcctgcgttg
gcaatggaca
aatgaccttt
ctgggaggaa
gtgccctagt
cccgactgtc
ctggaccggt
aggacgccaa
gactgcgatg
ccataaagta
gtattgccca
taccagggag
gctctacgac
cggacgtcag
ggtgactatg
gaaggcctat
ccaacggcgc
tcagcggtcg
cagacgaggc
agcctccatc
gctaccaaca
cgtgcctgtg
tagccctegt
gccgtcecgcac
cgggacggtg
tgcagaagga
tacacagtgc
ctggaagtag

Secuencia de aminoacidos de Mk GA Il (la proteina madura)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

ASDSLDSWLA
FYTWTRDAAL
LSTGGLGEPK
STAESIVWPV
GAAFAKKLGH
ILGVLHTFDP
QAVAVGRYPE
GFFQDLYPSA
AEQFSRDDGS
CSASSATGAY
STPALGSWNV

GEVDWEGGEN

RETPYALDGI
TVKCLTDLFL
FEVDGAAFTG
VONDLSYVMOQ
SCPDCLSQAS
DADCDDTTEFQ
DVYQGGNPWY
AVGDYASSTE
PVSAVDLTWS
ASATNTVWPT
SAAVALSADE

RSYTVPEGCE

LNNIGPDGAK
VNGDVNLQSQ
SWGRPQRDGP
YWNSSTEDLW
QILCFLOSYW
PCSARALANH
LCTLAAAEQL
TYRDIMAAVK
YASLLTAAAR
ASCAATPTAV
YSSVTPLWHG

GSSVTVNDSW

AVGAVSGVVV
IONYISRQAY
ALRATALIAY
EEVYGSSFFT
TGAYVLSNFG
KVVTDSFRSI
YDALYQWDRI
AYANGYMDIA
RGSQOMPPSWN
PVRFNELVTT
TVSLPTKTISF
K

42

tcecectetate
tcaaacctag
tgctgcgtcet
cccttgatgg
ggtgcagtct
ttatttctac
ccgacctctt
aactacatca
tgacctgtcg
ctgcatttac
agggctacgg
gacctcgacg
catatgtgat
gtctacggct
cgaaggtgcg
tctcccagge
gcttacgtgce
ctcgatcctc
ataccacttt
gttacggact
gggtcaagcc
gcaatccatg
gcgctgtatce
tctgggattc
cgtcttccac
gcgaatggat
tctagcagag
atctgacctg
tcccagatgce
gacttgctca
ccgtectggece
cgtttcaacg
ggggtccacc
tgagtgcaga
agtctcccga
gtctggggaa
cagagggatg

ASPSKSNPDY
LOTVSNPSGD
ANWLISNGQT
TAVQHRALVE
GGRSGKDANS
YSLNSGIAQG
GSLSITDVSL
RKYTPANGAL
ESSSNKPPST

SVGDKVALVG
EYKYVVQKES



(SECID NUM:4)
ADNg MKk GA |

1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001

atggtgaaga
agtgctgctg
ctcagatcgc
gattccttag
aattttaaat
ctggcgtggt
tctcgtattt
aaagctcatg
tgacgctgct
gtgacgtgaa
tatttgcaga
tggtgagccc
gccgtcctceca
tatgccaatt
tctaatataa
aatggacaga
tgacctttca
cgaggcctct
atgcagacct
gtgcagcatc
ccactcttgt
tgcagtcgta
cgctcaggga
ccccgatgceca
cgcttgcgaa
ctcaactcgg
cgaggacgtc
cggcggagca
ttgtctataa
cgctgcagta
tggcagctgt
agagctcctt
gaaagtacac
gatggttccc
tctcacggca
aatcttcttc
gggccctatg
cccctatgge
taagtatgtg
agaatcggtc
gtcaacgaca

(SECID NUM:5)

tcagcataaa
gcgccgctcece
tgttgccgcet
attcatggct
aacatcggcc
ggttgcgagt
ccagccccca
ctaatggatg
ctgactgtta
tctgcagtcg
ccgtatccaa
aaattcgagg
acgagatggg
ggctcattgt
tcttctecttyg
cctcgacggce
tatgtgatgc
aaaatgggac
ctgggaggaa
gtgccctagt
cccgactgtc
ctggaccggt
aggacgccaa
gactgcgatg
ccataaagta
gtattgccca
taccagggag
gctctacgac
cggacgtcag
ggtgactatg
gaaggcctat
tccatctttt
acctgccaac
cagtctcagc
gcagccagac
caacaagcct
cctcggctac
acgggacggt
gtgcagaagg
gtacacagtg
gctggaagta

Secuencia de ADNc de Mk GA |

1
51
101
151
201
251
301
351

atggtgaaga
agtgctgctg
ctcagatcgc
gattccttag
aattttaaat
ctggcgtggt
acttggactc
cctggtcaat

tcagcataaa
gcgccgcetec
tgttgccgcet
attcatggct
aacatcggcc
ggttgcgagt
gtgacgctgc
ggtgacgtga

ES2616917T3

tcccatcttg
tcgcagcctyg
gcaacatcgg
ggccagagag
cagacggcgc
ccgagcaaga
acgtcaagtg
tatctgtata
aatgtctgac
cagatccaga
tccatctggt
ttgatggcgc
cctgcgttga
aggtgtttgc
ttgttacttyg
ggagtccatt
agtattggaa
aagcattctc
gtctacggct
cgaaggtgcg
tctceccaggce
gcttacgtgce
ctcgatcctc
ataccacttt
gttacggact
gggtcaagcc
gcaatccatg
gcgctgtatc
tctgggattc
cgtcttccac
gcgaatggat
ccttgtccca
ggcgctctag
ggtcgatctg
gaggctccca
ccatcgactt
caacaccgtc
gagtctcccg
agtctgggga
ccagagggat
g

tccecatcttyg
tcgcagcctyg
gcaacatcgg
ggccagagag
cagacggcgc
ccgagcaaga
tctgactgtt
atctgcagtc

aaacggacat
tcttggggcect
cggagtcaag
actccatatg
gaaggctgtg
gtaatccgga
catctatagc
tatttctaca
cgacctcttc
actacatcag
gacctgtcga
tgcatttacc
gggctacggc
atgttggatt
ctaacttcca
gtttggccag
ttcatctacc
agctaacgta
catcgttttt
gctttcgcecca
atcgcagatc
tctctaactt
ggagttctgc
ccagccttgt
ctttccggtce
gtggctgtgg
gtatctctgt
aatgggatcg
ttccaggacc
ggagacatac
atatggatat
tgctgaaata
cagagcagtt
acctggtcgt
gatgccgcca
gctcagcatc
tggcccacag
accaaaacga
agtggactgg
gcgagggctc

aaacggacat
tcttggggcet
cggagtcaag
actccatatg
gaaggctgtg
gtaatccgga
aaatgtctga
gcagatccag

43

tccctcectatce
tcaaacctag
tgctgcgtct
cccttgatgg
ggtgcagtct
ttgtgagtat
aaagaaagaa
cttggactcg
ctggtcaatg
ccgccaggca
ctgggggact
ggttcctggg
tctgattgct
ttcttttctt
tctacagagc
ttgtccagaa
tttggtttgt
tggaaacttc
taccacggcc
aaaagcttgg
ctctgctttt
tggtggtgge
atactttcga
tctgccecggyg
catctactct
gacggtatcc
actttggctg
aatcgggtcc
tgtacccgtc
agagatatca
tgctgtaagg
gtgctacaga
ttctagagac
atgcctctct
tcgtggaacg
ctctgcgacg
cgtcgtcacg
gcttcgagta
gagggcggag
ttcagtgacc

tcecectetatce
tcaaacctag
tgctgcgtct
cccttgatgg
ggtgcagtct
ttatttctac
ccgacctctt
aactacatca



10

15

401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551

gccgccaggce
actgggggac
cggttcctgg
ctctgattgc
gcggagtcca
gcagtattgg
catcgttttt
gctttcgcca
atcgcagatc
tctctaactt
ggagttctgce
ccagccttgt
ctttccggtce
gtggctgtgg
gtatctctgt
aatgggatcg
ttccaggacc
ggagacatac
atatggatat
cagttttcta
gtcgtatgcce
cgccatcgtg
gcatcctctg
cacagcgtcg

(SECID NUM:6)

atatttgcag
ttggtgagcc
ggccgtcctce
ttatgccaat
ttgtttggcc
aattcatcta
taccacggcc
aaaagcttgg
ctctgctttt
tggtggtggce
atactttcga
tctgccecggyg
catctactct
gacggtatcc
actttggctg
aatcgggtcc
tgtacccgtc
agagatatca
tgctagaaag
gagacgatgg
tctcttctca
gaacgaatct

cgacggggcc
tcacgcccecct

ES2616917T3

accgtatcca
caaattcgag
aacgagatgg
tggctcatta
agttgtccag
cctttgacct
gtgcagcatc
ccactcttgt
tgcagtcgta
cgctcaggga
ccccgatgca
cgcttgcgaa
ctcaactcgg
cgaggacgtc
cggcggagca
ttgtctataa
cgctgcagta
tggcagctgt
tacacacctg
ttccececagtce
cggcagcagc
tcttccaaca
ctatgcctcg
atggcacggg

atccatctgg
gttgatggcg
gcctgegttg
gcaatggaca
aatgaccttt
ctgggaggaa
gtgccctagt
cccgactgtc
ctggaccggt
aggacgccaa
gactgcgatg
ccataaagta
gtattgccca
taccagggag
gctctacgac
cggacgtcag
ggtgactatg
gaaggcctat
ccaacggcgc
tcagcggtcg
cagacgaggc
agcctccatc
gctaccaaca

acggtga

Secuencia de aminoacidos de MkGA | (la proteina madura)

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

ASDSLDSWLA
FYTWTRDAAL
LSTGGLGEPK
STAESIVWPV
GAAFAKKLGH
ILGVLHTFDP
QAVAVGRYPE
GFFQDLYPSA
AEQFSRDDGS
CSASSATGPY

(SECID NUM:7)

Cebador Deg.FW

RETPYALDGI
TVKCLTDLFL
FEVDGAAFTG
VONDLSYVMOQ
SCPDCLSQAS
DADCDDTTEQ
DVYQGGNPWY
AVGDYASSTE
PVSAVDLTWS
ASATNTVWPT

GAYTAYTTYTAYACNTGG

(SECID NUM:8)

Cebador Deg.RV

YTGRTANACRTCDTCNGG

(SECID NUM:9)

Sonda de MkGA FW

CTGGTCAATGGTGACGTGAATC

(SECID NUM:10)

Sonda de MkGA RV

GCAATACCCGAGTTGAGAGAGTAG

LNNIGPDGAK
VNGDVNLQSQ
SWGRPORDGP
YWNSSTEFDLW
QILCFLQSYW
PCSARALANH
LCTLAAAEQL
TYRDIMAAVK
YASLLTAAAR
ASSRPYGTGR

AVGAVSGVVV
IQONYISRQAY
ALRATALIAY
EEVYGSSFFT
TGAYVLSNFEG
KVVTDSFRSI
YDALYQWDRI
AYANGYMDIA
RGSOMPPSWN

44

tgacctgtcg
ctgcatttac
agggctacgg
gacctcgacg
catatgtgat
gtctacggct
cgaaggtgcg
tctceccaggce
gcttacgtgce
ctcgatcctc
ataccacttt
gttacggact
gggtcaagcc
gcaatccatg
gcgctgtatce
tctgggattc
cgtcttccac
gcgaatggat
tctagcagag
atctgacctg
tcccagatgce
gacttgctca
ccgtctggcecc

ASPSKSNPDY
LOTVSNPSGD
ANWLISNGQT
TAVQHRALVE
GGRSGKDANS
YSLNSGIAQG
GSLSITDVSL
RKYTPANGAL
ESSSNKPPST



10

15

20

ES2616917T3

(SECID NUM:11)

Cebador MkGA FW

ATGATTGACACAAAACCGACTGATATCGTCTC

(SECID NUM:12)

Cebador MkGA RV

CTACTTCCAGCTGTCGTTGACGGTCAC

(SEC ID NUM:13)

Cebador MkGA FW — expresion Tr

5' GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC AGGCTCACCATGGTGAAGATC AGCATAAATCCCATC 3,
(SECID NUM:14)

Cebador MkGA Il RV — expresion Tr
5'ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTACTTCCAGCTGTCGTTGACGGTC 3'

(SEC ID NUM:15)

Cebador MkGA | RV — expresion Tr
5'ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTTCACCGTCCCGTGCCATAGGGGCGTG 3

(SECID NUM:16)

Cebador MkGA | +ATG FW — expresion Tr

5' GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGATTGACACAAAACCGACTGATATCGTCTC 3
(SECID NUM:17)

ADNg MkGA | +ATG

45



51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051

atgattgaca
cataaatccc
cgctcctcecge
gccgctgcaa
atggctggcc
tcggcccaga
gcgagtccga
cccccaacgt
tggatgtatc
ctgttaaatg
cagtcgcaga
atccaatcca
tcgaggttga
gatgggcctyg
cattgtaggt
ctcttgttgt
gacggcggag
tgatgcagta
tgggacaagc
gaggaagtct
cctagtcgaa
actgtctctc
accggtgcett
cgccaactceg
gcgatgatac
aaagtagtta
tgcccagggt
agggaggcaa
tacgacgcgc
cgtcagtctg
actatgcgtc
gcctatgcga
tcttttectt
gccaacggcg
ctcagcggtc
ccagacgagg
aagcctccat
ggctaccaac
gacggtgagt
agaaggagtc
acagtgccag
gaagtag

caaaaccgac
atcttgaaac
agcctgtctt
catcggcgga
agagagactc
cggcgcgaag
gcaagagtaa
caagtgcatc
tgtatatatt
tctgaccgac
tccagaacta
tctggtgacc
tggcgctgca
cgttgagggce
gtttgcatgt
tacttgctaa
tccattgttt
ttggaattca
attctcagct
acggctcatc
ggtgcggcett
ccaggcatcg
acgtgctctc
atcctcggag
cactttccag
cggactcttt
caagccgtgg
tccatggtat
tgtatcaatg
ggattcttcc
ttccacggag
atggatatat
gtcccatgcet
ctctagcaga
gatctgacct
ctcccagatg
cgacttgctc
accgtctggce
ctcccgacca
tggggaagtg
agggatgcga

ES2616917T3

tgatatcgtc
ggacattccc
ggggcttcaa
gtcaagtgct
catatgccct
gctgtgggtyg
tccggattgt
tatagcaaag
tctacacttg
ctcttcctgg
catcagccgce
tgtcgactgg
tttaccggtt
tacggctctg
tggattttct
cttccatcta
ggccagttgt
tctacctttg
aacgtatgga
gttttttacc
tcgccaaaaa
cagatcctct
taactttggt
ttctgcatac
ccttgttctg
ccggtccatc
ctgtgggacg
ctctgtactt
ggatcgaatc
aggacctgta
acatacagag
ggatattgct
gaaatagtgc
gcagttttct
ggtcgtatgc
ccgccatcgt
agcatcctcet
ccacagcgtce
aaacgagctt
gactgggagg
gggctcttca

tcgaaaatgg
tctatcagtyg
acctagctca
gcgtctgatt
tgatggaatt
cagtctctgg
gagtattctc
aaagaaaaag
gactcgtgac
tcaatggtga
caggcatatt
gggacttggt
cctggggcecyg
attgcttatg
tttctttcta
cagagcaatg
ccagaatgac
gtttgtcgag
aacttcatgc
acggccgtgce
gcttggccac
gctttttgca
ggtggccget
tttcgaccce
cccgggcegcet
tactctctca
gtatcccgag
tggctgcgge
gggtccttgt
cccgtecget
atatcatggc
gtaaggagag
tacagagaaa
agagacgatg
ctctcttctc
ggaacgaatc
gcgacggggce
gtcacgcceccece
cgagtataag
gcggagagaa
gtgaccgtca

46

tgaagatcag
ctgctggcgc
gatcgctgtt
ccttagattc
ttaaataaca
cgtggtggtt
gtatttccag
ctcatgctaa
gctgctctga
cgtgaatctg
tgcagaccgt
gagcccaaat
tcctcaacga
ccaattggct
atataatctt
gacagacctc
ctttcatatg
gcctctaaaa
agacctctgg
agcatcgtgc
tcttgtcecg
gtcgtactgg
cagggaagga
gatgcagact
tgcgaaccat
actcgggtat
gacgtctacc
ggagcagctc
ctataacgga
gcagtaggtg
agctgtgaag
ctcctttcca
gtacacacct
gttccccagt
acggcagcag
ttcttccaac
cctatgcectc
tatggcacgg
tatgtggtgce
tcggtcgtac
acgacagctg



10

Listado de secuencias

<110>
<120>
<130>
<160> 17
<170>

<210> 1

<211> 2175
<212> ADN
<213>

<400> 1
atggtgaaga

gcgecgctee
gcaacatcgg
actccatatg
ggtgcagtct
tctegtattt
ctaatggatg
aatgtctgac
actacatcag
ctgggggact
gcegtectea
ggctcattgt
ttgttacttg
gtttggccag
tttggtttgt
atgcagacct
gtgcecctagt
tctceccagge
tctctaactt
atactttcga
cgcttgcgaa

gtattgccca

NB0922WOPCT

Patentln version 3.5

Monascus kaoliang

tcagcataaa
tecgecagectg
cggagtcaag
cccttgatgg
ctggegtggt
ccagcccceca
tatctgtata
cgacctette
ccgcecaggea
tggtgagccce
acgagatggg
aggtgtttgce
ctaacttcca
ttgtccagaa
cgaggcctcet
ctgggaggaa
cgaaggtgcg
atcgcagatc
tggtggtggce
cccecgatgea
ccataaagta

gggtcaagcc

ES2616917T3

DuPont Nutrition Biosciences ApS

tcccatettg
tcttggggcet
tgctgegtcet
aattttaaat
ggttgcgagt
acgtcaagtg
tatttctaca
ctggtcaatg
tatttgcaga
aaattcgagg
cctgegttga
atgttggatt
tctacagagc
tgacctttca
aaaatgggac
gtctacggct
gctttegeca
ctctgetttt
cgctcaggga
gactgcgatg
gttacggact

gtggetgtgg

aaacggacat
tcaaacctag
gattccttag
aacatcggcce
ccgagcaaga
catctatage
cttggactcg
gtgacgtgaa
ccgtatccaa
ttgatggcge
gggctacgge
ttcttttett
aatggacaga
tatgtgatge
aagcattctc
catcgttttt
aaaagcttgg
tgcagtcgta
aggacgccaa
ataccacttt
ctttcecggte

gacggtatcc

47

tcectetate
ctcagatcge
attcatggcet
cagacggcgce
gtaatccgga
aaagaaagaa
tgacgctgcet
tctgcagteg
tccatctggt
tgcatttacc
tctgattget
tctaatataa
cctcgacgge
agtattggaa
agctaacgta
taccacggcce
ccactcttgt
ctggaccggt
ctcgatecte
ccagccttgt
catctactct

cgaggacgtc

Polipéptidos que tienen actividad de glucoamilasa y método para producirlos

agtgctgcetg
tgttgeceget
ggccagagag
gaaggctgtg
ttgtgagtat
aaagctcatg
ctgactgtta
cagatccaga
gacctgtcga
ggttcetggg
tatgccaatt
tcttetettg
ggagtccatt
ttcatctacc
tggaaacttc
gtgcagcatc
cccgactgte
gcttacgtgce
ggagttctgce
tctgeceecggg
ctcaactcgg

taccagggag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320



gcaatccatg
aatgggatcg
tgtaccecgtce
tggcagctgt
tccatctttt
ggcgctctag
acctggtcecgt
tcgtggaacg
ggggcctatg
acagccgtge
ctegtggggt
gcagacgaat
acgagcttcg
ggagagaatc
gacagctgga
<210> 2

<211> 1890

<212> ADN
<213>

<400> 2

atggtgaaga
gcgeccgcetcee
gcaacatcgg
actccatatg
ggtgcagtct
acttggactc
ggtgacgtga
accgtatcca
gttgatggeg
agggctacgg
gcggagtcca
aattcatcta

gtgcagcatc

gtatctctgt
aatcgggtcce
cgctgcagta
gaaggcctat
ccttgtceccca
cagagcagtt
atgcctcetet
aatcttcttce
ccteggcetac
ctgtgegttt
ccacccctge
acagcagcgt
agtataagta
ggtcgtacac

agtag

Monascus kaoliang

tcagcataaa
tcgcagectg
cggagtcaag
cccttgatgg
ctggcgtggt
gtgacgctgce
atctgcagtc
atccatctgg
ctgcatttac
ctctgattge
ttgtttggcce
cctttgacct

gtgccctagt

ES2616917T3

actttggctg
ttgtctataa
ggtgactatg
gcgaatggat
tgctgaaata
ttctagagac
tctcacggceca
caacaagcct
caacaccgtc
caacgaactg
tctggggtca
cacgccccta
tgtggtgcag

agtgccagag

tccecatcettg
tcttggggcet
tgctgegtcet
aattttaaat
ggttgcgagt
tctgactgtt
gcagatccag
tgacctgtceg
cggttectgg
ttatgccaat
agttgtccag
ctgggaggaa

cgaaggtgcg

cggcggagca
cggacgtcag
cgtcttecac
atatggatat
gtgctacaga
gatggttccc
gcagccagac
ccatcgactt
tggcccacag
gtcacgactt
tggaatgtct
tggcacggga
aaggagtctg

ggatgcgagg

aaacggacat
tcaaacctag
gattccttag
aacatcggce
ccgagcaaga
aaatgtctga
aactacatca
actgggggac
ggccgtecte
tggctcatta
aatgaccttt
gtctacggcet

gctttegeca

48

gctctacgac
tctgggattce
ggagacatac
tgctgtaagg
gaaagtacac
cagtctcagce
gaggctccca
gctcagcatc
cgtcgtgtge
cagtcgggga
ctgcggecgt
cggtgagtct
gggaagtgga

gctcttcagt

tcecctcetate
ctcagatcgce
attcatggct
cagacggcgc
gtaatccgga
ccgacctctt
gccgccaggce
ttggtgagcce
aacgagatgg
gcaatggaca
catatgtgat
catcgttttt

aaaagcttgg

gcgcetgtatce
ttccaggacc
agagatatca
agagctcctt
acctgccaac
ggtcgatctg
gatgcecgeca
ctctgecgacg
ggcgacgccg
taaggtagcc
cgcactgagt
cccgaccaaa

ctgggagggc

gaccgtcaac

agtgctgctg
tgttgeceget
ggccagagag
gaaggctgtg
ttatttctac
cctggtcaat
atatttgcag
caaattcgag
gcetgegttg
gacctcgacg
gcagtattgg
taccacggcce

ccactcttgt

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2175

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



cccgactgte
gcttacgtge
ggagttctgce
tctgececggg
ctcaactcgg
taccagggag
gcgctgtatce
ttccaggacc
agagatatca
tacacacctg
tcagcggtceg
tcccagatge
gcatcctctg
tgtgcggega
ggggataagg
gcecgtcegeac
agtctcccga
gtggactggg

tcagtgaccg

<210> 3

<211> 581
<212> PRT
<213>

<400> 3

Ala Ser
1

Leu Asp

Gly Ala
35

Asp Tyr
50

Leu Thr

Asp Ser

Gly

vVal

Phe

Asp

tctececcagge
tctctaactt
atactttcga
cgcttgecgaa
gtattgccca
gcaatccatg
aatgggatcg
tgtacccegtce
tggcagctgt
ccaacggcgce
atctgacctg
cgccatcgtg
cgacgggggc
cgccgacage
tagccctegt
tgagtgcaga
ccaaaacgag
agggcggaga

tcaacgacag

Monascus kaoliang

Leu

Ile
20

Leu
Ser Gly
Thr

Tyr

Leu Phe

Asp

Asn

Val

Trp

Leu

ES2616917T3

atcgcagatc
tggtggtgge
ccccgatgea
ccataaagta
gggtcaagcc
gtatctctgt
aatcgggtcc
cgctgcagta
gaaggcctat
tctagcagag
gtcegtatgece
gaacgaatct
ctatgcctceg
cgtgecetgtg
ggggtccacc
cgaatacagc
cttcgagtat
gaatcggtcg

ctggaagtag

Ser

Trp

Asn Ile

Leu

Gly

ctectgetttt
cgctcaggga
gactgcgatg
gttacggact
gtggctgtgg
actttggcectg
ttgtctataa
ggtgactatg
gcgaatggat
cagttttcta
tctcttetca
tcttccaaca
gctaccaaca
cgtttcaacg
cctgetcetgg
agcgtcacge
aagtatgtgg

tacacagtgce

Ala Arg
10

Pro Asp

25

Val Vval

40

Thr
55

Arg

Val Asn

Ala

Asp

Gly

Ser Pro

Ala Ala

Asp Val

49

tgcagtcgta
aggacgccaa
ataccacttt
cttteeggtce
gacggtatcc
cggcggagca
cggacgtcag
cgtcttccac
atatggatat
gagacgatgg
cggcagcagce
agcctccatce
ccgtctggece
aactggtcac
ggtcatggaa
ccctatggea
tgcagaagga

cagagggatg

Glu Thr Pro

Gly Ala Lys

30

Ser Lys Ser

45

Leu Thr Vval

60

Asn Leu Gln

ctggaccggt
ctcgatcctce
ccagccttgt
catctactct
cgaggacgtc
gctctacgac
tctgggattce
ggagacatac
tgctagaaag
ttcececcagtce
cagacgaggc
gacttgctca
cacagcgtcg
gacttcagtc
tgtctttgeg
cgggacggtg
gtctggggaa

cgagggcttt

Tyr Ala

15

Ala Val

Asn Pro
Lys

Cys

Ser Gln

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1890



65

Ile

Pro

Val

Gly

Ile

145

Val

Phe

Val

Gly

Phe

225

Gly

Thr

Ser

Ser

Val
305

Gln

Ser

Asp

Pro

130

Ser

Gln

Asp

Gln

His

210

Leu

Gly

Phe

Ala

Ile

290

Gly

Asn

Gly

Gly

115

Ala

Asn

Asn

Leu

His

195

Ser

Gln

Arg

Asp

Arg

275

Tyr

Arg

Tyr

Asp

100

Ala

Leu

Gly

Asp

Trp

180

Arg

Cys

Ser

Ser

Pro

260

Ala

Ser

Tyr

Ile

85

Leu

Ala

Arg

Gln

Leu

165

Glu

Ala

Pro

Tyr

Gly

245

Asp

Leu

Leu

Pro

70

Ser

Ser

Phe

Ala

Thr

150

Ser

Glu

Leu

Asp

Trp

230

Lys

Ala

Ala

Asn

Glu
310

Arg

Thr

Thr

Thr

135

Ser

Tyr

Val

Val

Cys

215

Thr

Asp

Asp

Asn

Ser

295

Asp

ES2616917T3

Gln

Gly

Gly

120

Ala

Thr

Val

Tyr

Glu

200

Leu

Gly

Ala

Cys

His

280

Gly

Val

Ala

Gly

105

Ser

Leu

Ala

Met

Gly

185

Gly

Ser

Ala

Asn

Asp

265

Lys

Ile

Tyr

Tyr

90

Leu

Trp

Tle

Glu

Gln

170

Ser

Ala

Gln

Tyr

Ser

250

Asp

Val

Ala

Gln

50

75

Leu

Gly

Gly

Ala

Ser

155

Tyr

Ser

Ala

Ala

Val

235

Ile

Thr

Val

Gln

Gly
315

Gln

Glu

Arg

Tyr

140

Ile

Trp

Phe

Phe

Ser

220

Leu

Leu

Thr

Thr

Gly

300

Gly

Thr

Pro

Pro

125

Ala

Val

Asn

Phe

Ala

205

Gln

Ser

Gly

Phe

Asp

285

Gln

Asn

vVal

Lys

110

Gln

Asn

Trp

Ser

Thr

190

Lys

Ile

Asn

vVal

Gln

270

Ser

Ala

Pro

Ser

95

Phe

Arg

Trp

Pro

Ser

175

Thr

Lys

Leu

Phe

Leu

255

Pro

Phe

Val

Trp

80

Asn

Glu

Asp

Leu

Val

160

Thr

Ala

Leu

Cys

Gly

240

His

Cys

Arg

Ala

Tyr
320



Leu

Trp

Phe

Thr

Gly

385

Ala

Leu

Ser

Ser

Asn

465

Pro

Ala

Ala

His

Val

545

Arg

Cys

Asp

Gln

Glu

370

Tyr

Glu

Thr

Gln

Thr

450

Thr

Val

Leu

Val

Gly

530

val

Ser

Thr

Arg

Asp

355

Thr

Met

Gln

Trp

Met

435

Cys

Val

Arg

Val

Ala

515

Thr

Gln

Tyr

Leu

Ile

340

Leu

Tyr

Asp

Phe

Ser

420

Pro

Ser

Trp

Phe

Gly

500

Leu

Val

Lys

Thr

Ala

325

Gly

Tyr

Arg

Ile

Ser

405

Tyr

Pro

Ala

Pro

Asn

485

Ser

Ser

Ser

Glu

val
565

Ala

Ser

Pro

Asp

Ala

390

Arg

Ala

Ser

Ser

Thr

470

Glu

Thr

Ala

Leu

Ser

550

Pro

Ala

Leu

Ser

Ile

375

Arg

Asp

Ser

Trp

Ser

455

Ala

Leu

Pro

Asp

Pro

535

Gly

Glu

ES2616917T3

Glu

Ser

Ala

360

Met

Lys

Asp

Leu

Asn

440

Ala

Ser

Val

Ala

Glu

520

Thr

Glu

Gly

Gln

Ile

345

Ala

Ala

Tyr

Gly

Leu

425

Glu

Thr

Cys

Thr

Leu

505

Tyr

Lys

val

Cys

Leu

330

Thr

val

Ala

Thr

Ser

410

Thr

Ser

Gly

Ala

Thr

4390

Gly

Ser

Thr

Asp

Glu

570

51

Tyr

Asp

Gly

Val

Pro

395

Pro

Ala

Ser

Ala

Ala

475

Ser

Ser

Ser

Ser

Trp

555

Gly

Asp

Val

Asp

Lys

380

Ala

val

Ala

Ser

Tyr

460

Thr

Val

Trp

Val

Phe

540

Glu

Ser

Ala

Ser

Tyr

365

Ala

Asn

Ser

Ala

Asn

445

Ala

Pro

Gly

Asn

Thr

525

Glu

Gly

Ser

Leu

Leu

350

Ala

Tyr

Gly

Ala

Arg

430

Lys

Ser

Thr

Asp

Val

510

Pro

Tyr

Gly

vVal

Tyr

335

Gly

Ser

Ala

Ala

Val

415

Arg

Pro

Ala

Ala

Lys

485

Ser

Leu

Lys

Glu

Thr
575

Gln

Phe

Ser

Asn

Leu

400

Asp

Gly

Pro

Thr

Val

480

Val

Ala

Trp

Tyr

Asn

560

val



Asn Asp Ser Trp Lys

<210> 4

<211> 2021
<212> ADN
<213>

<400> 4
atggtgaaga

gcgecgetee
gcaacatcgg
actccatatg
ggtgcagtct
tctegtattt
ctaatggatg
aatgtctgac
actacatcag
ctgggggact
gccegtectea
ggctcattgt
ttgttacttg
gtttggccag
tttggtttgt
atgcagacct
gtgccctagt
tcteccagge
tctctaactt
atactttcga
cgcttgegaa
gtattgccca
gcaatccatg
aatgggatcg
tgtaccegte

tggcagcetgt

580

Monascus kaoliang

tcagcataaa
tcgcagectg
cggagtcaag
cccttgatgg
ctggcgtggt
ccagccccca
tatctgtata
cgacctctte
ccgccaggca
tggtgagcce
acgagatggg
aggtgtttge
ctaacttcca
ttgtccagaa
cgaggcctcet
ctgggaggaa
cgaaggtgceg
atcgcagatc
tggtggtgge
cccegatgea
ccataaagta
gggtcaagcce
gtatctctgt
aatcgggtcc
cgctgcagta

gaaggcctat

ES2616917T3

tccecatettg
tcttggggcet
tgctgegtcet
aattttaaat
ggttgcgagt
acgtcaagtg
tatttctaca
ctggtcaatg
tatttgcaga
aaattcgagg
cctgegttga
atgttggatt
tctacagagce
tgacctttca
aaaatgggac
gtctacggcet
gctttegeca
ctctgetttt
cgctcaggga
gactgcgatg
gttacggact
gtggctgtgg
actttggcetg
ttgtctataa
ggtgactatg

gcgaatggat

aaacggacat
tcaaacctag
gattccttag
aacatcggcecce
ccgagcaaga
catctatage
cttggactcg
gtgacgtgaa
ccgtatccaa
ttgatggcge
gggctacggce
ttcttttett
aatggacaga
tatgtgatge
aagcattctce
catcgttttt
aaaagcttgg
tgcagtcgta
aggacgccaa
ataccacttt
cttteceggte
gacggtatce
cggcggagca
cggacgtcag
cgtettecac

atatggatat

52

tccctctate
ctcagatcge
attcatggcet
cagacggcgc
gtaatccgga
aaagaaagaa
tgacgctgcet
tctgcagtcg
tccatctggt
tgcatttacce
tctgattget
tctaatataa
cctegacgge
agtattggaa
agctaacgta
taccacggcece
ccactcttgt
ctggaccggt
ctcgatcecte
ccagccttgt
catctactct
cgaggacgtc
gctctacgac
tctgggattce
ggagacatac

tgctgtaagg

agtgctgetg
tgttgeceget
ggccagagag
gaaggctgtg
ttgtgagtat
aaagctcatg
ctgactgtta
cagatccaga
gacctgtcga
ggttcctggg
tatgccaatt
tcttetettg
ggagtccatt
ttcatctacc
tggaaacttc
gtgcagcatc
cccgactgte
gcttacgtge
ggagttctge
tctgcceggg
ctcaactegg
taccagggag
gcgcetgtate
ttccaggacce
agagatatca

agagctccett

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



tccatctttt
ggcgctctag
acctggtegt
tcgtggaacg
gggccctatg
acgggacggt
agtctgggga

gcgagggcte

<210> 5

<211> 1587
<212> ADN
<213>

<400> 5

atggtgaaga
gcgecgetece
gcaacatcgg
actccatatg
ggtgcagtct
acttggactc
ggtgacgtga
accgtatcca
gttgatggeg
agggctacgg
gcggagtcca
aattcatcta
gtgcagcatc
cccgactgte
gcttacgtge
ggagttctgce
tctgcecggg
ctcaactcegg
taccagggag

gcgctgtatce

ccttgteccea
cagagcagtt
atgecctcetet
aatcttcttce
ccteggcetac
gagtctcceg
agtggactgg

ttcagtgacce

Monascus kaoliang

tcagcataaa
tcgcagectg
cggagtcaag
cccttgatgg
ctggcgtggt
gtgacgctge
atctgcagtc
atccatctgg
ctgcatttac
ctctgattge
ttgtttggcece
cctttgacct
gtgccctagt
tctceccagge
tctctaactt
atactttcga
cgcttgcgaa
gtattgccca
gcaatccatg

aatgggatcg

ES2616917T3

tgctgaaata
ttctagagac
tctcacggca
caacaagcct
caacaccgtc
accaaaacga
gagggcggag

gtcaacgaca

tccecatettg
tcttggggcet
tgctgegtcet
aattttaaat
ggttgcgagt
tctgactgtt
gcagatccag
tgacctgtcg
cggttecectgg
ttatgccaat
agttgtccag
ctgggaggaa
cgaaggtgceg
atcgcagatc
tggtggtggc
cccegatgea
ccataaagta
gggtcaagcecce
gtatctectgt

aatcgggtcc

gtgctacaga
gatggttccce
gcagccagac
ccatcgactt
tggcccacag
gcttcgagta
agaatcggtc

gctggaagta

aaacggacat
tcaaacctag
gattccttag
aacatcggcece
ccgagcaaga
aaatgtctga
aactacatca
actgggggac
ggccgtecte
tggctcatta
aatgaccttt
gtctacggcet
gctttegececa
ctotgetttt
cgctcaggga
gactgcgatg
gttacggact
gtggctgtgg
actttggcetg

ttgtctataa

53

gaaagtacac
cagtctcagc
gaggctccca
gctcagcatc
cgtcgtcacg
taagtatgtg
gtacacagtg

g

tcecctcetate
ctcagatcge
attcatggcet
cagacggcgc
gtaatccgga
ccgacctctt
gccgccaggce
ttggtgagcce
aacgagatgg
gcaatggaca
catatgtgat
catcgttttt
aaaagcttgg
tgcagtcgta
aggacgccaa
ataccacttt
ctttccggtce
gacggtatcce
cggcggagcea

cggacgtcag

acctgccaac
ggtcgatctg
gatgcecgeca
ctctgecgacg
ccectatgge
gtgcagaagg

ccagagggat

agtgctgcectg
tgttgeceget
ggccagagag
gaaggctgtg
ttatttctac
cctggtcaat
atatttgcag
caaattcgag
gcctgegttg
gacctcgacg
gcagtattgg
taccacggcecce
ccactcttgt
ctggaccggt
ctcgatecte
ccagccttgt
catctactct
cgaggacgtce
gctctacgac

tctgggattce

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2021

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ttccaggacce
agagatatca
tacacacctg
tcagcggtceg
tccecagatge
gcatcctctg

tcacgcccct

<210> 6

<211> 480
<212> PRT
<213>

<400> 6

Ala Ser
1

Leu Asp

Gly Ala

Asp Tyr

50

Leu Thr

65

Ile Gln

Ser

Pro

Val Asp

Asp

Gly

Val

35

Phe

Asp

Asn

Gly

Gly

tgtaccegte
tggcagctgt
ccaacggcgce
atctgacctg
cgccategtg
cgacggggcce

atggcacggg

Monascus kaoliang

Ser Leu

Ile
20

Leu
Ser Gly
Thr

Tyr

Leu Phe

Asp

Asn

Val

Trp

Leu

ES2616917T3

cgctgecagta
gaaggcctat
tctagcagag
gtcgtatgcec
gaacgaatct
ctatgececteg

acggtga

Ser Trp

Asn Ile

Val Val

40

Thr
55

Arg

Val Asn

70

Ile
85

Tyr

Asp Leu

100

Ala Ala

115

Pro
130

Gly

Ile
145

Ser

Val Gln

Ala

Asn

Asn

Leu Arg

Gly Gln

Ser

Ser

Phe

Ala

Thr

Arg Gln

Thr Gly

Thr Gly

120

Thr
135

Ala

Ser Thr

150
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tgatatcgtc
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido aislado que tiene actividad de glucoamilasa que comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene por lo menos 80% de identidad de secuencia con la secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en el polipéptido maduro de las SEC ID NUM: 3 y6.

2. El polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la secuencia de aminoacidos comprende por lo menos
uno o mas residuos de aminoacidos seleccionados de los siguientes grupos:

a) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay P en una posiddn correspondiente a la
posicion 459 en la SEC ID NUM: 3 o0 6,

b) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en C y S en una posicién correspondiente a la
posicion 473 en la SEC ID NUM: 3 o 6,

c) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en A’y R en una posicion correspondiente a la
posicion 474 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

d) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay P en una posiddn correspondiente a la
posicion 475 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

e) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ty Y en una posicion correspondiente a la
posicion 476 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

f) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Py G en una posicion correspondiente a la
posicion 477 en la SEC ID NUM: 3 0 6,

g) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en Ay G en una posicién correspondiente a la
posicion 479 en la SEC ID NUM: 3 0 6 y/o

h) un residuo de aminoacidos seleccionado del grupo que consiste en V' y R en una posidon correspondiente a la
posicion 480 en la SEC ID NUM: 3 0 6.

3. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde la secuencia de aminoacidos
tiene porlomenos 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 99%, 95%, 96%, 97%), 98%, 99% o0 100% de identidad de secuencia
con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID NUM: 3 0 6.

4. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende o consiste en el
polipéptido maduro de la SEC ID NUM:3 o0 6.

5. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1- 4, en donde el polipéptido es inactivado
por pasteurizacion, tal como usando menos de 50, 45, 40, 35, 30, 25, 24, 23, 22,21 0 20 unidades de pasteurizacion
(PU) en cerveza.

6. El polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que se obtiene por expresion
recombinante en una célula hospedante.

7.Un acido nucleico que codifica un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Un vector de expresion que comprende un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, o capaz de expresar
un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 16, en donde dicho vector de expresion
opcionalmente comprende uno o mas de:

a. un promotor derivado de Trichodema tal como un promotor derivado de T. reesei cbhl;

b. un terminador derivado de Trichodema tal como un temminador derivado de T. reesei cbhl;

c.uno o mas marcadores selectivos tales como Aspemnillus nidulans amdS y pyrG; y

d. una o mas regiones de telémeros que pemiten el mantenimiento del pldsmido no cromosémico en una célula
hospedante.

9. Una célula hospedante que tiene expresion heterdloga de un polipéptido definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6.

10. Una composicién que comprende uno o mas polipéptidos definidos en una cualquiera de las reivindicaciones 1-
6.

11. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde la composicion se selecciona entre una
composicion que hidroliza almidén, una composicion de sacarificacion, una composicion detergente, una
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composicion enzimatica de femmentacién de alcohol y una composicion para pienso animal, en donde dicha
composicién comprende opcionalmente una o mas de otras enzimas, en donde una 0 mas de esas otras enzimas se
seleccionan entre alfa-amilasa, beta-amilasa, peptidasa (proteasa, proteinasa, endopeptidasa, exopeptidasa),
pululanasa, isoamilasa, celulasa, endo-glucanasa y enzimas accesorias hidroliticas de betaglucano relacionadas,
xilanasa y enzimas accesorias de xilanasa (por ejemplo, arabinofuranosidasa, esterasa de acido ferilico, xilano
acetil esterasa), acetolactato descarboxilasa y glucoamilasa, incluidas cualquiera de sus combinaciones.

12. Un método que comprende afiadir un polipéptido definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 o0 una
composicidon definida en una cualquiera de las reivindicaciones 10-11 antes o durante una etapa de fermentacion, tal
como una etapa de fementacién con levadura.

13. El método de acuerdo con la reivindicacion 12, en donde dicha fetmentacion estd comprendida en un
procedimiento para elaborar una bebida fermentada.

14. Un método para la produccién de un alimento, pienso o producto de bebida, tal como una bebida alcohdlica o no
alcohdlica, tal como una bebida a base de cereal o malta como cerveza o whisky, tal como vino, cidra, vinagre, vino
de arroz, salsa de soya o jugo, en donde dicho método comprende la etapa de tratar un materal vegetal que
contiene almidoén y/o azicar con un polipéptido de acuerdo con las reivindicaciones 1-6, o una composicion definida
en una cualquiera de las reivindicaciones 10-11.

61



ES2616917T3

FIGURA 1
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FIGURA 5§
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FIGURA 7
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FIGURA 8

Y 25
Y&l
Y et
Yyvrie
Udm

SPdd RdO L CoU | za esoonjg osdng joueq

moL

mEﬂE ?aé Faé ?a.ﬁ {apd %) ?a._ﬁ_ ﬁ,i._ﬁ.

EEPIPEUE SEWUIZUA UIS
UQIJBJUILIZ) 3P SOJRIPIYOGIED 3P ElSi[EuY

(n/d %) pepnue)

ERE
YLl
Ugps
Uypls
UDm

SPdd dO L CgU | za esoonjg josang ) joueq

moL

ubg ‘b qunNyo-WaL'0 YN
UQIDEjUSLLIR) 2p €0JBIpIYOQIED 3 Sleljeuy

m%é ?&g ) e e %.ﬁ %.ﬁ

(ard 5) pepyue)

Y96
yzs
ugpe
Up=

Udm

SFdd RdO L £o0 | Zad esoonjg osdng joueq

) ) ) V%) %) ) (ad )

]

y/6g ‘ba quinyo-WaL 0 pX Swhxeig
UQIDEJUSLLLI) AP SO0JRIPIYOQIED 3D ElEl|BUy

(nsd ) pepnue]

W26
Ugds
Ygys
U¥im
YQm

A RdO L £o0 | Z4d esoonjg josdg joueq

moL

WE.“_E_ ?_a.ﬁ_ ?_a.ﬁ_ ?a.ﬁ (e %) | Faé E.H_E

:ﬁ

/B8 be TWNYO-WNO L 0 IVOIW
UQIDEJUSLLIS) 2P €0JEIPIYOQIED 3P ElEl|BUy

q0o WS NOS
L =

(nsd ;) pepnue]

66



ES2616917T3

FIGURA 9
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FIGURA 9 (cont.)
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FIGURA 9 (cont.)
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FIGURA 10
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FIGURA 10 (cont.)
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FIGURA 10 (cont.)
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FIGURA 10 (cont.)
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FIGURA 11
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FIGURA 11 (cont.)
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FIGURA 11 (cont.)
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 14

80 -

T T
o (s ]
M~ w

T
n
M~

(%) 4ay 1ojen

60 -

79



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


