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DESCRIPCIÓN

Célula de levadura fermentadora de pentosa y glucosa 

Campo de la invención

La invención se refiere a una célula de levadura fermentadora de pentosa y glucosa, adecuada para la fermentación 
de una composición sacárica que comprende un azúcar o azúcares C5 y C6 (esta composición también se 5
denomina en la presente composición de azúcares mixtos). La composición de azúcares mixtos se puede originar a 
partir de un material lignocelulósico. La invención también se refiere a un procedimiento para la producción de un 
producto de fermentación a partir de la composición de azúcares mixtos usando la célula de levadura fermentadora 
de pentosa y glucosa.

Antecedentes de la invención10

La mayoría del etanol producido como alternativa a los combustibles fósiles procede actualmente de la fermentación 
de almidón de maíz y sacarosa basada en caña de azúcar. A fin de alcanzar los ambiguos objetivos para producir 
combustibles renovables, se están desarrollando nuevas tecnología para convertir biomasa no alimentaria en 
productos de fermentación tales como etanol. Saccharomyces cerevisiae es el organismo de elección en la industria 
del etanol, pero no puede utilizar azúcares de cinco carbonos contenidos en el componente de hemicelulosa de las 15
materias primas de la biomasa. La hemicelulosa puede constituir hasta 20-30% de la biomasa, siendo la xilosa y la 
arabinosa los azúcares C5 más abundantes. La expresión heteróloga de una xilosa isomerasa (XI) es una opción 
para permitir que las células de levadura se metabolicen fermenten la xilosa. Asimismo, la expresión de los genes 
bacterianos araA, araB y araD en cepas de S. cerevisiae da como resultado la utilización y la fermentación 
alcohólica eficaz de la arabinosa.20

La fermentación de pentosa en etanol mediante especies fermentadoras de pentosa conocidas se produce 
lentamente y da como resultado bajos rendimientos con relación a las velocidades de fermentación y los 
rendimientos de etanol que se obtienen con levaduras convencionales en fermentaciones de glucosa. A fin de 
mejorar la rentabilidad de la fermentación de pentosa, es necesario incrementar la velocidad de fermentación y los 25
rendimientos de etanol obtenidos.

S. cerevisiae tiene una preferencia inherente por la glucosa. Como consecuencia, todas las cepas fermentadoras de 
pentosa actuales demuestran una utilización secuencial de mezclas de glucosa y pentosas o en el mejor de los 
casos la fermentación de pentosa se inicial a bajas concentraciones de glucosa.30

El documento WO2008041840 describe una célula eucariótica que expresa secuencias nucleotídicas que codifican 
las enzimas ara A, ara B y ara D, con lo que la expresión de estas secuencias nucleotídicas confiere a la célula la 
capacidad de usar L-arabinosa y/o convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o 5-fosfato de xilulosa y/o en un producto de 
fermentación deseado tal como etanol. Opcionalmente, la célula eucariótica también es capaz de convertir xilosa en 35
etanol. La cepa IMS0003 (página 46) es capaz de consumir completamente en menos de 70 horas glucosa, xilosa y 
arabinosa, según se muestra en la figura 7. La figura 7 muestra que el consumo sustancial de xilosa y arabinosa 
comienza sólo después de 20 horas, es decir cuando la glucosa ya se ha convertido completamente. El consumo de 
glucosa y pentosa es secuencial.

40
Raamsdonk LM y cols., Yeast 2001; 18; 1023-1003 describe el consumo simultáneo de azúcares o etanol y glucosa
en una cepa de Saccharomyces cerevisiae con el gen HXK2 eliminado. Sin embargo, la cepa difícilmente producía 
etanol y crece casi exclusivamente oxidativamente en presencia de abundante glucosa.

Sería deseable proporcionar una cepa de levadura que pudiera fermentar anaeróbicamente pentosa 45
simultáneamente con glucosa (cofermentación de pentosa y glucosa) y/o más rápidamente de lo que se conoce.

Sumario de la invención

Un objetivo de la invención es proporcionar una cepa de levadura que pueda cofermentar anaeróbicamente pentosa
y glucosa.

50
Un objetivo de la invención es proporcionar un método rentable para producir etanol mediante la fermentación de 
pentosa.

Otro objetivo de la presente invención es proporcionar una célula de levadura que sea capaz de fermentar pentosa a 
una velocidad superior que la que se puede alcanzar usando cepas actualmente conocidas en la técnica.55

Otro objetivo es reducir el tiempo de fermentación de la fermentación de C5/C6.
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Otros objetivos, características y ventajas de la invención serán evidentes a partir de una revisión de la memoria 
descriptiva y las reivindicaciones.

Uno o más de estos objetivos se obtienen según la invención: un procedimiento para la preparación de una célula de 5
levadura fermentadora de pentosa y glucosa, en donde una célula de levadura que es una célula de Saccharomyces 
que comprende uno o más genes exógenos de la ruta metabólica de la pentosa se somete a a) perturbación de cada 
uno de los genes hxk2, hxk1 y glk1 y gal1 naturales en la célula de levadura, en donde b) la cepa perturbadora
resultante se somete a manipulación evolutiva para mejorar el consumo de pentosa, hasta que la célula de levadura
tiene una velocidad de crecimiento de 0,05 h-1 o más sobre la pentosa como única fuente de carbono y aislamiento 10
de la célula de levadura fermentadora de pentosa resultante, y en donde c) en la levadura resultante se introduce 
uno o más de los genes hxk1, hxk2, glk1 y gal1, a fin de restaurar su capacidad de consumir glucosa. En una 
realización de la misma, la cepa perturbadora es una célula de levadura que comprende uno o más genes exógenos 
de una o más rutas metabólicas de pentosa no naturales para la célula de levadura.

15
Esta célula con una o más perturbaciones se denomina en la presente célula de levadura perturbadora. La célula 
con perturbación del hxk1, hxk2, glk1 y gal1 también se denomina en la presente perturbador cuádruple.

La invención se refiere además a un procedimiento para la preparación de una célula de levadura fermentadora de 
pentosa, en donde una célula de levadura que comprende uno o más genes exógenos de una ruta de pentosa se 20
somete a una perturbación del gen hxk2 natural en la célula de levadura, en donde la célula de levadura
perturbadora resultante se somete a manipulación evolutiva para mejorar el consumo de pentosa, hasta que la 
célula de levadura tiene una velocidad de crecimiento de 0,05 h-1 o más sobre la pentosa como única fuente de 
carbono y aislamiento de la célula de levadura fermentadora de levadura resultante. En una realización, la célula de 
levadura fermentadora de pentosa no es capaz de consumir glucosa. La célula que es el producto de la 25
manipulación evolutiva se denomina en la presente célula de levadura fermentadora de pentosa.

En una realización preferida de este procedimiento, la célula perturbadora es una célula de levadura que comprende 
uno o más genes exógenos que permiten que las células fermenten pentosa, en donde la célula tiene una 
perturbación de hxk1, hxk2 glk1 y gal1 naturales en la célula de levadura, es decir es un perturbador cuádruple.30

En una realización, la célula de levadura fermentadora de pentosa comprende una o más hexocinasas exógenas. 
Mediante la reintroducción de la actividad de hexocinasa a través de una hexocinasa exógena, se puede restaurar el 
consumo de glucosa por la célula de levadura fermentadora de pentosa. Preferiblemente, la hexocinasa o 
hexocinasas exógenas tienen la misma actividad que la hexocinasa o las hexocinasas naturales en la célula de 35
levadura. Esta célula de levadura en la que se ha reintroducidos hexocinasa se denomina en la presente célula de 
levadura fermentadora de pentosa y glucosa o célula de levadura. La invención se refiere además a una célula de 
Saccharomyces fermentadora de pentosa y glucosa que es capaz de un consumo anaerobio simultáneo de pentosa
y glucosa.

Breve descripción de los dibujos 40

La FIG. 1 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (■) y la densidad óptica a 660 nm 
(OD660,●) durante cultivos en matraz agitado de las cepas DS62504 (FIG.1 (a)), IMK307 (FIG. 1 (b)) y IMK311 (FIG. 
1 (c)).

La FIG. 2 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (■) y el porcentaje de CO2 en el gas 
de escape (línea negra sólida) durante los cultivos anaerobios de las cepas DS62504 (FIG. 2 (a)), IMK307 (FIG. 2 45
(b)) y IMK311 (FIG. 2 (c)). Las fermentaciones se inocularon con cultivos en matraz agitado desarrollados en 
glucosa.

La FIG. 3 muestra perfiles de crecimiento determinados al medir la densidad óptica a 660 nm (OD660) para cultivos 
en matraz agitado de la cepa IMK318 en MYurea que contiene 2% de arabinosa y diversas concentraciones de 
glucosa (0, 0,11, 0,23, 0,65, 1,3 y 2,5 %)50

FIG. 4 Concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (■) y densidad óptica a 660 nm (OD660,●) durante
cultivos en matraz agitado de: cepa IMK318, transferida en serie según la tabla 3 (Serie A: SF1, SF2 y SF5); el 
aislado de una sola colonia seleccionado de esta serie de matraces agitados, IMW018.

La FIG. 5 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (■) y la densidad óptica a 660 nm 
(OD660, ●) durante cultivos en matraz agitado de: cepa IMK318, transferida en serie según la tabla 3 (Serie B: SF1, 55
SF2 y SF3); el aislado de una sola colonia seleccionado de esta serie de matraces agitados, IMW017.
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La FIG. 6 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (■) y el porcentaje de CO2 en el gas 
de escape (línea gris sólida) durante los cultivos anaerobios secuenciales de la cepa IMW017.

La FIG. 7 muestra el porcentaje de CO2 en el gas de escape (línea gris sólida) y las velocidades de crecimiento de 
cultivos anaerobios secuenciales de la cepa IMW017. Las velocidades de crecimiento específicas se derivan del 
perfil de producción de CO2 durante los cultivos discontinuos bien en la mezcla de glucosa y arabinosa (●) o bien 5
solamente en arabinosa (◆).

La FIG. 8 muestra los perfiles de producción de CO2 de los lotes individuales en medio complementado con 
arabinosa (A) y una mezcla de glucosa y arabinosa (B) durante el cultivo discontinuo anaerobio secuencial de la 
cepa IMW017. Los perfiles de producción de CO2 se alinean suponiendo un nivel de producción de CO2 inicial igual. 
Los números en la leyenda indican los números de lote consecutivos.10

La FIG. 9 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (■) y el porcentaje de CO2 en el gas 
de escape (línea gris sólida) durante los lotes 24 y 25 del cultivo discontinuo anaerobio secuencial de la cepa 
IMW017.

La FIG. 10 muestra la actividad de enzima hexocinasa de las cepas DS62504, IMK307, IMK311, IMK318, IMW017 y 
IMW018.15

La FIG. 11 muestra la OD660 (●), la concentración de arabinosa (▲) y la concentración de glucosa (◆) durante un 
cultivo en matraz agitado de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 2% de glucosa y 2% de arabinosa.

La FIG. 12 muestra la OD660 (●), la concentración de arabinosa (▲) y la concentración de glucosa (◆) durante el 
primer (SF1) y el 24º (SF24) cultivo en matraz agitado de un cultivo transferido en serie de la cepa IMW023 en medio 
MY complementado con 2% de glucosa y 2% de arabinosa.20

La FIG. 13 muestra las velocidades de crecimiento específicas estimadas determinadas en los cultivos en matraz 
agitado individuales de un cultivo transferido en serie de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 2% de 
glucosa y 2% de arabinosa.

La FIG. 14 muestra el porcentaje de CO2 en el gas de escape (línea gris sólida) y las velocidades de crecimiento 
específicas durante cultivos discontinuos anaerobios secuenciales de la cepa IMW023 en medio MY complementado 25
con 20 g/litro de glucosa y 20 g/litro de arabinosa, y las velocidades de crecimiento específicas de los cultivos 
discontinuos individuales (●). El tono gris indica cuando se suministraba aire en lugar de nitrógeno gaseoso. Las 
flechas indican el inicio de un nuevo lote consecutivo.

La FIG. 15 muestra el porcentaje de CO2 en el gas de escape (línea gris sólida), la concentración de arabinosa () y 
la concentración de glucosa (◆)durante cultivos discontinuos anaerobios secuenciales de la cepa IMW023 en medio 30
MY complementado con 20 g/litro de glucosa y 20 g/litro de arabinosa.

La FIG. 16 muestra los perfiles de producción CO2 alienados de los lotes individuales durante el cultivo discontinuo 
secuencial anaerobio de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 20 g/litro de glucosa y 20 g/litro de 
arabinosa. Los perfiles de producción de CO2 se alinean suponiendo un nivel de producción de CO2 inicial igual. Los 
números de la leyenda indican los números de lote consecutivos.35

La FIG. 17 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa () y etanol (□) y la densidad óptica a 660 nm 
(OD660, ●) durante cultivos en matraz agitado de las cepas DS62504 (FIG. 17 (a)), IMK307 (FIG. 17 (b), IMK311 
(FIG. 17 (c)), IMW017 (FIG. 17 (d)), IMW018 (FIG. 17 (e)) y IMW058 (FIG. 17 (f)), IMW024 (FIG. 17 (g)), IMW025 
(FIG. 17 (h)), IMW047 (FIG. 17 (i)), IMW059 (FIG. 17 (j)), IMW060 (FIG. 17 (k)), IMW061 (I)).

La FIG. 18 muestra las concentraciones de glucosa (◆) y arabinosa () durante un cultivo en matraz agitado de la 40
cepa IMW047.

La FIG. 19 muestra el alineamiento de aminoácidos de GAL1 de las cepas CEN.PK 113-7D, IMK318, IMW017 y 
IMW018.

La FIG. 20 muestra el alineamiento de aminoácidos de GAL2 de las cepas CEN.PK 113-7D, IMK318, IMW017 y 
IMW018.45
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La FIG. 21 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa (▲), etanol (□), los pesos secos de biomasa (●) y 
la producción de CO2 (línea gris sólida) durante el cultivo anaerobio de la cepa IMW059 en medio MY 
complementado con 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa.

La FIG. 22 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa (▲), etanol (□), los pesos secos de biomasa (●) y 
la producción de CO2 (línea gris sólida) durante el cultivo anaerobio de la cepa IMW060 en medio MY 5
complementado con 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa.

La FIG. 23 muestra las concentraciones de glucosa (◆), arabinosa (▲), etanol (□),los pesos secos de biomasa (●) y 
la producción de CO2 (línea gris sólida) durante el cultivo anaerobio de la cepa IMW061 en medio MY 
complementado con 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa.

La FIG. 24 muestra los perfiles de producción de CO2 de cepas DS62504 (línea negra de puntos), IMW059 (línea 10
negra sólida), IMW060 (línea negra sólida) y IMW061 (línea negra rayada) durante el cultivo anaerobio en una 
mezcla de 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa.

La FIG. 25 muestra las concentraciones de glucosa (◆), manosa (), arabinosa () y etanol (□) durante cultivos en 
matraz agitado de la cepa DS62504 sobre medio CFMM2M.

La FIG. 26 muestra las concentraciones de glucosa (◆), manosa (), arabinosa () y etanol (□)durante cultivos en 15
matraz agitado de la cepa IMW060 sobre medio CFMM2M.

FIG. 27 muestra las concentraciones de glucosa (◆), manosa (), arabinosa () y etanol (□) durante cultivos en 
matraz agitado de la cepa IMW061 sobre medio CFMM2M.

20
FIG. 28 muestra las concentraciones de glucosa (◆), manosa (), arabinosa () y etanol (□) durante cultivos en 
matraz agitado de la cepa DS62504 sobre medio CFMM1M.

FIG. 29 muestra las concentraciones de glucosa (◆), manosa (), arabinosa () y etanol (□) durante cultivos en 
matraz agitado de la cepa IMW060 sobre medio CFMM1M.25

FIG. 30 muestra las concentraciones de glucosa (◆), manosa (), arabinosa () y etanol (□) durante cultivos en 
matraz agitado de la cepa IMW061 sobre medio CFMM1M.

Breve descripción del listado de secuencias 

Oligonucleótidos usados para la construcción de casetes de perturbación génica: 

SEQ ID Nº: 1 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-disA30

SEQ ID Nº: 2 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-disB

SEQ ID Nº: 3 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-disA

SEQ ID Nº: 4 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-disB

SEQ ID Nº: 5 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-disA

SEQ ID Nº: 6 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-disB35

Oligonucleótidos usados con propósitos de diagnóstico: 

SEQ ID Nº: 7 indica la secuencia del oligonucleótido KanA

SEQ ID Nº: 8 indica la secuencia del oligonucleótido KanB40

SEQ ID Nº: 9 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-FW
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SEQ ID Nº: 10 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-RV

SEQ ID Nº: 11 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-FW

SEQ ID Nº: 12 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-RV

SEQ ID Nº: 13 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-FW

SEQ ID Nº: 14 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-RV5

SEQ ID Nº: 15 indica la secuencia de ADN de HXK1

SEQ ID Nº: 16 indica la secuencia de ADN de HXK2

SEQ ID Nº: 17 indica la secuencia de ADN de GLK1

SEQ ID Nº: 18 indica la secuencia de ADN de GAL1

SEQ ID Nº: 19 indica la secuencia de ADN de YDR516C10

SEQ ID Nº: 20 indica la secuencia de ADN de YLR446W

SEQ ID Nº: 21 indica la secuencia de aminoácidos de HXK1

SEQ ID Nº: 22 indica la secuencia de aminoácidos de HXK2

SEQ ID Nº: 23 indica la secuencia de aminoácidos de GLK1

SEQ ID Nº: 24 indica la secuencia de aminoácidos de GAL115

SEQ ID Nº: 25 indica la secuencia de aminoácidos de YDR516C

SEQ ID Nº: 26 indica la secuencia de aminoácidos de YLR446W

SEQ ID Nº: 27 indica la secuencia del oligonucleótido GAL1-DisA

SEQ ID Nº: 28 indica la secuencia del oligonucleótido GAL1-DisB

SEQ ID Nº: 29 indica la secuencia del oligonucleótido GAL1-FW220

SEQ ID Nº: 30 indica la secuencia del oligonucleótido GAL1-RV2

SEQ ID Nº: 31 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-FW2

SEQ ID Nº: 32 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-RV2

SEQ ID Nº: 33 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-FW3

SEQ ID Nº: 34 indica la secuencia del oligonucleótido HXK2-RV325

SEQ ID Nº: 35 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-FW2

SEQ ID Nº: 36 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-RV2

SEQ ID Nº: 37 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-FW3
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SEQ ID Nº: 38 indica la secuencia del oligonucleótido HXK1-RV3

SEQ ID Nº: 39 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-FW4

SEQ ID Nº: 40 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-RV4

SEQ ID Nº: 41 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-FW5

SEQ ID Nº: 42 indica la secuencia del oligonucleótido GLK1-RV55

SEQ ID Nº: 43 indica la secuencia de ADN de GAL1 (CEN.PK 113-7D)

SEQ ID Nº: 44 indica la secuencia de ADN de GAL1 (IMK318)

SEQ ID Nº: 45 indica la secuencia de ADN de GAL1 (IMW017)

SEQ ID Nº: 46 indica la secuencia de ADN de GAL1 (IMW018)

SEQ ID Nº: 47 indica la secuencia de ADN de GAL2 (CEN.PK 113-7D)10

SEQ ID Nº: 48 indica la secuencia de ADN de GAL2 (IMK318)

SEQ ID Nº: 49 indica la secuencia de ADN de GAL2 (IMW017)

SEQ ID Nº: 50 indica la secuencia de ADN de GAL2 (IMW018)

SEQ ID Nº: 51 indica la secuencia de aminoácidos de GAL1 (CEN.PK 113-7D)

SEQ ID Nº: 52 indica la secuencia de aminoácidos de GAL1 (IMK318)15

SEQ ID Nº: 53 indica la secuencia de aminoácidos de GAL1 (IMW017)

SEQ ID Nº: 54 indica la secuencia de aminoácidos de GAL1 (IMW018)

SEQ ID Nº: 55 indica la secuencia de aminoácidos de GAL2 (CEN.PK 113-7D)

SEQ ID Nº: 56 indica la secuencia de aminoácidos de GAL2 (IMK318)

SEQ ID Nº: 57 indica la secuencia de aminoácidos de GAL2 (IMW017)20

SEQ ID Nº: 58 indica la secuencia de aminoácidos de GAL2 (IMW018)

Descripción detallada de la invención

A lo largo de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las palabras "comprenden" e "incluyen"
y variaciones tales como "comprende", "que comprende", "incluye" y "que incluye" se han de interpretar 
inclusivamente. Esto es, estas palabras pretenden transmitir la posible inclusión de otros elementos o integrantes no 25
citados específicamente, cuando el contexto lo permita.

Los artículos "un" y "uno/a" se usan en la presente para referirse a uno o más de uno (es decir a uno o al menos 
uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, "un elemento" puede significar un elemento o más de un 
elemento. A modo de ejemplo, célula puede ser en la presente una célula, pero también se refiere a una población 30
de células o una cepa.

Las diversas realizaciones de la invención descritas en la presente se pueden combinar entre sí.

Se entiende que perturbación significa en la presente cualquier perturbación de la actividad, e incluye, pero no se 35
limita a, eliminación, mutación, reducción de la afinidad del gen perturbado y expresión de ARN antisentido 
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complementario a ARNm de hexocinasa. Un perturbador génico es una célula que tiene una o más perturbaciones 
del gen respectivo. Se entiende en la presente natural en levadura como que el gen está presente en la célula de 
levadura antes de la perturbación. Incluye la situación en la que el gen natural en levadura está presente en una 
célula de levadura silvestre, una célula de levadura de laboratorio o una célula de levadura industrial. Célula de 
levadura también se puede indicar en la presente como cepa de levadura o como parte de la cepa de levadura.5

En una realización, la célula de levadura fermentadora de pentosa y glucosa que produce etanol a una velocidad 
global superior que la correspondiente cepa silvestre y tiene un tiempo de fermentación más breve y/o consume
simultáneamente pentosa y glucosa, preferiblemente consume simultáneamente estas anaerobiamente pentosa y 
simultáneamente, en oposición a secuencialmente.10

En una realización, la levadura comprende una hexocinasa exógena. Preferiblemente, la hexocinasa exógena 
introduce en la célula una actividad de hexocinasa.

Exógeno se entiende en la presente como no presente en la célula de levadura antes de la introducción de la 15
hexocinasa. Una hexocinasa exógena puede incluir, pero no se limita a, un gen que es natural en levadura o un gen 
que tiene la misma secuencia que la hexocinasa perturbada.

En una realización de la invención, la célula de levadura es una cepa en la que se efectúa una expresión reducida 
de hexocinasa en la variante de levadura por un medio seleccionado del grupo que consiste en la perturbación del 20
gen de hexocinasa gene y la expresión de ARN antisentido complementario a ARNm de hexocinasa.

En una realización de la invención, la célula de levadura es un perturbador de hexocinasa de Saccharomyces 
cerevisiae.

25
En otra realización, la célula de levadura es Saccharomyces cerevisiae IMW017, IMW018, IMK306, IMK307 y/o
IMK318.

En una realización, la célula de levadura tiene una velocidad de producción de etanol global que es al menos 
aproximadamente 20% superior, al menos aproximadamente 50% o al menos aproximadamente 100% superior que 30
la levadura silvestre correspondiente.

La invención se refiere además a un procedimiento para producir etanol a partir de la fermentación de pentosa, que 
comprende la etapa de: cultivar una célula de levadura según la invención en una composición sacárica que 
contiene pentosa bajo condiciones de fermentación adecuadas durante un período de tiempo suficiente para permitir 35
la fermentación de pentosa en etanol, en donde la célula de levadura fermenta pentosa para producir etanol con un 
nivel alto con relación a la levadura silvestre correspondiente y en donde la célula de levadura tiene una expresión 
reducida de hexocinasa funcional, con relación a la levadura silvestre correspondiente.

En una realización del procedimiento, el tiempo de fermentación se reduce con relación a la correspondiente 40
fermentación de levadura silvestre, preferiblemente el tiempo de fermentación se reduce 40% o más.

En una realización del procedimiento, se cofermentan pentosa y glucosa. En otra realización del procedimiento, la 
velocidad de producción de etanol global es al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 50% o
aproximadamente 100% superior que la del procedimiento con la levadura silvestre correspondiente.45

En una realización del procedimiento, la célula de levadura es Saccharomyces cerevisiae IMW017, IMW018, 
IMK306, IMK307 y/o IMK318.

En una realización del procedimiento, el material que contiene pentosa comprende un hidrolizado de material50
lignocelulósico.

En una realización del procedimiento, el hidrolizado es un hidrolizado enzimático de material lignocelulósico.

La invención se refiere además al uso de una perturbación de una o más hexocinasas en levadura en un 55
procedimiento de manipulación evolutiva y/o un procedimiento de mejora de la cepa de levadura. Estos son 
procedimientos conocidos. La manipulación evolutiva es un procedimiento en el que fenotipos industrialmente 
pertinentes de un microorganismo, en la presente la levadura, se pueden acoplar a la velocidad de crecimiento 
específica y/o la afinidad por un nutriente, mediante un procedimiento de selección natural establecido 
racionalmente. La manipulación evolutiva se describe por ejemplo en Kuijper, M, y cols., FEMS Yeast Research 60
5(2005) 925-934, y los documentos WO2008041840 y WO2009112472. Después de la manipulación evolutiva, la 
célula de levadura fermentadora de pentosa resultante se aísla. El aislamiento se puede ejecutar de cualquier modo 
conocido, p. ej. mediante la separación de células de un caldo de células de levadura en la manipulación evolutiva, 
por ejemplo al recoger una muestra de células o mediante filtración o centrifugación.

65
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La presente invención es una célula de levadura que fermenta pentosa en mezclas de azúcares que también 
contienen glucosa a una velocidad superior que la levadura silvestre correspondiente, la célula de levadura
caracterizada por la expresión reducida de uno o más genes de hexocinasa naturales.

Sin limitaciones en el alcance de la invención y sin querer limitarse por una teoría, este fenómeno es lo más 5
probablemente una consecuencia de la inhibición competitiva del transporte de pentosa por glucosa o debido a la 
represión de glucosa de genes cruciales para la fermentación de pentosa o debido a la inactivación o la degradación
de proteínas implicada o la reducción de la afinidad en presencia de glucosa. En presencia de glucosa, la 
manipulación evolutiva para el crecimiento sobre pentosas de cepas que ya no utilizan (no pueden utilizar) glucosa
debe dar como resultado un fenotipo insensible a glucosa. Esta cepa, que ya no puede consumir glucosa, se puede 10
obtener por ejemplo mediante la eliminación de las tres hexo/gluco-cinasas (hxk1Δ hxk2Δ glk1Δ). En la presente, se 
muestra que también la eliminación de gal1 (gal1Δ) es ventajosa para disminuir adicionalmente el consumo de 
glucosa en el perturbador triple, creando así un perturbador cuádruple.

La presente invención es además un método para producir etanol a partir de la fermentación de pentosa, que 15
comprende la etapa de: cultivar una célula de levadura en un material que contiene pentosa bajo condiciones de 
fermentación adecuadas durante un período de tiempo suficiente para permitir la fermentación de pentosa en etanol, 
siendo capaz de variante de levadura de fermentar pentosa a una velocidad alta con relación a la levadura silvestre 
correspondiente y teniendo una expresión reducida de hexocinasa funcional.

20
La célula de levadura de la presente invención es un perturbador de hexocinasa. Por un perturbador de hexocinasa
se entiende una variante en la que una parte o todo el gen natural se retira o reemplaza por ADN del que la 
expresión no da como resultado un producto de expresión que tenga ninguna función de la hexocinasa natural.

En una realización alternativa del perturbador, la expresión de hexocinasa se puede regular a la baja a través del 25
uso de una construcción antisentido en la que parte o la totalidad de la hebra antisentido que codifica hexocinasa se 
expresa bajo la regulación de un promotor que responde a oxígeno reducido. En esta realización, el ARNm
antisentido para hexocinasa se expresa bajo condiciones limitativas de oxígeno y de ese modo inactiva la 
hexocinasa funcional.

30
En otra realización alternativa del perturbador, la región promotora para la hexocinasa funcional se reemplaza por un 
promotor que responde a oxígeno reducido al regular a la baja la expresión del gen de hexocinasa.

Por levadura "silvestre", se entiende una cepa de levadura fermentadora de pentosa con niveles normales de 
hexocinasa funcional de la que se deriva la célula de levadura de la presente invención. En ciertos casos, la 35
"levadura silvestre", según se define en esta solicitud de patente, puede incluir levadura mutagenizada. Por ejemplo, 
la cepa de Saccharomyces cerevisiae DS62504, a partir de la que se desarrollaron IMW017, IMW018, IMK306, 
IMK307 y IMK318, es por sí misma una cepa de levadura mutada. Sin embargo, DS62504 también es una levadura 
silvestre, según se define en la presente, debido a que es una levadura fermentadora de pentosa con niveles
normales de hexocinasa funcional que se usaba para desarrollar una célula de levadura de la presente invención.40

Hexocinasa (hxk) es en la presente cualquier enzima que fosforile un azúcar de seis carbonos, una hexosa, en un 
fosfato de hexosa. En la mayoría de los tejidos y organismos, la glucosa es el sustrato más importante de las 
hexocinasas, y el 6-fosfato de glucosa es el producto más importante.

45
Las hexocinasas se han encontrado en la mayoría de los organismos comprobados, variando de bacterias, 
levaduras y plantas a seres humanos y otros vertebrados. Se clasifican como proteínas de plegamiento de actina, 
compartiendo un centro del sitio de unión a ATP común rodeado por secuencias más variables que determinan 
afinidades a sustratos y otras propiedades. Varias isoformas o isozimas de hexocinasa que proporcionan diferentes 
funciones se pueden presentar en una sola especie.50

Reacción de hexocinasa:

Las reacciones intracelulares mediadas por hexocinasas se pueden tipificar como:

Hexosa + ATP → Hexosa-P + ADP

La célula de levadura

Según la invención, la perturbación de la actividad de hexocinasa natural conduce a un tiempo de fermentación más 55
breve en la fermentación de C5/C6 y/o al consumo simultáneo por la célula de levadura de pentosa y glucosa.

Se obtuvieron células de levadura resultantes, denominadas IMW017, IMW018, IMK306, IMK307 y/o IMK318, y se 
han caracterizado como se describe con detalle posteriormente. Se anticipa que una célula de levadura de S. 
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cerevisiae caracterizada por la expresión reducida del gen de hexocinasa funcional y un rendimiento de etanol global 
incrementado se puede obtener por medios distintos a la eliminación del gen de hexocinasa mediante la integración 
específica del sitio en una etapa. Por ejemplo, una variante que carece de hexocinasa funcional, o que expresa
hexocinasa a un nivel reducido, se podría obtener mediante cualquiera de varios medios conocidos en la técnica, 
tales como exponer las células de levadura a agentes intercaladores de ADN o irradiar la células de levadura con luz 5
ultravioleta. Es probable que las células deficientes en hexocinasa se puedan distinguir de las células silvestres 
basándose en el tamaño de las colonias y otros patrones morfológicos (es decir, colonias amarillas de pequeño 
tamaño con una apariencia arrugada). El estado de hexocinasa de colonias deficientes en hexocinasa putativas 
presuntamente identificadas basándose en este fenotipo único se podía confirmar, por ejemplo, por la incapacidad 
para crecer sobre medio que contiene glucosa como la única fuente de carbono o por determinaciones de la 10
actividad de hexocinasa.

La célula de levadura contiene típicamente genes de una ruta metabólica de pentosa no naturales para la levadura 
y/o que permiten que la célula de levadura convierta pentosa o pentosas. En una realización, la célula de levadura
puede comprender uno o dos o más copias de una o más xilosa isomerasas y/o una o más copias de uno o más 15
genes de xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, permitiendo que la célula de levadura convierta xilosa. En una 
realización de los mismos, estos genes se pueden integrar en el genoma de la célula de levadura. En otra 
realización, la célula de levadura comprende los genes araA, araB y araD. Entonces, es capaz de fermentar 
arabinosa. En una realización de la invención, la célula de levadura comprende el gen xylA, el gen XYL1 y el gen 
XYL2 y/o el gen XKS1, para permitir que la célula de levadura fermente xilosa; la eliminación del gen de aldosa 20
reductasa (GRE3); la sobreexpresión de los genes PPP, TAL1, TKL1, RPE1 y RK/1 para permitir el incremento del 
flujo a través del paso de fosfato de pentosa a la célula, y/o la sobreexpresión de GAL2 y/o la eliminación de GAL80. 
Así, a través de la inclusión de los genes anteriores, se pueden introducir en la célula de levadura una ruta de 
pentosa u otras rutas metabólicas adecuadas que no eran naturales en la célula de levadura (silvestre).

25
En una realización, la célula de levadura se deriva de una levadura industrial, mediante la perturbación de 
hexocinasa. Una célula industrial y una célula de levadura industrial se pueden definir como sigue. Los ambientes 
vivos de las células (de levadura) en los procedimientos industriales son significativamente diferentes de los del 
laboratorio. Las células de levadura industriales deben ser capaces de comportarse bien bajo múltiples condiciones 
ambientales que pueden variar durante el procedimiento. Tales variaciones incluyen un cambio en las fuentes de 30
nutrientes, el pH, la concentración de etanol, la temperatura, la concentración de oxígeno, etc., que juntos tienen un 
impacto potencial sobre el crecimiento celular y la producción de etanol de Saccharomyces cerevisiae. Bajo 
condiciones industriales adversas, las cepas tolerantes al ambiente permiten un crecimiento y una producción 
robustos. Generalmente, las cepas de levadura industriales son más robustas hacia estos cambios en condiciones 
ambientales que se pueden presentar en aplicaciones en las que se usan, tales como en la industria de la 35
panadería, la industria cervecera, la elaboración de vino y la industria del etanol. En una realización, la célula de 
levadura industrial se construye basándose en una célula hospedadora industrial, en donde la construcción se 
efectúa como se describe anteriormente en la presente. Ejemplos de levadura industrial (S. cerevisiae) son Ethanol 
Red® (Fermentis) Fermiol® (DSM) y Thermosacc® (Lallemand).

40
En una realización, la célula de levadura es tolerante a inhibidores. La tolerancia a Inhibidores es la resistencia a 
compuestos inhibidores. La presencia y el nivel de compuestos inhibidores en lignocelulosa puede variar 
ampliamente con la variación de la materia prima, el procedimiento de hidrólisis del método de tratamiento. Ejemplos 
de categorías de inhibidores son ácidos carboxílicos, furanos y/o compuestos fenólicos. Ejemplos de ácidos 
carboxílicos son ácido láctico, ácido acético o ácido fórmico. Ejemplos de furanos son furfural e hidroximetilfurfural. 45
Ejemplos o compuestos fenólicos son vainillina, ácido siríngico, ácido ferúlico y ácido cumárico. Las cantidades 
típicas de inhibidores son para ácidos carboxílicos: varios gramos por litro, hasta 20 gramos por litro o más, 
dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrólisis. Para furanos: de varios cientos de 
miligramos por litro hasta varios gramos por litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las 
condiciones de hidrólisis. Para compuestos fenólicos: de varias decenas de miligramos por litro hasta un gramo por 50
litro, dependiendo de la materia prima, el pretratamiento y las condiciones de hidrólisis.

Las células de levadura según la invención son preferiblemente tolerantes a inhibidores, es decir pueden soportar 
inhibidores comunes al nivel que tienen típicamente con condiciones de pretratamiento e hidrólisis comunes, de 
modo que las células de levadura puedan encontrar una amplia aplicación, es decir tiene su aplicabilidad para 55
diferentes materias primas, diferentes métodos de pretratamiento y diferentes condiciones de hidrólisis.

En una realización, la célula de levadura industrial se construye basándose en una célula hospedadora tolerante a 
inhibidores, en donde la construcción se efectúa como se describe anteriormente en la presente. Las células 
hospedadoras tolerantes a inhibidores se pueden seleccionar al cribar cepas con respecto al crecimiento sobre 60
materiales que contienen inhibidores, tal como en Kadar y cols, Appl. Biochem. Biotechnol. (2007), Vol. 136-140, 
847-858, en donde se seleccionaba una cepa de S. cerevisiae ATCC 26602 tolerante a inhibidores.

En una realización, la célula de levadura está libre de marcador. Según se usa en la presente, el término "marcador" 
se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que permite la selección de, o el cribado con respecto a, una 65
célula hospedadora que contiene el marcador. Libre de marcador significa que los marcadores están esencialmente 
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ausentes en la célula de levadura. Estar libre de marcador es particularmente ventajoso cuando se han usado 
marcadores de antibióticos en la construcción de la célula de levadura y se retiran posteriormente. La retirada de 
marcadores se puede realizar usando cualquier técnica anterior, p. ej. recombinación intramolecular. Un método 
adecuado de retirada de marcadores se ilustra en los ejemplos.

5
La célula de levadura puede comprender además las actividades enzimáticas requeridas para la conversión de 
piruvato en un producto de fermentación deseado, tal como etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxipropiónico, 
ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido fumárico, ácido málico, ácido itacónico, un 
aminoácido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiótico de ß-lactama o una cefalosporina.

10
En una realización, la célula de levadura una célula que es naturalmente capaz de fermentación alcohólica, 
preferiblemente, fermentación alcohólica anaerobia. Una célula de levadura tiene preferiblemente una tolerancia alta 
a etanol, una tolerancia alta al pH bajo (es decir capaz de crecimiento a un pH inferior a aproximadamente 5, 
aproximadamente 4, aproximadamente 3 o aproximadamente 2,5) y hacia compuestos orgánicos y/o una tolerancia 
alta a temperaturas elevadas.15

Cualquiera de las características o actividades anteriores de una célula de levadura puede estar presente 
naturalmente en la célula o se puede introducir o modificar mediante modificación genética.

Construcción de la célula de levadura

Según una realización, los genes se pueden introducir en la célula de levadura mediante la introducción en una 20
célula hospedadora: 

a) un aglomerado que consiste en genes PPP TAL1, TKL1, RPE1 y RK/1, opcionalmente bajo el control de un 
promotor constitutivo fuerte;

b) un aglomerado que consiste en un gen xylA bajo el control de un promotor constitutivo fuerte;

c) un aglomerado que consiste en un gen XKS1-gene bajo el control de un promotor constitutivo fuerte,25

d) un aglomerado que consiste en los genes araA, araB y araD bajo el de un promotor constitutivo fuerte

e) eliminación de un gen de aldosa reductasa

f) perturbación de uno o más genes de hexocinasa naturales en levadura;

g) manipulación evolutiva de la cepa que resulta de a) a e);

y opcionalmente 30

h) introducción de uno o más genes de hexocinasa exógenos en la célula que resulta de la manipulación evolutiva
para producir la célula de levadura.

La célula anterior se puede construir usando técnicas de expresión recombinante conocidas.

Expresión recombinante 

La célula de levadura es una célula recombinante. Es decir, una célula de levadura comprende, o se transforma con 35
o se modifica genéticamente con una secuencia nucleotídica que no está presente naturalmente en la célula en 
cuestión.

Técnicas para la expresión recombinante de enzimas en una célula, así como para las modificaciones genéticas 
adicionales de una célula de levadura, son muy conocidas en la especialidad. Típicamente, estas técnicas implican 40
la transformación de una célula con una construcción de ácido nucleico que comprende la secuencia pertinente. 
Estos métodos se conocen, por ejemplo, de manuales estándar, tales como Sambrook y Russel (2001) "Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o
F. Ausubel y cols., eds., "Current protocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva
York (1987). Métodos para la transformación y la modificación genética de células hospedadoras fúngicas se 45
conocen de los documentos, p. ej., EP-A-0635 574, WO 98/46772, WO 99/60102, WO 00/37671, WO90/14423, EP-
A-0481008, EP-A-0635574 y US 6,265,186.
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Identidad de secuencia 

Se dice que las secuencias de aminoácidos o nucleótidos son homologas cuando exhiben un cierto nivel de of 
similitud. Que dos secuencias sean homólogas indica un origen evolutivo común. Que dos secuencias homólogas 
estén estrechamente relacionadas o más distantemente relacionadas está indicado por el "porcentaje de identidad" o 
el "porcentaje de similitud", que es alto o bajo, respectivamente. Aunque es discutido, para indicar el "porcentaje de 5
identidad" o el "porcentaje de similitud", frecuentemente se usan intercambiablemente "nivel de homología" o
"porcentaje de homología".

Los términos "homología", "porcentaje de homología", "porcentaje de identidad" o "porcentaje de similitud" se usan 
intercambiablemente en la presente. Para el propósito de esta invención, se define aquí que a fin de determinar el 10
porcentaje de identidad de dos secuencias de aminoácidos o de dos secuencias de ácido nucleico, las secuencias 
completas se alinean con propósitos de comparación óptima. A fin de optimizar el alineamiento entre dos secuencias 
se pueden introducir huecos en cualquiera de las dos secuencias que se comparan. Este alineamiento se lleva a 
cabo a lo largo de toda la longitud de las secuencias que se comparan. Alternativamente, el alineamiento se puede 
llevar a cabo a lo largo de una longitud más corta, por ejemplo a lo largo de aproximadamente 20, aproximadamente15
50, aproximadamente 100 o más ácidos nucleicos/basados o aminoácidos. La identidad es el porcentaje de
coincidencias idénticas entre las dos secuencias a lo largo de la región alineada presentada.

Una comparación de secuencias y una determinación del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede 
efectuar usando un algoritmo matemático. El experto conocerá el hecho de que están disponibles varios programas 20
informáticos diferentes para linear dos secuencias y determinar la homología entre dos secuencias (Kruskal, J. B. 
(1983) An overview of squence comparison en D. Sankoff y J. B. Kruskal, (ed.), Time warps, string edits and
macromolecules: the theory and practice of sequence comparison, pp. 1-44 Addison Wesley). El porcentaje de
identidad entre dos secuencias de aminoácidos se puede determinar usando el algoritmo de Needleman y Wunsch 
para el alineamiento de dos secuencias. (Needleman, S. B. y Wunsch, C. D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). El25
algoritmo alinea secuencias de aminoácidos así como secuencias de nucleótidos. El algoritmo de Needleman-
Wunsch se ha implementado en el programa informático NEEDLE. Para el propósito de esta invención, se usó el 
programa NEEDLE del paquete EMBOSS (versión 2.8.0 o superior, EMBOSS: The European Molecular Biology 
Open Software Suite (2000) Rice, P. Longden, I. y Bleasby, A. Trends in Genetics 16, (6) pp276-277, 
http://emboss.bioinformatics.nl/). Para secuencias proteínicas, EBLOSUM62 se usa para la matriz de sustitución. 30
Para secuencias nucleotídicas, se usa EDNAFULL. Se pueden especificar otras matrices. Los parámetros 
opcionales usados para el alineamiento de secuencias de aminoácidos son una penalización por apertura de huecos 
de 10 y una penalización por extensión de huecos de 0,5. El experto apreciará que todos estos diferentes 
parámetros darán resultados ligeramente diferentes, pero que el porcentaje de identidad global de dos secuencias 
no se altera significativamente cuando se usan diferentes algoritmos.35

Definición de homología global

La homología o identidad es el porcentaje de coincidencias idénticas entre las dos secuencias completas a lo largo 
de la región alineada incluyendo cualesquiera huecos o extensiones. La homología o identidad entre las dos 
secuencias alienada se calcula como sigue: Numero de las posiciones correspondientes en el alineamiento que 
muestran un aminoácido idéntico en ambas secuencias dividido por la longitud total del alineamiento incluyendo los 40
huecos. La identidad definida como en la presente se puede obtener a partir de NEEDLE y se señala en los 
resultados del programa como "IDENTIDAD".

Definición de la identidad más larga

La homología o identidad entre las dos secuencias alineadas se calcula como sigue: Número de posiciones 
correspondientes en el alineamiento que muestran un aminoácido idéntico en ambas secuencias dividido por la 45
longitud total del alineamiento después de la sustracción del número total de huecos del alineamiento. La identidad 
definida como en la presente se puede obtener a partir de NEEDLE al usar la opción NOBRIEF y se señala en los 
resultados del programa como la "identidad más larga". Para los propósitos de la invención, el nivel de identidad 
(homología) entre dos secuencias (aminoácido o nucleótido) se calcula según la definición de la "identidad más 
larga" que se puede llevar a cabo al usar el programa NEEDLE.50

Las secuencias proteínicas usadas en la presente invención se pueden usar como una "secuencia incógnita" para 
realizar una búsqueda frente a bases de datos de secuencias, por ejemplo para identificar otros miembros de la 
familia o secuencias relacionadas. Tales búsquedas se pueden realizar usando los programas BLAST. El software
para realizar análisis BLAST está disponible públicamente a través de the National Center for Biotechnology 55
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). BLASTP se usa para secuencias de aminoácidos y BLASTN para 
secuencias de nucleótidos. El programa BLAST usa como defectos: 

Coste de abrir un hueco: defecto = 5 para nucleótidos/11 para proteínas
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Coste de extender un hueco: defecto = 2 para nucleótidos/ 1 para proteínas

Penalización para falta de coincidencia de nucleótidos: defecto = -3

Recompensa por coincidencia de nucleótidos: defecto = 1

Valor esperado: defecto = 10

Tamaño de la palabra: defecto = 11 para nucleótidos/ 28 para megablast/ 3 para proteínas5

Por otra parte, el grado de identidad (homología) local entre la secuencia de aminoácidos incógnita o la secuencia
de ácido nucleico incógnita y las secuencias homólogas buscadas se determina mediante el programa BLAST. Sin 
embargo, solo se comparan los segmentos de secuencia que dan una coincidencia por encima de un cierto umbral. 
Según esto, el programa calcula la identidad solamente para estos segmentos coincidentes. Por lo tanto, la identidad 
calculada de este modo se denomina identidad local.10

Producción de bioproductos

A lo largo de los años se han hecho sugerencias para la introducción de diversos organismos para la producción de 
bioetanol a partir de azúcares de cultivo. Sin embargo, en la práctica, todos los procedimientos de producción de 
bioetanol han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como producto de etanol. Esto se debe a 
las muchas características atractivas de las especies de Saccharomyces para procedimientos industriales, es decir, 15
una alta tolerancia a los ácidos, el etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento anaerobio y, por supuesto, alta 
capacidad fermentativa alcohólica. Especies de levadura preferidas como células hospedadoras incluyen S. 
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

Una célula de levadura puede ser una célula adecuada para la producción de etanol. Sin embargo, una célula de 20
levadura puede ser adecuada para la producción de productos de fermentación distintos al etanol

Estos productos de fermentación no etanólicos incluyen cualquier producto químico a granel o puro que sea 
producible por un microorganismo eucariótico tal como una levadura o un hongo filamentoso.

25
Una célula de levadura preferida para la producción de productos de fermentación no etanólicos es una célula 
hospedadora que contiene una modificación genética que da como resultado una disminución de la actividad de 
alcohol deshidrogenasa.

Lignocelulosa

La lignocelulosa, que se puede considerar una materia prima renovable potencial, comprende generalmente los 30
polisacáridos celulosa (glucanos) y hemicelulosas (xilanos, heteroxilanos y xiloglucanos). Además, algo de 
hemicelulosa puede estar presente como glucomananos, por ejemplo en materias primas derivadas de madera. La 
hidrólisis enzimática de estos polisacáridos en azúcares solubles, incluyendo tanto monómeros como multímeros, 
por ejemplo glucosa, celobiosa, xilosa, arabinosa, galactosa, fructosa, manosa, ramnosa, ribosa, ácido 
galacturónico, ácido glucorónico y otras hexosas y pentosas se produce bajo la acción de diferentes enzimas que 35
actúan conjuntamente.

Además, las pectinas y otras sustancias pécticas tales como arabinanos pueden constituir una proporción 
considerable de la masa seca de paredes celulares típicas procedentes de tejidos de plantas no leñosas
(aproximadamente de un cuarto a la mitad de la masa seca pueden ser pectinas).40

Pretratamiento 

Antes del tratamiento enzimático, el material lignocelulósico se puede pretratar. El pretratamiento puede comprender 
exponer el material lignocelulósico a un ácido, una base, un disolvente, calor, un peróxido, ozono, desfribrilación 
mecánica, trituración, molienda o despresurización rápida, o una combinación de dos cualesquiera o más de los 
mismos. Este pretratamiento químico se combina a menudo con pretratamiento térmico, p. ej. entre 150-220°C 45
durante de 1 a 30 minutos.
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Hidrólisis enzimática 

El material pretratado se somete comúnmente a hidrólisis enzimática para liberar azúcares que se pueden fermentar 
según la invención. Esto se puede ejecutar con métodos convencionales, p. ej. poniendo en contacto con celulasas, 
a modo de ejemplo celobiohidrolasa(s), endoglucanasa(s), beta-glucosidasa(s) y opcionalmente otras enzimas, La 
conversión con las celulasas se puede ejecutar a temperaturas ambiente o temperaturas superiores, con un tiempo 5
de reacción para liberar suficientes cantidades de azúcar o azúcares. El resultado de la hidrólisis enzimática es un 
producto de hidrólisis que comprende azúcares C5/C6, denominado en la presente la composición sacárica.

La composición sacárica 

La composición sacárica usada según la invención comprende glucosa y una o más pentosas, p. ej. arabinosa y/o
xilosa. Se puede usar en la invención cualquier composición sacárica que cumpla esos criterios. Azúcares 10
opcionales en la composición sacárica son galactosa y manosa. En una realización preferida, la composición 
sacárica es un hidrolizado de uno o más materiales lignocelulósicos. Lignocelulosa incluye en la presente 
hemicelulosa y partes de hemicelulosa de la biomasa. La lignocelulosa también incluye fracciones lignocelulósicas 
de biomasa. Materiales lignocelulósicos adecuados se pueden encontrar en la siguiente lista: preparación de 
huertos, chaparral, residuos de molienda, residuos de madera urbanos, residuos municipales, residuos de talas, 15
aclarados forestales, cultivos madereros de rotación corta, residuos industriales, paja de trigo, paja de avena, paja 
de arroz, paja de cebada, paja de centeno, paja de lino, cáscaras de soja, cáscaras de arroz, paja de arroz, pienso 
de gluten de maíz, cáscaras de avena, caña de azúcar, rastrojos de maíz, tallos de maíz, mazorcas de maíz, 
cáscaras de maíz, pasto varilla, pasto plateado, sorgo dulce, tallos de colza, tallos de soja, bromo, zacate maicero, 
cola de zorro; pulpa de remolacha azucarera, pulpa de cítricos, cáscaras de semillas, residuos animales celulósicos, 20
costes de césped, algodón, algas, árboles, madera blanda, madera dura, álamo, pino, matorrales, pastos, trigo, paja 
de trigo, bagazo de caña de azúcar, maíz, cáscaras de maíz, hobs de maíz, grano de maíz, fibra procedente de 
granos, productos y subproductos procedentes de molienda de granos en húmedo o en seco, residuos sólidos 
municipales, papel residual, residuos de jardines, material herbáceo, residuos agrícolas, residuos forestales, 
residuos sólidos municipales, papel residual, pasta papelera, residuos de fábricas de papel, ramas, arbustos, cañas, 25
maíz, cáscaras de maíz, un cultivo energético, bosques, una fruta, una flor, un cereal, un pasto, un cultivo herbáceo, 
una hoja, corteza, una aguja, un tronco, una raíz, un pimpollo, un matorral, pasto varilla, un árbol, una hortaliza, piel 
de fruta, una vid, pulpa de remolacha azucarera, harinillas de trigo, cáscaras de avena, madera dura o blanda, 
material residual orgánico generado a partir de un procedimiento agrícola, residuos madereros forestales o una 
combinación de cualesquiera dos o más de los mismos.30

Una visión general de algunas composiciones sacáricas adecuadas derivadas de lignocelulosa y la composición 
sacárica de sus hidrolizados se da en la tabla 1. Las lignocelulosas listadas incluyen: mazorcas de maíz, fibra de 
maíz, cáscaras de arroz, cáscaras de meló, pulpa de remolacha azucarera, paja de trigo, bagazo de caña de azúcar, 
madera, pasto y prensados de aceitunas.35

Tabla 1: Visión general de composiciones sacáricas procedentes de materiales lignocelulósicos. Gal=galactosa, 
Xil=xilosa, Ara=arabinosa, Man=manosa, Glu=glutamato, Ram=ramnosa. Se da el porcentaje de galactosa (% Gal) y 
la fuente bibliográfica.

40

Material lignocelulósico Gal Xil Ara Man Glu Ram Suma % Gal. Bibl.

Mazorca de maíz a 10 286 36 227 11 570 1,7 (1)

Mazorca de maíz b 131 228 160 144 663 19,8 (1)

Cáscaras de arroz a 9 122 24 18 234 10 417 2,2 (1)

Cáscaras de arroz b 8 120 28 209 12 378 2,2 (1)

Cáscaras de melón 6 120 11 208 16 361 1,7 (1)

Pulpa de remolacha azucarera 51 17 209 11 211 24 523 9,8 (2)

Paja de trigo Idaho 15 249 36 396 696 2,2 (3)

Fibra de maíz 36 176 113 372 697 5,2 (4)

Bagazo de caña 14 180 24 5 391 614 2,3 (5)

Rastrojos de maíz 19 209 29 370 626 (6)

Taraje (madera) 5 118 7 3 493 625 0,7 (7)

Eucalipto (madera) 22 105 8 3 445 583 3,8 (7)
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Material lignocelulósico Gal Xil Ara Man Glu Ram Suma % Gal. Bibl.

CWR (pasto) 8 165 33 340 546 1,4 (7)

JTW (pasto) 7 169 28 311 515 1,3 (7)

MSW 4 24 5 20 440 493 0,9 (7)

Alpiste 16 117 30 6 209 1 379 4,2 (8)

Semillas de alpiste 13 163 28 6 265 1 476 2,7 (9)

Residuo de prensado de aceitunas 15 111 24 8 329 487 3,1 (9)

Esta claro a partir de la tabla 1 que en estas lignocelulosas una gran cantidad de azúcar está presencia en la forma 
de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa. La conversión de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa en un producto de 
fermentación es así de gran importancia económica. También está presente manosa en algunos materiales 5
lignocelulósicos, habitualmente en cantidades menores que los azúcares mencionados previamente. Por lo tanto, 
ventajosamente, también la manosa es convertida por la célula de levadura.

Se espera que las células de levadura de la presente invención se puedan manipular adicionalmente para alcanzar 
otras características deseables, o incluso rendimientos globales de etanol superiores.10

La selección de células de levadura mejoradas al someter a pases a células de levadura sobre medio que contiene 
hidrolizado ha dado como resultado una levadura mejorada con velocidades de fermentación potenciadas. Usando 
las enseñanzas de la presente invención, se podrían alcanzar fácilmente estas cepas mejoradas.

15
Por material que contiene pentosa se entiende cualquier medio que comprenda pentosa, ya sea líquido o sólido. 
Materiales que contienen pentosa adecuados incluyen hidrolizados de polisacárido o biomasa lignocelulósica tal 
como cáscaras de maíz, madera, papel, subproductos agrícolas y similares.

Por un "hidrolizado", según se usa en la presente, se entiende un polisacárido que se ha despolimerizado a través 20
de la adición de agua para formar azúcares mono- y oligosacáricos. Los hidrolizados se pueden producir mediante 
hidrólisis enzimática o ácida del material que contiene polisacáridos.

Preferiblemente, la célula de levadura es capaz de crecer bajo condiciones similares a las encontradas en fuente de 
pentosa industriales. El método de la presente invención sería el más económico cuando el material que contiene 25
pentosa se pueda inocular con la variante de levadura sin manipulación excesiva. A modo de ejemplo, la industria de 
reducción a pulpa genera grandes cantidades de residuo celulósico. La sacarificación de la celulosa mediante 
hidrólisis ácida da hexosas y pentosas que se pueden usar en reacciones de fermentación. Sin embargo, el 
hidrolizado o el licor de sulfito contiene altas concentraciones de sulfito e inhibidores fenólicos presentes 
naturalmente en la madera que inhiben o previenen el crecimiento de la mayoría de los organismos. Los ejemplos 30
posteriores describen la fermentación de pentosa en hidrolizados ácidos (o licor residual de sulfito) de maderas 
duras y maderas blandas por las células de levadura de la presente invención. Se espera razonablemente que las 
cepas de levadura capaces de crecer en licor residual de sulfito puedan crecer virtualmente en cualquier otro 
hidrolizado de biomasa.

Fermentación35

El procedimiento de fermentación puede ser un procedimiento de fermentación aerobia o anaerobia. Un 
procedimiento de fermentación anaerobia se define en la presente como un procedimiento de fermentación realizado 
en ausencia de oxígeno o en el que sustancialmente no se consume oxígeno, preferiblemente menos de 
aproximadamente 5, aproximadamente 2,5 o aproximadamente 1 mmol/l/h, más preferiblemente se consumen 0 
mmol/l/h (es decir, el consumo de oxígeno no es detectable) y en el que moléculas orgánicas sirven como donante 40
de electrones aceptores de electrones. En ausencia de oxígeno, el NADH producido en la glucolisis y la formación 
de biomasa no se puede oxidar mediante fosforilación oxidativa. Para resolver este problema, muchos
microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como un aceptor de electrones e hidrógeno, regenerando de 
ese modo NAD+.

45
Así, en un procedimiento de fermentación anaerobia, se usa piruvato como un aceptor de electrones (e hidrógeno) y 
se reduce hasta productos de fermentación tales como etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, 
ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido málico, ácido fumárico un aminoácido y etileno.

El procedimiento de fermentación se realiza preferiblemente a una temperatura que es óptima para la célula. Así, 50
para la mayoría de las células hospedadoras de levadura o fúngicas, el procedimiento de fermentación se efectúa a 
una temperatura que es menor de aproximadamente 42°C, preferiblemente menor de aproximadamente 38°C. Para 
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células hospedadoras de levadura u hongo filamentosos, el procedimiento de fermentación se realiza 
preferiblemente a una temperatura que es menor de aproximadamente 35, aproximadamente 33, aproximadamente
30 o aproximadamente 28°C y a una temperatura que es superior a aproximadamente 20, aproximadamente 22 o
aproximadamente 25°C.

5
El rendimiento de etanol sobre xilosa y/o glucosa en el procedimiento es preferiblemente al menos aproximadamente
50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 90, aproximadamente 95 o
aproximadamente 98%. el rendimiento de etanol se define en la presente como un porcentaje del rendimiento 
máximo teórico.

10
La invención también se refiere a un procedimiento para producir un producto de fermentación.

El procedimiento de fermentación según la presente invención se puede realizar bajo condiciones aerobias y 
anaerobias. En una realización, el procedimiento se lleva a cabo bajo condiciones microaerófilas o con oxígeno 
limitado.15

Un procedimiento de fermentación anaerobia se define en la presente como un procedimiento de fermentación
realizado en ausencia de oxígeno o en el que sustancialmente no se consume oxígeno, preferiblemente menos de 
aproximadamente 5, aproximadamente 2,5 o aproximadamente 1 mmol/l/h, y en el que moléculas orgánicas sirven 
como donante y como aceptores de electrones.20

Un procedimiento de fermentación con oxígeno limitado es un procedimiento en el que el consumo de oxígeno está 
limitado por la transferencia de oxígeno del gas al líquido. El grado de limitación de oxígeno está determinado por la 
cantidad y la composición del flujo gas entrante así como las propiedades de mezcladura/transferencia de masa 
reales del equipo de fermentación usado. Preferiblemente, en un procedimiento bajo condiciones de oxígeno 25
limitado, la velocidad de consumo de oxígeno es al menos aproximadamente 5,5, más preferiblemente al menos
aproximadamente 6, tal como al menos 7 mmol/l/h. Un procedimiento de la invención puede comprender la 
recuperación del producto de fermentación.

En un procedimiento preferido la célula fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferiblemente simultáneamente, 30
en cuyo caso preferiblemente se usa una célula que sea insensible a la represión de glucosa para evitar el 
crecimiento diaúxico. Además de una fuente de xilosa (y glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentación
comprenderá además el ingrediente apropiado requerido para el crecimiento de la célula. Composiciones de medios 
de fermentación para el crecimiento de microorganismos tales como levaduras se conocen bien en la técnica.

35
Los procedimientos de fermentación se pueden llevar a cabo en modo discontinuo, semicontinuo o continuo. 
También se puede aplicar un procedimiento de hidrólisis y fermentación separadas (SHF) o un procedimiento de 
sacarificación y fermentación simultáneas (SSF). También es posible una combinación de estos modos del 
procedimiento de fermentación para una productividad óptima. Estos procedimientos se describen posteriormente en 
la presente con más detalle.40

Modo SSF

Para el modo de sacarificación y fermentación simultáneas (SSF), el tiempo de reacción para la etapa de 
licuefacción/hidrólisis o presacarificación depende del tiempo para conseguir un rendimiento deseado, es decir el 
rendimiento de conversión de celulosa en glucosa. Este rendimiento es preferiblemente tan alto como sea posible, 
preferiblemente 60% o más, 65% o más, 70% o más, 75% o más 80% o más, 85% o más, 90% o más, 95% o más, 45
96% o más, 97% o más, 98% o más, 99% o más, incluso 99,5% o más o 99,9% o más.

Según la invención, se consiguen altas concentraciones de azúcar en el modo SHF y concentraciones de producto
(p. ej. etanol) muy altas en el modo SSF. En la operación SHF, la concentración de glucosa es 25 g/l o más, 30 g/l o 
más, 35 g/l o más, 40 g/l o más, 45 g/l o más, 50 g/l o más, 55 g/l o más, 60 g/l o más, 65 g/l o más, 70 g/l o más , 75 50
g/l o más, 80 g/l o más, 85 g/l o más, 90 g/l o más, 95 g/l o más, 100 g/l o más, 110 g/l o más, 120 g/l o más o puede 
ser, p. ej., be 25 g/l-250 g/l, 30 g/l-200 g/l, 40 g/l-200 g/l, 50 g/l-200 g/l, 60 g/l-200 g/l, 70 g/l-200 g/l, 80 g/l-200 g/l, 90 
g/l-200 g/l.

Concentración de producto en el modo SSF55

En la operación SSF, la concentración de producto (g/l) depende de la cantidad de glucosa producida, pero esta no 
es visible debido a que los azúcares se convierten en el producto en el SSF, y las concentraciones de producto se 
pueden relacionar con la concentración de glucosa subyacente mediante la multiplicación con el rendimiento máximo 
teórico (Yps máx en g de producto por gramo de glucosa)60

El rendimiento máximo teórico (Yps máx en g de producto por gramo de glucosa) de un producto de fermentación se 
puede derivar de la bioquímica de libros de texto. Para el etanol, 1 mol de glucosa (180 g) da según la ruta de 
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fermentación por glucolisis normal en levadura 2 moles de etanol (=2x46 = 92 g de etanol. El rendimiento máximo 
teórico de etanol sobre glucosa es por lo tanto 92/180 = 0,511 g de etanol/g de glucosa.

Para el butanol (PM 74 g/mol) o isobutanol, el rendimiento máximo teórico es 1 mol de butanol por mol de glucosa. 
Así que Yps máx para (iso-)butanol = 74/180 = 0,411 gr (iso-)butanol/g de glucosa.5

Para el ácido láctico el rendimiento de fermentación para la fermentación homoláctica es 2 moles de ácido láctico
(PM = 90 g/mol) por mol de glucosa. Según esta estequiometría, el Yps máx = 1 g de ácido láctico/g de glucosa.

Para otros productos de fermentación se puede hacer un cálculo similar.10

Modo de SSF

En la operación SSF, la concentración de producto es 25 g * Yps g/l/l o más, 30 * Yps g/l o más, 35 g * Yps /l o más, 
40 * Yps g/l o más, 45 * Yps g/l o más, 50 * Yps g/l o más, 55 * Yps g/l o más, 60 * Yps g/l o más, 65 * Yps g/l o más, 15
70 * Yps g/l o más , 75 * Yps g/l o más, 80 * Yps g/l o más, 85 * Yps g/l o más, 90 * Yps g/l o más, 95 * Yps g/l o 
más, 100 * Yps g/l o más, 110 * Yps g/l o más, 120 g/l * Yps o más o puede ser, p. ej., 25 * Yps g/l-250 * Yps g/l, 30 * 
Yps g/l-200 * Yps g/l, 40 * Yps g/l-200 * Yps g/l, 50 * Yps g/l-200 * Yps g/l, 60 * Yps g/l-200 * Yps g/l, 70 * Yps g/l-200 
* Yps g/l, 80 * Yps g/l-200 * Yps g/l, 90 * Yps g/l, 80 * Yps g/l-200 * Yps g/l

20
Según esto, la invención proporciona un método para la preparación de un producto de fermentación, método que 
comprende: 

a. degradar lignocelulosa usando un método como el descrito en la presente; y

b. fermentar el material resultante,

para preparar de ese modo un Producto de fermentación.25

Producto de fermentación

El Producto de fermentación de la invención puede ser cualquier producto útil. En una realización, es un producto
seleccionado del grupo que consiste en etanol, n-butanol, isobutanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido 
acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido fumárico, ácido málico, ácido itacónico, ácido maleico, ácido cítrico, 
ácido adípico, un aminoácido, tal como lisina, metionina, triptófano, treonina y ácido aspártico, 1,3-propanodiol, 30
etileno, glicerol, un antibiótico de ß-lactama y una cefalosporina, vitaminas, productos farmacéuticos, complementos 
para piensos, productos químicos especiales, materias primas químicas, plásticos, disolventes, combustibles, 
incluyendo biocombustibles y biogás u otros polímeros orgánicos, y una enzima industrial, tal como una proteasa, 
una celulasa, una amilasa, una glucanasa, una lactasa, una lipasa, una liasa, una oxidorreductasas, una transferasa
o una xilanasa.35

Recuperación del producto de fermentación

Para la recuperación del producto de fermenation se usan tecnologías existentes. Para diferentes productos de 
fermentación, son apropiados diferentes procedimientos de recuperación. Métodos existentes para retirar etanol de 
mezclas acuosas usan comúnmente técnicas de fraccionación y adsorción. Por ejemplo, se puede usar un 
alambique para cerveza para procesar un producto fermentado, que contiene etanol en una mezcla acuosa, para 40
producir un mezcla que contiene etanol enriquecido que a continuación se somete a fraccionación (p. ej., destilación 
fraccionada u otras técnicas similares). A continuación, las fracciones que contienen las concentraciones más altas 
de etanol se pueden hacer pasar a través de un adsorbente para retirar la mayoría, si no todo, del agua restante del 
etanol.

45
Los siguientes ejemplos no limitativos pretenden ser puramente ilustrativos.

Ejemplos

Cepas y mantenimiento. Para el almacenamiento de las cepas usadas en este estudio (Tabla 1), se realizaron 
cultivos en matraz agitado en medio complejo (YP), que consistía en 10 g I

-1
de extracto de levadura (BD Difco) y 20 

g I-1 de peptona (BD Difco), complementado bien con 2% de glucosa (YPD), 2% de etanol + 1,5% de glicerol (YP-50
EtOH/Glic) o 2% de arabinosa (YP-Ara). Los cultivos se incubaron a 30°C en un agitador orbital (200 rpm) hasta una 
fase de crecimiento estacionario. Después de la adición de 30% (v/v) de glicerol, las muestras procedentes de 
cultivos en matraz agitado se almacenaron en partes alícuotas de 2 ml a -80°C.
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Cultivo en matraz agitado. El cultivo en matraces agitados se realizó a 30°C en medio sintético que contenía 2,3 g I-1

de urea, 6,6 g I-1 de K2SO4, 3 g I-1 de KH2PO4, 0,5 g I-1 de MgSO4.7H2O y elementos vestigiales (MYurea) [7]. Para el 
cultivo en matraz agitado, el pH del medio se ajustó hasta 4,7 con KOH 2 M antes de la esterilización. Después de la 
termoesterilización (121°C, 20 min), se añadieron una solución de vitaminas esterilizada en filtro [7] y se añadieron 
azúcares. Los cultivos en matraz agitado se prepararon al inocular 100 ml de medio que contenía el azúcar 5
apropiado en un matraz agitado de 500 ml con un cultivo madre congelado, y se incubaron a 30°C en un agitador 
orbital (200 rpm).

Cultivo discontinuo anaerobio. Se llevó a cabo un cultivo discontinuo anaerobio a 30°C en fermentadores de 2 litros 
(Applikon, Schiedam, Países Bajos) con un volumen de trabajo de 1 I. Los cultivos se realizaron en medio sintético 10
que contenía 5 g I

-1
de (NH4)2SO4, 3 g I

-1
de KH2PO4, 0,5 g I

-1
de MgSO4.7H2O y elementos vestigiales [7]. Después 

de la termoesterilización (121°C, 20 min.), el medio se complementó con 0,01 g I-1 de ergosterol y 0,42 g I-1 de 
Tween 80 disuelto en etanol [1,2], un antiespumante silicónico, elementos vestigiales, solución de vitaminas 
esterilizada con filtro [7] y la fuente de carbono apropiada. Los cultivos se agitaron a 800 rpm y se rociaron con 0,5 I 
min-1 de nitrógeno gaseoso (<10 ppm de oxígeno) y se mantuvieron a pH 5,0 mediante la adición automática de 15
KOH 2 M. Para minimizar la difusión de oxígeno, los fermentadores se equiparon con un tubo de Norprene (Cole 
Palmer Instrument Company, Vernon Hills, EE. UU. de A.). La ausencia de oxígeno se verificó con un electrodo de 
oxígeno (Applisens, Schiedam, Países Bajos). Los cultivos discontinuos se iniciaron mediante la inoculación con un 
cultivo en matraz agitado desarrollado glucosa de 100 ml.

20
Determinación de la velocidad de crecimiento. Para cultivos en matraz agitado, se elaboraron perfiles de crecimiento 
al medir la densidad óptica a 660 nm (OD660) en el tiempo. Para cultivos anaerobios en fermentadores, se 
determinaron las velocidades de crecimiento específicas basándose en las concentraciones de CO2 en el gas de 
escape. Las velocidades de crecimiento específicas se determinaron al ajustar puntos de datos con una curva 
exponencial.25

Análisis de dióxido de carbono y metabolitos extracelulares. El gas de escape procedente de fermentadores 
anaerobios se enfrió en un condensador (2°C) y se secó con un secador Permapure tipo MD-110-48P-4 (Permapure, 
Toms River, EE. UU. de A.). Las concentraciones de dióxido de carbono se determinaron con un analizador NGA 
2000 (Rosemount Analytical, Orrville, EE. UU. de A.). Los caudales del gas de escape y las velocidades de 30
producción de dióxido de carbono específicas se determinaron como se describe previamente [6,8].

Se analizaron glucosa, arabinosa, acetato, lactato, succinato, glicerol y etanol mediante HPLC usando una HPLC 
Waters Alliance 2690 (Waters, Milford, EE. UU. de A.) complementada con una columna BioRad HPX 87H (BioRad, 
Hercules, EE. UU. de A.), un detector del índice de refracción Waters 2410 y un detector UV Waters 2487. La 35
columna se eluyó a 60°C con 0,5 g I-1 de ácido sulfúrico a un caudal de 0,6 ml min-1.

Determinación de la actividad de hexocinasa. La actividad de hexocinasa en extractos celulares de las cepas usadas 
en este estudio se determina al medir la conversión de glucosa en 6-fosfato de glucosa (reacción 1), usando una 
reacción enzimática acoplada (reacción 2) que convierte el 6-fosfato de glucosa formado en 6-fosfogluconato 40
mediante la enzima 6-fosfato de glucosa deshidrogenasa. La velocidad de NADPH formado en esta reacción de 
acoplamiento es igual a la actividad de hexocinasa y se determina al medir la absorbancia a 340 nm. 

D-Glucosa + ATP  ADP + 6-fosfato de D-glucosa (1)

6-fosfato de D-glucosa + NADP+  6-fosfogluconolactina + NADPH (2)

Ejemplo 145

Eliminaciones de genes. Las eliminaciones de genes de la presente se alcanzaron mediante la integración de una 
casete de resistencia a G418 que reemplaza al gen diana. Para la eliminación de HXK2, HXK1 y GLK1, el casete 
KanMX de pUG6 se amplificó mediante PCR [4], usando los oligonucleótidos indicados en la Tabla 2. 

Tabla 2. Oligonucleótidos usados en este estudio para la construcción de eliminaciones de genes y propósitos de 50
diagnóstico relacionados. Un casete de eliminación del gen KanMX se obtuvo mediante PCR al usar combinaciones 
de los oligonucleótidos DisA y DisB. Los genes se perturbaron mediante recombinación homóloga entre el gen diana 
y el casete de eliminación del gen KanMX. Los sitios de recombinación se indican mediante las regiones subrayadas 
en los oligonucleótidos. La eliminación o perturbación se confirmó mediante PCR usando los cebadores de 
diagnóstico KanA y KanB combinados con los cebadores de diagnóstico FW y RV correspondientes con el gen diana 55
(p. ej. KanA combinado con HXK2-FW y KanB combinado con HXK2-RV). 
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Nombre Secuencia de ADN 5'-3' 

Oligonucleótidos usados para la construcción de casetes de perturbación de genes

HXK2-disA

HXK2-disB

HXK1-disA

HXK1-disB

GLK1-disA

GLK1-disB

Oligonucleótidos usados con propósitos de diagnóstico

KanA CGCACGTCAAGACTGTCAAG

KanB TCGTATGTGAATGCTGGTCG

HXK2-FW TTCGCCACTGTCTTATCTAC

HXK2-RV CCGTTCGTTCCAGAATTATC

HXK1-FW CCTTAGGACCGTTGAGAGGAATAG

HXK1-RV TCCCGGAGAACAAAGTAAGTGG

GLK1-FW AAAAACGGGAAATAACAATAACGAC

GLK1-RV TGCGATCTTATTAGTGTGTGACATT

Después de la purificación de los productos de PCR (GenElute PCR Clean-up Kit, Sigma, Steinheim, Alemania), los 
cultivos durante la noche se transformaron [3] con el casete de perturbación génica. Se seleccionaron células 5
transformadas sobre agar de YPD que contenía 100 µg ml- de G418 (InvivoGen, San Diego, EE. UU. de A.). La 
integración correcta del casete KanMX se verificó mediante PCR sobre colonias individuales usando 
oligonucleótidos de diagnóstico que se unen en el casete KanMX y regiones aguas arriba y aguas abajo del gen 
diana (Tabla 1).

10
Para eliminaciones de múltiples genes, el marcador KanMX se rescató antes de la eliminación del siguiente gen. A 
este fin, las células se transformaron con pSH65, que expresa la Cre-recombinasa inducible y que soporta el gen de 
resistencia a fleomicina ble

r
[5]. Las células transformadas se extendieron sobre placas de YPD que contenían 

fleomicina y se incubaron a 30°C hasta que aparecían colonias. YP líquido-galactosa que contenía 7,5 µg/ml de 
fleomicina (InvivoGen, San Diego, EE. UU. de A.) se inoculó con varias colonias resistentes a fleomicina, se incubó 15
durante la noche a 30°C para la inducción de la Cre recombinasa y se transfirió a YPD sólido con fleomicina. La 
retirada del casete KanMX mediante la Cre-recombinasa se confirmó mediante cultivo en placa de réplica de 
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colonias de levadura resistentes a fleomicina sobre YPD y YPD-G418 y mediante PCR de diagnóstico sobre colonias 
individuales que habían perdido la resistencia a G418. Posteriormente, la pérdida de pSH65 se alcanzó al hacer 
crecer células no selectivamente durante 5-10 generaciones en YPD sin fleomicina, después de lo cual se confirmó 
la resistencia a fleomicina mediante cultivo en placas de réplica de colonias individuales sobre YPD sólido con y sin 
fleomicina. La eliminación posterior de HXK2, HXK1 y GLK1 y la retirada del gen KanMX después de cada 5
eliminación daba como resultado las cepas IMK306, IMK307, IMK311, IMK312 y IMK318 (Tabla 3). 

Tabla 3. Cepas de S. cerevisiae construidas y usadas en la presente.

Cepa
Genotipo / características pertinentes

DS62504 MAT a MAL2-8c SUC2 ygr059w::{TDH3p-araA; ENO1p-araB PGI1p-araD} gre3::{TPI1p-TAL1; ADH1p-
TKL1; PGI1p-RPE1; ENO1p-RKI1} yel023c::{TPI1 p-XylA; TDH1p-XKS1}

IMK306 Como DS62504; Δhxk2::LoxP-KanMX-LoxP

IMK307 Como DS62504; Δhxk2::LoxP

IMK311 Como DS62504; Δhxk2::LoxP Δhxk1::LoxP-KanMX-LoxP

IMK312 Como DS62504; Δhxk2::LoxP Δhxk1::LoxP

IMK318 Como DS62504; Δhxk2::LoxP Δhxk1::LoxP glk1::LoxP-KanMX-LoxP

IMW017 Como DS62504; Δhxk2::LoxP Δhxk1::LoxP glk1::LoxP-KanMX-LoxP; aislado de una sola colonia
derivado de IMK318, seleccionado para el consumo de arabinosa insensible a glucosa; consumo 
simultáneo de glucosa y arabinosa

IMW018 Como DS62504; Δhxk2::LoxP Δhxk1::LoxP glk1::LoxP-KanMX-LoxP; aislado de una sola colonia
derivado de IMK318, seleccionado para el consumo de arabinosa insensible a glucosa; consumo de 
arabinosa en presencia de >2% (p/v) de glucosa

10

El efecto de la eliminación de hxk2 y hxk2 hxk1 sobre el consumo de glucosa y arabinosa. Para determinar el efecto 
de la eliminación de HXK2 y HXK1 sobre el consumo de glucosa y arabinosa, las cepas DS62504, IMK307 (hxk2Δ) y 
IMK311/IMK312 (hxk2Δ hxk1Δ) se cultivaron tanto en matraces agitados (Fig 1) como en fermentadores anaerobios 
(Fig 2) a 30°C en MY complementado con una mezcla de 2% de arabinosa y 2% de glucosa.15

Los cultivos en matraz agitado se iniciaron a una OD660 inicial de aproximadamente 0,05 mediante inoculación con 
cultivos en matraz agitado desarrollados en MY-glc. La cepa DS62504 (Fig 1) consumía glucosa en 21 horas y al 
agotarse la glucosa, se iniciaba el consumo de arabinosa. Ambos azúcares se consumían en un tiempo total de más 
de 50 horas. En el cultivo de la cepa IMK307 (Fig 1), la glucosa se consumía totalmente en 25 horas y la arabinosa20
se agotaba en menos de 15 horas después de eso. IMK307 global demostraba una reducción de al menos 20% en 
el tiempo de fermentación total en comparación con DS62504. La cepa IMK311 (Fig 1) consumía 2% de glucosa en 
aproximadamente 30 horas. Con todavía aproximadamente 10 mM de glucosa restante en el cultivo, se observaba 
consumo de arabinosa. La arabinosa se completaba en 48 horas. Aunque más lentamente que IMK307, el tiempo de 
fermentación global de IMK311 todavía era más corto que el de DS62504.25

Los cultivos anaerobios (Fig 2) se iniciaron con una OD660 inicial de aproximadamente 1 mediante inoculación con 
cultivos en matraz agitado desarrollados en MY-glc. Basándose en el perfil de producción de CO2, se podía deducir 
que la cepa DS64205 consumía completamente la glucosa en menos de 15 horas. La velocidad de crecimiento 
específica durante el consumo de glucosa era 0,29 h-1. Sin embargo, la arabinosa se consumía a una velocidad 30
mucho menor. Después de 80 horas, aproximadamente 90% de la arabinosa todavía estaba presentes en el caldo 
de fermentación. El consumo de glucosa para la cepa IMK307 (hxk2Δ) era más lento. Tanto el perfil de producción 
de CO2 como las medidas de glucosa indicaban que toda la glucosa se consumía en 20 horas. La velocidad de 
crecimiento específica durante el consumo de glucosa era 0,20 h-1. El consumo de arabinosa se iniciaba al agotarse 
la glucosa y 92% de la arabinosa se consumía en 66 horas, lo que es una mejora clara si se compara con la cepa 35
DS62504. La eliminación de HXK1 adicional a HXK2 (cepa IMK312) tenía un efecto rigurosos sobre la velocidad de 
crecimiento específica sobre glucosa. La velocidad de crecimiento 0,05 h-1 para la cepa IMK312 era 75% inferior que 
la de la cepa IMK307. La glucosa se agotaba en 46 horas. Dentro de estas 46 horas, se consumía aproximadamente 
10% del total de 132 mM de arabinosa. La arabinosa se consumía completamente en menos de 112 horas.

Ejemplo 240

Selección de crecimiento de IMK318 sobre arabinosa en presencia de glucosa. Se confirmaba mediante 450 horas 
de cultivo en matraces agitados sobre glucosa que la cepa de eliminación de hexocinasa/glucocinasa IMK318 
(hxk1Δ hxk2Δ g/k1Δ) es incapaz de crecer sobre glucosa sola. Por lo tanto, la cepa se cultivó en YP-EtOH/Glyc y 
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posteriormente se almacenó a -80°C después de la adición de glicerol. Posteriormente, se cultivó IMK318 en 100 ml 
de MY que contenía 2% de arabinosa. Después de 3 días, con una OD660 de aproximadamente 1, se transfirieron 2 
ml del cultivo a 100 ml de MY reciente que contenía 2% de arabinosa. Después de aproximadamente 12 días, la 
OD660 del cultivo era >5 y las muestras se almacenaron a -80°C como reservas de glicerol. La cepa IMK318 se 
cultivó a 30°C durante varios días en MY-ara. A una OD660 de aproximadamente 5, se transfirieron 2 ml del cultivo a 5
6 matraces agitados separados que contenían 100 ml de MYurea complementado con 2% de arabinosa y 
concentraciones variables de glucosa: 0, 0,11, 0,23, 0,65, 1,3 y 2,5 (p/v) %. El crecimiento de estos 6 cultivos 
paralelos se registró mediante medidas de la OD660 (Fig 3). Se observó que, en presencia de glucosa, el 
crecimiento se retrasa. Una cantidad creciente de glucosa daba como resultado un crecimiento sobre arabinosa
crecientemente retrasado. Dos de estos cultivos paralelos (Línea A que empezaba con 0,65 p/v% de glucosa; Línea 10
B que empezaba con 2,5 p/v% de glucosa) se transfirieron en serie a 100 ml de MY complementado con arabinosa y 
glucosa según los esquema de transferencia mostrados en la Tabla 4. 

Tabla 4. Representación esquemática de cultivos en matraz agitado (SF) transferidos en serie de la cepa IMK318 en 
MYurea con concentraciones de arabinosa (ara) y glucosa (glc) como las indicadas. Las series de transferencia A y 15
B daban como resultado finalmente aislados de una sola colonia IMW018 y IMW017, respectivamente.

Serie SF1 SF2 SF3 SF4 SF5 SF6 SF7 Aislado de una sola colonia

A
2% Ara 2% Ara 2% Ara 2% Ara 2% Ara 2% Ara 2% Ara

IMW018
0,65 Glc 1% Glc 2,5% Glc 2% Glc 2% Glc 2% Glc 2% Glc

B
2% Ara 2% Ara 2% Ara

IMW017
2,5% Glc 2% Glc 2% Glc

En la serie A, donde los cultivos se transferían a medio con concentraciones crecientes de glucosa (Tabla 3), la 
arabinosa se consume completamente mientras se consumía menos de 10% de la glucosa (Figura 4). A partir de 20
SF7, las muestras se extendieron sobre YP-ara sólido complementado con 100 µg ml-1 de G418 y se incubaron a 
30°C hasta que aparecían las colonias. Las colonias separadas se transfirieron a YP-ara sólido. Se cultivaron 
aislados de una sola colonia en YP-ara y se almacenaron a -80°C. Se probaron dos aislados de una sola colonia de 
esta serie de matraces agitados transferidos en serie y se encontraron cualitativamente similares al cultivo mixto. 
Uno de estos aislados se denominó cepa IMW018.25

En la serie B (Tabla 3), se transfirieron cultivos en matraz agitado en medio MY con concentraciones fijas de 2% de 
arabinosa y 2% de glucosa (Figura 5). Sorprendentemente, se observó el consumo simultáneo de arabinosa y 
glucosa después de la primera transferencia (SF1 → SF2). A partir de SF3, las muestras se extendieron sobre YP-
ara sólido complementado con 100 µg ml-1 de G418 y se incubaron a 30°C hasta que aparecían colonias. Las 30
colonias separadas se transfirieron a YP-ara sólido. Los aislados de una sola colonia se cultivaron en YP-ara y se 
almacenaron a -80°C como reservas de glicerol. Se probaron dos aislados de una sola colonia de esta serie de 
matraces agitados transferidos en serie y se encontraron cualitativamente similares al cultivo mixto. Uno de estos 
aislados se denominó cepa IMW017.

35
Se probó el consumo de glucosa y arabinosa de ambas cepas de aislado de una sola colonia IMW017 y IMW018 en 
cultivos en matraz agitado (Figuras 4 y 5). Los aislados de una sola colonia exhibían perfiles de concentración de 
glucosa y arabinosa que eran similares a los cultivos en matraz agitado transferidos en serie de los que se originan. 
De forma interesante, los regímenes de concentración de glucosa aplicados en esta estrategia de manipulación 
evolutiva basada en la cepa de eliminación de hexocinasa/glucocinasa IMK318 (hxk1Δ hxk2Δ glk1Δ) daban como 40
resultado dos fenotipos diferentes: (i) Consumo de arabinosa insensible a glucosa por la cepa IMW018, y (ii) 
consumo simultáneo de arabinosa y glucosa por la cepa IMW017.

Ejemplo 3

Cofermentación anaerobia de arabinosa y glucosa. La cepa IMW017 se cultivó anaerobiamente en una mezcla de 
glucosa y arabinosa, usando una disposición de fermentador discontinuo secuencial. Se realizaron tres lotes 45
consecutivas en la mezcla de glucosa/arabinosa (Fig. 6). En cada lote, la glucosa y la arabinosa se consumían 
simultáneamente y se fermentó en etanol. Deducido del perfil de producción de CO2, se observó que la velocidad de 
crecimiento específica sobre la mezcla de glucosa/arabinosa se incrementaba desde 0,05 h-1 en el primer lote hasta 
0,07 h-1 en el tercer lote.

Durante las fermentaciones discontinuas consecutivas adicionales, la velocidad de crecimiento se incrementa aún 50
más. Una cepa de aislado de una sola colonia tomada del lote final exhibe consumo simultáneo de glucosa y 
arabinosa a una velocidades de consumo específicas incrementadas en comparación con IMW017.
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Ejemplo 4

Actividades de hexocinasa. Se determinan las actividades de hexocinasa en extractos celulares de las cepas 
DS62504, IMK307, IMK312, IMK318, IMW017 y IMW018. La actividad de hexocinasa en extractos celulares de 
IMK307 (hxk2Δ) son inferiores que la de la cepa DS62504. La actividad de hexocinasa de IMK312 (hxk2Δ hxk1Δ) 
son inferiores que la de IMK307, mientras que IMK318 (hxk2Δ hxk1Δ glk1Δ) no exhibe / exhibe la mínima actividad 5
de hexocinasa. Las actividades de hexocinasa en la cepa IMW018 son similares a las actividades de hexocinasa
observadas para IMK318, mientras que IMW017 tiene actividades de hexocinasa superiores que IMK318.

Ejemplo 5

Identificación de una hexocinasa desconocida en IMW017. Basándose en la actividad de hexocinasa medida en las 
cepas hxk1 hxk2 glk1 evolucionadas, se espera que otro gen con el potencial decodificar una cinasa de azúcar 10
presente en el genoma bien se haya hecho activo o bien haya cambiado su especificidad de sustrato para glucosa. 
El gen que codifica esta actividad se identifica por análisis genómico. La eliminación adicional de este gen da como 
resultado una disminución de la actividad de hexocinasa. Esta cepa con inactivación cuádruple proporciona una 
plataforma aún más fuerte para la manipulación evolutiva del consumo de arabinosa en presencia de glucosa.

Ejemplo 615

Reintroducción de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMK318. Para restaurar el crecimiento sobre glucosa, 
bien HXK1, bien HXK2 o bien GLK1 se reintroduce en IMK318. Las medidas de la actividad muestran que la 
reintroducción de uno de estos genes en IMK318 da como resultado una actividad incrementada de 
hexo/glucocinasa. Se restaura el crecimiento sobre glucosa como la única fuente de carbono.

Ejemplo 720

Reintroducción de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMW018. Las medidas de la actividad muestran que 
la reintroducción bien de HXK1, bien de HXK2 o bien de GLK1 en IMW018 da como resultado una actividad 
incrementada de hexo/glucocinasa en comparación con la cepa IMW018. Se restaura el crecimiento sobre glucosa
como la única fuente de carbono. La reintroducción bien de HXK1, bien de HXK2 o bien de GLK1 da como resultado 
el crecimiento tanto sobre glucosa como sobre arabinosa como la única fuente de carbono. La cepa resultante crece 25
en una mezcla de glucosa y arabinosa, exhibiendo consumo simultáneo de glucosa y arabinosa.

Ejemplo 8

Identificación de mutaciones subyacentes del fenotipo insensible a glucosa de IMW017 y IMW018. Se espera que el 
fenotipo insensible a glucosa de las cepas IMW017 y IMW018 se pueda explicar por mutaciones que se han reunido 
durante el crecimiento selectivo de la cepa IMK318 en medio que contiene glucosa y arabinosa. Para identificar 30
estas mutaciones, se someten a secuenciación los genomas de las cepas IMK318, IMW017 y IMW018. Al comparar
las secuencias genómicas de IMW017 frente a IMK318 y IMW018 frente a IMK318, se identifican modificaciones 
genómicas, como p. ej. polimorfismos de un solo nucleótido. La introducción de estos polimorfismos de un solo 
nucleótido en DS62504 da como resultado fenotipos de los que el crecimiento sobre arabinosa es insensible a 
glucosa.35

Ejemplo 9

Eliminación de GAL1. Otro enfoque para determinar la proteína o las proteínas responsables de la restante actividad 
de hexocinasa es eliminar genes que codifican potencialmente actividad de hexocinasa en la cepa hxk1 hxk2 glk1. A 
este fin, el gen GAL1 se elimina en la cepa hxk1 hxk2 glk1. La cepa resultante muestra una actividad de hexocinasa
inferior que la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental o muestra una capacidad disminuida de crecer sobre glucosa como la 40
única fuente de carbono en comparación con la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental. Esta cepa con inactivación cuádruple 
proporciona una plataforma aún más fuerte para la manipulación evolutiva del consumo de arabinosa en presencia 
de glucosa.

Ejemplo 10

Eliminación de YDR516c. Otro enfoque para determinar la proteína o las proteínas responsables de la restante 45
actividad de hexocinasa es eliminar genes que codifican potencialmente actividad de hexocinasa en la cepa hxk1 
hxk2 glk1. A este fin, el gen YDR516c se elimina en la cepa hxk1 hxk2 glk1. La cepa resultante muestra una 
actividad de hexocinasa inferior que la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental o muestra una capacidad disminuida para 
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crecer sobre glucosa como la única fuente de carbono en comparación con la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental. Esta 
cepa con inactivación cuádruple proporciona una plataforma aún más fuerte para la manipulación evolutiva del 
consumo de arabinosa en presencia de glucosa.

Ejemplo 11

Eliminación de YLR446w. Otro enfoque para determinar la proteína o las proteínas responsables de la restante 5
actividad de hexocinasa es eliminar genes que codifican potencialmente actividad de hexocinasa en la cepa hxk1 
hxk2 glk1. A este fin, el gen YLR446w se elimina en la cepa hxk1 hxk2 glk1. La cepa resultante muestra una 
actividad de hexocinasa inferior que la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental o muestra una capacidad disminuida para 
crecer sobre glucosa como la única fuente de carbono en comparación con la cepa hxk1 hxk2 glk1 parental. Esta 
cepa con inactivación cuádruple proporciona una plataforma aún más fuerte para la manipulación evolutiva del 10
consumo de arabinosa en presencia de glucosa.

Ejemplo 12

Cofermentación anaerobia de arabinosa y glucosa. Para mejorar el consumo simultáneo de glucosa y arabinosa de 
la cepa IMW017, la cepa IMW017 se cultivó anaerobiamente en MY complementado con una mezcla de 20 g/litro de 15
glucosa y 20 g/litro de arabinosa, usando una disposición de fermentador discontinuo secuencial. Inicialmente, se 
realizaron cuatro lotes consecutivos en la mezcla de glucosa/arabinosa. En cada lote, la glucosa y la arabinosa se 
consumían simultáneamente y se fermentó en etanol (Figura 6, ejemplo 3). Deducido del perfil de producción de 
CO2, se observó que la velocidad de crecimiento específica sobre le mezcla de glucosa/arabinosa se incrementó 
desde 0,05 h-1 en el primer lote hasta 0,06 h-1 en el cuarto lote. Después del cuarto lote, se realizaron cultivos 20
discontinuos consecutivos bien en mezclas de glucosa y arabinosa (lotes nº 6, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 21, 23, 25, 27, 29, 
31, 33, 35, 37 y 39) o bien solamente en arabinosa (lotes nº 5, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 
34, 36, 38 y 40). Después de 19 y 21 lotes en MY-arabinosa y MY-glucosa/arabinosa, respectivamente, la velocidad 
de crecimiento anaerobio se incrementaba hasta 0,09 h-1 sobre arabinosa como la única fuente de carbono y 0,10 h-1

sobre la mezcla de glucosa/arabinosa (Figura 7). La comparación de los perfiles de producción de CO2 de los 25
cultivos discontinuos individuales muestra que el régimen discontinuo repetido ha dado como resultado una 
disminución en el tiempo de fermentación bien solamente para arabinosa o bien para la mezcla de 
glucosa/arabinosa desde aproximadamente 120 horas hasta aproximadamente 80 horas, suponiendo un tamaño de 
inóculo inicial igual para cada lote (Figura 8). El único pico de producción de CO2 que se observaba para los cultivos 
discontinuos en la mezcla de glucosa/arabinosa indica que la glucosa y la arabinosa se consumen simultáneamente, 30
en vez de secuencialmente (Figura 8 y 9).

Ejemplo 13

Actividades de hexocinasa. Las actividades de hexocinasa de las cepas DS62504, IMK307, IMK312, IMK318, 
IMW017 y IMW018 se determinaron en extractos celulares de cultivos en matraz agitado desarrollados en YP 
complementado con arabinosa. La mezcla de reacción de hexocinasa consistía en 50 mM de imidazol-HCl, pH 7,6, 1 35
mM de NADP+, 10 mM de MgCl2, 2 U de 6-fosfato de glucosa deshidrogenasa, 10 mm de D-glucosa y extracto 
celular. La reacción se inició mediante la adición de 1 mM de ATP y la formación de NADPH se determinó al medir la 
absorbancia de la mezcla de reacción a 340 nm. La actividad de hexocinasa en extractos celulares de las cepas
DS62504 y IMK307 (hxk2Δ) eran 1,2 y 1,3 µmol.min-1.mg-1 de proteína, respectivamente (Figura 10). La actividad de 
hexocinasa de 0,4 µmol.min

-1
.mg

-1
de proteína en extractos celulares de IMK312 (hxk2Δ hxk1Δ) era inferior que la 40

de IMK307. Las capas IMK318 y IMW018 (hxk2Δ hxk1Δ glk1Δ) exhibían una actividad de hexocinasa de menos de 
0,02 µmol.min

-1
.mg

-1
de proteína. Se esperaba que la cepa IMW017, que es capaz de consumir glucosa a pesar de 

las eliminaciones hxk2 hxk1 y glk1 triples, tuviera una actividad de hexocinasa superior en comparación con la cepa
IMK318 y IMW018, que no son capaces de consumir glucosa. La actividad de hexocinasa para la cepa IMW017 
también era menor de 0,02 µmol.min-1.mg-1 de proteína bajo las condiciones de ensayo.45

Ejemplo 14

Identificación de GAL1 como una hexocinasa en IMW017. Basándose en experimentos de crecimiento de la cepa 
hxk1Δ hxk2Δ glk1Δ evolucionada IMW017 sobre mezclas de glucosa y arabinosa, se esperaba otro gen con el 
potencial de codificar una cinasa de azúcar presente en el genoma bien se hubiera hecho activa o bien hubiera 
cambiado su especificidad al sustrato hacia glucosa. Para investigar si la actividad de hexocinasa desconocida era 50
codificada por GAL1, el gen GAL1 se eliminó en IMW017. Después de la retirada del casete KanMX del locus glk1 
usando pSH65 (véase el ejemplo 1), la eliminación de GAL1 se alcanzó mediante la integración de un casete de 
resistencia a G418 que se amplificó mediante PCR usando los oligonucleótidos GAL1-DisA y GAL1-DisB (Tabla 5). 
Las células transformadas se seleccionaron sobre YP-agar que contiene 100 µg ml- de G418 (InvivoGen, San Diego, 
EE. UU. de A.) y 1,5% (p/v) de etanol y 1,5% (p/v) de glicerol como fuente de carbono. La integración correcta del 55
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casete KanMX se verificó mediante PCR sobre colonias individuales usando combinaciones de los oligonucleótidos 
de diagnóstico GAL1-FW2 / KanA y GAL1-RV2 / KanB. (Tabla 4). La eliminación de GAL1 en la cepa resultante 
IMW023 se confirmó por la incapacidad para crecer sobre galactosa como la única fuente de carbono.

De forma interesante, IMW023 no era capaz de usar glucosa como fuente de carbono, indicando que GAL1 era 5
responsable de la actividad de hexocinasa desconocida en su cepa hxk1Δ hxk2Δ glk1Δ parental IMW017. Durante 
un cultivo en matraz agitado en una mezcla de glucosa y arabinosa, IMW023 no consumía glucosa mientras que se 
consumía arabinosa (Figura 11). 

Tabla 5. Oligonucleótidos usados en este estudio para la eliminación de GAL1 y propósitos de diagnóstico 10
relacionados. Un casete de eliminación del gen KanMX se obtuvo mediante PCR al usar combinaciones de los 
oligonucleótidos GAL1-DisA y GAL1-DisB. GAL1 era perturbado por recombinación de homólogos entre el gen diana 
y el casete de eliminación del gen KanMX. Los sitios de recombinación están indicados por las regiones subrayadas 
en los oligonucleótidos. La eliminación o perturbación se confirmó mediante PCR usando los cebadores de 
diagnóstico KanA y KanB combinados con los cebadores de diagnóstico FW y RV correspondientes con el gen 15
diana.

GAL 1-DisA

GAL 1-DisB

Kan A CGCACGTCAAGACTGTCAAG

Kan B TCGTATGTGAATGCTGGTCG

GAL 1-FW2 ATGGCATTATACTCCTGCTAGAAAG

GAL 1-RV2 AAAGGATGGCAGAGCATGTTATCG

Ejemplo 15

Hacia la fermentación anaerobia de arabinosa en presencia de glucosa. Puesto que se encontró que GAL1p en 20
IMW017 también exhibe actividad de hexocinasa, la cepa hxk1Δ hxk2Δ glk1Δ gal1Δ IMW023 proporciona una 
plataforma más sólida para mejorar el consumo de arabinosa en presencia de glucosa mediante manipulación 
evolutiva, sin que se consuma glucosa. Para seleccionar un consumo de arabinosa mejorado en presencia de
glucosa en el medio, la cepa IMW023 se cultivó en cultivos en matraz agitado mediante la transferencia en serie en 
medio MY complementado con 2% de arabinosa y 2% de glucosa. El crecimiento se verificó mediante medidas de 25
OD660 y las velocidades de crecimiento específicas se estimaron bien a partir de 2 o bien a partir de 3 medidas de 
OD660 por cultivo. Las concentraciones de glucosa y arabinosa se determinaron mediante análisis de HPLC. 
Después de 24 transferencias en serie sobre las mezclas de arabinosa/glucosa en 63 días, el cultivo transferido de 
la cepa IMW023 todavía era capaz de crecer sobre arabinosa en presencia de 2% de glucosa, sin consumir glucosa
(Figura 12). La velocidad de crecimiento específica sobre arabinosa se incrementaba desde aproximadamente 0,06 30
h-1 hasta aproximadamente 0,11 h-1 (Figura 13).

Para seleccionar células que sean capaces de consumir arabinosa en presencia de glucosa bajo condiciones 
anaerobias, y para mejorar adicionalmente el consumo de arabinosa en presencia de glucosa, la transferencia 
secuencial de la cepa IMW023 en medio MY complementado con 2% de arabinosa y 2% de glucosa se continuó en 35
una disposición de fermentación discontinua secuencial anaerobio. Para esto, se usó como inóculo el cultivo en 
matraz agitado final del cultivo transferido en serie (SF24) de la cepa IMW023. En las primeras 1.000 horas de 
cultivo, solo se observaba un incremento en la producción de CO2 cuando se suministraba aire al espacio libre del 
fermentador en lugar de nitrógeno gaseoso (Figura 14). Después de aproximadamente 1.000 horas de cultivo 
durante el cuarto lote, se observaba un incremento de las concentraciones de CO2 en el gas de escape. Deducido 40
del perfil de producción de CO2, este primer lote de crecimiento anaerobio exhibía una velocidad de crecimiento 
específica de aproximadamente 0,03 h-1. Después de otras diez transferencias, la velocidad de crecimiento 
específica se incrementaba hasta aproximadamente 0,06 h-1 (Figura 14). Durante los cultivos discontinuos 
transferidos secuencialmente, se consumía arabinosa mientas que no se consumía glucosa (Figura 15). Los perfiles 
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de producción de CO2 de los cultivos discontinuos individuales muestran que la velocidad de producción de CO2, y 
así la velocidad de consumo de arabinosa, se ha incrementado durante las transferencias secuenciales, que ha 
dado como resultado una disminución del tiempo de fermentación necesario para consumir completamente 
arabinosa (Figura 16).

5
Un aislado de una sola colonia tomado del lote final, denominado cepa IMW058, exhibe un incremento en las 
velocidades de consumo de arabinosa en presencia de glucosa en comparación con IMW023.

Ejemplo 16

Reintroducción de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMW018. La reintroducción bien de HXK1, bien de
HXK2 o bien de GLK1 en la cepa IMW018 se realizó para restaurar el crecimiento sobre glucosa. Para esto, HXK2, 10
HXK1 y GLK1 se amplificaron mediante PCR usando las combinaciones de oligonucleótidos HXK2FW / HXK2RV, 
HXK1FW / HXK1RV y GLK1 FW/GLK1RV, usando ADN genómico de S. cerevisiae CENPK113-7D como una 
plantilla. Después de la purificación de los productos de PCR (GenElute PCR Clean-up Kit, Sigma, Steinheim, 
Alemania), un cultivo durante la noche de IMW018 se transformó (Gietz y Woods 2002) con los productos de PCR. 
Se seleccionaron células transformadas con respecto al crecimiento sobre glucosa sobre MY-agar que contenía 2% 15
de glucosa. La integración correcta de HXK2, HXK1 y GLK1 mediante recombinación homóloga en su locus original 
se verificó mediante PCR sobre colonias individuales usando los pares de cebadores de diagnóstico (Tabla 6).

Las cepas resultantes IMW024 (HXK2), IMW025 (HXK1) y IMW047 (GLK1) se cultivaron con una OD660 inicial de 
0,05 ± 0,01 en matraces agitados a 30°C en medio de MY-urea (pH 4,7) complementado con 2% de glucosa y 2% 20
de arabinosa, usando precultivos desarrollados sobre glucosa. Por comparación, las cepas DS62504, IMK307 y 
IMK311 se cultivaron bajo las mismas condiciones. El crecimiento y el consumo de azúcar se verificó durante 69 
horas. Las cepas IMW024, IMW025 y IMW047 eran todas capaces de utilizar tanto glucosa como arabinosa (Figura
17). La reintroducción de GLK1 en IMW018 (IMW047) daba como resultado un consumo rápido de glucosa y 
arabinosa. La arabinosa y la glucosa se terminaron en 43 horas de cultivo, que es similar a lo que se observa para 25
IMK307 (hxk2Δ) y IMK311 (hxk1Δ hxk2Δ). El consumo de arabinosa observado para IMW024 (HXK2) y IMW025 
(HXK1) era más lento que para IMK307 y IMK311, sin embargo más rápido que para la cepa parental DS62504 sin 
las eliminaciones HXK/GLK (Figura 17 (a)). El consumo simultáneo de arabinosa y glucosa solo se observaba para 
la cepa IMW047 (Figura 18). Antes de que la glucosa se agotara a las 22 horas, se consumía aproximadamente 7% 
de la arabinosa. A las 25 horas, cuando la glucosa se consumía completamente, se utilizaba 19% de la arabinosa.30

Tabla 6. Oligonucleótidos usados en este estudio para la amplificación de HXK2, HXK1 y GLK1. La integración de 
estos productos de PCR en su locus original se verificó mediante PCR usando cebadores de diagnóstico de los que 
sus sitios de renaturalización se sitúan en el inserto y en las regiones de flanqueo del sitio de integración.

35

Par de cebadores de amplificación Secuencia de ADN

HXK2-FW /
HXK2-RV

TTCGCCACTGTCTTATCTAC
CCGTTCGTTCCAGAATTATC

HXK1-FW /
HXK1-RV

CCTTAGGACCGTTGAGAGGAATAG
TCCCGGAGAACAAAGTAAGTGG

GLK1-FW/
GLK1-RV

AAAAACGGGAAATAACAATAACGAC
TGCGATCTTATTAGTGTGTGACATT

Par de cebadores de diagnóstico Secuencia de ADN

HXK2-FW2 /
HXK2-RV2

GATTGCGAGATCCACGAAATTACC
AATCACCGGATTCCTTACCAGTTG

HXK2-FW3 /
HXK2-RV3

GAAATTCACGGGATTTATTCGTGAC
TTTCCATGTTTCTAAGCGTAGTGAG

HXK1-FW2 /
HXK1-RV2

CCCGTTTGTTGGAAGATAGC
CACATCAGCCATGGAACC

HXK1-FW3 /
HXK1-RV3

GCAGGTGCTGCTGTTATTG
CCGAGCTATCCTACGACTTTC

GLK1-FW4 /
GLK1-RV4

GCCCGACAGGGTAACATATTATC
CCGGAATCATAGGAAGACCTTTG
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Par de cebadores de amplificación Secuencia de ADN

GLK1-FW5 /
GLK1-RV5

AGAGGAAGGTGCACTTGAAGATTG
ATAAGATGGAATTGGCCGGTCTTG

Ejemplo 17

Reintroducción de la actividad de hexocinasa o glucocinasa en IMW058. La reintroducción bien de HXK1, bien de
HXK2 o bien de GLK1 en la cepa IMW058 se realizó para restaurar el crecimiento sobre glucosa. Para esto, HXK2, 
HXK1 y GLK1 se amplificaron mediante PCR usando las combinaciones de oligonucleótidos HXK2FW / HXK2RV, 5
HXK1FW / HXK1RV y GLK1 FW / GLK1RV, usando ADN genómico de S. cerevisiae CENPK113-7D como una 
plantilla. Después de la purificación de los productos de PCR (GenElute PCR Clean-up Kit, Sigma, Steinheim, 
Alemania), un cultivo durante la noche de IMW058 se transformó (Gietz y Woods 2002) con los productos de PCR. 
Se seleccionaron células transformadas con respecto al crecimiento sobre glucosa sobre MY-agar que contenía 2% 
de glucosa. La integración correcta de HXK2, HXK1 y GLK1 mediante recombinación homóloga en su locus original 10
se verificó mediante PCR sobre colonias individuales usando oligonucleótidos de diagnóstico (Tabla 5).

Las cepas resultantes IMW059 (HXK2), IMW060 (HXK1) y IMW061 (GLK1) se cultivaron con una OD660 inicial de 
0,05 ± 0,01 en matraces agitados a 30°C en medio de MY-urea (pH 4,7) complementado con 2% de glucosa y 2% 
de arabinosa, usando precultivos desarrollados sobre glucosa. El crecimiento y el consumo de azúcar se controló 15
durante 72 horas. Las cepas IMW059, IMW060 y IMW061 eran todas capaces de utilizar tanto glucosa como 
arabinosa (Figura 17). La reintroducción de HXK2 en IMW058 daba como resultado un consumo secuencial rápido 
de arabinosa y glucosa. Mientras que la cepa de referencia DS62504 no consumía completamente la arabinosa en 
69 horas (Figura 17 (a)), la cepa IMW059 consumía más de 99% de la arabinosa en aproximadamente 46 horas 
(Figura 17 (j)).20

Para las cepas IMW060 (HXK1) y IMW061 (GLK1), se observaba el consumo simultáneo de glucosa y arabinosa
(Figuras 17 (k) y (I)). En las primeras 22 horas de cultivo, aproximadamente 18% de la arabinosa se consumía 
simultáneamente con aproximadamente 48% de la glucosa. En 50 horas de cultivo, se consumía 99% de la 
arabinosa.25

Ejemplo 18

Secuenciación comparativa del genoma entero de las cepas IMK318, IMW017 y IMW018. La secuenciación del ADN 
del genoma entero para las cepas IMK318, IMW017 y IMW018 se realizó usando la tecnología Illumina GAllx 
(lecturas de 75 pb, extremos apareados). Las lecturas de secuencias se alinearon a una secuencia genómica de 
referencia de S. cerevisiae CEN.PK 113-7D usando CLC Genomics Workbench versión 4.5. El análisis de SNP se 30
realizó usando CLC Genomics Workbench versión 4.5.

En total, el análisis de SNP daba cuatro mutaciones en las regiones codificantes que daban como resultado un 
cambio de aminoácido cuando IMK318, IMW017 y IMW018 se comparaban con la secuencia de referencia de 
CEN.PK 113-7D.35

Una mutación, que daba como resultado un cambio de aminoácido Asp376Val en GAL1 que codifica galactocinasa. 
La mutación se encontró en IMK318, IMW017 y IMW018 cuando se comparaba con la secuencia de referencia (Fig. 
19).

40
Sorprendentemente, solo se encontraron dos mutaciones única para IMW017. Una de ellas, una mutación 
Tyr274Phe en GAL1, está situada en el sitio de unión a galactosa de galactocinasa, que fue descrita por Thoden y 
cols. (2005). Combinada con la observación de que la eliminación de GAL1 en IMW017 elimina en crecimiento sobre 
glucosa, parece probable que esta mutación sea responsable de la actividad de hexocinasa de GAL1 que permitía el 
consumo de glucosa en IMW017. Una segunda mutación se encontró en el motivo transmembranario 5 de GAL2 45
(Thr219Asn), que codifica la galactosa permeasa en S. cerevisiae. Se sabe que GAL2p es capaz de transportar
arabinosa (Kou y cols. 1970; Becker y cols. 2003). Una mutación en GAL2 que incrementa la afinidad por arabinosa
o disminuye la afinidad por glucosa dará como resultado una mejora del consumo de arabinosa en presencia de
glucosa.

50
Sorprendentemente, solamente se encontró 1 única mutación en las regiones codificantes de IMW018. Esta 
mutación estaba situada en el motivo transmembranario 8 de GAL2 (Asn376Ser), que codifica la galactosa 
permeasa en S. cerevisiae. Se sabe que GAL2p es capaz de transportar arabinosa (Kou y cols. 1970; Becker y cols. 
2003). Una mutación en GAL2 que incrementa la afinidad por arabinosa o disminuye la afinidad por glucosa dará 
como resultado una mejora en el consumo de arabinosa en presencia de glucosa.55
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Ejemplo 19

Fermentación anaerobia rápida de glucosa y arabinosa mediante IMW059

La cepa IMW059 se cultivó anaerobiamente en medio MY con 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa. El 
consumo de azúcares se controló mediante medidas de HPLC. El crecimiento de la levadura se determinó mediante 
medidas del peso seco y controlando la OD660. La producción de CO2 se determinó al medir las concentraciones de 5
CO2 en el gas de escape. La producción de etanol se calculó basándose en la producción de CO2. Para corregir la 
evaporación de etanol, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la producción acumulativa medida 
de CO2 menos la producción de CO2 que se producía debido a la síntesis de biomasa (5,85 mmol de CO2 por gramo 
de biomasa) y el CO2 asociado con la formación de acetato.

10
En 19 horas se agotaba la glucosa. Basándose en el perfil de producción de CO2 y las concentraciones de arabinosa
(Figura 21), el consumo de arabinosa se iniciaba después de que la glucosa se consumiera completamente. No se 
observó consumo simultáneo de glucosa y arabinosa. Después de 74 horas de cultivo anaerobio, se consumía 99% 
de la arabinosa. Se produjo etanol con un rendimiento global de 0,43 g g-1 de azúcar total. La comparación del perfil 
de producción de CO2 con el de la cepa DS62504 (Figura 24) muestra que, basándose en el primer pico de 15
producción de CO2 durante la fermentación anaerobia de una mezcla de glucosa/arabinosa, el consumo de glucosa
es más lento para la cepa IMW059. Sin embargo, la arabinosa es consumida mucho más rápidamente por IMW059, 
lo que se refleja por los niveles de producción de CO2 superiores durante el segundo pico de producción de CO2 y el 
tiempo de fermentación total más breve.

Ejemplo 2020

Consumo simultáneo anaerobio de glucosa y arabinosa por IMW060

La cepa IMW060 se cultivó anaerobiamente en medio MY con 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa. El 
consumo de azúcares se controló mediante medidas de HPLC. El crecimiento de la levadura se determinó mediante 
medidas del peso seco y controlando la OD660. La producción de CO2 se determinó al medir las concentraciones de 
CO2 en el gas de escape. La producción de etanol se calculo basándose en la producción de CO2. Para corregir la 25
evaporación de etanol, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la producción acumulativa medida 
de CO2 menos la producción de CO2 que se producía debido a la síntesis de biomasa (5,85 mmol de CO2 por gramo 
de biomasa) y el CO2 asociado con la formación de acetato.

Basándose en el perfil de producción de CO2 y las concentraciones de glucosa y arabinosa (Figura 22), la arabinosa30
se consume simultáneamente con la glucosa aproximadamente en las primeras 40 horas. En las primeras 43 horas, 
la glucosa se consume completamente mientras que se consumía 41% de la arabinosa. Después de 74 horas de 
cultivo anaerobio, se consumía 89% de la arabinosa. Después de 140 horas de cultivo anaerobio, se consumía 98% 
de la arabinosa. Se produjo etanol con un rendimiento global de 0,43 g g-1 de azúcar total. La comparación del perfil 
de producción de CO2 con el de la cepa DS62504 (Figura 24) muestra que, basándose en el primer pico de 35
producción de CO2 durante la fermentación anaerobia de una mezcla de glucosa/arabinosa, el consumo de glucosa
es más lento que para la cepa IMW060. Sin embargo, el tiempo total para fermentar la mezcla de glucosa/arabinosa
es más corto que el de DS62504.

Ejemplo 21

Consumo simultáneo anaerobio de glucosa y arabinosa por IMW06140

La cepa IMW061 se cultivó anaerobiamente en medio MY con 20 g I-1 de glucosa y 20 g I-1 de arabinosa. El 
consumo de azúcares se controló mediante medidas de HPLC. El crecimiento de la levadura se determinó mediante 
medidas del peso seco y controlando la OD660. La producción de CO2 se determinó al medir las concentraciones de 
CO2 en el gas de escape. La producción de etanol se calculo basándose en la producción de CO2. Para corregir la 
evaporación de etanol, se supuso que la cantidad de etanol producida era igual a la producción acumulativa medida 45
de CO2 menos la producción de CO2 que se producía debido a la síntesis de biomasa (5,85 mmol de CO2 por gramo 
de biomasa) y el CO2 asociado con la formación de acetato.

Basándose en el perfil de producción de CO2 y las concentraciones de glucosa y arabinosa (Figura 23), la arabinosa 
se consume simultáneamente con la glucosa en las primeras 43 horas. En las primeras 49 horas, la glucosa se 50
consume completamente mientras que se consumía 73% de la arabinosa. Después de 74 horas de cultivo 
anaerobio, se consumía 95% de la arabinosa. Después de 140 horas de cultivo anaerobio, se consumía 99% de la 
arabinosa. Se produjo etanol con un rendimiento global de 0,44 g g-1 de azúcar total. La comparación del perfil de 
producción de CO2 con el de la cepa DS62504 (Figura 24) muestra que, basándose en el primer pico de producción 
de CO2 durante la fermentación anaerobia de una mezcla de glucosa/arabinosa, el consumo de glucosa es más 55
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lento que para la cepa IMW061. Sin embargo, el tiempo total para fermentar la mezcla de glucosa/arabinosa es más 
corto que el de DS62504.

Ejemplo 22

Prueba de comportamiento en BAM

A fin de probar el comportamiento de las cepas IMW060 y IMW061, las cepas se inocularon en medio de Verduyn, 5
complementado con 2% de glucosa. Como controles, se incluyó la cepa DS62504.

Después de la incubación durante la noche a 30°C y 280 rpm en un agitador giratorio, las células se recogieron
mediante centrifugación y los cultivos para la producción de CO2 se realizaron a 33°C en un BAM (Biological Activity 
Monitor), en 100 ml de medio de Verduyn complementado con los azúcares indicados en la tabla 7. Las células se 10
añadieron a los 100 ml de medio de Verduyn complementado con los azúcares y los inhibidores ácido acético, ácido 
cumárico, ácido ferúlico, furfural, HMF y ácido fórmico a las concentraciones indicadas. En un segundo experimento, 
se usaron 100 ml de medio de Verduyn complementado con los azúcares pero sin inhibidores. La producción de CO2

se controló constantemente y se tomaron muestras a intervalos para el análisis (densidad óptica a 600 nm, etanol y 
azúcares residuales).15

Los resultados del experimento de BAM se muestran en las figuras 25, 26, y 27 para el medio con inhibidores y 28, 
29 y 30 para el medio sin inhibidores. Se puede concluir que tanto IMW060 como IMW061 son capaces de convertir 
los azúcares glucosa y arabinosa rápidamente y simultáneamente en etanol, mientras que la cepa DS62504 no lo 
puede hacer, es decir DS62504 consume arabinosa después de que la glucosa se agote del medio. El mismo20
resultado, es decir consumo simultáneo de arabinosa y glucosa, se obtiene en presencia de inhibidores, aunque el 
tiempo empleado para consumir todos los azúcares es más lento en presencia de inhibidores, como se sabe de la 
bibliografía.

Tabla 7 Composición del medio de Verduyn CFMM2M; CFMM1M tiene la misma composición excepto que sin 25
inhibidores: 

Componente Cantidad (g/l)

Glucosa 55

Arabinosa 35

Manosa 5

Ácido Acético 3,0

Ácido Cumárico * 0,03

Ácido Ferúlico* 0,2

Furfural** 0,1

HMF 0,1

Ácido fórmico 0,1

E11767263
21-06-2017ES 2 629 252 T3

 



29

REFERENCIAS

[1] A.A. Andreasen, T.J. Stier, Anaerobic nutrition of Saccharomyces cerevisiae. I. Ergosterol requirement for growth 
in a defined medium, J. Cell Physiol. 41 (1953) 23-36.

[2] A.A. Andreasen, T.J. Stier, Anaerobic nutrition of Saccharomyces cerevisiae. II. Unsaturated fatty acid 
requirement for growth in a defined medium, J. Cell Physiol. 43 (1954) 271-281.5

[3] R.D. Gietz, R.A. Woods, Transformation of yeast by lithium acetate/single-stranded carrier DNA/polyethylene 
glycol method, Methods Enzymol. 350 (2002) 87-96.

[4] U. Güldener, S. Heck, T. Fiedler, J. Beinhauer, J.H. Hegemann, A new efficient gene disruption cassette for 
repeated use in budding yeast, Nucleic Acids Res. 24 (1996) 2519-2524.

[5] U. Güldener, J. Heinisch, G.J. Koehler, D. Voss, J.H. Hegemann, A second set of IoxP marker cassettes for Cre-10
mediated multiple gene knockouts in budding yeast, Nucleic Acids Research 30(6) (2002) e23.

[6] H. Van Urk, P.R. Mak, W.A. Scheffers, J.P. Van Dijken, Metabolic responses of Saccharomyces cerevisiae CBS 
8066 y Candida utilis CBS 621 upon transition from glucose limitation to glucose excess, Yeast 4 (1988) 283-291.

[7] C. Verduyn, E. Postma, W.A. Scheffers, J.P. Van Dijken, Effect of benzoic acid on metabolic fluxes in yeasts: a 
continuous-culture study on the regulation of respiration y alcoholic fermentation, Yeast 8 (1992) 501-517.15

[8] R.A. Weusthuis, W. Visser, J.T. Pronk, W.A. Scheffers, J.P. Van Dijken, Effects of oxygen limitation on sugar 
metabolism in yeasts - a continuous-culture study of the Kluyver effect, Microbiology 140 (1994) 703-715.

[9] S.C. Kou, y cols. (1970). J. Bact. 102, 671-678.

[10] J. Becker y cols. (2003). Appl. Environ. Microbiol. 69, 4144-4150.

[11] J.B. Thodeny cols. (2005). J. Biol. Chem. 280, 36905-3691120

E11767263
21-06-2017ES 2 629 252 T3

 



30

LISTA DE SECUENCIAS

<110> DSM IP Assets B.V.

<120> CÉLULA DE LEVADURA FERMENTADORA DE PENTOSA Y GLUCOSA

<130> 27925-WO-PCT

<160> 585

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1

< 211> 62

< 212> ADN

< 213> ADN artificial10

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 1 

<210> 215

< 211> 67

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético20

<400> 2 

<210> 3

< 211> 63

< 212> ADN25

< 213> ADN artificial

<220>
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< 223> ADN sintético

<400> 3 

<210> 4

< 211> 695

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 4 10

<210> 5

< 211> 64

< 212> ADN

< 213> ADN artificial15

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 5 

<210> 620

< 211> 64

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético25

<400> 6 
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<210> 7

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> ADN artificial5

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 7

cgcacgtcaa gactgtcaag 20

<210> 810

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético15

<400> 8

tcgtatgtga atgctggtcg 20

<210> 9

< 211> 20

< 212> ADN20

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 9

ttcgccactg tcttatctac 2025

<210> 10

< 211> 20
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< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 105

ccgttcgttc cagaattatc 20

<210> 11

< 211> 24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial10

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 11

ccttaggacc gttgagagga atag 24

<210> 1215

< 211> 22

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético20

<400> 12

tcccggagaa caaagtaagt gg 22

<210> 13

< 211> 25

< 212> ADN25

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético
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<400> 13

aaaaacggga aataacaata acgac 25

<210> 14

< 211> 25

< 212> ADN5

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 14

tgcgatctta ttagtgtgtg acatt 2510

<210> 15

< 211> 1458

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 15 15
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<210> 16

< 211> 1461

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 16 

E11767263
21-06-2017ES 2 629 252 T3

 



36

<210> 17

< 211> 1503

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 17 
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<210> 18

< 211> 1587

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 18 
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<210> 19

< 211> 1503

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 19 
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<210> 20

< 211> 1302

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 20 
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<210> 21

< 211> 485

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 21 
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<210> 22

< 211> 486

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 22 
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<210> 23

< 211> 500

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 23 
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<210> 24

< 211> 528

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5

<400> 24 
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<210> 25

< 211> 500

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C5
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<400> 25 
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<210> 26

< 211> 433

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae S288C

<400> 26 5
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<210> 27

< 211> 64

< 212> ADN

< 213> ADN artificial5
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<220>

< 223> ADN sintético

<400> 27 

<210> 285

< 211> 66

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético10

<400> 28 

<210> 29

< 211> 25

< 212> ADN15

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 29

atggcattat actcctgcta gaaag 2520

<210> 30

< 211> 24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>25

< 223> ADN sintético

<400> 30
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aaaggatggc agagcatgtt atcg 24

<210> 31

< 211> 24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial5

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 31

gattgcgaga tccacgaaat tacc 24

<210> 3210

< 211> 24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético15

<400> 32

aatcaccgga ttccttacca gttg 24

<210> 33

< 211> 25

< 212> ADN20

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 33

gaaattcacg ggatttattc gtgac 2525

<210> 34

< 211> 25

< 212> ADN
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< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 34

tttccatgtt tctaagcgta gtgag 255

<210> 35

< 211> 20

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>10

< 223> ADN sintético

<400> 35

cccgtttgtt ggaagatagc 20

<210> 36

< 211> 1815

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 3620

cacatcagcc atggaacc 18

<210> 37

< 211> 19

< 212> ADN

< 213> ADN artificial25

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 37
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gcaggtgctg ctgttattg 19

<210> 38

< 211> 21

< 212> ADN

< 213> ADN artificial5

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 38

ccgagctatc ctacgacttt c 21

<210> 3910

< 211> 23

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético15

<400> 39

gcccgacagg gtaacatatt atc 23

<210> 40

< 211> 23

< 212> ADN20

< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 40

ccggaatcat aggaagacct ttg 2325

<210> 41

< 211> 24

< 212> ADN
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< 213> ADN artificial

<220>

< 223> ADN sintético

<400> 41

agaggaaggt gcacttgaag attg 245

<210> 42

< 211> 24

< 212> ADN

< 213> ADN artificial

<220>10

< 223> ADN sintético

<400> 42

ataagatgga attggccggt cttg 24

<210> 43

< 211> 158715

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D

<400> 43 
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<210> 44

< 211> 15875

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMK318

<400> 44 
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<210> 45

< 211> 15875

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW017

<400> 45 
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<210> 46

< 211> 15875

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW018

<400> 46 
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<210> 47

< 211> 1725

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D5

<400> 47 
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<210> 48

< 211> 17255

< 212> ADN
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63

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMK318

<400> 48 

5

<210> 49

< 211> 1725
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64

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW017

<400> 49 

5

<210> 50
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< 211> 1725

< 212> ADN

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW018

<400> 50 

5
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<210> 51

< 211> 528

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D

<400> 51 5
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<210> 52

< 211> 528

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMK3185

<400> 52 
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<210> 53

< 211> 528

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW0175

<400> 53 
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<210> 54

< 211> 528

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW0185

<400> 54 
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<210> 55

< 211> 574

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae CEN.PK 113-7D5

<400> 55 
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<210> 56

< 211> 574

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMK3185

<400> 56 

ES 2 629 252 T3

 



78

ES 2 629 252 T3

 



79

<210> 57

< 211> 574

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW0175

<400> 57 
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<210> 58

< 211> 574

< 212> PRT

< 213> Saccharomyces cerevisiae IMW0185

<400> 58 
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la preparación de una célula de levadura que fermenta pentosa y glucosa, en el que una 
célula de levadura que es una célula de Saccharomyces que comprende uno más genes exógenos de la ruta 
metabólica de la pentosa se somete a a) perturbación de cada uno de los genes hxk2, hxk1 y glk1 y gal1 naturales 
en la célula de levadura, en donde b) el perturbador resultante se somete a manipulación evolutiva para mejorar el 5
consumo de pentosa, hasta que la célula de levadura tiene una velocidad de crecimiento de 0,05 h-1 o más sobre la 
pentosa como única fuente de carbono y aislar la célula de levadura fermentadora de pentosa resultante, y en el que 
c) en la levadura resultante se introduce uno o más de los genes hxk1, hxk2, glk1 y gal1, a fin de restaurar su 
capacidad para consumir glucosa.

10
2. Procedimiento según la reivindicación 1, en el que la cepa perturbadora es una célula de levadura que comprende 
uno o más genes exógenos de una o más rutas metabólicas de la pentosa no naturales para la célula de levadura.
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