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DESCRIPCIÓN 

Una célula fermentadora de azúcar pentosa 

Campo de la invención 

La presente invención se relaciona con una célula que es capaz de isomerizar la xilosa a xilulosa. La invención 
también se relaciona con un proceso en el cual tales células son utilizadas para la producción de un producto de 5 
fermentación, tal como etanol. 

Antecedentes de la invención 

El consumo a gran escala de combustibles fósiles tradicionales (combustibles basados en petróleo) en las décadas 
recientes ha contribuido a altos niveles de contaminación. Esto, junto con la conclusión de que las reservas 
mundiales de combustibles fósiles no son limitadas y una preocupación ambiental creciente, ha estimulado nuevas 10 
iniciativas para investigar la factibilidad de combustibles alternativos tales como etanol, el cual es una fuente 
combustible de combustión libre de partículas que liberan menos CO2 que la gasolina sin plomo por litro. 

Aunque el etanol derivado de una biomasa puede producirse por la fermentación de azúcares de hexosa obtenidos 
a partir de muchas fuentes diferentes, los sustratos típicamente utilizados en producción a escala comercial de 
alcohol combustible, tales como caña de azúcar y almidón de maíz, son costosos. Los incrementos en la producción 15 
de etanol combustible requerirán por lo tanto el uso de materias primas menos costosas. 

Actualmente, solamente las materias primas lignocelulósicas derivadas de biomasa vegetales están disponibles en 
cantidades suficientes para sustituir los cultivos utilizados actualmente para la producción de etanol. La mayor parte 
del material lignocelulósico, el segundo azúcar más común, después de la glucosa, es la xilosa. Así, para un 
proceso de producción de combustible económicamente factible, los azúcares tanto de hexosa como de pentosa 20 
deberían ser fermentados para formar etanol. La levadura Saccharomyces cerevisiae es robusta y bien adaptada 
para la producción de etanol, pero es incapaz de producir etanol utilizando xilosa como fuente de carbono. También, 
no se conocen organismos de origen natural que puedan fermentar la xilosa a etanol con tanto un alto rendimiento 
de etanol como con una alta productividad de etanol. El documento WO 2006/009434 divulga una célula huésped 
que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa de Bacteroides thetaiotaomicron 25 
donde la célula es capaz de utilizar xilosa como fuente de carbono.  

Por lo tanto hay necesidad de un organismo que posea estas propiedades de forma que permita la producción 
comercialmente viable de etanol a partir de materias primas lignocelulósicas. 

Resumen de la invención 

De acuerdo con la invención, se proporciona una célula que es capaz de realizar fermentación, tal como 30 
fermentación alcohólica, y de usar xilosa como fuente de carbono. Tal célula comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa, donde la secuencia de aminoácidos de la xilosa isomerasa tiene al 
menos aproximadamente un 96% de identidad en secuencia con la secuencia de aminoácidos definida en SEQ ID 
NO: 3 y donde la secuencia de nucleótidos es heteróloga al huésped, y donde la célula es capaz de isomerizar 
xilosa a xilulosa. Tal célula produce una cantidad mayor de etanol cuando utiliza xilosa como fuente de carbono en 35 
comparación con el hongo filamentoso de tipo silvestre. 

La invención también proporciona: 

- un proceso para producir un producto de fermentación poceso que comprende fermentar un medio 
que contiene una fuente de xilosa con una célula de la invención de tal manera que la célula fermente 
la xilosa al producto de fermentación; 40 
- un proceso para producir un producto de fermentación proceso que comprende fermentar un 
medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L- arabinosa con una célula tal 
como se define en la invención el cual es capaz de utilizar L-arabinosa de tal manera que la célula 
fermente la xilosa y la L-arabinosa hasta el producto de fermentación; y 
- un proceso para producir un producto de fermentación proceso que comprende fermentar un 45 
medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula de la 
invención y una célula capaz de utilizar L-arabinosa mediante lo cual cada célula fermenta xilosa y/o 
arabinosa hasta el producto de fermentación. 

 

  La invención proporciona adicionalmente el uso de una célula de la invención en un proceso para la producción de 50 
un producto de fermentación. 
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Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 define el mapa de plásmidos de pYISIT4-XKSI-xyIA (Baun CpO) que codifica la xilosa isomerasa a partir 
de Bacteroides uniformis ATCC 8492 para su expresión en Saccharomyces cerevisiae. La CpO denota el par de 
codones optimizados. 

La figura 2 define un mapa físico de un plásmido pPWT080, cuya secuencia se da en SEQ ID No. 4. 5 

La figura 3 define un mapa físico del locus GRE3 tipo silvestre (panel a) y una copia de integración de PWT080 en el 
locus GRE3 (panel b, que muestra donde los cebadores se enlazan y el panel c, que muestra donde la sonda RKI 1 
se enlaza). 

La figura 4 define un autoradiograma que muestra la integración correcta de una copia del plásmido pPWT080 en 
CEN.PK113-7D; 10 

Panel a: Digestión de Xcml de las preparaciones de ADN cromosómico hibridizado con la sonda RKI1. Línea 1: 
CEN.PK113-7D; línea 2: BIE104F1; línea 3: BIE104P1. 

Panel b: digestión de PsiI de preparaciones de ADN cromosómico, hibridizado con la sonda RKI1. Línea 1: 
CEN.PK113-7D; línea 2: BIE104F1; línea 3: BIE104P1. 

ΔGRE3::PPP significa el reemplazo de la región de codificación del gen GRE3 por el casete que contiene los genes 15 
TAL1, TKL1, RKI1 y RPE1 bajo el control de promotores constitutivos fuertes, ΔGRE3::[TPI1p-TAL1-ADH1p-TKL1-
PGI1p-RPE1-ENO1p-RKI1]. 

La figura 5 define un mapa físico del locus GRE3, donde la región de codificación del gen GRE3 ha sido 
reemplazada por la integración de los genes PPP TAL1, TKL1, RKI1 y RPE1. El panel a muestra donde los 
cebadores de SEQ ID 5 y 6 se enlazan, el panel b muestra donde se enlaza la sonda RKI1. 20 

La figura 6 define un mapa físico del plásmido pYI#SIT4 

La figura 7 define un mapa físico del plásmido pPWT007 

La figura 8 define un mapa físico del plásmido pPWT042 

La figura 9 define un mapa físico del locus SIT4 tipo silvestre (panel a) y una copia de integración de PWT080 en el 
locus SIT4 (panel b, que muestra donde se enlazan los cebadores). 25 

La figura 10 representa una curva de crecimiento de BIE104P1Y9 sobre xilosa al 2% como única fuente de carbono, 
después de varios precultivos, y de la cepa de referencia sin una copia de pPWT042 integrada en el genoma. Los 
eventos indicados  en la gráfica por números (1): transferencia a YNB 1% de glucosa + 1% de xilosa; (2): 
transferencia a YNB de 0.1% de glucosa + 2% de xilosa; (3) transferencia a YNB de 2% de xilosa; (4) transferencia 
de YNB de 2% de xilosa (solamente BIE104P1Y9). 30 

La figura 11 representa una curva de crecimiento de la cepa de referencia BIE104P1 y una cepa metabolizante de 
xilosa, BIE104P1Y9. 

La figura 12 representa el consumo de xilosa y glucosa y la producción de etanol con respecto al tiempo de las 
cepas BIE104P1 precultivadas sobre glucosa (panel a), BIE104P1Y9 precultivadas en glucosa (panel b) y 
BIE104P1Y9 precultivadas en xilosa (panel c). 35 

La figura 13 representa un mapa físico del plásmido pPWT018. 

La figura 14 define un mapa físico del plásmido pPWT006. 

La figura 15 representa un autorradiograma Southern blot. EL ADN cromosómico de la cepa tipo silvestre 
CEN.PK113-7D (línea 1) y BIE104A2 (línea 2) fue digerido con Both EcoRI y HindIII. La siembra fue hibridizada con 
una sonda específica SIT2. 40 

La figura 16 representa los mapas físicos del locus SIT2 tipo silvestre (panel a) y después de la introducción de los 
genes  ara por integración del plásmido pPWT018, seguido por la recombinación intramolecular que lleva a la 
pérdida del vector y a las secuencias de marcador seleccionable (panel b). La hibridización de la sonda está 
indicada. 

La figura 17 muestra una representación gráfica de curvas de crecimiento de la cepa BIE104A2P1Y9 en medios 45 
diferentes. Panel a: cepa BIE104A2P1Y9 cultivada sobre galactosa, seguida por eventos indicados en la gráfica por 
números (1) transferencia a arabinosa 1% + xilosa al 1% y (2) transferencia a xilosa al 2% + arabinosa al 0.2%. 
Panel b: cepa BIE104A2P1Y9 cultivada sobre glucosa, seguida por (1) transferencia a arabinosa al 1% + xilosa al 
1% y (2) transferencia a xilosa al 2% + arabinosa al 0.2%. 
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Breve descripción del listado de secuencias 

SEQ ID NO: 1 representa la secuencia de la xilosa isomerasa tipo silvestre de Bacteroides uniformis ATCC 8492. 

Acceso a Genbank no. AAYH02000036. 

SEQ ID NO: 2 representa una secuencia optimizada de codón derivada de SEQ ID NO. 1. 

SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoácidos de la xilosa isomerasa a partir de Bacteroides uniformis 5 
ATCC 8492. 

SEQ ID NO. 4 representa la secuencia del plásmido pPWT080. 

SEQ ID NO: 5 representa la secuencia del cebador de avance. 

SEQ ID NO: 6 representa la secuencia del cebador reverso. 

SEQ ID NO: 7 representa la secuencia del cebador multifuncional de avance para PCR de diagnóstico. 10 

SEQ ID NO: 8 representa la secuencia del cebador multifuncional reverso para PCR diagnóstico. 

SEQ ID NO: 9 representa la secuencia de la sonda RKI1 del cebador de avance. 

SEQ ID NO: 10 representa la secuencia de la sonda RKI1 del cebador reverso. 

SEQ ID NO: 11 representa la secuencia del casete kanMX del cebador de avance. 

SEQ ID NO: 12 representa la secuencia del casete kanMX del cebador reverso. 15 

SEQ ID NO: 13 representa la secuencia del cebador de avance. 

SEQ ID NO: 14 representa la secuencia del cebador reverso. 

SEQ ID NO: 15 representa la secuencia del cebador multifuncional de avance para PCR diagnóstico. 

SEQ ID NO: 16 representa la secuencia del cebador multifuncional reverso para PCR diagnóstico. 

SEQ ID NO: 17 representa la secuencia de la secuencia del plásmido pPWT018. 20 

SEQ ID NO: 18 representa la secuencia del cebador de integración pPWT018 de avance. 

SEQ ID NO: 19 representa la secuencia del cebador de integración pPWT018 reverso. 

SEQ ID NO: 20 representa la secuencia de la sonda SIT2 del cebador de avance. 

SEQ ID NO: 21 representa la secuencia del cebador SIT2 del cebador reverso. 

Descripción detallada de la invención 25 

A lo largo de la presente especificación y en las reivindicaciones acompañantes las palabras “comprenden”, 
“incluyen” y variaciones tales como “comprende”, “que comprende”, “incluye” y “que incluye” deben interpretarse de 
forma inclusiva. Esto es, estas palabras pretenden abarcar la posible inclusión de otros elementos o enteros no 
específicamente descritos, donde el contexto lo permita. 

La invención se relaciona con una célula que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa 30 
isomerasa, donde la secuencia de aminoácidos de la xilosa isomerasa tiene al menos aproximadamente 96% de 
identidad con respecto a la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO: 3 y donde la secuencia de 
nucleótidos es heteróloga al huésped. 

La presencia de la secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa confiere a la célula la capacidad de 
isomerizar xilosa hasta xilulosa. 35 

Una “xilosa isomerasa” (EC 5.3.1.5) se define aquí como una enzima que cataliza la isomerización directa de D-
xilosa en D-xilulosa y/o viceversa. La enzima también es conocida como D-xilosa cetoisomerasa. Una xilosa 
isomerasa aquí también puede ser capaz de catalizar la conversión entre el D-glucosa  y D-fructosa (y de acuerdo 
con lo anterior también puede ser denominada como glucosa isomerasa). Una xilosa isomerasa aquí puede requerir 
un catión bivalente, tal como magnesio, manganeso o cobalto como cofactor. 40 

De acuerdo con lo anterior, una célula de la invención es capaz de isomerizar xilosa a xilulosa. La capacidad de 
isomerizar xilosa a xilulosa es conferida sobre la célula huésped por transformación de la célula huésped con un 
constructo de ácido nucleico que comprende una secuencia de nucleótidos que codifican una xilosa isomerasa 
definida. Una célula de la invención isomeriza la xilosa en xilulosa mediante la isomerización directa de xilosa a 
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xilulosa. Se entiende que esto significa que la xilosa es isomerizada en xilulosa en una reacción sencilla catalizada 
por una xilosa isomerasa, en oposición a la conversión en dos etapas de la xilosa a xilulosa a través de un 
intermedio xilitol y catalizado por la xilosa reductasa y el xilitol deshidrogenasa, respectivamente. 

Una unidad (U) de actividad de xilosa isomerasa puede definirse aquí como la cantidad de enzima que produce 1 
nmol de xilulosa por minuto, bajo condiciones como las descritas por Kuyper et al. (2003, FEMS Yeast Res. 4: 69 – 5 
78). 

La célula de la invención se define con referencia a una xilosa isomerasa que tiene la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene al menos 96% de identidad en la secuencia a la misma. De la misma 
forma, una célula de la invención puede definirse con referencia a una xilosa isomerasa como una secuencia de 
nucleótidos que codifica tal secuencia de aminoácidos. 10 

SEQ ID NO: 3 representa la secuencia de aminoácidos de la xilosa isomerasa   de Bacteroides uniformis 
ATCC8492. Una célula de la invención comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa 
que tiene los aminoácidos de SEQ ID NO: 3 o uno que tiene al menos 96% de identidad en secuencia a la misma. 

Preferiblemente, una célula de acuerdo con la presente invención es una célula que comprende una secuencia de 
nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa que tienen una secuencia que tiene al menos 96%, al menos 97%, al 15 
menos 98% o al menos 99% de identidad en la secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 3.  

La identidad en secuencia (o similitud en secuencia) se define aquí como una relación entre dos o más secuencias 
de aminoácidos (polipéptidos o proteínas) o dos o más secuencias en ácidos nucleicos (polinucleótidos), según se 
determina por comparación de las secuencias. Usualmente, las identidades o similitudes en secuencias se 
comparan, típicamente en toda la longitud de las secuencias comparadas. Sin embargo, las secuencias pueden ser 20 
comparadas en ventanas de comparación más cortas. En la técnica, “identidad” también significa el grado de 
relación de secuencia entre secuencias de aminoácidos o ácidos nucleicos, según sea el caso, tal como se 
determina por la comparación entre segmentos de tales secuencias. 

Los métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para dar la mayor coincidencia entre las 
secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad y similitud están codificados en programas de 25 
ordenador públicamente disponibles. Los métodos de programas de ordenador preferidos para determinar la 
identidad y similitud entre dos secuencias, incluyen por ejemplo, el BestFit, BLASTP, BLASTN, y FASTA (Altschul, 
S.F. et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990), disponibles públicamente en NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, 
Altschul, S., et al, NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894). Los parámetros preferidos para la comparación de 
secuencias de aminoácidos utilizando BLASTP son la abertura de espacios 11.0, extensión de espacios 1, matriz 30 
Blosum 62. Los parámetros preferidos para la comparación de secuencias de ácidos nucleicos utilizando BLASTP 
son abertura de espacio 11.0, extensión de espacio 1, matriz completa de ADN (matriz de identidad de ADN). 

Opcionalmente, al determinar el grado de similitud de aminoácidos, la persona experimentada en la técnica también 
puede tener en cuenta las así llamadas sustituciones “conservadoras”  de aminoácidos, como será evidente para la 
persona experimentada en la técnica. 35 

Las sustituciones conservadoras de aminoácidos se refieren a la posibilidad de intercambio de residuos que tengan 
cadenas laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas es glicina, 
alanina, valina, leucina, e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales con hidroxilo alifático es 
serina y treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y 
glutamina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina y triptófano; un 40 
grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es lisina, arginina e histidina, y un grupo de 
aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. 

Grupos de sustitución conservadora de aminoácidos preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, 
lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Variantes de sustitución de las secuencias de aminoácidos 
aquí divulgadas son aquellas en las cuales al menos un residuo en las secuencias divulgadas ha sido eliminado y se 45 
inserta un residuo diferente en su lugar. Preferiblemente, el cambio de aminoácido es conservador. Las 
sustituciones conservadoras preferidas para cada uno de los aminoácidos de origen natural es como sigue: Ala a 
ser; Arg a lys; Asn a gln o his; Asp a glu; Cys a ser o ala; Gln a asn; Glu a asp; Gly a pro; His a asn o gln; He a leur o 
val; Leu a ile o val; Lys a arg; gln o glu; Met a leu o ile; Phe a met, leu o tyr; Ser a thr; Thr a ser; Trp a tyr; Tyr a trp o 
phe; y, Val a ile o leu. 50 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una enzima que cataliza la conversión de xilosa a xilulosa también puede 
definirse por su capacidad de hibridizar con las secuencias de nucleótidos que codifican la enzima que tiene la 
secuencia definida en SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene al menos aproximadamente 70% de identidad de 
secuencia con la misma, bajo condiciones de hibridización moderadas, o preferiblemente estrictas. 

Formalmente, tales secuencias de nucleótidos hibridizan con el complemento reverso de las secuencias de 55 
nucleótidos que codifican la enzima que tiene la secuencia definida en SEQ ID NO: 3 o una secuencia que tiene al 
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menos aproximadamente 70% de identidad de secuencia con la misma, por ejemplo secuencias que hibridizan con 
el complemento reverso de SEQ ID NOs: 1 o 2. 

Las condiciones de hibridización estrictas se definen aquí como condiciones que permiten que una secuencia de 
ácidos nucleicos de al menos aproximadamente 25, de forma preferible aproximadamente 50 nucleótidos, 75 o 100 
y lo más preferiblemente de aproximadamente 200 o más nucleótidos, hibridice a una temperatura de 5 
aproximadamente 65ºC en una solución que comprende aproximadamente una sal 1 M, preferiblemente 6 x SSC 
(cloruro de sodio, citrato de sodio) o cualquier otra solución que tenga una fuerza iónica comparable, y lavar a 65ºC 
en una solución que comprende aproximadamente sal 0.1 M, o menos, preferiblemente 0,2 x SSC o cualquier otra 
solución que tenga fuerza iónica comparable. Preferiblemente, la hibridización se lleva a cabo durante la noche, esto 
es durante al menos 10 horas y preferiblemente el lavado se lleva a cabo durante al menos una hora con al menos 10 
dos cambios de la solución de lavado. Estas condiciones permitirán normalmente la hibridización específica de 
secuencias que tengan aproximadamente 90% o más de identidad de secuencia. 

Condiciones moderadas se definen aquí como condiciones que permiten que secuencias de ácidos nucleicos de al 
menos 50 nucleótidos, preferiblemente de aproximadamente 200 o más nucleótidos, hibridicen  a una temperatura 
de aproximadamente 45ºC en una solución que comprende sal aproximadamente 1 M, preferiblemente 6 x SSC o 15 
cualquier otra solución que tenga una fuerza iónica comparable, y lavado a temperatura ambiente a una solución 
que comprende sal a aproximadamente 1 M, preferiblemente 6 x SSC o cualquier otra solución que tenga una fuerza 
iónica comparable. Preferiblemente, la hibridización se lleva a cabo durante la noche, esto es al menos durante 10 
horas, y preferiblemente el lavado se lleva a cabo durante al menos una hora con al menos dos cambios de la 
solución de lavado. Estas condiciones permitirán usualmente la hibridización específica de secuencias que tengan 20 
hasta 50% de identidad de secuencia. La persona experimentada en la técnica será capaz de modificar estas 
condiciones de hibridización con el fin de identificar específicamente secuencias que varían en identidad entre 50% 
y 90%. 

Para incrementar la probabilidad de que la enzima introducida se exprese en forma activa en una célula de la 
invención, la secuencia de nucleótidos codificante correspondiente puede ser adaptada para optimizar su uso de 25 
codón al de la célula de levadura escogida. Se conocen en la técnica varios métodos para optimización de codones. 
Un método preferido para optimizar el uso de codón de las secuencias de nucleótidos al de la levadura es una 
tecnología de optimización de pares de codones como se divulga en WO2006/077258 y/o WO2008/000632. La 
WO2008/000632 apunta a la optimización de pares de codones. La optimización de pares de codones es un método 
donde las secuencias de nucleótido que codifican un polipéptido se modifican con respecto al uso de codón, en 30 
particular a los pares de codones que son utilizados, para obtener una expresión mejorada de la secuencia de 
nucleótidos que codifica el polipéptido y/o una producción mejorada del polipéptido codificado. Los pares de 
codones se definen como un conjunto de dos tripletes subsecuentes (codones) en una secuencia de codificación. 

Como una medida simple para la expresión de genes y la eficiencia de la traducción, aquí, se utiliza el Codon 
Adaptation Index (CAI), tal como se describe en Xuhua Xia, Evolutionary Bioinformatics 2007, 3: 53 – 58. El índice 35 
utiliza un conjunto de referencia de genes altamente expresados a partir de una especie para establecer los méritos 
relativos de cada codón, y una marcación para un gen se calcula a partir de una frecuencia de uso de todos los 
codones en ese gen. El índice establece el grado al cual la selección ha sido efectiva en el moldeo del patrón del 
uso de codón. En este respecto es útil predecir el nivel de expresión de un gen, para establecer la adaptación de 
genes virales a sus huéspedes, y para hacer comparaciones del uso de codón en los diferentes organismos. El 40 
índice también puede dar una indicación aproximada del éxito probable de la expresión del gen heterólogo. En los 
genes optimizados con par de codones de acuerdo con la invención el CAI es 0.6 o más, 0.7 o más, 0.8 o más, 0.85 
o más, 0.87 o más, 0.90 o más, 0.95 o más, o aproximadamente 1.0. 

En una célula de la invención, la xilosa isomerasa es típicamente heteróloga hacia la célula. Es decir, la xilosa 
isomerasa tiene una secuencia que no se presenta de forma natural en la célula en cuestión como parte del 45 
organismo, célula, genoma de ADN o secuencia de ARN en el cual está presente. Es decir, la xilosa isomerasa es 
exógena a la célula o no se presenta de forma natural en la célula. De acuerdo con lo anterior, una secuencia de 
nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa se expresa típicamente o es capaz de ser expresada en forma activa 
en la célula huésped transformada.  

Una célula de la invención es por lo tanto una célula que comprende, esto es que ha sido transformada con, un 50 
constructo de ácido nucleico que comprende la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa como se 
definió anteriormente. El constructo de ácido nucleico que comprende la xilosa isomerasa que codifica la secuencia 
preferiblemente es capaz de la expresión de la xilosa isomerasa de la célula huésped. 

Los métodos para expresar una secuencia heteróloga de xilosa isomerasa en una célula son bien conocidos para 
los expertos en la técnica. 55 

De acuerdo con lo anterior, una célula de la invención es una célula recombinante. Es decir, una célula de la 
invención comprende, o se transforma con o está genéticamente modificada con una secuencia de nucleótidos que 
no se presenta en forma natural en la célula en cuestión. 
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Las técnicas para la expresión recombinante de la xilosa isomerasa en una célula, así como las modificaciones 
genéticas adicionales de una célula de la invención son bien conocidas para las personas experimentadas en la 
técnica. Típicamente tales técnicas involucran la transformación de una célula con un constructo de ácido nucleico 
que comprende la secuencia relevante. Tales métodos son conocidos, por ejemplo, a partir de manuales estándar, 
tales como Sambrook and Russel (2001) “Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3rd edition), Cold Spring Harbor 5 
Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al., eds., “Current protocols in molecular biology”, 
Green Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). Los métodos para transformación y modificación 
genética de células huésped fúngicas son bien conocidos a partir por ejemplo de EP-A- 0635 574, WO 98/46772, 
WO 99/60102, WO 00/37671, WO 90/14423, EP-A-0481008, EP-A-0635574 y US 6,265,186. 

La mayor parte de los plásmidos episomales o 2µ son relativamente inestables, perdiéndose en aproximadamente 10 
10

-2
 o más células después de cada generación. Incluso bajo condiciones de crecimiento selectivo, solamente el 

60% al 95% de las células retienen el plásmido episomal. El número de copias de la mayoría de los plásmidos 
episomales varía de 10-40 por célula de huéspedes cir

+
. Sin embargo, los plásmidos no se distribuyen igualmente 

entre las células, y hay una alta varianza en el número de copias por célula en poblaciones. Las cepas 
transformadas con plásmidos integrantes son extremadamente estables, aún en ausencia de presión selectiva. Sin 15 
embargo la pérdida de plásmidos puede ocurrir a aproximadamente 10

-3
 hasta 10

-4
 frecuencias por recombinación 

homóloga entre ADN repetido en tándem, llevando a la apertura de circuito de la secuencia de vectores. 
Preferiblemente, el diseño del vector en el caso de la integración estable es de tal forma que por pérdida de los 
genes marcadores de selección (lo que también ocurre por recombinación homóloga intramolecular) la apertura del 
circuito constructo integrado no es posible. Preferiblemente los genes se integran así de forma estable. La 20 
integración estable se define aquí como la integración en el genoma, donde la apertura de circuito del constructo 
integrado no es posible. Preferiblemente los marcadores de selección están ausentes. 

Típicamente, el constructo de ácidos nucleicos puede ser un plásmido, por ejemplo un plásmido de copia baja o un 
plásmido de copia alta. La célula de acuerdo con la presente invención puede comprender copias sencillas o 
múltiples de la secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa, por ejemplo por copias múltiples de un 25 
constructo de nucleótidos o por uso de un constructo que tiene copias múltiples de la secuencia de xilosa isomerasa. 

El constructo de ácidos nucleicos puede ser mantenido de forma episomal y así comprender una secuencia de 
replicación autónoma, tal como una secuencia de replicación autosómica. Un constructo de ácido nucleico episomal 
adecuado puede por ejemplo, basarse en los plásmidos de levadura 2µ o pKD1 (Gleer et al., 1991, Biotechnology 9: 
968-975), o el plásmido AMA (Fierro et al., 1995, Curr Genet 29: 482-489). Como alternativa, cada constructo de 30 
ácido nucleico puede integrarse en una o más copias en el genoma de la célula. La integración en el genoma de la 
célula puede ocurrir aleatoriamente por recombinación no homologa pero preferiblemente, el constructo de ácido 
nucleico puede integrarse en el genoma de la célula mediante recombinación homóloga como es bien conocido en 
la técnica (véase por ejemplo WO 90/14423, EP-A-0481008, EP-A-0635 574 y US 6,265,186). 

Típicamente, la secuencia que codifica la xilosa isomerasa estará enlazada de forma operable a una o más 35 
secuencias de ácidos nucleicos, capaces de proveer o ayudar en la transcripción y/o traducción de la secuencia de 
xilosa isomerasa. 

El término “enlazado de forma operativa” se refiere a una yuxtaposición donde los componentes descritos están en 
una relación que les permite funcionar en la forma prevista. Por ejemplo, un promotor o potenciador está enlazado 
de forma operativa a una secuencia de codificación de dicho promotor o potenciador que afecta la transcripción de la 40 
secuencia de codificación. 

Tal como se usa aquí, el término “promotor” se refiere a un fragmento de ácido nucleico que funciona para controlar 
la transcripción de uno o más genes, localizado corriente arriba con respecto a la dirección de transcripción del sitio 
de iniciación de la transcripción del gen, y está identificado estructuralmente mediante la presencia de un sitio de 
enlace para polimerasa de ARN dependiente de ADN, sitio de iniciación de la transcripción y otras secuencias de 45 
ADN conocidas para los expertos en la técnica. Un promotor “constitutivo” es un promotor que es activo bajo la 
mayoría de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un promotor “inducible” es un promotor que es activo bajo 
regulación ambiental o de desarrollo. 

El promotor que pudiera ser utilizado para alcanzar la expresión de una secuencia de nucleótidos que codifican una 
enzima de acuerdo con la presente invención pueden ser no nativo para la secuencia de nucleótidos que codifica la 50 
enzima que va a ser expresada, esto es, un promotor que es heterólogo a la secuencia de nucleótidos (secuencia de 
codificación) a la cual está enlazado operativamente. El promotor puede, sin embargo, ser homólogo, esto es 
endógeno a la célula huésped. 

Promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores naturales constitutivos como inducibles así como 
promotores manipulados genéticamente, que son bien conocidos para las personas experimentadas en la técnica. 55 
Promotores adecuados en células huésped eucariotas pueden ser GAL7, GAL10, o GAL1, CYC1, HIS3, ADH1, 
PGL, PH05, GAPDH, ADC1, TRP1, URA3, LEU2, ENO1, TPI1, y AOX1. Otros promotores adecuados incluyen 
PDC1, GPD1, PGK1, TEF1 y TDH3. 
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Una célula de la invención, el extremo 3´de la secuencia de ácidos nucleicos que codifica la xilosa isomerasa esta 
preferiblemente enlazado de forma operativa a una secuencia terminadora de la transcripción. Preferiblemente la 
secuencia terminadora es operable en una célula huésped seleccionable, tal como por ejemplo la especie de 
levadura seleccionable. En cualquier caso la selección del terminador no es crítica; puede ser, por ejemplo de 
cualquier gen de levadura, aunque los terminadores algunas veces pueden trabajar si provienen de un gen eucariota 5 
no levadura. Usualmente, una secuencia de nucleótidos que codifican la xilosa isomerasa comprende un terminador. 
Preferiblemente, tales terminadores están combinados con mutaciones que evitan el no sentido mediado por la 
disminución de ARNm en la célula huésped de la invención (véase por ejemplo: Shirley et al., 2002, Genetics 161: 
1465 – 1482). 

La secuencia de terminación de la transcripción comprende de manera preferible adicionalmente una señal de 10 
poliadenilación. 

Opcionalmente, puede estar presente un marcador seleccionable en un constructo de ácido nucleico adecuado para 
su uso en la invención. Tal como se usa aquí, el término “marcador” se refiere a un gen que codifica un trecho o un 
fenotipo que permite la selección de, o escoger, una célula huésped que contiene el marcador. El gen marcador 
puede ser un gen de resistencia a antibióticos donde puede utilizarse el antibiótico apropiado para seleccionar las 15 
células transformadas entre células que no están transformadas. Ejemplo de marcadores de resistencia a 
antibióticos adecuados incluye, por ejemplo, dihidrofolato reductasa, higromicin-B-fosfotransferasa, 3´-O-
fosfotransferasa II (resistencia a kanamicina, neomicina y G418). Aunque los marcadores de resistencia a los 
antibióticos pueden ser los más convenientes para la transformación de células huésped polipoides, preferiblemente 
sin embargo se utilizan marcadores de no resistencia a antibióticos, tales como marcadores auxotróficos (URA3, 20 
TRPI, LEU2) o el gen S. pombe TPI (descrito por Russell P R, 1985, Gene 40: 125 – 130). En una realización 
preferida las células huésped transformadas con los constructos del ácido nucleico son libres de genes marcadores. 
Los métodos para construir las células huésped microbianas libres de genes marcadores recombinantes se 
describen en EP-A-O 635 574 y se basan en el uso de marcadores bidireccionales tales como el gen de A. nidulans 
amdS (acetamidasa) y los genes de levadura  URA3 y LYS2. Como alternativa, puede incorporarse un marcador 25 
seleccionable tal como Proteína Verde Fluorescente, lacL, luciferasa, cloranfenicol acetil transferasa, beta-
glucoronidasa, en los constructos de ácido nucleico de la invención permitiendo seleccionar las células 
transformadas.  

Pueden estar presentes elementos adicionales opcionales en los constructos de ácido nucleico adecuados para su 
uso en la invención que incluyen, pero no se limitan a, uno o más secuenciadores de guía, potenciadores, factores 30 
de integración y/o genes reportadores, secuencias de intrones, centrómeros, telómeros y/o secuencias de unión a 
matrices (MAR). Los constructos de ácidos nucleicos de la invención pueden comprender adicionalmente una 
secuencia para replicación autónoma, tal como una secuencia ARS. 

Preferiblemente, la xilosa isomerasa se expresa en el citosol. La expresión citosólica puede ser alcanzada mediante 
eliminación o modificación de una señal de objetivo mitocondrial o peroxisomal. 35 

Una célula de la invención puede ser cualquier célula adecuada, tal como una célula procariota, tal como una 
bacteria, o una célula eucariota. Típicamente, la célula será una célula eucariota, por ejemplo una levadura o un 
hongo filamentoso. 

Las levaduras se definen aquí como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies de la subdivisión 
Eumicotina (Alexopoulos, C. J., 1962, In: Introductory Mycology, John Wiley & Sons, Inc., New York) que crecen 40 
predominantemente en forma unicelular. 

Las levaduras pueden crecer bien por fusión de un talus unicelular o pueden crecer por fisión del organismo. Una 
levadura preferida como célula de la invención puede pertenecer a los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, 
Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces o Yarrowia. Preferiblemente la 
levadura es capaz de fermentación anaeróbica, más preferiblemente capaz de fermentación anaeróbica alcohólica. 45 

Los hongos filamentosos se definen aquí como microorganismos eucariotas que incluyen todas las formas 
filamentosas de la subdivisión Eumicotina. Estos hongos son caracterizados por un micelio vegetativo compuesto de 
quitina, celulosa y otros polisacáridos complejos. 

Los hongos filamentosos adecuados para su uso como células de la presente invención son morfológica, fisiológica 
y genéticamente distintos de las levaduras. Las células de hongos filamentosos pueden ser utilizadas 50 
ventajosamente ya que la mayor parte de los hongos no requieren condiciones estériles para su propagación y son 
insensibles a infecciones de bacteriófagos. El crecimiento vegetativo por parte de los hongos filamentosos es por 
elongación del hifen y el catabolismo de carbono de la mayoría de los hongos filamentosos es obligatoriamente 
aeróbico. Los hongos filamentosos preferidos como células huésped de la invención pueden pertenecer a los 
géneros Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremoniurra, Fusarium o Penicillum. Más preferiblemente, la célula 55 
fúngica filamentosa puede ser una célula de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Penicillum chrysogenum, o 
Rhizopus oryzae. 
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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. En la práctica, sin embargo, todos los procesos de producción de bioetanol 
principales han continuado con el uso de levaduras del género Saccharomyces como productores de etanol. Esto se 
debe a los muchos rasgos atractivos de la especie Saccharomyces para los procesos industriales, esto es, una 
tolerancia alta a los ácidos, al etanol y a la osmosis, capacidad de crecimiento anaeróbico, y desde luego su alta 5 
capacidad fermentativa alcohólica. Las especies de levadura preferidas como células huésped incluyen S. 
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis. 

Una célula de la invención puede ser capaz de convertir biomasas de vegetales, celulosas, hemicelulosas, pectinas, 
ramnosa, galactosa, fucosa, maltosa, maltodextrinas, ribosa, ribulosa o almidón, derivados del almidón, sacarosa, 
lactosa y glicerol, por ejemplo en azúcares fermentables. De acuerdo con lo anterior, una célula de la invención 10 
puede expresar una o más enzimas tales como celulasa (una endocelulasa o una exocelulasa), una hemicelulasa 
(una endo o exo xilanasa o arabinasa) necesarias para la conversión de la celulosa en monómeros de glucosa y de 
la hemicelulosa en monómeros de xilosa y arabinosa, una peptinasa capaz de convertir las peptinas en ácido 
glucurónico y ácido galacturónico o una amilasa para convertir el almidón en monómeros de glucosa. 

Una célula de la invención es preferiblemente un huésped capaz de un transporte activo o pasivo de xilosa hacia la 15 
célula. 

Preferiblemente, una célula de la invención: 

es capaz de glicolisis activa; y/o 

muestra flujo a través de la ruta de la pentosa fosfato; y/o 

despliega actividad de xilulosas quinasa de manera que la xilulosa isomerizada a partir de la xilosa puede ser 20 
metabolizada hasta piruvato. 

La célula adicionalmente comprende de forma preferible aquellas actividades enzimáticas requeridas para la 
conversión de piruvato a un producto de fermentación deseado, tal como etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-
hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido fumárico, ácido málico, ácido 
itacónico, un aminoácido, 1,3-propano diol, etileno, glicerol, un antibiótico de β-lactama o cefalosporina. 25 

Una célula preferida de la invención es una célula que sea capaz de forma natural de fermentación alcohólica, 
preferiblemente, fermentación alcohólica anaeróbica. Una célula de la invención preferiblemente tiene una alta 
tolerancia al etanol, una alta tolerancia a un pH bajo (por ejemplo es capaz de crecer a un pH inferior a 
aproximadamente 5, a aproximadamente 4, aproximadamente 3, o aproximadamente 2.5) y hacia ácidos orgánicos 
tales como ácido láctico, ácido acético o ácido fórmico y/o a productos de degradación del azúcar tales como furfural 30 
e hidroxi metil furfural y/o una alta tolerancia a temperaturas elevadas. 

Cualquiera de las características o actividades anteriores de una célula de la invención pueden estar presentes de 
forma natural en la célula o pueden ser introducidas o modificadas por modificación genética. 

La secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa se expresa típicamente o es capaz de ser expresada 
en forma activa en la célula huésped transformada. Así, la expresión de la secuencia de nucleótidos en la célula 35 
huésped produce una xilosa isomerasa activa, típicamente con una actividad específica de al menos 
aproximadamente 10 U de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteína a aproximadamente 30ºC, 
preferiblemente al menos a aproximadamente 20, a al menos aproximadamente 25, a al menos aproximadamente 
30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al menos 
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente 750 o al menos 40 
aproximadamente 1.000 U por mg a aproximadamente 30ºC. La actividad específica de la xilosa isomerasa 
expresada en la célula huésped transformada se define aquí como la cantidad de actividad de xilosa isomerasa en 
unidades por mg de proteína de lisado libre de la célula huésped, por ejemplo un lisado libre de célula de levadura. 
La determinación de la actividad de la xilosa isomerasa, cantidad de proteína y preparación del lisado libre de 
células son como se describe aquí. Preferiblemente, la expresión de la secuencia de nucleótidos que codifican la 45 
xilosa isomerasa en la célula huésped produce una xilosa isomerasa con un Km para la xilosa que es menor de 50, 
40, 30 o 25 mM, más preferiblemente, el Km para la xilosa es aproximadamente 20 mM o menos. 

Una célula de la invención puede comprender una o más modificaciones genéticas que incrementan el flujo de la 
ruta del fosfato de pentosa. En particular, las modificaciones genéticas pueden llevar a un flujo incrementado a 
través de la parte de la ruta de fosfato de pentosa no oxidativa. Una modificación genética que produce un flujo 50 
incrementado de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa se entiende aquí como una modificación que 
incrementa el flujo en al menos un factor de aproximadamente 1.1, aproximadamente 1.2, aproximadamente 1.5, 
aproximadamente 2, aproximadamente 5, aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparación con el flujo 
en una cepa que es genéticamente idénticas excepto por la modificación genética que causa el flujo incrementado. 
El flujo de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa puede medirse haciendo crecer el huésped 55 
modificado sobre xilosa como única fuente de carbono, determinando la tasa de consumo específica de xilosa y 
sustrayendo la tasa de producción de xilitol específica de la tasa de consumo de xilosa específica, si se produce 
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xilitol. Sin embargo, el flujo de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa es proporcional con la tasa de 
crecimiento sobre xilosa como fuente única de carbono, preferiblemente con una tasa de crecimiento anaeróbica 
sobre xilosa como única fuente de carbono. Hay una relación lineal entre la tasa de crecimiento sobre xilosa como 
fuente única de carbono (µmax) y el flujo de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato de pentosa. La tasa de 
consumo específica de xilosa (Qs) es igual a la tasa de crecimiento (µ) dividida por el rendimiento de biomasa sobre 5 
azúcar (Yxs) porque el rendimiento de biomasa sobre azúcar es constante (bajo un conjunto dado de condiciones: 
anaeróbico, medio de crecimiento, pH, fondo genético de la cepa, etc.; esto es Qs = µ / Yxs). Por lo tanto el flujo 
incrementado de la parte no oxidativa de la ruta de fosfato de pentosa puede deducirse a partir del incremento en la 
tasa de crecimiento máximo bajo estas condiciones a menos que el transporte (el consumo es limitante). 

Una o más modificaciones genéticas que incrementan el flujo de la ruta del fosfato de pentosa puede introducirse en 10 
la célula huésped de diversas maneras. Estas incluyen por ejemplo, alcanzar niveles de actividad en un estado de 
equilibrio más alto de la xilulosa quinasa y/o una o más de las enzimas de la parte de la ruta no oxidativa del fosfato 
de pentosa y/o un nivel de estado de equilibrio reducido de la actividad no específica de la aldosa reductasa. Estos 
cambios en los niveles de actividad del estado de equilibrio pueden efectuarse mediante selección de mutantes 
(espontáneos o inducidos por productos químicos o radiación) y/o por tecnología de ADN recombinante, por 15 
ejemplo, por sobreexpresión o inactivación, respectivamente, de los genes que codifican las enzimas o factores que 
regulan estos genes. 

En una célula huésped preferida, la modificación genética comprende la sobreexpresión de al menos una enzima de 
la ruta (parte no oxidativa) del fosfato de pentosa. Preferiblemente la enzima se selecciona del grupo que consiste 
de las enzimas que codifican para la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 20 
transaldolasa. Pueden sobreexpresarse diversas combinaciones de enzimas de la ruta (parte no oxidativa) del 
fosfato de pentosa. Por ejemplo las enzimas que son sobreexpresadas pueden ser al menos las enzimas ribulosa-5-
fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y 
transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas 
ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o 25 
al menos las enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa, 
transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y transaldolasa; o 
al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las 
enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa. En una realización de la 
invención cada una de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 30 
transaldolasa, están sobreexpresadas en la célula huésped. Se prefiere más una célula huésped en la cual la 
modificación genética comprende al menos la sobreexpresión de las dos enzimas transcetolasa y transaldolasa y 
como tales una célula huésped ya es capaz de un crecimiento anaeróbico sobre xilosa. En efecto, bajo algunas 
condiciones las células huésped que sobreexpresan solamente la transcetolasa y la transaldolasa tienen ya la 
misma velocidad de crecimiento anaeróbico sobre xilosa que las células huésped que sobreexpresan todas las 35 
cuatro enzimas, esto es, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa. 
Además, las células huésped que sobreexpresan las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato 
epimerasa se prefieren sobre las células huésped que sobreexpresan solamente la isomerasa o solamente la 
epimerasa puesto que la sobreexpresión de solamente una de estas enzimas puede producir desbalances 
metabólicos. 40 

La enzima “ribulosa-5-fosfato epimerasa” (EC 5.1.3.1) se define aquí como una enzima que cataliza la epimerisación 
de D-xilulosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también se conoce como fosforribulosa 
epimerasa; eritrosa-4-fosfato isomerasa; fosfocetopentosa 3-epimerasa; xilulosa fosfato 3-epimerasa; 
fosfocetopentosa epimerasa; ribulosa 5-fosfato 3-epimerasa; D-ribulosa fosfato-3-epimerasa; D-ribulosa 5-fosfato 
epimerasa; D-ribulosa 5-P 3-epimerasa; D-xilulosa-5-fosfato 3-epimerasa; pentosa-5-fosfato 3-epimerasa; o D-45 
ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa. Una ribulosa 5-fosfato epimerasa puede definirse adicionalmente por su secuencia 
de aminoácidos. De la misma forma una ribulosa 5-fosfato epimerasa puede definirse por una secuencia de 
nucleótidos que codifique la enzima así como por una secuencia de nucleótidos que hibridice a una secuencia de 
nucleótidos de referencia que codifique una ribulosa 5-fosfato epimerasa. La secuencia de nucleótidos que codifica 
para la ribulosa 5-fosfato epimerasa se designa aquí como RPE1. 50 

La enzima “ribulosa 5-fosfato isomerasa” (EC 5.3.1.6) se define aquí como una enzima que cataliza la isomerización 
directa de la D-ribosa 5-fosfato en D-ribulosa 5-fosfato y viceversa. La enzima también es conocida como 
fosfopentoisomerasa; fosforriboisomerasa; ribosa fosfato isomerasa; 5-fosforribosa isomerasa; D-ribosa 5-fosfato 
isomerasa; D-ribosa-5-fosfato cetol-isomerasa; o D-ribosa-5-fosfato aldosa-cetosa-isomerasa. Una ribulosa 5-fosfato 
isomerasa puede ser definida adicionalmente por secuencia de aminoácidos. De la misma forma una ribulosa 5-55 
fosfato isomerasa puede ser definida por una secuencia de nucleótidos que codifique la enzima así como por una 
secuencia de nucleótidos que hibridice a una secuencia de nucleótidos de referencia que codifique una ribulosa 5-
fosfato isomerasa. La secuencia de nucleótidos que codifique para una ribulosa 5-fosfato isomerasa se designa aquí 
como RPI1. 

La enzima “transcetolasa” (EC 2.2.1.1) se define aquí como una enzima que cataliza la reacción: D-ribosa 5-fosfato 60 
+ D-xilulosa 5-fosfato <-> sedoheptulosa 7-fosfato + D-gliceraldehído 3-fosfato y viceversa. La enzima también es 
conocida como glicolaldehídotransferasa o sedoheptulosa-7-fosfato: D-gliceraldehído-3-fosfato 
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glicolaldehídotransferasa. Una transcetolasa puede definirse adicionalmente por sus aminoácidos. De la misma 
forma una transcetolasa puede definirse por una secuencia de nucleótidos que codifique la enzima así como por una 
secuencia de nucleótidos que hibridice a una secuencia de nucleótidos de referencia que codifiquen una 
transcetolasa. La secuencia de nucleótidos que codifica para una transcetolasa se designa aquí como TKL1. 

La enzima “transaldolasa” (EC 2.2.1.2) se define aquí como una enzima que cataliza la reacción: sedoheptulosa 7-5 
fosfato + D-gliceraldehído 3-fosfato <-> D-eritrosa 4-fosfato + D-fructosa 6-fosfato y viceversa. La enzima también es 
conocida como dihidroxiacetonatransferasa; dihidroxiacetona sintasa; formaldehído transcetolasa; o sedoheptulosa-
7-fosfato: D-gliceraldehído-3-fosfato gliceronatransferasa. Una transaldolasa puede definirse adicionalmente por su 
secuencia de aminoácidos. De la misma forma una transaldolasa puede definirse mediante una secuencia de 
nucleótidos que codifiquen la enzima así como con una secuencia de nucleótidos que hibridicen a una secuencia de 10 
nucleótidos de referencia que codifiquen una transaldolasa. La secuencia de nucleótidos que codifica para la 
transcetolasa se designa aquí como TAL1. 

Diversos medios son conocidos por los expertos en la técnica para la expresión y sobreexpresión de enzimas en 
una célula de la invención. En particular, una enzima puede ser sobreexpresada incrementando el número de copias 
del gen que codifica la enzima en la célula huésped, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el 15 
genoma de la célula huésped, expresando el gen por un vector de expresión multicopias episomal o introduciendo 
un vector de expresión episomal que comprenda múltiples copias del gen. 

Como alternativa, la sobreexpresión de las enzimas en las células huésped de la invención puede alcanzarse 
utilizando un promotor que no sea nativo a la secuencia que codifique para la enzima que va a ser sobreexpresada, 
esto es un promotor que sea heterólogo a la secuencia de codificación a la cual esta enlazado de forma operativa. 20 
Aunque el promotor preferiblemente es heterólogo a la secuencia de codificación a la cual está enlazado de forma 
operativa, también se prefiere que el promotor sea homólogo, esto es endógeno a la célula huésped. 
Preferiblemente el promotor heterólogo es capaz de producir un nivel de estado de equilibrio más alto del transcrito 
que comprende la secuencia de codificación (o es capaz de producir más moléculas transcritas, esto es, moléculas 
de ARNm, por unidad de tiempo) que el promotor que es nativo para la secuencia de codificación, preferiblemente 25 
bajo condiciones donde la xilosa o la xilosa y la glucosa están disponibles como fuentes de carbono, más 
preferiblemente como fuentes de carbono principales (esto es más del 50% de la fuente de carbono disponible 
consiste de xilosa o xilosa y glucosa), lo más preferiblemente como fuentes únicas de carbono. Los promotores 
adecuados en este contexto incluyen tanto promotores constitutivos como inducibles naturales así como promotores 
manipulados. Un promotor preferido para su uso en la presente invención será además insensible a la represión del 30 
catabolito (glucosa) y/o preferiblemente no requerirá xilosa para su inducción. Los promotores que tienen estas 
características están ampliamente disponibles y son conocidos para las personas experimentadas en la técnica.  
Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen por ejemplo promotores de genes glicolíticos, tales como la 
fosfofructoquinasa (PFK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GPD, TDH3 o 
GAPDH), piruvato quinasa (PYK), fosfogliceratoquinasa (PGK) como promotores de levaduras u hongos 35 
filamentosos; más detalles acerca de tales promotores provenientes de levaduras pueden ser encontrados en (WO 
93/03159). Otros promotores útiles son proteínas ribosomales que codifican promotores de genes, el promotor de 
gen lactasa (LAC4), promotores de alcohol deshidrogenasa (ADHI, ADH4, y similares), y el promotor enolasa (ENO). 
Otros promotores, tanto constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias de activación de corriente 
arriba serán conocidos para los expertos en la técnica. Los promotores utilizados en las células huésped de la 40 
invención pueden ser modificados, si se desea, para afectar sus características de control. 

La secuencia de codificación  utilizada para la sobreexpresión de las enzimas mencionadas más arriba puede ser 
preferiblemente homóloga a la célula huésped de la invención. Sin embargo, pueden usarse secuencias de 
codificación que sean heterólogas a la célula huésped de la invención. 

La sobreexpresión de una enzima, cuando se refiere a la producción de la enzima en una célula huésped 45 
genéticamente modificada, significa que la enzima se produce en un nivel más alto de actividad enzimática 
específica en comparación con la célula huésped no modificada bajo condiciones idénticas. Usualmente esto 
significa que la proteína activa enzimáticamente (o proteínas en el caso de enzimas multisubunidades) se producen 
cantidades mayores, o mejor a un nivel de estado de equilibrio más alto en comparación con la célula huésped no 
modificada bajo condiciones idénticas. De la misma forma esto significa usualmente que el ARNm que codifica para 50 
la proteína enzimáticamente activa se produce en cantidades mayores, o de nuevo en un nivel de estado de 
equilibrio más alto en comparación con la célula huésped no modificada bajo condiciones idénticas. La 
sobreexpresión de una enzima se determina así preferiblemente midiendo el nivel de la actividad específica de la 
enzima en la célula huésped utilizando ensayos enzimáticos apropiados tal como se describen aquí. Como 
alternativa, la sobreexpresión de la enzima puede determinarse indirectamente cuantificando el nivel de estado de 55 
equilibrio específico de la proteína enzimática, por ejemplo, utilizando anticuerpos específicos para la enzima o 
cuantificando el nivel de estado de equilibrio específico del ARNm que codifica para la enzima. Esto último puede 
ser particularmente adecuado para enzimas de la ruta del fosfato de pentosa para la cual los ensayos enzimáticos 
no son fácilmente factibles como sustratos para las enzimas y no son comercialmente disponibles. Preferiblemente, 
en una célula huésped de la invención, una enzima que va a ser sobreexpresada es sobreexpresada por al menos 60 
un factor de aproximadamente 1.1, aproximadamente 1.2, aproximadamente 1.5, aproximadamente 2, 
aproximadamente 5, aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparación con una cepa que sea 
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genéticamente idéntica excepto por la modificación genética que causa la sobreexpresión. Debe entenderse que 
estos niveles de sobreexpresión pueden aplicarse al nivel de estado de equilibrio de la actividad de la enzima, el 
nivel de estado de equilibrio de la proteína de la enzima así como el nivel de estado de equilibrio del transcripto que 
codifica para la enzima. 

Una célula de la invención puede comprender una o más modificaciones genéticas para incrementar la actividad 5 
específica de la xilulosa quinasa. Preferiblemente la modificación o modificaciones genéticas producen 
sobreexpresión de una xilulosa quinasa, por ejemplo por sobreexpresión de una secuencia de nucleótidos que 
codifican una xilulosa quinasa. El gen que codifica la xilulosa quinasa puede ser endógeno a la célula huésped o 
puede ser una xilulosa quinasa que sea heteróloga a la célula huésped. Una secuencia de nucleótidos usada para 
sobreexpresión de xilulosa quinasa en la célula huésped de la invención es una secuencia de nucleótidos y codifica 10 
un polipéptido con actividades de xilulosa quinasa. 

 La enzima “xilulosa quinasa” (EC 2.7.1.17) se define aquí como una enzima que cataliza la reacción ATP + D-
xilulosa = ADP + D-xilulosa 5 Fosfato. La enzima también es conocida como xiluloquinasa fosforilante, D-
xiluloquinasa o ATP: D-xilulosa 5-fosfotransferasa. Una xilulosa quinasa de la invención puede ser definida 
adicionalmente por su secuencia de aminoácidos. Probablemente una xilulosa quinasa puede ser definida por una 15 
secuencia de nucleótidos que codifica la enzima así como una secuencia de nucleótidos que hibridiza a una 
secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una xilulosa quinasa. 

En una célula de la invención, una modificación o modificaciones genéticas que incrementen la actividad específica 
de la xilulosa quinasa pueden ser combinadas con cualquiera de las modificaciones que incrementen el flujo de la 
ruta del fosfato de pentosa como se describió más arriba. Sin embargo esto no es esencial. 20 

Así, una célula huésped de la invención puede comprender solamente una modificación o modificaciones genéticas 
que incrementen la actividad específica de xilulosa quinasa. Los diversos medios disponibles en la técnica para 
alcanzar y analizar la sobreexpresión de una xilulosa quinasa en la célula huésped de la invención son los mismos 
que se describieron más arriba para enzimas de la ruta del fosfato de pentosa. Preferiblemente en las células 
huésped de la invención, una xilulosa quinasa que va a ser sobreexpresada se sobreexpresa por al menos un factor 25 
de aproximadamente 1.1, aproximadamente 1.2, aproximadamente 1.5, aproximadamente 2, aproximadamente 5, 
aproximadamente 10 o aproximadamente 20 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica excepto 
por las modificaciones genéticas que causan la sobreexpresión. Debe entenderse que estos niveles de 
sobreexpresión pueden aplicarse al nivel de estado de equilibrio de la actividad de la enzima, el nivel de estado de 
equilibrio de la proteína de la enzima así como el nivel de estado de equilibrio del transcripto que codifica para la 30 
enzima. 

Una célula de la invención puede comprender una o más modificaciones genéticas que reduzcan la actividad no 
específica de la aldosa reductasa en la célula huésped. Preferiblemente, la actividad no específica de la aldosa 
reductasa es reducir a la célula huésped por una o más modificaciones genéticas que reducen la expresión o 
inactivan un gen que codifica una aldosa reductasa no específica. Preferiblemente, las modificaciones genéticas 35 
reducen o inactivan la expresión de cada copia endógena de un gen que codifica una aldosa reductasa no 
específica en la célula huésped. Las células huésped pueden comprender copias múltiples de genes que codifican 
aldosas reductasas no específicas como resultado de un di, poli o aneoploide, y/o la célula huésped puede contener 
diferentes (iso) enzimas con actividades de aldosa reductasa que difiere en la secuencia de aminoácidos y que son 
cada una codificada por un gen diferente. También en tales instancias preferiblemente la expresión de cada gen que 40 
codifica una aldosa reductasa no específica se reduce o inactiva. Preferiblemente, el gen es inactivado por 
eliminación de al menos una parte del gen o por interrupción del gen, por lo cual en este contexto el término gen 
también incluye cualquier secuencia no codificante corriente arriba o corriente debajo de la secuencia de 
codificación, la eliminación (parcial) o inactivación de las cuales resulta en la reducción de la expresión de la 
actividad de aldosa reductasa no específica en la célula huésped. 45 

Una secuencia de nucleótidos que codifica una aldosa reductasa cuya actividad va a ser reducida en la célula 
huésped de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de aldosa 
reductasa. 

En las células huésped de la invención, la modificación genética que reduce la actividad no específica de aldosa 
reductasa en la célula huésped puede combinarse con cualquiera de las modificaciones incrementando el flujo de la 50 
ruta del fosfato de pentosa y/o con cualquiera de las modificaciones que incrementan la actividad específica de 
xilulosa quinasa en las célula huésped como se describió más arriba. Sin embargo, esto no es esencial. 

Así, una célula huésped de la invención que comprende solamente una modificación o modificaciones genéticas que 
reducen la actividad no específica de la aldosa reductasa en la célula huésped se incluye específicamente en la 
invención. 55 

La enzima “aldosa reductasa” (EC 1.1.1.21) se define aquí como cualquier enzima que sea capaz de reducir la 
xilosa o xilulosa a xilitol. En el contexto de la presente invención una aldosa reductasa puede ser una aldosa 
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reductasa no específica que sea nativa (endogéna) para una célula huésped de la invención y que sea capaz de 
reducir la xilosa o xilulosa a xilitol. Las aldosas reductasas no específicas catalizan la reacción: 

Aldosa + NAD(P)H + H
+
 ↔ alditol + NAD(P)

+
 

La enzima tiene una alta especificidad y también es conocida como aldosa reductasa; poliol dehidrogenasa 
(NADP

+
); alditol: NADP óxidorreductasa; alditol: NADP

+
 1-óxidoreductasa; NADPH-aldopentosa reductasa; o 5 

NADPH- aldosa reductasa. 

Un ejemplo particular de tal aldosa reductasa no específica que es endógena a S. cerevisiae y que es codificada por 
el gen GRE3 (Traff et al.; 2001, Appl. Environ. Microbiol. 67: 5668-74). Así, una aldosa reductasa de la invención 
puede ser definida adicionalmente por su secuencia de aminoácidos. De la misma forma una aldosa reductasa 
puede ser definida por la secuencia de nucleótidos que codifican la enzima así como una secuencia de nucleótidos 10 
que hibridiza a una secuencia de nucleótidos de referencia que codifica una aldosa reductasa. 

Una célula de la invención puede adaptarse a la utilización de la xilosa por selección de mutantes, bien espontánea 
o inducida (por ejemplo por radiación o productos químicos), para el crecimiento sobre xilosa, preferiblemente sobre 
xilosa como única fuente de carbono, y más preferiblemente bajo condiciones anaeróbicas. La selección de 
mutantes puede ser llevada a cabo por técnicas que incluyen el paso en serie de cultivos, tal como lo describe por 15 
ejemplo, Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) o por cultivo bajo presión selectiva en un cultivo 
quimiostático. Una célula huésped preferida de la invención al menos una de las modificaciones genéticas descritas 
más arriba, incluyendo modificaciones obtenidas por selección de mutantes, confiere a la célula huésped la 
capacidad de crecer sobre xilosa como fuente de carbono, preferiblemente como única fuente de carbono, y 
preferiblemente bajo condiciones anaeróbicas. Preferiblemente la célula huésped modificada no produce 20 
esencialmente xilitol, por ejemplo, el xilitol producido está por debajo del límite de detección o por ejemplo menos de 
aproximadamente 5, aproximadamente 2, aproximadamente 1, aproximadamente 0.5, o aproximadamente 0.3 del 
carbono consumido sobre una base molar. 

Una célula de la invención puede tener la capacidad de crecer sobre xilosa como única fuente de carbono a una 
tasa de al menos aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.2, aproximadamente 0.25 o 25 
aproximadamente 0.3 h

-1
 en condiciones aeróbicas, o, si es aplicable, a una tasa de al menos aproximadamente 

0.03, aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.07, aproximadamente 0.08, aproximadamente 0.09, 
aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.12, aproximadamente 0.15 o aproximadamente 0.2 h

-1
 bajo condiciones 

anaeróbicas. Preferiblemente, la célula huésped modificada tiene la capacidad de crecer sobre una mezcla de 
glucosa y xilosa (en una relación en peso 1:1) como única fuente de carbono a una tasa de al menos 30 
aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.2, aproximadamente 0.25 o aproximadamente 
0.3 h

-1
 bajo condiciones aeróbicas, o si es aplicable, a una tasa de al menos aproximadamente 0.03, 

aproximadamente 0.05, aproximadamente 0.1, aproximadamente 0.2, aproximadamente 0.15, o aproximadamente 
0.2 h

-1
 bajo condiciones anaeróbicas.  

Una célula de la invención puede tener una tasa de consumo de xilosa específica de al menos aproximadamente 35 
200, aproximadamente 250, aproximadamente 300, aproximadamente 346, aproximadamente 350, 
aproximadamente 400, aproximadamente 500, aproximadamente 600, aproximadamente 750 o aproximadamente 
1,000 mg de xilosa//g célula/h. Una célula de la invención puede tener un rendimiento de producto de fermentación 
(tal como etanol) sobre xilosa que es al menos aproximadamente 40, aproximadamente 50, aproximadamente 55, 
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 85, 40 
aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 98 o aproximadamente 99% del rendimiento de la 
célula huésped de producto de fermentación (tal como etanol) sobre glucosa. Más preferiblemente, el rendimiento de 
un producto de fermentación (tal como etanol) de una célula de la invención sobre xilosa puede ser igual al 
rendimiento de la célula en producto de fermentación (tal como etanol) sobre glucosa. De la misma forma, el 
rendimiento en biomasa de la célula sobre xilosa puede ser al menos aproximadamente  40, aproximadamente 50, 45 
aproximadamente 55, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 80, aproximadamente 85, 
aproximadamente 90, aproximadamente 95, aproximadamente 98 o aproximadamente 99% del rendimiento de 
biomasa de la célula huésped sobre glucosa. Más preferiblemente, el rendimiento de biomasa de la célula sobre 
xilosa puede ser igual al rendimiento de biomasa de la célula huésped sobre glucosa. Se entiende que en 
comparación con los rendimientos de glucosa y xilosa ambos rendimientos se comparan bajo condiciones aeróbicas 50 
o ambos bajo condiciones anaeróbicas. 

Una célula de la invención puede ser capaz de utilizar arabinosa. Una célula de la invención puede, por lo tanto, ser 
capaz de convertir la L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa 5-fosfato y/o en un producto de fermentación deseado, 
por ejemplo uno de los mencionados aquí. 

Los organismos, por ejemplo cepas de S. cerevisiae, capaces de producir etanol a partir de L-arabinosa pueden ser 55 
producidos modificando una célula que introduzca los genes araA (L-arabinosa isomerasa), araB (L-ribuloquinasa) y 
araD (L-ribulosa-5-P4-epimerasa) a partir de una fuente adecuada. Tales genes pueden ser introducidos en una 
célula de la invención con el fin de que sea capaz de utilizar la arabinosa. Tal modalidad se describe en WO 
2003/095627. 
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Una célula de la invención puede ser una célula adecuada para la producción de etanol. Una célula de la invención 
sin embargo, puede ser adecuada para la producción de productos de fermentación o diferentes al etanol. Tales 
productos de fermentación no etanólica incluyen en principio cualquier producto químico a granel o fino que sea 
producible por microorganismos eucarióticos tales como una levadura o un hongo filamentoso. 

Tales productos de fermentación pueden ser, por ejemplo, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido 5 
acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, ácido itacónico, un aminoácido, 
1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiótico de β-lactama o una cefalosporina. Una célula huésped modificada 
preferida de la invención para la producción de productos de fermentación no etanólicos es una célula huésped que 
contiene una modificación genética que da como resultado una actividad de alcohol deshidrogenasa disminuida. 

En un aspecto adicional la invención se relaciona con procesos de fermentación en los cuales las células huésped 10 
modificadas de la invención se utilizan para la fermentación de una fuente de carbono que comprende una fuente de 
xilosa, tal como xilosa. Además de una fuente de xilosa la fuente de carbono en el medio de fermentación también 
pueden comprender una fuente de glucosa. La fuente de xilosa o glucosa puede ser xilosa o glucosa como tales o 
puede ser cualquier carbohidrato oligo o polimérico que comprende unidades de xilosa o glucosa, tal como, por 
ejemplo, linocelulosa, xilanos, celulosa, almidón y similares. Para la liberación de unidades de xilosa o glucosa a 15 
partir de tales carbohidratos, pueden añadirse carbohidrasas adecuadas (tales como xilanasas, glucanasas, 
amilasas y similares) al medio de fermentación o pueden ser producidos por la célula huésped modificada. En este 
último caso la célula huésped modificada puede ser manipulada genéticamente para producir y excretar tales 
carbohidrasas. Una ventaja adicional del uso de fuentes oligo o poliméricas de glucosa es que permite mantener una 
concentración baja (más baja) de glucosa libre durante la fermentación, por ejemplo, utilizando cantidades que 20 
limitan la tasa de las carbohidrasas. Así, a su vez, se prevendrá la represión de sistemas requerida para el 
metabolismo y transporte de azúcares diferentes a la glucosa tales como la xilosa. 

En un proceso preferido la célula huésped modificada fermenta tanto la xilosa como la glucosa, preferiblemente en 
forma simultánea en cuyo caso preferiblemente se utiliza una célula huésped modificada que sea insensible a la 
represión de la glucosa para prevenir el crecimiento diauxico. Además de una fuente de xilosa (y glucosa) como 25 
fuente de carbono, el medio de fermentación comprenderá adicionalmente el ingrediente apropiado requerido para el 
crecimiento de la célula huésped modificada. Las composiciones de medios de fermentación para el crecimiento de 
microorganismos tales como levaduras son bien conocidas en la técnica. El proceso de fermentación es un proceso 
para la producción de un producto de fermentación tal como por ejemplo etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-
hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, ácido 30 
itacónico y un aminoácido, 1,3-propanodiol etileno, glicerol, un antibiótico de β-lactama, tal como penicilina G o 
penicilina V y derivados de fermentación de los mismos, y una cefalosporina. 

El proceso de fermentación puede ser un proceso de fermentación aeróbico o anaeróbico. Un proceso de 
fermentación anaeróbico se define aquí como un proceso de fermentación llevado a cabo en la ausencia de oxígeno 
o en el cual sustancialmente no se consume oxígeno, preferiblemente menos de aproximadamente  5, 35 
aproximadamente 2.5 o aproximadamente 1 mmol/L/h, más preferiblemente se consume 0 mmol/L/h (esto es el 
consumo de oxígeno no es detectable), y donde las moléculas orgánicas sirven tanto como donores de electrones 
como aceptores de electrones. En ausencia de oxígeno, la NADH producida en la glicolisis y formación de biomasa, 
no puede ser oxidada por fosforilación oxidativa. Para resolver este problema muchos microorganismos usan 
piruvato o uno de sus derivados como aceptor de electrones e hidrógeno regenerándose por lo tanto NAD

+
. 40 

Así, en un proceso de fermentación anaeróbico preferido se utiliza piruvato como aceptador de electrones (y de 
hidrógeno) y se reduce a productos de fermentación tales como etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-
propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, y un 
aminoácido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, un antibiótico de β-lactama, y una cefalosporina. 

El proceso de fermentación se lleva a cabo preferiblemente a una temperatura que sea óptima para la célula 45 
huésped modificada. Así, para la mayoría de las células huésped de levadura o fúngicas, el proceso de fermentación 
se lleva a cabo a una temperatura que es menor de aproximadamente 42ºC, preferiblemente menor de 
aproximadamente 38ºC. Para células huésped de levadura o fúngicas filamentosas, el proceso de fermentación se 
lleva a cabo preferiblemente a una temperatura que es inferior a aproximadamente 35, aproximadamente 33, 
aproximadamente 30 o aproximadamente 28ºC y a una temperatura que es superior a aproximadamente 20, 50 
aproximadamente 22 o, aproximadamente 25ºC. 

Un proceso preferido es un proceso para la producción de etanol, por lo cual el proceso comprende las etapas de: 
(a) fermentar un medio que contiene una fuente de xilosa con una célula huésped modificada como se definió más 
arriba, por lo cual la célula huésped fermenta la xilosa a etanol; y opcionalmente, (b) recuperar el etanol. El medio de 
fermentación también puede comprender una fuente de glucosa que también es fermentada a etanol. En el proceso 55 
la productividad de etanol volumétrica es preferiblemente al menos aproximadamente 0.5, aproximadamente 1.0, 
aproximadamente 1.5, aproximadamente 2.0, aproximadamente 2.5, aproximadamente 3.0, aproximadamente 5.0 o 
aproximadamente 10.0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento en etanol sobre xilosa y/o glucosa en el proceso 
preferiblemente es aproximadamente al menos 50, aproximadamente 60, aproximadamente 70, aproximadamente 
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80, aproximadamente 90, aproximadamente 95 o aproximadamente 98%. El rendimiento en etanol se define aquí 
como un porcentaje de rendimiento máximo teórico. 

La invención también se relaciona con un proceso para producir un producto de fermentación, siendo seleccionado 
tal producto del grupo consistente de butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi propiónico, ácido acrílico, ácido acético, 
ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico,  ácido itacónico, un aminoácido, 1,3-propanodiol, etileno, 5 
glicerol, un antibiótico de β-lactama y una cefalosporina. El proceso comprende preferiblemente fermentar un medio 
que contiene una fuente de xilosa con una célula huésped modificada como se definió más arriba, mediante lo cual 
la célula huésped fermenta la xilosa al producto de fermentación. 

La invención también provee un proceso para producir un producto de fermentación, tal como un producto 
seleccionado del grupo consistente de etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi propiónico, ácido acrílico, ácido 10 
acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico,  ácido itacónico, un aminoácido, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, un antibiótico de β-lactama y una cefalosporina. El proceso comprende preferiblemente 
la fermentación de un medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula 
como se definió más arriba la cual es capaz de utilizar tanto xilosa como L-arabinosa de forma tal que la célula 
fermenta la xilosa y la L-arabinosa hasta el producto de fermentación. 15 

La invención también proporciona un proceso para producir un producto de fermentación, tal como un producto 
seleccionado del grupo consistente de etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi propiónico, ácido acrílico, ácido 
acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico,  ácido itacónico, un aminoácido, 1,3-
propanodiol, etileno, glicerol, un antibiótico de β-lactama y una cefalosporina. El proceso comprende preferiblemente 
la fermentación de un medio que contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula 20 
como se definió más arriba y una célula capaz de usar L-arabinosa, mediante el cual cada célula fermenta xilosa y/o 
arabinosa hasta el producto de fermentación.  

Un proceso de la invención puede comprender también la recuperación del producto de fermentación. El medio con 
el cual el proceso se lleva a cabo también puede contener una fuente de glucosa. 

El proceso de acuerdo con la presente invención puede transcurrir bajo condiciones aeróbicas y anaeróbicas. 25 
Preferiblemente, el proceso se lleva a cabo bajo condiciones microaerofílicas o limitadas en oxígeno. 

Un proceso de fermentación anaeróbico se define aquí como un proceso de fermentación que transcurre en 
ausencia de oxígeno o en el cual no se consume sustancialmente oxígeno, preferiblemente menos de 
aproximadamente 5, aproximadamente 2.5 o aproximadamente 1 mmol/L/h, y donde las moléculas orgánicas sirven 
tanto como donores de electrones como aceptores de electrones. 30 

Un proceso de fermentación limitado en oxígeno es un proceso en el cual el consumo de oxígeno se limita por la 
transferencia de oxígeno desde el gas hasta el líquido. El grado de limitación del oxígeno se determina por la 
cantidad y composición del flujo de gas entrante así como las propiedades de mezclado/transferencia de masa 
reales del equipo de fermentación usado. Preferiblemente, en un proceso bajo condiciones limitadas en oxígeno, la 
tasa de consumo de oxígeno es al menos aproximadamente de 5.5, más preferiblemente al menos 6, tal como al 35 
menos 7 mmol/L/h. 

Los siguientes ejemplos ilustran la invención: 

Ejemplos 

A menos que se indique otra cosa, los métodos utilizados son técnicas bioquímicas estándar. Ejemplos de libros de 
texto de metodología general adecuados incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989) y 40 
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc. 

Actividad de la xilosa isomerasa (según se determina en los ejemplos 1 y 2) 

La actividad de la xilosa isomerasa puede probarse a 37ºC en una mezcla de reacción que contiene tampón de 
fosfato 50 mM (pH 7.0), xilosa 10 mM, MgCl2 10 mM y una cantidad adecuada de extracto libre de células. La 
cantidad de xilulosa formada puede determinarse mediante el método de cisteína-carbazole (Goldstein y McCusker, 45 
Yeast 15, 1541-1553, 1999). Como alternativa, la actividad de la xilosa isomerasa se prueba a 30ºC utilizando la 
prueba enzimática de Kesters-Hildersson et al. (Kinetic characterization of D-xylose isomerases by enzymatic assays 
using D-sorbitol dehydrogenase. Enz. Microb. Technol. 9 (1987) 145-148. La actividad in vitro de la xilosa isomerasa 
en los extractos libres de células de cepas de S. cerevisiae transformadas dependen de los cationes bivalentes 
(Mg2

+
 o Co2

+
). 50 

Transformación de S. cerevisiae 

La transformación de S. cerevisiae se llevó a cabo como lo describe Gietz y Woods (2002; Transformation of the 

yeast by the LiAc/SS carrier DNA/PEG method. Methods in Enzymology 350: 87-96). 
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PCR de colonia 

Un aislado de colonia individual fue tomado con un palillo plástico y resuspendido en 50 µl de agua milliQ. La 
muestra fue incubada durante 10 minutos a 99ºC. Se utilizaron 5µl de la muestra incubada como patrón para la 
reacción de PCR, utilizando Phusion® DNA polimerasa (Finnzymes) de acuerdo con las instrucciones suministradas 
por el proveedor. 5 

Condiciones de reacción de PCR 

Etapa 1               3´           98ºC 

Etapa 2             10´ ´         98ºC 

Etapa 3             15´´          58ºC    repetir la etapa 2 a 4 durante 30 ciclos 

Etapa 4             30´´          72ºC 10 

Etapa 5              4´            72ºC 

Etapa 6             30´´          20ºC 

Pretratamiento de muestra para determinaciones de la actividad de la xilosa isomerasa (en general aquí y en el 
ejemplo 3). 

Se añadieron 0.5 ml de tampón MOPS 0.1 M (pH 7.5) a la pella de células de un cultivo llevado a cabo durante la 15 
noche. Las células fueron resuspendidas y transferidas a un tubo Eppendorf de 2 ml que ya contenía 0.5 g de perlas 
de vidrio con un diámetro de 0.4 – 0.5 mm. Todas las muestras fueron agitadas vigorosamente en el agitador de 
tubos Eppendorf (IKA VIBRAX-VXR) durante 20 minutos a 4ºC, a velocidad máxima. El extracto fue centrifugado 
durante 5 minutos a 14.000 rpm y 4ºC. El sobrenadante, que es el extracto libre de células, fue transferido a un tubo 
de Eppendorf nuevo. 20 

Condiciones de ensayo de la prueba de actividad de la xilosa isomerasa (en general aquí y como se determina en el 
ejemplo 3). 

El siguiente método es una versión modificada del método descrito por Dische-Borenfreud (J. Biol. Chem. (1951) 
192, 2, 583 – 587). Un (1.0) ml de la mezcla de sustrato (MOPS 100 mM  pH 7.5, MgCl2 10 Mm, D-xilosa 10 mM) se 
mezcló con 50 µl (diluidos) de extracto libre de células, en duplicado, sobre hielo. A continuación los tubos de 25 
reacción fueron colocados en un baño de agua a 50ºC durante 30 minutos. Además, las reacciones fueron llevadas 
a cabo a 30ºC, también en duplicado. La reacción fue detenida colocando los tubos de reacción sobre hielo con 
agua, seguido por la adición de 0.2 ml de clorhidrato monohidratado de L-cisteína al 1.67% (Merck) en solución. La 
mezcla se mezcló bien mediante sometimiento a vórtex. A continuación, se añadieron 6 ml de solución de H2SO4 
(190 ml de agua con 450 ml de H2SO4 concentrado al 95 – 97%), seguido inmediatamente por 0.2 ml de carbazol al 30 
0.12% (p/v) (Merck), disuelto en etanol. Esta mezcla  final fue mezclada bien mediante vórtex y se dejó a 
temperatura ambiente durante 60 minutos. Se midió la absorción a 560 nm utilizando cubetas plásticas.  

La D(+)-fructosa, que también es una cetosa, se usó como referencia. Con este fin, se pesaron aproximadamente 
1.000 mg de D-fructosa exactamente y se disolvieron en tampón MOPs 0.1 M, pH 7.5 en un matraz volumétrico de 
50 ml. Se llevó a cabo una serie de diluciones que variaron desde aproximadamente 2 hasta 20 µmol/ml. Se 35 
utilizaron 50 µl de estas soluciones de fructosa en la prueba como se describió más arriba y se usó la absorción a 
560 nm para hacer una curva de calibración. La actividad de las muestras fue calculada relacionando la absorbancia 
a 560 nm con la curva de calibración. 

La concentración en proteína de la muestra se determinó de acuerdo con un protocolo modificado del método de 
Bradford, utilizando la prueba de Coomassie Plus Proten (Thermo Scientific). La actividad específica de la xilosa 40 
isomerasa se expresa como nmol/mg de proteína.min. 

Ejemplo 1 

Expresión de xilosa isomerasa a partir de Bacteroides uniformis ATCC 8492 en Saccharomyces cerevisiae 

1.1.1 Construcción  del vector de expresión de xilosa isomerasa. 

 45 
La xilosa isomerasa [E.C. 4.2.1.2], número de acceso GenBank AAYH02000036 (SEQ ID NO: 1) 
de Bacteroides uniformis ATCC 8492 fue analizado en cuanto al uso de codón. El uso de codón 
fue optimizado como se describió en WO 2006/077258 y WO 2008/000632 (SEQ ID NO: 2). 

El gen de acuerdo con SEQ ID NO: 2 fue clonado frente al promotor TPI1 de S. cerevisiae. Con el fin de prevenir 
una expresión potencial ineficiente de la xilosa isomerasa, se colocó la siguiente secuencia al frente de la secuencia 50 
de codificación: 
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ACTAGTAAAAACACATACATAAACTAAAAATG, 

Mostrando subrayado el codón de inicio. 

Se introdujo un sitio de restricción Spel ACTAGT en el promotor fuerte constitutivo TPI1, cambiando la secuencia 

TCTTGCTTAAATCTATAACTACAAAAAACACATACATAAACTAAAAATG. 

(promotor TPI1 original) por 5 

TCTTGCTTAAATCTATAACTAGTAAAAACACATACATAAACTAAAAATG. 

Esto permitir enlazar de manera operativa la secuencia que codifica la xilosa isomerasa optimizada mediante el 
codón al promotor TPI1. 

Además, el codón de terminación TAA fue cambiado en TAAG, el cual es el codón de terminación más eficiente en 
levaduras. Los sitios de restricción convenientes fueron añadidos para facilitar la clonación. La secuencia es 10 
sintetizada por GeneArt AG (Regensburg, Alemania). 

El constructo de expresión final de levadura pYISIT4-XKS1-xyIA (Baun CpO) se define como en la Figura 1. 

1.2 Transformación de levaduras 

 La cepa  S. cerevisiae CEN.PK113-7D (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) y un derivado de 
CEN.PK113-7D, en el cual el gen GRE3 fue reemplazado por los genes de la parte no oxidativa de la ruta del fosfato 15 
de pentosa (véase más arriba) (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2 GRE3::[TPI1p-TAL1_ADH1p-
TKL1_PGI1p-RPE1_ENO1p-RKI1]) se transforman con el constructo pYISIT4-XKS1-xyIA (Baun CpO). Las mezclas 
de transformación se colocan sobre una Base de Levadura Carbono (YCB) sin sulfato de amonio (Difco), KPi  40 
mM (pH 6.8) y acetamida 5 mM. Las células no transformadas no pueden crecer en este medio. 

Los transformantes se caracterizan utilizando técnicas de PCR y/o técnicas de Southern blotting. 20 

Ejemplo 2 

Crecimiento de cepas de levadura transformadas sobre xilosa 

2.1 Composición del medio 

Experimentos de crecimiento: las cepas de Saccharomyces cerevisiae se cultivan sobre un medio que tiene la 
siguiente composición: 0.67% (p/v) de base de nitrógeno de levadura y glucosa, galactosa o xilosa, o una 25 
combinación de estos sustratos (véase más abajo). Para placas de agar el medio se suplementa con agar 
bacteriológico al 2% (p/v). 

Producción de etanol: se llevaron a cabo cultivos en matraces con agitación a 30ºC en un medio sintético (Verduyn 
et al., Yeast 8: 501-517, 1992). El pH del medio se ajustó a 6.0 con KOH con 2 M antes de la esterilización. Para el 
medio sintético sólido se añadió 1.5% de agar. 30 

Los precultivos fueron preparados inoculando 100 ml de medio que contenía el azúcar apropiado en un matraz de 
agitación de 500 ml con un cultivo de reserva congelado. Después de la incubación a 30ºC en un agitador orbital 
(200 rpm), este cultivo fue utilizado para inocular cultivos en matraces de agitación. El medio sintético para cultivo 
anaeróbico fue suplementado con 0.01 g l-1 de ergosterol y 0.42 g l-1 de Tween 80 disuelto en etanol (Andreasen 
and Stier. J. Cell Physiol. 41: 23-36, 1953; and Andreasen and Stier. J. Cell Physiol. 43: 271-281, 1954). 35 

2.2  Experimentos de crecimiento 

La cepa de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D o el derivado que constitutivamente expresa el PPP (véase 
ejemplo 1), transformado con pYISIT4-XKS1-xyIA (Baun CpO), se hizo crecer sobre placas de agar con glucosa al 
2% como fuente de carbono. Cuando las colonias se hicieron visibles, las colonias individuales se utilizaron para 
inocular un medio líquido con xilosa 100mM, glucosa 100mM y galactosa 100mM como fuentes de carbono, o 40 
combinaciones de las mismas. El crecimiento se monitorizó por medición del incremento en la densidad óptica a 600 
nm en un espectrofotómetro LKB Ultrospec K. 

2.3. Producción de etanol 

La cepa de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-7D o el derivado que expresa constitutivamente el PPP (véase 
ejemplo 1), transformada con pYISIT4-XKS1-xyIA (Baun CpO), se hace crecer sobre placa de agar con glucosa al 45 
2% como fuente de carbono. Cuando las colonias se hicieron visibles, se utilizaron colonias individuales para 
inocular un medio sintético (Verduyn et al., supra). Se añadieron  mezclas de glucosa, xilosa y/o galactosa al medio 
como fuente de carbono, variando de 0 a 50 gramos por litro. El crecimiento se monitorizó midiendo el incremento 
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en densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro LKB Ultrospec K. La producción de etanol y el consumo de 
azúcar en el tiempo se monitorizaron por análisis de HPLC y/o RMN. 

Ejemplo 3 

3.1  Introducción de cuatro genes expresados constitutivamente de la ruta no oxidativa del fosfato de 
pentosa 5 

Se obtuvo Saccharomyces cerevisiae BIE104P1, que expresaba los genes TAL1, TKL1, RKI1 y RPE1 
constitutivamente, transformando CEN.PK113-7D (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2) con el plásmido 
pPWT080 (figura 2). En un alto grado, el plásmido pPWT080 fue construido utilizando ADN sintético, sintetizado por 
GeneArt AG (Regensburg, Alemania). La secuencia del plásmido pPWT080 se define en SEQ ID 4. Para resumir, el 
plásmido pPWT080 consiste en la región promotora del gen GRE3, seguida por los cuatro genes PPP, TAL1, TKL1, 10 
RKI1 y RPE1 bajo control de promotores fuertemente constitutivos, y las secuencias 3´ no codificantes del gen 
GRE3, como se representa en la figura 2. Como marcadores seleccionables, el gen kanMX que confiere resistencia 
a G418 y el gen Aspergillus amdS que permite que los transformantes crezcan en acetamida como fuente única de 
nitrógeno están presentes en este plásmido. Por integración, seguida por recombinación intramolecular, los 
marcadores se pierden y la integración de este constructo lleva a la inactivación de la región codificante del gen 15 
GRE3 y la sobreexpresión de los genes TAL1, TKL1, RPE1 y RKI1. 

Antes de la transformación de CEN.PK113-7D, el pPWT080 fue linealizado usando la enzima de restricción Sfi1 
(New England Biolabs), de acuerdo con las instrucciones suministradas por el proveedor. Las mezclas de 
transformación se colocaron sobre placa en YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro 
de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenían 100 µg de G418 (Sigma Aldrich) por 20 
ml. 

Después de dos a cuatro días, aparecieron las colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es 
sin adición de ADN en el experimento de transformación) dio como resultado placas de YPD/G418 en blanco. 

La integración del plásmido pPWT080 está dirigida al locus GRE3. Los transformantes fueron caracterizados 
utilizando técnicas de PCR y Southern blotting. 25 

Las reacciones de PCR, que son indicadoras de la integración correcta de una copia del plásmido pPWT080, se 
llevaron a cabo con los cebadores indicados por SEQ ID 5 y 6, y 6 y 7 (véase figura 3). Con el primer par de SEQ ID 
5 y 6, se revisó la integración correcta en el locus GRE3. Si el plásmido pPWT080 estaba integrado en copias 
múltiples (integración de cabeza a cola), el primer par de SEQ ID 6 y 7 dará un producto PCR. Si el último producto 
de PCR está ausente, esto es indicativo de una integración en una copia. 30 

Con el fin de verificar la integración correcta en una copia en los transformantes identificados como tales utilizando 
la técnica de PCR antes descrita, se llevó a cabo un análisis de Southern blot. Con este fin, el ADN de cromosómico 
fue aislado de la cepa tipo silvestre CEN.PK113-7D  y con técnicas transformantes utilizando técnicas biología 
molecular estándar. El ADN cromosómico fue digerido con las enzimas de restricción XcmI y PsiI, por electroforesis 
sobre un gel de agarosa al 0.7% y el ADN fue transferido a una membrana de nailon (Hybond N+, Amersham 35 
Pharmacia Biotech) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Como sonda para detectar la integración correcta del plásmido pPWT080, se usó una sonda derivada del gen RKI1 
presente en el plásmido pPWT080. La sonda fue hecha utilizando los cebadores de SEQ ID 9 y 10 y el plásmido 
pPWT080 como patrón. La marcación de la sonda y la hibridización y los procedimientos de lavado posteriores 
fueron llevados a cabo de acuerdo a como sugiere el proveedor del ECL Direct Labeling and Detection System (GE 40 
Life Sciences). 

El autorradiograma, como se presenta en la figura 4, muestra una integración correcta de una copia del plásmido 
pPWT080, de acuerdo con el patrón de hibridización esperado como puede deducirse a partir de la figura 3 (panel 
c). La cepa fue designada como BIE104F1. 

Con el fin de ser capaces de introducir los genes que codifican la xilosa isomerasa y la xiluloquinasa (sección 3.2), 45 
es necesario eliminar los marcadores de selección introducidos por la integración del plásmido pPWT080. El diseño 
del plásmido pPWT080 fue tal, que por integración del pPWT080 en el cromosoma, las secuencias homólogas están 
en cercana proximidad una de otra. Este diseño permite que los marcadores seleccionables se pierdan por 
recombinación intramolecular espontánea de estas regiones homólogas. La eliminación de los marcadores a partir 
de la cepa da como resultado una cepa libre de marcador que es más estable en su uso, que una cepa que 50 
contenga marcadores. Más específicamente, la región promotora del gen GRE3 y la región no codificadora 3´del gen 
GRE3 duplican después de la integración de una copia de pPWT080 y el locus GRE3 de S. cerevisiae. Por 
crecimiento vegetativo, tomará lugar la recombinación intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia de 
esta recombinación depende de la longitud de la homología y el locus en el genoma (resultados no publicados). Por 
transferencia secuencial de una subfracción del cultivo a medio fresco se acumularán recombinantes 55 
intramoleculares con el tiempo. 
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Con este propósito la cepa BIE104F1 fue cultivada en YPD con glucosa al 2%, partiendo de un aislado de colonias. 
Se usaron 25 µl de un cultivo durante la noche para inocular un medio fresco de YPD con glucosa al 2%. Después 
de cinco transferencias en serie, se determinó la densidad óptica del cultivo y las células fueron diluidas a una 
concentración de aproximadamente 5.000 por ml. Se colocaron 100 µl de la suspensión de células sobre una placa 
sobre medio Yeast Carbon Base (Difco) que contenían KPi 30 mM (pH 6.8), (NH4)2SO4 al 0.1%, fluoroacetamida 40 5 
nM (Amersham) y agar al 1.8% (Difco). Las células idénticas a las células de las cepas BIE104F1, es decir sin 
recombinación intracelular, contenían aún el gen amdS. Para estas células la fluoroacetamida es tóxica. Estas 
células no serán capaces de crecer y no formarán colonias sobre un medio que contenga fluoroacetamida. Sin 
embargo, si se ha presentado la recombinación intramolecular, las variantes de BIE104F1 que hayan perdido sus 
marcadores seleccionables serán capaces de crecer sobre el medio de fluoroacetamida, puesto que son incapaces 10 
de convertir la fluoroacetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Estas células formarán colonias sobre 
este medio de agar. 

Las colonias resistentes a la fluoroacetamida así obtenidas fueron sometidas a un análisis de PCR utilizando 
cebadores de SEQ ID 5 y 6, y 7 y 8. Los cebadores de SEQ ID 5 y 6 darán una banda si la recombinación de los 
marcadores seleccionables ha tomado lugar como se pretendía, como se representan en la figura 5. Como 15 
resultado, la región codificadora del gen GRE3 es reemplazada por los cuatro genes TKL1, TAL1, RKI1, y RPE1. En 
este caso, una reacción de PCR que utiliza los cebadores de SEQ ID 7 y 8 no daría como resultado un producto de 
PCR, puesto que el cebador 7 actúa como iniciador en una región que debería ser recombinada hacia afuera (véase 
figura 3, panel b). Si se obtiene una banda con estos cebadores, esto es indicativo de la presencia del plásmido 
pPWT080 completo en el genoma, de manera que no ha tenido lugar la recombinación. 20 

 Si los cebadores de SEQ ID 5 y 6 no dan como resultado un producto de PCR, la recombinación ha tenido lugar, 
pero de tal manera que el plásmido completo pPWT080 se ha recombinado fuera del genoma. No solo donde los 
marcadores seleccionables se pierden, sino también los cuatro genes PPP. En efecto, se ha recuperado la levadura 
tipo silvestre. 

Los aislados que exhibían los resultados de PCR esperados, fueron sometidos a análisis por Southern blot (vide 25 
supra). El resultado se presenta en la figura 4. Una de las cepas que mostró el patrón correcto de bandas sobre el 
Southern blot (como puede deducirse a partir de la figura 3) es la cepa designada como BIE104P1. 

3.2. Introducción de genes expresados constitutivamente que codifican xilosa isomerasa y xiluloquinasa 

El plásmido pYISIT4-XKS1-xyIA (Baun CpO), como se representa en la figura 1, fue mejorado con el fin de permitir 
la selección de G418 de los transformantes. Con este fin, un inserto 4630 bp que contenía el gen xyIA bajo el control 30 
del promotor TPI1 y el gen XKS1 bajo control del promotor TDH1 fue escindido a partir del plásmido pYISIT4-XKS1-
xyIA (Baun) (figura 1), utilizando las enzimas de restricción MIuI y SacII. 

 El plásmido pYI#SIT4, como se representa en la figura 6, fue digerido con la enzima de restricción Acc65I. 

El marcador de resistencia a la kanamicina (kanMX) presente en el plásmido p427TEF (Dualsystems Biotech AG), 
que permite la selección en E. coli (kanamicina) y S. cerevisiae (G418) fue aislado por PCR utilizando cebadores de 35 

SEQ ID 11 y 12. La secuencia del cebador de SEQ ID 12 fue diseñada de tal manera que el sitio MIuI en el 
fragmento kanMX se perdió, lo que mantiene el sitio MIuI en el plásmido resultante (pPWT007, véase más abajo) 
único. El producto de PCR fue subclonado en el vector PCRII-TOPO usando el kit de clonación Zero Blunt® TOPO 
PCR para subclonación (Invitrogen). Se utilizaron los clones correctos para escindir el marcador de resistencia  
kanMX  utilizando la enzima de restricción Acc65I. La ligación de este fragmento con el plásmido digerido pYI#SIT4 40 
dio como resultado pPWT007, el cual se representa en la figura 7. 

El plásmido pPWT007 fue escindido con las enzimas de restricción MIuI y SacII. Después de la limpieza de este 
vector, el fragmento antes descrito 4630 bp MIuI-SacII del pYISIT4-XKS1-xyIA (Baun) fue ligado. El plásmido 
resultante se denomina pPWT042, el cual se representa en la figura 8. 

La cepa BIE104P1 (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2 ΔGRE3::[TPI1p-TAL1-ADH1p-TKL1-PGI1p-45 
RPE1-ENO1p-RKI1]) (véase sección 3.1) fue transformada con el plásmido pPWT042. Antes de la transformación 
de BIE104P1, se linealizó el pPWT042  usando la enzima de restricción SfiI, de acuerdo con las instrucciones 
suministradas por el proveedor. Las mezclas de transformación fueron colocadas sobre placas de YPD (por litro: 10 
gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de peptona, 20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de 
agar) que contenían 100 µg G418 (Sigma Aldrich) por ml. 50 

Después de 2 a 4 días, aparecieron las colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es, sin 
adición de ADN en el experimento de transformación) dio como resultado placas de YPD/G418 en blanco. 

Por digestión del plásmido pPWT042 con SfiI, su integración es dirigida al locus SIT4 (Gottlin Ninfa and Kaback 
(1986) Molecular and Cellular Biology Vol. 6, No. 6, 2185-2197) en el genoma. Los transformantes fueron 
caracterizados utilizando PCR y técnicas de Southernblotting. 55 
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Las reacciones de PCR utilizando polimerasa Phusion® DNA (Finnzymes), que son indicativas de la integración 
correcta de una copia de plásmido pPWT042, se llevaron a cabo con los cebadores indicados por SEQ ID 13 y 14, y 
14 y 15. 

Como se representa en la figura 9, con el par de cebadores de SEQ ID 13 y 14, se revisó la integración correcta en 
el locus SIT4. La integración correcta del plásmido en el locus SIT4 puede también revisarse con el par de 5 
cebadores SEQ ID 15 y 16 (figura 9). Si se integró el plásmido pPWT042 en copias múltiples (integración cabeza a 
cola), el par de cebadores SEQ ID 14 y 15 dará un producto de PCR. Si este último producto de PCR  está ausente, 
esto es indicativo de una integración en una copia del plásmido pPWT042. 

Una cepa con una copia de plásmido pPWT042 integrada en el genoma se designó como BIE104P1Y9. 

3.3  Experimentos de crecimiento 10 

Se utilizaron aislados de colonia individual de cepas BIE104P1 y BIE104P1Y9 para inocular medio YNB (Difco) 
suplementado con 2% de glucosa. Los matraces inoculados fueron incubados durante aproximadamente 16 horas a 
30ºC y 280 rpm. Se determinó la densidad óptica a 600nm de los cultivos mantenidos durante la noche. El medio 
YNB suplementado con 1% de glucosa y 1% de xilosa fue inoculado con los cultivos durante la noche con un OD600 
de partida de 0.2. Las células fueron cultivadas durante la noche a 30ºC y 280 rpm. Subsecuentemente, se inoculó 15 
medio YNB que contenía 2% de xilosa y 0.1% de glucosa en un OD600 de partida de 0.2. 

La diminuta cantidad de glucosa presente en este último medio fue consumida rápidamente por ambas cepas. Por 
transferencia al YNB con xilosa al 2% como única fuente de carbono, a un OD600 de partida de 0.2, solamente el 
BIE104P1Y9 fue capaz de crecer en este medio después de una fase de pausa muy larga de aproximadamente 4 
semanas. Si la densidad óptica a 600 nm alcanzó un valor de al menos 2.0, las células fueron transferidas a un 20 
matraz con medio YNB fresco que contenía 2% de xilosa, con OD600 de partida de 0.2. 

Esto fue repetido un cierto número de veces, como se establece en la figura 10. La gráfica muestra claramente que 
la cepa BIE104P1Y9 crece rápidamente y en forma eficiente sobre un medio mineral que contiene 2% de xilosa 
como única fuente de carbono, mientras que una cepa de referencia, que carece del plásmido integrado pPWT042, 
no es capaz de hacerlo así. 25 

3.4  Actividad de la xilosa isomerasa 

Aislado de colonias individuales de cepas BIE104P1 y BIE104P1Y9 fueron utilizados para inocular YPD con glucosa 
al 2%. Los matraces inoculados fueron incubados durante aproximadamente 16 horas a 30ºC y 280 rpm. Se 
determinó la densidad óptica a 600nm de los cultivos mantenidos durante la noche. Las células fueron recolectadas 
por centrifugación. La pella fue lavada una vez con tampón de MOPS (ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico; 30 
Sigma) 0.1 M, pH 7.5 y congelado a -20ºC hasta que se llevó a cabo el análisis. 

Los resultados de los análisis se resumen en la tabla más abajo. 

Cepa                          Actividad XI a 30ºC            Actividad XI a 50ºC 

                                  (nmol/mg proteína.min)      (nmol/mg proteína.min) 

Cepa de referencia          <20                                  <20 35 

BIE104P1 

BIE104P1Y9                    110                                  640 

Los valores son el promedio de dos experimentos independientes. 

3.5    Producción de etanol 

Los aislados de colonias individuales de cepas BIE104P1 y BIE104P1Y9 fueron utilizados para inocular medio 40 
Verduyn (Verduyn et al., Yeast 8: 501-517, 1992) suplementados con glucosa al 2% como fuente única de carbono. 
Además, la cepa BIE104PIY9 fue inoculada en medio Verduyn con xilosa al 2% como fuente única de carbono. Los 
matraces inoculados fueron incubados durante aproximadamente 64 horas a 30ºC y 280 rpm. Se determinó la 
densidad óptica a 600 nm de los cultivos. Las células fueron recolectadas por centrifugación y la pella de células fue 
lavada con agua estéril milliQ (Millipore). 45 

Medio de Verduyn fresco suplementado con glucosa al 2% y xilosa al 2% fue inoculado con los tres precultivos 
descritos más arriba. La cantidad de células inoculadas fue tal que el OD600 inicial fue 0.2. Los matraces fueron 
cerrados a prueba de agua, asegurando condiciones de crecimiento anaeróbico después que el oxígeno fue extraído 
del medio y del espacio de cabeza. 
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Los matraces fueron incubados durante 72 horas a 30ºC y 280 rpm. Se tomaron muestras a 23, 47 y 71 horas para 
su análisis. Se llevaron a cabo los siguientes análisis: determinación OD600, análisis de RMN (xilosa, glucosa, 
etanol, ácido acético y glicerol). Los resultados se muestran en las figuras 11 y 12 y en la tabla más abajo. Los datos 
representan la cantidad de azúcares residuales en lo indicado (glucosa y xilosa en gramos por litro) y la formación 
de (sub)productos (etanol, glicerol y ácido acético). 5 

En la figura 11, se muestra el desarrollo de la densidad óptica a 600 nm (OD600) en tiempo. La cepa de referencia 
BIE104P1 alcanza su máximo OD600 antes o a las 23 horas después del inicio del experimento. Aparentemente, en 
o antes del punto de tiempo de 23 horas, la glucosa ha sido extraída del medio (figura 12, panel a). También, la 
producción de etanol alcanzó su máximo en el momento en que la glucosa había sido consumida por esta cepa de 
levadura. Tanto el crecimiento como la producción de etanol se detiene, por esta cepa no puede utilizar y fermentar 10 
xilosa puesto que pierde las proteínas activas necesarias (esto es, una xilosa isomerasa y la xiluloquinasa 
sobreexpresada). 

La cepa BIE104P1Y9 sin embargo, en la cual la xilosa isomerasa derivada del Bacteroides uniformis y la 
xiluloquinasa nativa son sobre expresadas, es capaz de crecer y fermentar la xilosa hasta etanol (figuras 11 y 12). 
Después de aproximadamente un día de cultivo anaeróbico, la cepa BIE104P1Y9 ya consumió algo de xilosa, 15 
mientras que ya se había consumido toda la glucosa. Subsecuentemente, la cantidad residual de glucosa fue 
fermentada en etanol como es evidente en la figura 12 (panel b y c) y la tabla más abajo. La formación de 
subproducto (ácido acético y glicerol) es baja, como es evidente a partir de la tabla de más abajo.  

Los resultados no son (significativamente) influenciados por los precultivos (glucosa o xilosa) como es evidente a 
partir de los resultados presentados en las figuras 11 y 12. 20 

Precrecimiento de BIE104P1 sobre glucosa  

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Glicerol Ácido acético Etanol 

0 19,5 19,6 0,0 0,0 0,7 

23 0,0 20,8 0,5 0,3 9,0 

47 0,0 20,7 0,7 0,7 8,8 

71 0,0 19,9 0,7 0,9 8,4 

 

Precrecimiento de BIE104P1Y9 sobre glucosa 

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Glicerol Ácido acético Etanol 

0 19,5 19,6 0,0 0,0 0,7 

23 0,0 16,6 0,6 0,5 11,4 

47 0,0 6,3 0,7 0,8 14,3 

71 0,0 1,7 0,4 1,1 16,8 

 

Precrecimiento de BIE104P1Y9 sobre xilosa  25 

Tiempo (h) Glucosa Xilosa Glicerol Ácido acético Etanol 

0 19,5 19,6 0,0 0,0 0,7 

23 0,7 17,7 0,0 0,5 11,3 

47 0,0 6,1 0,7 0,8 14,9 

71 0,0 1,1 0,5 1,1 16,7 

Todos los valores se dan en gramos por litro 

Con base en estos resultados, se calculó un Qs de 363 mg de xilosa por gramo de biomasa, por hora (intervalo de 
tiempo 23-47 horas; densidad óptica de 30 igual a 6 gramos de materia seca por litro), en caso de precrecimiento de 
la cepa BIE104P1Y9 sobre xilosa. 
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Ejemplo 4 

4.1  Introducción de los genes araA, araB y araD en el genoma de S. cerevisiae 

El plásmido pPWT018, tal como se representa en la figura 13, fue construido como sigue: el vector pPWT006 (figura 
14), consistente de un locus SIT2 (Gottlin Ninfa and Kaback (1986) Molecular and Cell Biology vol. 6, no. 6, 2185-
2197) y los marcadores que permiten la selección de los transformantes sobre el antibiótico G418 y la capacidad de 5 
crecer sobre acetamida (vide supra), fue digerido con las enzimas de restricción BsiWI y MIuI. Los genes que 
codifican arabinosa isomerasa (araA), L-ribuloquinasa (araB) y L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa (araD) del 
Lactobacillus plantarum como se describió en la solicitud de patente WO 2008/041840, fueron sintetizados por 
GeneArt AG (Regensburg, Alemania). Se sintetizó un fragmento grande, rodeando los tres genes ara antes 
mencionados, bajo control de (o enlazados operativamente a) promotores fuertes de S. cerevisiae, esto es, el 10 
promotor TDH3 que controla la expresión del gen araA, el promotor ENO1 que controla el gen araB y el promotor 
PGI1 que controla el gen araD. Este fragmento fue rodeado por las enzimas de restricción única Acc65I y MIuI. La 
clonación de este fragmento en pPWT006 digerido con MIuI y BsiWI produjo el plásmido pPWT018 (figura 13). La 
secuencia del plásmido pPWT018 se representa en SEQ ID 17. 

La CEN.PK113-7D (MATa  URA3  HIS3  LEU2  TRP1  MAL2-8  SUC2) se transformó con el plásmido pPWT018, el 15 
cual fue linealizado previamente con SfiI (New England Biolabs), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Se 
diseñó un sitio sintético SfiI en el flanco 5´del gen SIT2 (véase figura 13). Las mezclas de transformación fueron 
colocadas en placas sobre agar YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos por litro de peptona, 
20 gramos por litro de dextrosa, 20 gramos de agar) que contenían 100 µg de G418 (Sigma Aldrich) por ml. 

Después de 2 a 4 días, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es sin adición 20 
de ADN en el experimento de transformación) dio como resultado placas YPD/G418 de blanco. 

La integración del plásmido pPWT018 está dirigida al locus SIT2. Los transformantes fueron caracterizados 
utilizando técnicas de PCR y Southern blotting. 

Las reacciones de PCR, que son indicativas de la integración correcta de una copia del plásmido pPWT018, se 
llevaron a cabo con los cebadores indicados por SEQ ID 18 y 15, y 15 y 14 (véase figura 3). Con el par de 25 
cebadores de SEQ ID 18 y 15, se revisó la integración correcta del locus SIT2. Si se integró el plásmido pPWT018 
en copias múltiples (integración cabeza a cola), el par de cebadores de SEQ ID 15 y 14 dará un producto de PCR. Si 
este último producto de PCR está ausente, es indicativo de una integración de una copia de pPWT018. Una cepa en 
la cual una copia del plásmido pPWT018 se integró en el locus SIT2, se designa BIE104R2. 

Con el fin de ser capaces de transformar las cepas de levadura con otros constructos, es necesario eliminar los 30 
marcadores seleccionables. El diseño del plásmido pPWT018 fue tal, que por integración del pPWT018 en el 
cromosoma, las secuencias homólogas están en cercana proximidad una de otra. Este diseño permite que los 
marcadores seleccionables se pierdan por recombinación intramolecular espontánea de estas regiones homólogas. 

Por crecimiento vegetativo, tendrá lugar la recombinación intramolecular, aunque a baja frecuencia. La frecuencia de 
esta recombinación depende de la longitud de la homología y del locus en el genoma (resultados sin publicar). Por 35 
transferencia secuencial de una subfracción del cultivo a medio fresco, los recombinantes intramoleculares se 
acumularán en el tiempo. 

Con este fin, la cepa BIE104R2 fue cultivada en medio YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos 
de peptona por litro, 20 gramos de dextrosa por litro), partiendo de un aislado de colonia individual. Se usaron 25 µl 
de un cultivo mantenido durante la noche para inocular medio YPD fresco. Después de al menos cinco de tales 40 
transferencias en serie, se determinó la densidad óptica del cultivo y las células fueron diluidas hasta una 
concentración de aproximadamente 5.000 por ml. Se colocaron sobre placa 100 µl de la suspensión de células 
sobre medio Yeast Carbon Base (Difco) que contenía KPi 30 Mm (pH 6.8), (NH4)2SO4 al 0.1%, fluoroacetamida 40 
Mm (Amersham) y agar al 1.8% (Difco). Las células idénticas a las células de la cepa BIE104R2, esto es sin 
recombinación intracelular, contenían aún el gen amdS. Para estas células, la fluoroacetamida es tóxica. Estas 45 
células no serán capaces de crecer y no formarán colonias en un medio que contiene fluoroacetamida. Sin embargo, 
si hubiera presentado la recombinación intramolecular, las variantes de BIE104R2 que han perdido los marcadores 
seleccionables serán capaces de crecer sobre el medio de fluoroacetamida, puesto que son incapaces de convertir 
la fluoroacetamida en compuestos inhibidores del crecimiento. Estas células formarán colonias sobre este medio de 
agar. 50 

Las colonias resistentes a la fluoroacetamida así obtenidas fueron sometidas a análisis de PCR utilizando cebadores 
de SEQ ID 18 y 15, y 14 y 19. Los cebadores de SEQ ID 18 y 5 darán una banda si ha tenido lugar la recombinación 
de los marcadores seleccionables como se pretendía. Como resultado, el casete con los genes araA, araB y araD 
bajo control de los promotores fuertes de la levadura habrán sido integrados en el locus SIT2 del genoma de la cepa 
huésped. En este caso, una reacción de PCR que utiliza cebadores de SEQ ID 14 y 19 no dará como resultado un 55 
producto de PCR, puesto que el cebador 14 inicia en una región que debía ser recombinada fuera. Si se obtiene una 
banda con los anteriores cebadores, esto es indicativo de la presencia del plásmido completo pPWT018 en el 
genoma, de forma que no ha habido recombinación. 
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Si los cebadores de SEQ ID 18 y 15 no resultan en un producto de PCR, ha tenido lugar la recombinación, pero de 
tal forma que el plásmido completo pPWT018 se ha recombinado fuera del genoma. No solamente se han perdido 
los marcadores seleccionables, sino también los genes ara. En efecto, se ha recuperado la levadura tipo silvestre. 

Los aislados que muestran resultados de PCR de acuerdo con una integración de copia de pPWT018 fueron 
sometidos a análisis por Southern blot. El ADN cromosómico de la cepa CEN.PK113-7D y los recombinantes 5 
correctos fueron digeridos con EcoRI y HindIII (doble digestión). Se preparó una sonda SIT2 con los cebadores SEQ 
ID 20 y 21, utilizando pPW018 como patrón. El resultado del experimento de hibridización se muestra en la figura 15. 
El patrón de hibridización esperado puede deducirse a partir de los mapas físicos como se representa en la figura 16 
(paneles a y b). 

En la cepa tipo silvestre, se observa una banda de 2.35 kb, la cual está de acuerdo con el tamaño esperado (figura 10 
16, panel a). Por integración y pérdida parcial por recombinación del plásmido pPWT018, se esperaba una banda de 
1.06 kb (figura 16, panel b). En efecto, se observa esta banda, como se muestra en la figura 15 (línea 2). 

Una de las cepas que mostró el patrón correcto de bandas sobre el Southern blot (como puede deducirse a partir de 
la figura 15) es la cepa designada como BIE104A2. 

4.2  Introducción de cuatro genes consecutivamente expresados de la ruta no oxidativa del fosfato de 15 
pentosa 

La Saccharomyces cerevisiae BIE104A2, que expresa los genes araA, araB y araD constitutivamente fue 
transformada con el plásmido pPWT080 (figura 2). El procedimiento y los resultados fueron descritos ya en el 
ejemplo 3 (sección 3.1). Para resumir, la BIE104A2 fue transformada con pPWT080 digerido con SfiI. Las mezclas 
de transformación fueron colocadas sobre placas sobre agar YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 20 
gramos de peptona por litro, 20 gramos de dextrosa por litro, 20 gramos de agar) que contenían 100 µg de G418 
(Sigma Aldrich) por ml. 

Después de dos a cuatro días, aparecieron colonias sobre las placas, mientras que el control negativo (esto es sin 
adición de ADN en el experimento de transformación), dio como resultado placas YPD/G418 en blanco. 

La integración del plásmido pPWT080 es dirigida al locus GRE3. Los transformantes fueron caracterizados 25 
utilizando técnicas de PCR y Southern blotting, como se describe en el ejemplo 3, sección 3.1. 

Un transformante que muestra una integración correcta de una copia de plásmido pPWT080, de acuerdo con el 
patrón de hibridización esperado, fue designado como BIE104A2F1. 

Con el fin de ser capaces de introducir los genes que codifican la xilosa isomerasa y la xiluloquinasa (sección 3.2), 
es necesario eliminar los marcadores de selección introducidos por la integración del plásmido pPWT080. Con este 30 
fin, la cepa BIE104A2F1 fue cultivada en medio YPD, a partir de un aislado de colonia. Se utilizaron 25 µl de un 
cultivo mantenido durante la noche para inocular el medio YPD fresco. Después de cinco transferencias en serie, se 
determinó la densidad óptica del cultivo y las células fueron diluidas hasta una concentración de aproximadamente 
5.000 por ml. Se colocaron 100 µl de la suspensión celular sobre placas sobre medio Yeats Carbon Base (Difco) que 
contenían KPi 30 mM (pH 6.8), (NH4)2SO4 al 0.1%, fluoroacetamida 40 mM (Amersham) y agar al 1.8% (Difco). Las 35 
colonias resistentes a la fluoroacetamida fueron sometidas a análisis por PCR, y en el caso de perfiles de PCR 
correctos, al análisis por Southern blot (sección 3.1 del ejemplo 3). Una de las cepas que mostró el patrón correcto 
de bandas sobre el Southern blot es la cepa designada como BIE104A2P1. 

4.3. Introducción de genes constitutivamente expresados que codifican xilosa isomerasa y xiluloquinasa 

La cepa BIE104A2P1 (MATa URA3 HIS3 LEU2 TRP1 MAL2-8 SUC2 SIT2::[TDH3-araA, ENO1-araB, PGI1-ARAd]   40 
ΔGRE3::[TPI1p-TAL1, ADH1p-TKL1, PGI1-RPE1, ENO1p-RKI1]) fue transformada con el plásmido pPWT042. Antes 
de la transformación de BIE104A2P1, el pPWT042 fue linealizado utilizando la enzima de restricción SfiI, de acuerdo 
con las instrucciones suministradas por el proveedor. Las mezclas de transformación fueron colocadas sobre placas 
sobre agar YPD (por litro: 10 gramos de extracto de levadura, 20 gramos de peptona por litro, 20 gramos de 
dextrosa por litro, 20 gramos de agar) que contenían 100 µg de G418 (Sigma Aldrich) por ml. 45 

Después de dos a cuatro días, aparecieron colonias sobre las placas, donde el control negativo (esto es sin adición 
de ADN en el experimento de transformación) dio como resultado placas YPD/G418 en blanco. 

Por digestión del plásmido pPWT042 con SfiI, su integración es dirigida al locus  SIT4 (Gottlin Ninfa and 
Kaback (1986) Molecular and Cellular Biology Vol. 6, No.6, 2185-2197) en el genoma. Los transformantes fueron 
caracterizados utilizando técnicas de PCR y Southern blotting, como se describió en el ejemplo 3 (sección 3.2). 50 

Una cepa con una copia de plásmido pPWT042 integrada en el genoma fue designada como BIE104A2P1Y9. 
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4.4. Experimentos de crecimiento 

Los aislados de colonia individual de las cepas BIE104A2P1Y9 fueron utilizados para inocular medio YNB (Difco) 
suplementado con glucosa al 2% o galactosa al 2%. Los matraces inoculados fueron incubados a 30ºC y 280 rpm 
hasta que la densidad óptica a 600nm alcanzó un valor de al menos 2.0. 

El medio YNB suplementado con arabinosa al 1% y xilosa al 1% fue inoculado con los cultivos durante la noche con 5 
un OD600 de partida de 0.2. Las células fueron cultivadas a 30ºC Y 280 rpm. La densidad óptica a 600 nm fue 
monitorizada regularmente. Cuando la densidad óptica alcanzó un valor superior a 2.0, se transfirió un alícuota del 
cultivo a medio YNB que contenía 2% de xilosa y 0.2% de arabinosa. La cantidad de células añadidas fue tal que el 
OD600 de partida del cultivo era 0.2. 

La densidad óptica fue monitorizada de forma regular. Los resultados se muestran en la figura 17, panel a 10 
(precultivos sobre galactosa) y panel b (precultivos sobre glucosa). 

Los resultados muestran claramente que las cepas son capaces de utilizar tanto arabinosa como xilosa. 
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<210> 5 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADN sintético 
 
<400> 5 
gaaatgggcg cattactaca ag          22 
 
<210> 6 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADN sintético 
 
<400> 6 
caccaacctg atgggttcct ag          22 
 
<210> 7 
<211> 22 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADN sintético 
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accacgccca ctaacagttt g          21 
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<210> 11 
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<210> 18 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADN sintético 
 
<400> 18 
tgatcttgta gaaagtaccg agg         23 
 
<210> 19 
<211> 25 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADN sintético 
 
<400> 19 
ctttgttctt ccgttatgtc aacac          25 
 
<210> 20 
<211> 23 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> ADN sintético 
 
<400> 20 
ttccaagaag aacaacctga tag         23 
 
<210> 21 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
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<223> ADN sintético 
 
<400> 21 
tgatgtgaac gtttactaaa g          21 
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REIVINDICACIONES 

1. Una célula que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa, donde la 
secuencia de aminoácidos de la xilosa isomerasa tiene al menos aproximadamente 96% de identidad de secuencia 
con la secuencia de aminoácidos representada en SEQ ID NO 3 donde la secuencia de nucleótidos es heteróloga al 5 
huésped y donde la célula es capaz de utilizar xilosa como fuente de carbono. 

2. Una célula de acuerdo a la reivindicación 1 la cual es una célula eucariótica. 

3. Una célula de acuerdo con la reivindicación 1 o 2 la cual es una célula de levadura. 

4. Una célula de acuerdo con la reivindicación 3 la cual es una célula de levadura del género Saccharomyce, 
Kluyveromyces, Cándida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Klockera, Schwanniomyces o Yarrowia. 10 

5. Una célula de acuerdo con la reivindicación 4, donde la célula de levadura es de la especie S. cerevisiae, S. 
bulderi, S barnetti, S.exiguus, S.uvarum, S.diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis. 

6. Una célula de acuerdo con la reivindicación 1 o 2 la cual es una célula fúngica filamentosa. 

7. Una célula de acuerdo con la reivindicación 6 donde la célula fúngica filamentosa es del género Aspergillus, 
Penicillium, Rhizopus, Trichoderma, Humicola, Acremonium o Fusarium. 15 

8. Una célula de acuerdo con la reivindicación 7, donde la célula fúngica filamentosa es de la especie 
Aspergillus  niger, Aspergillus oryzae, Penicillium chrysogenum, o Rhizopus oryzae. 

9. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la célula comprende 
una o más modificaciones genéticas que dan como resultado: 

a. un incremento en el transporte de xilosa en la célula; 20 

b. un incremento en la actividad de xilulosa quinasa; 

c. un incremento en el flujo a través de la ruta del fosfato de pentosa; 

d. una disminución en la actividad de la aldosa reductasa; 

e. una disminución en la sensibilidad a la represión de catabolitos; 

f. un incremento en la tolerancia al etanol, osmolaridad u ácidos orgánicos; o 25 

g. una reducción reducida de subproductos. 

10. Una célula de acuerdo con la reivindicación 9, donde la una o más modificaciones genéticas dan como 
resultado la sobreexpresión de al menos un gen que codifica una enzima de la parte no oxidativa de la ruta del 
fosfato de pentosa. 

11. Una célula de acuerdo con la reivindicación 10, donde el gen es un gen que codifica una ribulosa-5-fosfato 30 
isomerasa, una ribulosa-5-fosfato epimerasa, una transcetolasa o una transaldolasa. 

12. Una célula de acuerdo con la reivindicación 10 u 11, donde la una o más modificaciones genéticas dan 
como resultado una sobreexpresión de al menos los genes que codifican una transcetolasa y una transaldolasa. 

13. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, donde la una o más 
modificaciones genéticas dan como resultado la sobreexpresión de un gen que codifica una xilulosa quinasa. 35 

14. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 13, donde el gen que es 
sobreexpresado es un gen que es endógeno a la célula. 

15. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, donde la una o más 
modificaciones genéticas dan como resultado un descenso en la actividad no especificada en la aldosa reductasa en 
la célula. 40 

16. Una célula de acuerdo con la reivindicación 15, donde la una o más modificaciones genéticas reducen la 
expresión de un gen endógeno que codifica una aldosa reductasa no específica o reduce la actividad de dicha 
aldosa reductasa no específica. 

17. Una célula de acuerdo con la reivindicación 16, donde el gen es inactivado por eliminación de al menos 
parte del gen o por interrupción del gen. 45 
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18. Una célula de acuerdo con la reivindicación 16 o 17, donde la expresión de cada gen en la célula que 
codifica una aldosa reductasa no específica es reducida. 

19. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes que tiene la capacidad de 
utilizar L-arabinosa. 

20. Una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 19, donde los genes TAL1, TKL1, RPE1 y 5 
RKI1 están sobreexpresados. 

21. Una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 20, donde la región codificante del gen 
GRE3 es inactivado por reemplazo de la región codificante con una secuencia de nucleótidos que comprende los 
genes TAL1, TKL1, RPE1 y RKI1. 

22. Una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 21, donde los genes araA, araB y 10 
araD de Lactobacillus plantarum son expresados. 

23. Una célula de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 9 a 22, donde todos los genes expresados 
son expresados constitutivamente o sobreexpresados constitutivamente.  

24. Una célula de acuerdo con la reivindicación 23 donde uno o más genes expresados constitutivamente o 
sobreexpresados constitutivamente están integrados de forma estable en el genoma de la célula. 15 

25. Una célula de acuerdo con la reivindicación 24, donde todos los genes expresados constitutivamente o 
sobreexpresados constitutivamente están integrados de forma estable en el genoma de la célula. 

26. Un proceso para producir un producto de fermentación proceso que comprende fermentar un medio que 
contiene una fuente de xilosa con una célula de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes de 
forma que la célula fermenta la xilosa hasta el producto de fermentación. 20 

27. Un proceso para producir un producto de fermentación proceso que comprende fermentar un medio que 
contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula como se define en cualquiera de 
las reivindicaciones 19 a 23 de tal forma que la célula fermenta la xilosa y la L-arabinosa hasta el producto de 
fermentación. 

28. Un proceso para producir un producto de fermentación proceso que comprende fermentar un medio que 25 
contiene al menos una fuente de xilosa y una fuente de L-arabinosa con una célula como se define en cualquiera de 
las reivindicaciones 1 a 18 y una célula capaz de usar L-arabinosa, por lo cual cada célula fermenta xilosa y/o 
arabinosa hasta el producto de fermentación. 

29. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 28, que comprende recuperar el 
producto de fermentación. 30 

30. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 26 a 29 donde el medio también contiene 
una fuente de glucosa. 

31. Un proceso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 28 a 30, donde el producto de fermentación 
es etanol, butanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxipropiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido 
cítrico, ácido málico, ácido fumárico, ácido itacónico, un aminoácido, 1,3-propanodiol, etileno, glicerol, butanol, un 35 
antibiótico de β-lactama y una cefalosporina. 

32. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 31, donde el proceso es 
anaeróbico. 

33. Un proceso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 26 a 32, donde el proceso es aeróbico, 
preferiblemente llevado a cabo bajo condiciones limitadas de oxígeno. 40 

34. Uso de una célula de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 25 en un proceso para la producción de un 
producto de fermentación. 
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