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酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因以及编

码真菌来源的木聚糖酶的基因。这些菌株的生物
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这些菌株的方法及这些菌株在生产生物乙醇中

的用途。
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1.酿酒酵母菌株，其特征在于，其共表达：

‑编码黑曲霉木聚糖酶的基因，其中所述黑曲霉木聚糖酶由核酸序列SEQ  ID  NO:5编

码；

‑编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因，其中所述黑曲霉葡糖淀粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:1

编码；和

‑编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因，其中所述酿酒酵母糖化变种的葡糖淀

粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:3编码，

并且，其中所述酿酒酵母菌株包含：

‑1个拷贝或4个拷贝的所述编码黑曲霉木聚糖酶的基因；

‑6个拷贝的所述编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因；和

‑4个拷贝的所述编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因。

2.如权利要求1所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述黑曲霉木聚糖酶由多肽序列

SEQ  ID  NO:6组成。

3.如权利要求1所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉

酶由多肽序列SEQ  ID  NO:4组成。

4.如权利要求2所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉

酶由多肽序列SEQ  ID  NO:4组成。

5.如权利要求1所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述黑曲霉葡糖淀粉酶由多肽序列

SEQ  ID  NO:2组成。

6.如权利要求2所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述黑曲霉葡糖淀粉酶由多肽序列

SEQ  ID  NO:2组成。

7.如权利要求3所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述黑曲霉葡糖淀粉酶由多肽序列

SEQ  ID  NO:2组成。

8.如权利要求4所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述黑曲霉葡糖淀粉酶由多肽序列

SEQ  ID  NO:2组成。

9.如权利要求1‑8任一项所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，所述编码黑曲霉木聚糖酶

的基因、所述编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因以及所述编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶

的基因被整合至所述酵母菌株的基因组中。

10.如权利要求1所述的酿酒酵母菌株，其特征在于，其是于2017年4月26日以保藏号I‑

5201保藏于CNCM的菌株。

11.获得可用于生产生物乙醇的酿酒酵母菌株的方法，所述方法包括如下步骤：

(a)基因改造酿酒酵母，使其共表达：

‑编码黑曲霉木聚糖酶的基因，其中所述黑曲霉木聚糖酶由核酸序列SEQ  ID  NO:5编

码；

‑编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因，其中所述黑曲霉葡糖淀粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:1

编码；和

‑编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因，其中所述酿酒酵母糖化变种的葡糖淀

粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:3编码，

使得所述基因改造的酿酒酵母菌株包含：
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‑1个拷贝或4个拷贝的所述编码黑曲霉木聚糖酶的基因；

‑6个拷贝的所述编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因；和

‑4个拷贝的所述编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因，

(b)在合成糊精培养基上培养并发酵所述步骤(a)中获得的酵母；和

(c)选择至少一种菌株，其在发酵动力学上至少等于或大于于2015年7月9日以保藏号

I‑4997保藏于CNCM的菌株。

12.提高酿酒酵母菌株的生物乙醇产率的方法，所述方法包括如下步骤：

(a)提供酿酒酵母菌株，其共表达编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因，其中所述黑曲霉葡糖

淀粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:1编码，和编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因，其中

所述酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:3编码；

(b)基因改造所述步骤(a)中的酵母；使其进一步表达编码黑曲霉木聚糖酶的基因，其

中所述黑曲霉木聚糖酶由核酸序列SEQ  ID  NO:5编码，

使得所述基因改造的酿酒酵母菌株包含：

‑6个拷贝的所述编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因；

‑4个拷贝的所述编码酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因；和

‑1个拷贝或4个拷贝的所述编码黑曲霉木聚糖酶的基因；

(c)在合成糊精培养基上培养并发酵所述步骤(b)中获得的酵母；和

(d)选择至少一种菌株，其在发酵动力学上至少等于或大于于2015年7月9日以保藏号

I‑4997保藏于CNCM的菌株。

13.如权利要求12所述的方法，其特征在于，所述步骤(a)的酿酒酵母是于2015年7月9

日以保藏号I‑4997保藏于CNCM的酿酒酵母菌株。

14.由生物质生产生物乙醇的方法，所述方法包括如下步骤：

(a)预水解并液化来自生物质的淀粉；

(b)使所述步骤(a)中获得的液化淀粉与权利要求1‑8任一项所述的酿酒酵母菌株反

应，以生产生物乙醇；和

(c)提取所述步骤(b)中生产的生物乙醇。

15.由生物质生产生物乙醇的方法，所述方法包括如下步骤：

(a)预水解并液化来自生物质的淀粉；

(b)使所述步骤(a)中获得的液化淀粉与权利要求9所述的酿酒酵母菌株反应，以生产

生物乙醇；和

(c)提取所述步骤(b)中生产的生物乙醇。

16.由生物质生产生物乙醇的方法，所述方法包括如下步骤：

(a)预水解并液化来自生物质的淀粉；

(b)使所述步骤(a)中获得的液化淀粉与权利要求10所述的酿酒酵母菌株反应，以生产

生物乙醇；和

(c)提取所述步骤(b)中生产的生物乙醇。

17.如权利要求1‑8任一项所述的酿酒酵母菌株用于生产生物乙醇的用途。

18.如权利要求9所述的酿酒酵母菌株用于生产生物乙醇的用途。

19.如权利要求10所述的酿酒酵母菌株用于生产生物乙醇的用途。
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表达外源葡糖淀粉酶和木聚糖酶的酿酒酵母菌株及其在生产

生物乙醇中的用途

技术领域

[0001] 本 发 明 涉 及 基 因 改 造 以 共 表 达 编 码 真 菌 来 源 和 酿 酒 酵 母 糖 化 变 体

(Saccharomyces  cerevisiae  var.diastaticus)的葡糖淀粉酶的基因和编码真菌来源的

木聚糖酶的基因的酿酒酵母(Saccharomyces  cerevisiae)菌株。这种菌株在生物燃料，尤

其是生物乙醇的生产中发现有特别的应用。本发明还涉及获得这些酵母的方法，以及这些

酵母在生产生物乙醇中的用途。

发明内容

[0002] 寻找化石燃料(石油、煤炭、天然气)的替代能源的需求源自不可再生能源的减少

和对温室气体排放量上升的关注日益增加。来自森林、农产品或农业食品和/或副产品的植

物生物质构成了用于生产工业化分子的重要碳源。从植物中含有的可发酵糖生产的乙醇被

用于装配有内燃机的车辆中。近年来生物乙醇的生产获得了快速发展，世界生物乙醇产量

在不到10年时间了翻了一倍以上 (2007年生产495亿升VS2016年1020亿升——

www.ethanolrfa.org/resources/industry/statistics/，可再生燃料协会)。美国和巴西

仍是两个最大的生物乙醇生产国，总产量占全球产量的85％。

[0003] 所谓的第一代生物乙醇是通过发酵富含淀粉(玉米、大麦、小麦、木薯、马铃薯块茎

等粮食)或蔗糖(甘蔗、甜菜、糖高粱等)的生物质中含有的己糖(六碳糖)而产生，而所谓的

二代生物乙醇通过农业废弃物(诸如谷物秸秆、玉米棒、森林废弃物、木材、能源作物(诸如

柳枝稷)、短轮伐期或超短轮伐期矮林(例如杨木)中含有的纤维素和半纤维素转化得到。

[0004] 当前，只有第一代生物乙醇以工业规模制备。工业制备包括使用酿酒酵母菌株，其

以高的酒精度、生产率和产量将来自生物质的葡萄糖发酵成乙醇。将淀粉转化为生物乙醇

的方法涉及预水解并液化生物质淀粉，将液化淀粉转化为可发酵糖(通过淀粉水解)以及将

这些糖发酵为乙醇的过程——后两个步骤通常同时进行。淀粉水解需要所谓淀粉水解酶的

作用。由于酿酒酵母通常不含此类酶，从由淀粉组成的生物质生产乙醇以两步进行：第一步

向生物质添加淀粉分解酶以预水解并液化生物质中含有的淀粉，和第二步使用其它酶(淀

粉分解酶、酶混合物、蛋白酶和/或海藻糖酶等)水解液化的淀粉并使用酿酒酵母菌株以发

酵由此释放的可发酵糖。

[0005] 为了简化从由淀粉组成的生物质生产生物乙醇的过程，申请人已经开发了酿酒酵

母菌株，其包含整合到其基因组中的外源葡糖淀粉酶基因。这些基因改造的酿酒酵母菌株

可同时进行液化淀粉的部分水解和乙醇发酵(WO  2017/037362)。尽管如此改造的酿酒酵母

菌株性能有所提高，但仍需要用于生产第一代乙醇的新型、改进的酵母菌株。

[0006] 发明简述

[0007] 总体来说，本发明涉及酿酒酵母菌株，其与通常用于生产第一代生物乙醇的专用

酵母菌株相比以及与包含整合到其基因组中的外源葡糖淀粉酶基因的酿酒酵母菌株(WO 

2017/037362)相比，性能得到改进。更具体地，本发明的发明人已经开发了基因改造的酿酒
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酵母菌株，所述菌株共表达几种异源葡糖淀粉酶基因和异源木聚糖酶基因。特别地，根据本

发明的酿酒酵母菌株共表达编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒酵母糖化

变种的葡糖淀粉酶的基因，以及真菌来源的木聚糖酶的基因。发明人证明，这些菌株能够水

解从生物质提取的液化淀粉，同时有效地发酵了衍生自所述水解的糖。实际上，使用根据本

发明所述的酵母菌株使得可以代替在将液化淀粉转化为生物乙醇过程中所需的外源酶的

全部或一部分量，并且以比本领域已知菌株的产率更高的产率生产生物乙醇。

[0008] 因此，根据第一方面，本发明涉及酿酒酵母菌株，其特征在于，其共表达：

[0009] ‑编码真菌来源的木聚糖酶的基因；

[0010] ‑编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因；和

[0011] ‑编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因。

[0012] 在一些实施方案中，真菌来源的木聚糖酶是黑曲霉(Aspergillus  niger)木聚糖

酶或里氏木霉(Trichoderma  reesei)木聚糖酶。特别地，真菌来源的木聚糖酶可以是由核

酸序列SEQ  ID  NO:5编码的或由多肽序列SEQ  ID  NO:6或多肽序列SEQ  ID  NO:6的功能性变

体组成的黑曲霉木聚糖酶。或者，真菌来源的木聚糖酶可以是由核酸序列SEQ  ID  NO:7编码

的或由多肽序列SEQ  ID  NO:8或多肽序列SEQ  ID  NO:8的功能性变体组成的里氏木霉木聚

糖酶。

[0013] 在某些实施方案中，来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶由核酸序列SEQ  ID  NO:

3编码或由多肽序列SEQ  ID  NO:4或多肽序列SEQ  ID  NO:4的功能性变体组成。

[0014] 在某些实施方案中，真菌来源的葡糖淀粉酶选自下组：黑曲霉葡糖淀粉酶、扣囊复

膜酵母菌(Saccharomycopsis  fibuligera)葡糖淀粉酶、里氏木霉葡糖淀粉酶、嗜热单胞菌

(Thermomyces  lanuginosus)葡糖淀粉酶、米根霉(Rhizopus  oryzae)葡糖淀粉酶和米曲霉

(Aspergillus  oryzae)葡糖淀粉酶。特别地，真菌来源的葡糖淀粉酶可以是由核酸序列SEQ 

ID  NO:1编码的或由多肽序列SEQ  ID  NO:2或多肽序列SEQ  ID  NO:2的功能性变体组成的黑

曲霉葡糖淀粉酶。

[0015] 在某些实施方案中，根据本发明的酿酒酵母菌株，包含：

[0016] ‑m个拷贝的编码真菌来源的木聚糖酶的基因；

[0017] ‑n个拷贝的编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因；和

[0018] ‑p个拷贝的编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因，

[0019] 其中，m是1‑10的整数，n是2‑10的整数，且p是2‑10的整数。

[0020] 在某些实施方案中，m是1或4。

[0021] 在一些实施方案中，n是6且p是4。

[0022] 在某些实施方案中，编码真菌来源的木聚糖酶的基因、编码真菌来源的葡糖淀粉

酶的基因以及编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因被整合至根据本发明的酵

母菌株的基因组中。

[0023] 在某些实施方案中，根据本发明的酿酒酵母菌株是于2017年4月26日以保藏号I‑

5201保藏于CNCM的菌株。

[0024] 另一方面，本发明还涉及获得可用于生产生物乙醇的酿酒酵母菌株的方法，所述

方法包括如下步骤：

[0025] (a)基因改造酿酒酵母，使其共表达编码真菌来源的木聚糖酶的基因，编码真菌来
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源的葡糖淀粉酶的基因，和编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因，或获得上述

的酿酒酵母菌株；

[0026] (b)在合成糊精培养基上培养并发酵步骤(a)中获得的酵母；和

[0027] (c)选择至少一种菌株，其在发酵动力学上至少等于或大于于2015年7月9日以保

藏号I‑4997保藏于CNCM的菌株。

[0028] 另一方面，本发明还涉及提高酿酒酵母菌株的生物乙醇产率的方法，所述方法包

括如下步骤：

[0029] (a)提供共表达编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒酵母糖化变种

的葡糖淀粉酶的基因的酿酒酵母菌株；

[0030] (b)基因改造步骤(a)中的酵母；使其进一步表达编码真菌来源的木聚糖酶的基

因；

[0031] (c)在合成糊精培养基上培养并发酵步骤(b)中获得的酵母；和

[0032] (d)选择至少一种菌株，其在发酵动力学上至少等于或大于于2015年7月9日以保

藏号I‑4997保藏于CNCM的菌株。

[0033] 在某些实施方案中，提高酿酒酵母菌株的生物乙醇产率的方法，其特征在于，步骤

(a)所述的酿酒酵母是于2015年7月9日以保藏号I‑4997保藏于CNCM的酿酒酵母菌株。

[0034] 另一方面，本发明还涉及由生物质生产生物乙醇的方法，所述生物质方法包括如

下步骤：

[0035] (a)预水解并液化来自生物质的淀粉；

[0036] (b)使步骤(a)中获得的液化淀粉与根据本发明的酿酒酵母菌株反应，以生产生物

乙醇；和

[0037] (c)提取步骤(b)中生产的生物乙醇。

[0038] 最后，本发明还涉及本文公开的酿酒酵母菌株用于生产生物乙醇的用途。

[0039] 本发明的某些优选实施方案的更详细描述如下。

[0040] 发明详述

[0041] 如上文所述，本发明涉及在生产第一代生物乙醇(特别是由包含淀粉的生物质生

产的生物乙醇)中，具有高产率的酿酒酵母菌株。

[0042] I‑基因改造的酿酒酵母菌株

[0043] 根据本发明的酿酒酵母菌株，其特征在于，其共表达：

[0044] ‑编码真菌来源的木聚糖酶的基因；

[0045] ‑编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因；和

[0046] ‑编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因。

[0047] 表述“酵母菌株”是指酵母细胞的相对均质群体。酵母菌株获自克隆，该克隆是获

自单个酵母细胞的细胞群。在本发明上下文中，起始酿酒酵母菌株是可以被基因改造以引

入根据本发明的异源木聚糖酶和葡糖淀粉酶基因的任何酿酒酵母菌株。在一些优选实施方

案中，起始酿酒酵母菌株是已知的可用于生产生物乙醇的菌株，例如被用于第一代乙醇生

产的酿酒酵母，其是可优化生产工艺的获利能力的专用菌株。这些酵母是本领域技术人员

众所周知的，尤其是：Ethanol (LEAF)、 (Lallemand)、Angel  Super
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(Angel)和 (AB  Mauri)。这些酵母的可预期能力是它们能够在工业条件

水平的温度和pH范围内快速生产高浓度乙醇并消耗发酵培养基中的糖。

[0048] 如上所述，与发明人先前已开发的酿酒酵母菌株相比，即与其中引入编码来自酿

酒酵母糖化变体的葡糖淀粉酶的基因和编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因使得可以获得

具有优异淀粉水解能力的菌株(WO  2017/037362)的酿酒酵母菌株相比，根据本发明的菌株

是改进的菌株。

[0049] 如本文所用，“编码葡糖淀粉酶的基因”表示当表达时，使得功能性葡糖淀粉酶蛋

白形成的氨基酸序列。

[0050] 如本文所用，“葡糖淀粉酶”表示能够从直链淀粉和支链淀粉的非还原端水解粗淀

粉或可溶性淀粉的α‑1 ,4糖苷键的酶。淀粉酶也称为淀粉葡糖苷酶或 γ ‑淀粉酶(Medline 

reference:EC  3.2.1.3)。除了作用于淀粉的α‑1,4‑键外，葡糖淀粉酶还能够缓慢水解支链

淀粉分子的α‑1,6‑键，前提是序列中的相邻键为α‑1,4‑键。

[0051] 术语“真菌来源的葡糖淀粉酶”是指来自真菌的任何葡糖淀粉酶，并且其相应的基

因可被整合到酵母菌株的基因组中，使得该基因的表达导致功能性葡糖淀粉酶蛋白的形

成。特别地，真菌来源的葡糖淀粉酶可以选自以其良好的酶活性而闻名的商业化葡糖淀粉

酶。在本发明的上下文中，真菌来源的葡糖淀粉酶可以选自下组：黑曲霉葡糖淀粉酶、扣囊

复膜酵母菌葡糖淀粉酶、里氏木霉葡糖淀粉酶、米根霉葡糖淀粉酶、米曲霉葡糖淀粉酶和嗜

热单胞菌葡糖淀粉酶。这些葡糖淀粉酶是技术人员已知的，并且它们的序列可通过以下

GenBank编号(www .ncbi .nlm .nih .gov/genbank/)获得：里氏木霉(ETS06561)、米根霉

(BAA00033)、米曲霉(BAA00841)、嗜热单胞菌(ABQ23180)。

[0052] 在某些具体实施方案中，真菌来源的葡糖淀粉酶是黑曲霉葡糖淀粉酶或扣囊复膜

酵母菌葡糖淀粉酶。黑曲霉葡糖淀粉酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:1的GLAA基因编码，且具

有蛋白序列SEQ  ID  NO:2。扣囊复膜酵母菌葡糖淀粉酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:9的

GLU0111基因编码，且具有蛋白序列SEQ  ID  NO:10。

[0053] 来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶由具有核酸序列SEQ  ID  NO:3的STA1基因编

码，且具有蛋白序列SEQ  ID  NO:4。

[0054] 在某些实施方案中，根据本发明的酿酒酵母菌株，其特征在于，其共表达：

[0055] ‑编码真菌来源的木聚糖酶的基因；

[0056] ‑编码来自黑曲霉的葡糖淀粉酶的基因；和

[0057] ‑编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因。由此，例如，特别地，该酿酒酵

母菌株的特征在于它含有核酸序列SEQ  ID  NO:1和核酸序列SEQ  ID  NO:3。可替代地或另外

地，特别地，该酿酒酵母菌株的特征在于来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶具有蛋白序

列SEQ  ID  NO:4，且来自黑曲霉的葡糖淀粉酶具有蛋白序列SEQ  ID  NO:2。

[0058] 根据本发明的酿酒酵母菌株与发明人此前开发的酿酒酵母菌株(WO  2017/

037362)的区别在于，除了编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒酵母糖化变

种的葡糖淀粉酶的基因外，它还共表达编码真菌来源的木聚糖酶的基因。

[0059] 如本文所用，“编码木聚糖酶的基因”表示表达时导致功能性木聚糖酶蛋白形成的

氨基酸序列。

[0060] 如本文所用，“木聚糖酶”表示糖苷水解酶，其水解木聚糖中的键(1→4)‑β‑D‑木糖
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苷键，从而生成木糖。木聚糖酶也被称为1 ,4‑β‑木聚糖内切酶(Medline  reference:EC 

3.2.1.8)。这些酶参与半纤维素的降解，半纤维素是植物细胞壁的主要成分之一。特别地，

它们由真菌、细菌、酵母、海藻、原生动物、蜗牛、甲壳类动物、昆虫和某些种子产生，而不由

哺乳动物产生。

[0061] 在本发明上下文中，木聚糖酶是真菌来源的木聚糖酶。术语“真菌来源的木聚糖

酶”是指来自真菌的任何木聚糖酶，其相应的基因可被整合到酵母菌株的基因组中，由此使

得该基因的表达可使得功能性木聚糖酶蛋白形成。特别地，真菌来源的木聚糖酶可以选自

以其良好的酶活性而闻名的商业化木聚糖酶。在本发明上下文中，真菌来源的木聚糖酶可

选自下组：黑曲霉木聚糖酶、泡盛曲霉(Aspergillus  awamori)木聚糖酶、塔宾曲霉

(Aspergillus  tubingensis)木聚糖酶、构巢曲霉(Aspergillus  nidulans)木聚糖酶和里

氏木霉木聚糖酶。这些木聚糖酶是技术人员已知的，且其序列可通过以下GenBank编号

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)获得：黑曲霉(FJ785738)、泡盛曲霉(X78115)、塔宾曲

霉(L26988)、构巢曲霉(Z49892)和里氏木霉(X69573)。

[0062] 在某些具体实施方案中，真菌来源的木聚糖酶是黑曲霉木聚糖酶或里氏木霉木聚

糖酶。黑曲霉木聚糖酶由具有共有核酸序列SEQ  ID  NO:5的XYN1基因编码，并具有蛋白序列

SEQ  ID  NO:6。里氏木霉木聚糖酶由具有共有核酸序列SEQ  ID  NO:7的XYN2基因编码，并且

具有蛋白序列SEQ  ID  NO:8。

[0063] 表述“真菌来源的葡糖淀粉酶”和“来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶”不应该

被严格解释：它们涵盖由上述核酸序列编码的真菌来源的葡糖淀粉酶和来自酿酒酵母糖化

变种的葡糖淀粉酶，以及这些葡糖淀粉酶的功能性变体。类似地，如本文所用，术语“真菌来

源的木聚糖酶”涵盖由上述核酸序列编码的真菌来源的木聚糖酶，以及这些木聚糖酶的功

能性变体。

[0064] 典型地，根据本发明的葡糖淀粉酶或木聚糖酶的功能性变体具有与所述葡糖淀粉

酶或木聚糖酶的蛋白序列分别具有至少80％、90％或95％，更特别地99％的同一性百分比

的蛋白质序列。例如，黑曲霉葡糖淀粉酶的功能变体具有与序列SEQ  ID  NO:2具有至少

80％、至少90％或至少95％，更特别地至少99％的同一性的蛋白序列；来自酿酒酵母糖化变

种的葡糖淀粉酶的功能性变体具有与序列SEQ  ID  NO:4具有至少80％、至少90％或至少

95％，更特别地至少99％同一性的蛋白序列；黑曲霉木聚糖酶的功能性变体具有与序列SEQ 

ID  NO:6具有至少80％、至少90％或至少95％，更特别地至少99％同一性的蛋白序列；以及

里氏木霉木聚糖酶的功能变体具有与序列SEQ  ID  NO:8具有至少80％、至少90％或至少

95％，更特别地99％同一性的蛋白质序列。

[0065] “同一性百分比”是氨基酸序列之间的比较，由比较在比较窗口上最优比对的两个

序列来确定。本领域技术人员知道如何计算两个序列之间的同一性百分比，并且有许多工

具可供使用。相对于另一个序列，两个序列之一可以具有氨基酸的插入、取代和缺失。

[0066] 选择根据本发明的葡糖淀粉酶和木聚糖酶的功能性变体在本领域技术人员的能

力范围内。“葡糖淀粉酶的功能性变体”表示保留葡糖淀粉酶的酶活性并且具有类似的淀粉

水解动力学特征的变体。“木聚糖酶的功能性变体”表示保留木聚糖酶的酶活性并具有相似

的木聚糖水解动力学的变体。在本申请的实验部分中描述了用于测量和比较淀粉水解动力

学和木聚糖水解动力学的方法(参见WO  2017/037362)。
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[0067] 根据本发明的菌株可通过任何合适的方法获得。例如，本领域技术人员知晓将基

因引入酵母菌株的多种方法，特别是通过使用包含表达盒的载体。“载体”表示可被插入外

源核酸片段的任何DNA序列。载体能够将外源DNA引入宿主细胞。载体的实例是质粒、粘粒、

病毒来源的载体。载体能够将异源基因直接整合至酵母基因组中，或使其在独立质粒中表

达。将载体引入宿主细胞是本领域技术人员众所周知的方法。“Current  Protocols  in 

Molecular  Biology”,13.7 .1‑13.7 .10或Ellis  et  al.,Integrative  Biology ,2011 ,3

(2) ,109‑118中特别介绍了几种方法。

[0068] 根据本发明的基因改造可以同时或按顺序进行。因此，例如在某些实施方案中，根

据本发明的酿酒酵母菌株是由本发明人先前开发并在WO2017/037362中描述的酿酒酵母菌

株制备的(即，由已经含有编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因以及编码来自酿酒酵母糖化

变体的葡糖淀粉酶的基因的菌株制备)。或者，在其他实施方案中，通过将三个基因整合到

酿酒酵母菌株中，例如参见上文的专用菌株中，来制备根据本发明的酿酒酵母菌株。在这些

实施方案中，编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因，编码来自酿酒酵母糖化变体的葡糖淀粉

酶的基因，和编码真菌来源的木聚糖酶的基因可被插入至同一个载体中，或者插入两个或

三个单独的载体中。合适的载体可以是质粒。

[0069] 本发明的上下文中，用于将基因引入酿酒酵母菌株中的载体可以含有选择标记。

“选择标记”是指其表达赋予包含它的酵母具备能够被选择的特性的基因。例如，它可以是

抗生素抗性基因或允许酵母在特定培养基中生长的基因。

[0070] 在载体中，根据本发明的(葡糖淀粉酶或木聚糖酶)基因通常可操作地连接至启动

子、终止子和/或其在酵母中表达所必需的任何其他序列。术语“可操作地连接”和“以可操

作的方式连接”可互换使用，并且是指允许基因表达和任选地其调控(5'和3'调控序列)的

元件，以及它们所控制的报道基因的序列之间的功能性连接。。技术人员知道如何选择在酿

酒酵母中表达基因所需的启动子、终止子和其他序列。

[0071] 在本发明某些具体实施方案中，(葡糖淀粉酶和/或木聚糖酶)基因的表达由所谓

的“强”启动子(即，具有高转录潜能的启动子，使得该基因被强表达)控制。在本发明的上下

文中，例如，强启动子是pADH1启动子、pTEF启动子或pTDH3启动子。

[0072] 根据本发明的酿酒酵母菌株可以包含真菌来源的葡糖淀粉酶基因、来自酿酒酵母

糖化变种的葡糖淀粉酶基因和真菌来源的木聚糖酶基因的至少一种的多拷贝。通常，根据

本发明的酿酒酵母菌株包含m个拷贝的编码真菌来源的木聚糖酶的基因；n个拷贝的编码真

菌来源的葡糖淀粉酶的基因；p个拷贝的编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因。

其中，m是1‑10的整数，n是2‑10的整数，p是2‑10的整数。因此，n和p可以独立地是2、3、4、5、

6、7、8、9或10，并且m可以是1、2、3、4、5、6、7、8、9或10。在某些具体实施方案中，m是1或4。在

相同或其他具体实施方案中，n是6且p是4。

[0073] 特别地，本发明涉及酿酒酵母菌株，该酵母菌株由申请人根据《布达佩斯条约》，于

2017年4月26日以保藏号I‑5201保藏于CNCM(国家微生物培养物保藏中心，巴斯德研究所，

鲁斯特·杜克多尔·鲁克斯街25‑28号，鲁克斯75  724巴黎塞德克斯15号)。该菌株包含6个

拷贝的黑曲霉葡糖淀粉酶基因，4个拷贝的酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶基因和1个拷贝

的黑曲霉木聚糖酶基因。

[0074] II‑获得用于生物乙醇生产的基因改造的酿酒酵母的方法
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[0075] 本发明人同时开发了获得可用于生物乙醇生产的酿酒酵母菌株的方法。该方法包

括以下步骤：

[0076] (a)基因改造酿酒酵母，使其共表达编码真菌来源的木聚糖酶的基因、编码真菌来

源的葡糖淀粉酶的基因以及编码来自酿酒酵母糖化变体的葡糖淀粉酶的基因或获得该酿

酒酵母；

[0077] (b)在合成糊精培养基上培养并发酵步骤(a)中获得的酵母；和

[0078] (c)选择至少一种菌株，其在发酵动力学上至少等于或大于于2015年7月9日以保

藏号I‑4997保藏于CNCM的菌株。

[0079] 如本领域技术人员所知的，在基因改造步骤(a)之后，优选选择已经正确整合了引

入的基因的克隆。由此，在步骤(b)中使用的步骤(a)的酵母是正确整合了编码真菌来源的

木聚糖酶的基因，编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖

淀粉酶的基因的克隆。本领域技术人员知晓如何选择该克隆，例如通过使用在起始酿酒酵

母中引入选择标记。本文中提供的实施例描述了用于选择克隆的方法的实例。在该实施例

中，将步骤(a)中获得的克隆在丰富培养基(富含营养、YPG型培养基)中培养，然后将培养上

清液转移到含有木聚糖作为碳源的基本培养基中。第二酵母，CelluXTM酵母(其由申请人于

2013年12月12日以保藏号I‑4829保藏于CNCM)加入至反应培养基中。如果CelluXTM菌株生

长，则选择克隆(即，鉴定为已正确整合了引入的基因)。

[0080] 如本领域技术人员所知，上述方法步骤(a)中获得的酿酒酵母菌株是根据本发明

的菌株，因此，它的特性与上一部分中描述的特性相同。

[0081] 本领域技术人员知晓如何在合成糊精培养基上进行这种酿酒酵母的发酵反应(步

骤(b))，并确定最佳发酵条件。如本文所用，如本领域技术人员所知的，“合成糊精培养基”

是指含有糊精的细胞培养基，优选含有糊精的酵母细胞培养基。例如，它是含有淀粉糊精

(220g/kg)，酵母提取物(5g/kg)，尿素(2g/kg)，磷酸二氢钾(1g/kg)以及矿物质和维生素

(诸如维生素B1和维生素B6)的培养基。

[0082] 在步骤(c)中，通过比较其发酵动力学与由申请人于2015年7月9日以保藏号I‑

4997保藏于CNCM的酿酒酵母菌株的发酵动力学，来选择在生物乙醇生产中有效和有用的酿

酒酵母菌株。发酵动力学可以容易地通过本领域技术人员已知的各种技术测量。例如，可以

通过发酵监测通过在一段时间内称重来测量发酵动力学。

[0083] 用作参考的菌株I‑4997是发明人先前开发的并且在WO  2017/037362中描述的菌

株之一。酿酒酵母I‑4997菌株含有至少4个拷贝的编码黑曲霉葡糖淀粉酶的基因和至少3个

拷贝的编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因。

[0084] 因此，通过本发明的方法筛选的菌株必然在合成糊精培养基中呈现出与酿酒酵母

菌株I‑4997相同或更好的发酵性能。由此，本发明人还开发了提高酿酒酵母菌株的生物乙

醇产率的方法。

[0085] III‑提高酿酒酵母菌株的生物乙醇产率的方法

[0086] 本发明还涉及提高酿酒酵母菌株的生物乙醇产率的方法，所述方法包括如下步

骤：

[0087] (a)提供共表达编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒酵母糖化变种

的葡糖淀粉酶的基因的酿酒酵母菌株；
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[0088] (b)基因改造步骤(a)中的酵母；使其也表达编码真菌来源的木聚糖酶的基因；

[0089] (c)在合成糊精培养基上培养并发酵步骤(b)中获得的酵母；和

[0090] (d)选择至少一种菌株，其在发酵动力学上至少等于或大于于2015年7月9日以保

藏号I‑4997保藏于CNCM的菌株。

[0091] 步骤(a)中菌株可以是共表达编码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒

酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因的任意酿酒酵母菌株。在某些实施方案中，真菌来源的

葡糖淀粉酶选自下组：如上所述的黑曲霉葡糖淀粉酶、扣囊复膜酵母菌葡糖淀粉酶、里氏木

霉葡糖淀粉酶、米根霉葡糖淀粉酶、米曲霉葡糖淀粉酶和嗜热单胞菌葡糖淀粉酶。在某些具

体实施方案中，在步骤(a)的酿酒酵母菌株中存在外源基因的真菌起源的葡糖淀粉酶是黑

曲霉葡糖淀粉酶，例如由核酸序列SEQ  ID  NO:1编码的黑曲霉葡糖淀粉酶或由多肽序列SEQ 

ID  NO:2或多肽序列SEQ  ID  NO:2的功能性变体组成的黑曲霉葡糖淀粉酶。在相同或其他具

体实施方案中，在步骤(a)的酿酒酵母菌株中存在的外源基因的酿酒酵母糖化变种的葡糖

淀粉酶是由核酸序列SEQ  ID  NO:3编码的酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶，或由多肽序列

SEQ  ID  NO:4或多肽序列SEQ  ID  NO:4的功能性变体组成的酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉

酶。

[0092] 在某些具体实施方案中，步骤(a)的菌株是如WO  2017/037362中所述的共表达编

码真菌来源的葡糖淀粉酶的基因和编码来自酿酒酵母糖化变种的葡糖淀粉酶的基因的酿

酒酵母菌株。例如，步骤(a)的菌株是申请人于2015年7月9日以保藏号I‑4997保藏于CNCM的

酿酒酵母菌株。

[0093] 如上所述，基因改造步骤(b)可以通过本领域技术人员已知的任何方法进行。

[0094] 如上所述，在基因改造步骤(b)之后，可以例如通过使用选择标记来选择已经被正

确整合了编码真菌来源的木聚糖酶的基因的克隆。

[0095] 如本发明的选择方法所示，可以实施方法的步骤(c)和(d)来提高酿酒酵母菌株的

生物乙醇产率。

[0096] 本发明还涉及通过根据本发明的选择或提高产率的方法获得的任何酵母菌株。本

发明还涉及通过培养本发明的其中一种菌株获得的酵母。培养酵母菌株的方法是本领域已

知的，并且本领域技术人员知晓如何根据其性质优化每种菌株的培养条件。

[0097] 对于从生物质，特别是从含有淀粉的生物质生产生物乙醇，本发明的酵母菌株和

通过培养获得的酵母菌株是特别有益的。

[0098] IV‑基因改造的酿酒酵母菌株用于生物乙醇生产的用途

[0099] 因此，本发明涉及根据本发明的酿酒酵母菌株用于从含有淀粉的生物质生产生物

乙醇的用途。本发明还涉及由含有淀粉的生物质生产生物乙醇的方法，所述方法包括以下

步骤：

[0100] (a)预水解(即部分水解)并液化来自生物质的淀粉；

[0101] (b)使步骤(a)中获得的含有预水解或液化淀粉的生物质与根据本发明的酿酒酵

母菌株反应，以生产生物乙醇；和

[0102] (c)提取步骤(b)中生产的生物乙醇。

[0103] 如本文所用，术语“生物质”是指植物来源的所有有机物，其在加工后可成为能量

来源。优选地，在本发明的上下文中，生物质衍生自农产品或农业食品和/或副产品。例如，
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生物质可以衍生自玉米、小麦、大麦、黑麦、高粱、木薯、小黑麦、马铃薯、红薯、甘蔗、甜菜、糖

高粱。在本发明的上下文中，生物质含有淀粉。可以选择富含淀粉的生物质，或者可以选择

例如衍生自玉米粒、大麦、小麦、木薯、马铃薯块茎等。

[0104] 根据本发明的方法的步骤(a)、(b)和(c)可以与常规的生物乙醇生产方法一样进

行。这些步骤是本领域技术人员已知的。

[0105] 本发明特别适用于作为燃料的生物乙醇的生产，也适用于食品、化学、制药和化妆

品工业的生物乙醇的生产。

[0106] 除非另有定义，否则说明书中使用的所有技术和科学术语具有与本发明所属领域

的普通专家通常所理解的相同的含义。类似地，本文提及的所有出版物、专利申请、专利和

其他参考文献均通过引用引入本文。

实施例

[0107] 下列实施例描述了本发明的一些实施方案。但是，应理解，实施例和附图仅以举例

说明的方式给出，绝不限制本发明的范围。

附图说明

[0108] 图1：(A)在“最大酒精含量”培养基中发酵期间，观察到保藏号为I‑4997的CNCM菌

株的转化株的质量损失。(B)在“糊精”培养基中发酵期间，观察到保藏号为I‑4997的菌株转

化株的质量损失。

[0109] 图2：(A)所研究的不同菌株的发酵动力学比较。(B)比较乙醇含量，甘油/乙醇质量

比和乙醇产率，这些值根据用于发酵所研究的不同菌株的底物的葡萄糖潜力计算得出。

[0110] 图3：对于所研究的不同菌株，在发酵结束时测得的总糖的比较。

[0111] 实施例1：含有1或4个拷贝的编码来自黑曲霉的木聚糖酶的基因(XYN1)或编码来

自里氏木霉的木聚糖酶的基因(XYN2)的菌株I‑4997的转化株的获得与表征

[0112] 用于克隆酿酒酵母菌株ER‑GAND‑8159‑C1(即，申请人于2015年7月9日以保藏号I‑

4997保藏于CNCM的菌株)中的木聚糖酶活性的策略是基于使用多集成表达系统的。利用该

系统，可以在给定的位点同时整合编码给定的木聚糖酶的基因的一个或多个拷贝。发明人

选择整合来自黑曲霉的XYN1和来自里氏木霉的XYN2这两个基因之一的1或4个拷贝，以便测

量拷贝数对木聚糖酶活性的可能的影响。

[0113] A.获得表达质粒

[0114] 来自黑曲霉的木聚糖酶(XYN1)。预先使用衍生自黑曲霉菌株ATCC10577的遗传物

质通过PCR扩增编码黑曲霉木聚糖酶的XYN1基因。然后，依赖于强pADH1启动子和tCYC1终止

子，将PCR产物克隆到表达载体(内部开发的)中。然后，将所得质粒充当生成表达模块的模

板，如以下B段所述。

[0115] 来自里氏木霉的木聚糖酶(XYN2)。使用的里氏木霉木聚糖酶由XYN2基因编码。使

用的序列是cDNA版本，去除了其内含子，并通过密码子进行了优化，以改善酿酒酵母中蛋白

质的翻译。具有依赖于pADH1/tCYC1对的XYN2基因的质粒用作PCR模板来合成表达模块。

[0116] B.获得表达模块

[0117] 发明人采用的策略是，基于酵母在体内进行同源重组的天然能力，在给定位点上
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一步将多个木聚糖酶基因表达模块同时整合到酿酒酵母菌株中。发明人已经确定了用于在

BUD5基因座处整合模块的PCR引物。根据所开发的菌株，整合了1个或4个黑曲霉木聚糖酶或

里氏木霉木聚糖酶表达模块，以及选择模块。

[0118] 每个扩增的模块在其启动子和终止子的两侧均具有重组序列(A1、B1、C1和D1)。这

些序列由PCR引物的浮动尾部(floating  tails)提供(表1)，并允许模块通过这些重组基因

序列之间的同源性进行特异性比对和重组。

[0119] 在多整合表达盒的5'和3'端，与给定基因座(例如BUD5基因座)同源的序列的存在

允许在该给定基因座处同时整合表达模块和同源重组选择模块。

[0120] C.获得和选择转化株

[0121] 获得转化株。对于每个构建体，等摩尔混合不同的模块(参见表2)，以在菌株I‑

4997的BUD5基因座处整合黑曲霉木聚糖酶或里氏木霉木聚糖酶的1或4个拷贝以及选择模

块。

[0122] 首先基于整合盒中选择模块的存在来选择具有正确整合表达模块的克隆。选择模

块包含强启动子/终止子对和基因，该基因的表达赋予含有它的酵母能够使其在给定的培

养基上被选择的特性。由此，发明人分离了衍生自每次转化的克隆。

[0123] 表1:使用的引物及合成的表达模块的命名的列表

[0124]
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[0125]

[0126] 表2:菌株I‑4997转化前的模块混合

[0127]
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[0128]

[0129] 转化株的选择

[0130] (a)与木聚糖酶活性相关的功能筛选。获得的转化株的筛选分两步进行。首先，将

获得的转化株在含有桦木木聚糖的基本培养基中培养。实际上，分泌活性木聚糖酶的克隆

具有将来自培养基的木聚糖水解成木糖的能力。在转化株生长的第一步之后，将CelluXTM

(一种能够消耗木糖的酵母)的接种物添加到每个孔中。观察到CelluXTM在其中生长的孔被

鉴定为含有分泌木聚糖酶活性的克隆。该途径使得可以鉴定表现出所需表型的转化株。为

此，在培养结束时测量培养物的光密度(600nm处的OD)。

[0131] (b)通过PCR验证选择的转化株。在发酵评估前，在鉴定为显示[木聚糖酶]+表型的

那些转化株中，针对每个构建体验证了2个转化株的基因型。在选择的转化株的基因组DNA

上进行了一组PCR反应，以确认理论上存在于获得的构建物中的不同基因是否确实存在。

[0132] D.选择的克隆的表型表征(木聚糖酶活性)

[0133] 固体培养基表型测试。在该测试中，将5μL培养上清液(5％  YPG，30℃，24小时，

150rpm)置于含有桦木木聚糖的培养基上，在用1％刚果红染色并用1M  NaCl脱色后，可以看

到木聚糖的水解圈。对于所有所选的克隆，可观察到水解圈。

[0134] 液体培养基表型测试。该表型特征基于与选择转化株所用相同的原理(见上文)。

在该测试中，将5μL培养的上清液(5％  YPG)在桦木木聚糖(v/v)存在下于50℃孵育过夜，然

后将混合物用在CelluXTM的OD600nm＝0.05处校准的悬浮液接种。用HPLC分析在接种CelluXTM

之前和之后采集的样品，以确定CelluXTM细胞生长过程中木糖的浓度。

[0135] 在液体培养基中的表型测试中获得的结果证实了所选克隆中CelluXTM生长与木糖

消耗之间的相关性。

[0136] 表3：选择的转化株的木糖消耗量的确定与CelluXTM细胞生长的测量
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[0137]

[0138] (a)ER‑GAND‑8159是以保藏号I‑4997保藏于CNCM的菌株

[0139] (b)sXYN＝12U/μL里氏木霉木聚糖酶溶液

[0140] (c)Ethanol 是本申请人于2008年9月4日以保藏号I‑4071保藏于CNCM的菌

株。

[0141] E.选择的克隆在发酵中的评估

[0142] “最大酒精含量”培养基(YFAM)中针对乙醇生产性能的确定。为确定黑曲霉木聚糖

酶和里氏木霉木聚糖酶表达模块的整合是否对转化株生产乙醇的能力存在影响，在含有

280g/kg蔗糖的所谓“最大酒精含量”培养基(组成如下)中对其进行了表征，这使得可在给

定的评估条件下测量其乙醇生产的潜力。

[0143] “最大酒精含量”培养基含有：280g/kg蔗糖，5g/kg酵母提取物，4.7g/kg磷酸二氢

铵(D.A.P.)，11.5g/kg柠檬酸，13.5g/kg柠檬酸钠以及矿物质和维生素。

[0144] 无论是从动力学角度还是结果来看，质量损失的监测没有发现“木聚糖酶”表达模

块整合对转化株最大酒精生产潜力的负面影响，具有4个拷贝的黑曲霉XYN1基因的克隆1除

外，其在动力学水平上的影响非常小(参见图1(A))。

[0145] 糊精培养基中的发酵。为确定选择的转化株是否经由葡糖淀粉酶的产生保留了其

降解淀粉的能力，在糊精培养基中评估了转化株。事实上，用作整合木聚糖酶表达模块的宿

主的菌株对应于具有两个不同来源的葡糖淀粉酶基因的ER‑GAND‑8159菌株(CNCM  I‑

4997)。糊精是淀粉水解产生的分子，分泌葡糖淀粉酶的克隆能够将其降解为葡萄糖，从而

生产乙醇。所使用的发酵条件与YFAM培养基所使用的那些相同。

[0146] 如本领域技术人员所知，“糊精培养基”表示含有糊精的合成培养基。例如，含有淀

粉糊精(220g/kg)，酵母提取物(5g/kg)，尿素(2g/kg)，磷酸二氢钾(1g/kg)以及矿物质和维
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生素的合成培养基。

[0147] 与仅能发酵培养基中初始存在的葡萄糖(约10g/L)的Ethanol 相比，在糊精

发酵培养基中测试的所有克隆均保留了其降解淀粉的能力(参见图1(B))。还应注意的是，

与ER‑GAND‑8159对照相比，具有4个拷贝的编码里氏木霉木聚糖酶的XYN2基因的ER‑GAND‑

XTR‑4c  cl10克隆，和具有1个拷贝的该基因的ER‑GAND‑XTR‑1c  cl8克隆，以及在较小程度

上具有4个拷贝的该基因的ER‑GAND‑XTR‑4c  cl2克隆，其质量损失动力学受到负面影响；而

带有单拷贝XYN2的ER‑GAND‑XTR‑1ccl3克隆(CNCM  I‑5265)则并非如此，其前24小时的质量

损失更快，而接下来40小时内的发酵的质量损失则与对照相同。这些结果表明，所选克隆相

关的影响超过了其证明的整合XYN2基因的真正负面影响。

[0148] 另一方面，与ER‑8159‑GAND‑8159对照(CNCM  I‑4997)相比，测试的四个具有1个或

4个拷贝的XYN1基因(黑曲霉)的ER‑GAND‑XAN转化株在前24小时内具有显著改进的质量损

失生产动力学。

[0149] 四个转化株保藏于CNCM中：菌株ER‑GAND‑XAN‑1C  cl1于2017年4月26日以保藏号

I‑5201保藏于CNCM；ER‑GAND‑XAN‑4C  cl9菌株于2017年12月20日以保藏号I‑5264保藏于

CNCM；ER‑GAND‑XTR‑1C  cl3菌株于2017年12月20日以保藏号I‑5265保藏于CNCM；ER‑GAND‑

XTR‑4C  cl2菌株于2017年12月20日以保藏号I‑5266保藏于CNCM。

[0150] F.结论

[0151] 在该实施例中描述的研究使得可以获得ER‑GAND‑8159菌株的转化株。使用单步多

拷贝整合的策略，通过获得专门设计的表达模块，这些转化株拥有1或4个拷贝的黑曲霉木

聚糖酶基因或里氏木霉木聚糖酶基因。其次，发明人致力于通过PCR验证所获得的转化株的

基因型及其木聚糖水解表型，并确保其生产乙醇和水解淀粉的能力不受所进行的基因改造

的负面影响。

[0152] 实施例2：菌株对生物乙醇生产底物的发酵性能的评估

[0153] A.用于评估表现木聚糖酶活性的菌株的玉米水解产物的制备

[0154] 为评价本研究中产生的菌株，制备了用于生物乙醇生产的发酵培养基。该培养基

与市场上的使用玉米的培养基接近。为此，将玉米粗粒(“Crème  de ”‑MQ‑FT‑19 ,

Moulons  Waast)悬浮以获得具有在水中含约30％干物质的混合物。然后，使用40％的氢氧

化钾溶液将该悬浮液的pH值调节至6，并以0.85mL酶/每公斤使用粗粒(mobilized  grits)

的比例添加α‑淀粉酶型酶(Liquozyme  SC‑DS，Novozymes)。然后，在85℃下对该悬浮液进行

液化热处理3小时。热处理后释放的糖的典型组合物如下表4所示(测得的干物质：29.1％)。

[0155] 表4：液化底物中可用糖的组合物

[0156] 糖 浓度(g/kg)

麦芽糖 23.9

葡萄糖 6.3

果糖 0.7

甘油 0.3

[0157] 该液化底物通过酶法测得的总葡萄糖潜力为226g
葡萄糖

/kg
底物

。

[0158] B.通过添加木聚糖酶基因改造的菌株的乙醇生产性能的评估
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[0159] 与参照ER‑GAND‑8159(CNCM  I‑4997)相比，测试了四个转化株在液化底物上进行

乙醇发酵的性能(2个引入黑曲霉木聚糖酶的克隆，一个具有1个拷贝的基因，另一个具有4

个拷贝的基因；2个克隆每个都具有1个拷贝的里氏木霉木聚糖酶基因)。

[0160] 从被选择用于评估的菌株制备酵母膏。将被选择用于评估的所选五种菌株中的每

种在培养皿上培养24小时，然后在使用前储存在冰箱中。然后，收集每种菌株，并将其用于

在250mL圆底烧瓶中接种于100mL酸性培养基(如YM培养基)中。将该圆底烧瓶在26℃的培养

箱中放置24小时。

[0161] 培养结束时，将每种培养基以4500rpm离心5分钟。除去上清液，添加150mL无菌水

以洗涤酵母。然后，进行第二次离心，除去上清液，将沉淀物溶于20mL无菌水中，通过涡旋匀

化并冷藏保存，然后用于接种发酵测试样品。

[0162] 进行发酵测试。对于每个评估的菌株，将100g液化底物置于250mL圆底烧瓶中。以

尿素的形式以0.5g氮/每千克底物的比例添加矿物氮。然后，使用0.5N硫酸溶液将pH调节至

5。然后，以0.5g酵母膏干物质/每千克底物的比例将每种以膏形式存储的菌株添加到培养

基中。一旦将菌株添加到各自的圆底烧瓶中，将测试置于32℃的培养箱中，以100rpm的速度

进行轨道振荡(orbital  shaking)。

[0163] 通过在线获取发酵产生的CO2压力(以等效质量损失表示)来监控测试。发酵结束

时，收集产物(musts)并通过HPLC分析测量各种生化化合物的浓度并确定发酵平衡。

[0164] 获得的结果。图2(A)展示了观察到的发酵动力学情况。除ER‑GAND‑XTR‑1C‑cl8菌

株显示出初始动力学的延迟外，所有菌株在发酵的前36小时期间均显示出相似的发酵开

始。36小时后，参照菌株ER‑GAND‑8159变慢，动力学相同的ER‑GAND‑XTR‑1C‑cl3(I‑5265)菌

株也变慢。表达黑曲霉木聚糖酶基因的两种菌株在测试过程中均继续以较高的速率发酵并

产生较高的CO2量。在发酵54小时时，具有初始动力学延迟的ER‑GAND‑XTR‑1C‑cl8菌株赶上

了参照水平，并超过了该参照，稍微落后于两种ER‑GAND‑XAN菌株。

[0165] 在发酵结束时，进行分析以测量新转化株的性能增益。图2(B)展示了乙醇含量、甘

油/乙醇质量比和乙醇产率的值，这些值是根据所用底物的葡萄糖潜力计算得到的。

[0166] 观察到ER‑GAND‑XAN转化株在乙醇生产上具有优势(滴度更高和产率更高)且甘油

产率降低。对于ER‑GAND‑XTR菌株，仅克隆8在这些相同参数上具有优势，克隆3在性能上与

参照相似。

[0167] 下表5展示了测试期间收集的所有数据，以将性能与参照进行比较。表格的左侧展

示原始值，右侧展示相对于参考值观察到的增益。

[0168] 因此，在乙醇产率上具有增益的菌株在甘油产率上平行降低。但是，甘油的减少并

不能解释乙醇产率的增加。产率的增益是由于各菌株产生的木聚糖酶的作用，使培养基中

葡萄糖的消耗更加高效果。该结果通过图3所示发酵结束时总糖含量的测量得到证实：在乙

醇产率方面具有优势的菌株具有降低的残余糖含量。

[0169] 表5：转化株性能测试结果
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[0170]

[0171] *参照＝ER‑GAND‑8159；Cl1＝ER‑GAND‑XAN‑1C‑cl1(I‑5201)；

[0172] Cl9＝ER‑GAND‑XAN‑4C‑cl9(I‑5264)；Cl3＝ER‑GAND‑XTR‑1C‑cl3(I‑5265)；以及

[0173] Cl8＝ER‑GAND‑XTR‑1C‑cl8。

[0174] 结论。在ER‑GAND‑8159菌株(I4997)中引入编码黑曲霉木聚糖酶的基因，显著改进

了乙醇生产的性能。与参照菌株相比，在玉米水解产物上发酵测得的产率增益为2 .5％‑

2.6％。通过使葡糖淀粉酶更好地接触培养基中的淀粉，同时降低菌株的甘油反应，木聚糖

酶对发酵基质的作用对于葡糖淀粉酶作用是有益的。糖的这种双重增益(减少了流向甘油

的糖并增加了由葡糖淀粉酶释放的葡萄糖)得到了更好的乙醇产量。尽管在此实施例中略

少，ER‑GAND‑XTR‑1c菌株也具有类似的优势。

[0175] PCT

[0176] (原件为电子形式)

[0177] (该页不是国际申请的一部分且不计数为国际申请的页数)
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[0179] PCT
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[0183] PCT
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[0186]

[0187] 由受理局填写

[0188]

[0189] 由国际局填写

[0190]
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