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ES 2 285 327 T3

DESCRIPCIÓN

Producción de ácido ascórbico en levaduras.

Antecedentes de la invención

1. Campo de la invención

La presente invención hace referencia al campo de la producción de ácido ascórbico. En particular hace referencia
a un proceso de producción de ácido ascórbico en levaduras, incluyendo levaduras recombinantes.

2. Descripción del campo relacionado

El ácido ascórbico (Vitamina C) es un potente antioxidante hidrosoluble vital para el crecimiento y el manteni-
miento de todos los tejidos en seres humanos (Padh H., 1990, Biochem. Cell Biol. 68, 1166-1173). El ácido ascórbico
juega un papel importante en la producción de colágeno, un componente celular esencial para los tejidos conectivos,
los músculos, los tendones, los huesos, los dientes y la piel. El colágeno también es necesario para la reparación de
vasos sanguíneos, hematomas y huesos rotos. El ácido ascórbico ayuda a regular la presión sanguínea, contribuye a
mantener bajos los niveles de colesterol, y ayuda a la eliminación de depósitos de colesterol de las paredes arteriales.
El ácido ascórbico también ayuda a la metabolización del ácido fólico, regula el transporte de hierro al interior de las
células y es necesario para la conversión de los aminoácidos L-tirosina y L-fenilalanina a noradrenalina. La conver-
sión de triptófano a serotonina, la neurohormona responsable del sueño, del control del dolor y del bienestar, también
requiere un aporte adecuado de ácido ascórbico.

Una deficiencia en L-ácido ascórbico puede impedir la síntesis de colágeno llevando a dolor en las articulaciones,
anemia, nerviosidad y retardo en el crecimiento. Otros efectos son una respuesta inmune reducida y un aumento de la
susceptibilidad a las infecciones. La más severa de las deficiencias en ácido ascórbico es el escorbuto, una condición
en la que se observa una inflamación de las articulaciones, sangrado de las encías y hemorragias en los capilares bajo
la superficie de la piel. De no ser tratado, el escorbuto es fatal.

A pesar de que el intestino absorbe fácilmente el ácido ascórbico, éste es excretado en la orina dentro de las dos
horas después de su ingestión. Por tanto, no se puede almacenar en el organismo. El L-ácido ascórbico se produce en
todas las plantas superiores y en el hígado o en el riñón de la mayoría de animales superiores, pero no en los humanos,
los murciélagos, algunas aves y en una variedad de peces. Por lo tanto, los humanos deben tener acceso a suficientes
cantidades de ácido ascórbico de fuentes alimenticias adecuadas o suplementos para mantener una salud óptima.

Los cítricos, las patatas, los pimientos, los vegetales de hoja verde, los tomates y las frutas silvestres son fuentes de
ácido ascórbico. El ácido ascórbico también está disponible comercialmente como suplemento en forma de pastillas,
tabletas, polvos, láminas y jarabes.

L-Ácido ascórbico tiene aprobación de la U.S. Food and Drug Administration para su uso como suplemento de la
dieta y como sustancia conservante; además está en la lista de las sustancias generalmente reconocidas como seguras
de la FDA. El L-Ácido ascórbico se puede utilizar en refrescos como antioxidante para ingredientes que aportan sabor,
en carnes y en productos que contienen carne, para la curación y la conservación, en harinas para aumentar la calidad de
la cocción en el horno, como estabilizante en cervezas, como antioxidante en aceites y grasas y en una gran variedad de
alimentos para su enriquecimiento en ácido ascórbico. El L-Ácido ascórbico también puede ser útil en los productos
quitamanchas, los productos de cuidado del cabello, la producción de plásticos, la fotografía y el tratamiento del
agua.

Las enzimas de las vías biosintéticas que llevan al ácido ascórbico no han sido completamente identificadas. El
conocimiento actual de las vías fisiológicas en plantas y animales se muestra en la Figura. 1.

En animales, la D-glucosa sirve como precursor inicial y el último paso se cataliza por la L-gulono-1,4-lactona
oxidasa microsomal. El enzima se ha aislado y se ha caracterizado de diferentes fuentes. El gen de rata ha sido clonado
y secuenciado (Koshizaka T. y col., 1988, J. Biol. Chem. 263,1619-1621).

Se ha descrito en plantas dos vías discretas para la síntesis de ácido ascórbico. En una vía, el L-ácido ascórbico
se sintetiza a partir de D-glucosa vía L-sorbosona (Loewus M.W. y col., 1990, Plant Physiol. 94, 1492-1495). Existen
evidencias que sugieren que la principal vía fisiológica va desde la D-glucosa vía L-galactosa y L-galactono-1,4-
lactona a L-ácido ascórbico (Wheeler G.L. y col. 1998, Nature, 393, 365-369). Los últimos dos pasos se catalizan
por las enzimas L-galactosa deshidrogenasa y L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa. También en este caso, se ha
aislado y caracterizado el último enzima, y se ha clonado y secuenciado el gen de Brassica oleracea (Ostergaard J. y
col. 1997, J. Biol. Chem., 272, 30009-30016).

Para su uso como aditivo alimentario, el ácido ascórbico se puede aislar de fuentes naturales o se puede sintentizar
químicamente por oxidación de L-sorbosa como en las variaciones del proceso Reichstein (U.S. Pat. No. 2,265,121).
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Es deseable disponer de métodos para la producción de ácido ascórbico mediante procesos convenientes. Dos
requerimientos principales en la producción de ácido ascórbico son que la síntesis debe ser enantio-selectiva, ya que
sólo el L-enantiómero del ácido ascórbico es biológicamente activo y que el ambiente en los últimos pasos del proceso
deben ser no-oxidantes, ya que el ácido ascórbico se oxida muy fácilmente.

Una posible aproximación es la producción de L-ácido ascórbico en microorganismos. Los microorganismos se
pueden cultivar fácilmente a escala industrial. A pesar de que la producción de L-ácido ascórbico en microorganismos
y hongos ha sido ya descrita en el pasado, evidencias recientes demuestran que se producen análogos del L-ácido
ascórbico, y no el propio L-ácido ascórbico (Hub W.K. y col. 1998, Mol. Microbiol. 30, 895-903) (Hancock R.D. y
col., 2000, FEMS Microbiol. Let. 186, 245-250) (Dumbrava V.A. y col. 1987, BBA 926, 331-338). En levaduras (las
especies Candida y Saccharomyces), se ha descrito la producción de ácido eritroascórbico (Huh W.K. y col., 1994,
Eur. J. Biochem, 225, 1073-1079) (Huh W.K. y col., 1998, Mol. Microbiol. 30, 4, 895-903). En tales levaduras, se
ha propuesto la existencia de una vía fisiológica a partir de la D-glucosa vía D-arabinosa y D-arabinono-1,4-lactona
a ácido eritroascórbico (Kim S.T. y col., 1996, BBA, 1297, 1-8). Se han caracterizado Las enzimas D-arabinosa
deshidrogenasa y D-arabinono-1,4-lactona oxidasa de Candida albicans asi como de S. cerevisiae. Interesantemente,
L-galactosa y L-galactono-1,4-lactona son substratos para estas actividades in vitro.

La producción de L-ácido ascórbico in vivo se ha conseguido cultivando células de Candida salvaje con L-galac-
tono-1,4-lactona (International Patent Application WO85/01745). Recientemente se ha mostrado que las células de
S. cerevisiae salvaje acumulan L-ácido ascórbico intracelular cuando se incuban con L-galactosa, L-galactono-1,4-
lactona, o L-gulono-1,4-lactona (Hancock y col., 2000, FEMS Microbiol. Lett. 186, 245-250) (Spickett C.M. y col.,
2000, Free Rad. Biol. Med. 28, 183-192).

Las células salvajes de Candida incubadas con L-galactono-1,4-lactona acumulan L-ácido ascórbico en el medio,
sugiriendo que esta levadura tiene un mecanismo biológico para la secreción del L-ácido ascórbico acumulado en el
interior de la célula; de hecho, el L-ácido ascórbico es una molécula compleja y es científicamente razonable que su
acumulación en el medio no esté relacionada con un proceso de simple difusión sino que dependa de un transporte
activo. Esta conclusión se basa en la identificación y la caracterización de transportadores de L-ácido ascórbico en
células de organismos eucariotas más complejos (mamíferos) (Daruwala R. y col., 1999, FEBS Letters. 460, 480-
484). A pesar de esto, los transportadores de L-ascorbato no se han descrito en géneros de levaduras. Sin embargo,
mientras que las células de Candida que crecen en un medio que contiene L-galactono-1,4-lactona acumulan L-ácido
ascórbico en el medio, la acumulación en el medio de L-ácido ascórbico utilizando células de S. cerevisiae incubadas
en presencia de precursores de ácido ascórbico no se ha descrito, sorprendentemente.

Un método deseable para la producción a gran escala de ácido ascórbico comprende la utilización de microorga-
nismos ingeniados genéticamente (es decir, microorganismos recombinantes). Tanto los microorganismos eucarióticos
como los procarióticos están siendo utilizados en la actualidad para la producción de proteínas heterólogas así como
para la producción de metabolitos heterólogos. Entre los procariotas Escherichia coli y Bacillus subtilis se utilizan
frecuentemente. Entre los eucariotas, las levaduras S. cerevisiae y Kluyveromyces lactis se utilizan frecuentemente. A
pesar del gran éxito de estos huéspedes, tan sólo se ha descrito un ejemplo para la producción de L-ácido ascórbico
a partir de células transformadas. Debido a que solamente las células eucariotas son productoras naturales de L-ácido
ascórbico, es todavía más sorprendente que sólo un huésped microbiótico procariótico transformado haya sido descrito
que lleve a la acumulación intracelular de L-ácido ascórbico. Lee y col. (Appl. Environment. Microbiol., 1999, 65,
4685-4687), mostraron que la clonación del gen de S. cerevisiae que codifica para la D-arabinono-1,4-lactona oxidasa
en E. coli permite la producción de L-ácido ascórbico en células de E. coli incubadas con L-galactono-1,4-lactona. La
acumulación de L-ácido ascórbico sólo se observó a nivel intracelular.

No se ha descrito datos experimentales acerca de la producción de L-ácido ascórbico a partir de microorganismos
eucarióticos transformados. Ostergaard y col. clonaron el gen que codifica para la L-galactono-1,4-lactona deshidro-
genasa de la coliflor en la levadura de S. cerevisiae (J. Biol. Chem., 1997, 272, 30009-30016). Mientras que los autores
encontraron actividad L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa en extractos de levadura in vitro (ensayo de citocromo
c, ver Ostergaard y col.), no pudieron demostrar la producción de L-ácido ascórbico in vivo.

Berry y col., solicitud de patente internacional. WO 99/64618 discuten el uso potencial de la vía biosintética de
ácido ascórbico en plantas; se da un énfasis especial a la actividad que cataliza la conversión de GDP-D-manosa a
GDP-L-galactosa. No obstante, la caracterización del enzima que cataliza este paso no se ha presentado en detalle. La
sobreexpresión de un homólogo de E. coli resultó ser inactiva.

Smirnoff y col., WO 99/33995, discuten el uso de la L-galactosa deshidrogenasa para la producción de ácido
ascórbico. El enzima fue purificado de semillas de guisante y se determinó la secuencia N-terminal de la proteína.
La secuencia completa se desconoce, todavía no se ha publicado. La secuencia parcial de la enzima L-galactosa
dehidrogenasa es el 72% idéntica en los aminoácidos 5-22 de una secuencia putativamente codificante de Arabidopsis
thaliana, número de acceso 3549669.

Roland y col., números de patentes U.S. 4,595,659 y 4,916,068, discuten el uso de cepas de Candida no re-
combinantes para la conversión de sustratos L-galactónicos a L-ácido ascórbico. Roland y col. describen el enzima
responsable como L-galactono-1,4-lactona oxidasa.
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Kumar, WO 00/34502, discute la producción de L-ácido ascórbico en Candida blankiiy Cryptococcus dimennae,
levadura capaz de utilizar ácido 2-ceto-L-gulónico como única fuente de carbono en la producción. Kumar excluye
específicamente la producción en levadura por una vía que implica a la L-galactonolactona oxidasa o por la conversión
de precursores L-galactónicos.

Es deseable disponer de métodos para la producción de ácido ascórbico a través de procesos de fermentación.

Resumen de la invención

En una primera realización, esta invención hace referencia a un método para generar ácido ascórbico o una de sus
sales, como se define aquí en las reivindicaciones 1 a 33.

En una segunda realización, la presente invención hace referencia a un método para estabilizar ácido ascórbico o
una sal del mismo en un medio, como se define aquí en las reivindicaciones 34 a 36.

Otras realizaciones están dirigidas a levaduras recombinantes como se define aquí en las reivindicaciones 37 a 39.

Descripción de los dibujos

La Figura 1 proporciona una representación esquemática del conocimiento actual sobre las vías biosintéticas fi-
siológicas que llevan de la D-glucosa al L-ácido ascórbico en plantas o animales, respectivamente. Los siguientes
enzimas están implicados: A, L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (1.3.2.3); B, L-galactosa deshidrogenasa; C,
azúcar fosfatasa (3.1.3.23, putativa); D, hidrolasa (putativa); E, GDP-manosa-3,5-epimerasa (5.1.3.18); F, manosa-1-
fosfato guanililtransferasa (2.7.7.22); G, fosfomanomutasa (5.4.2.8); H, manosa-6-fosfato isomerasa (5.3.1.8); I, glu-
cosa-6-fosfato isomerasa (5.3.1.9); J, hexoquinasa (2.7.1.1); 1, L-gulono-1,4-lactona oxidasa (1.1.3.8); 2, aldonolacto-
nasa (3.1.1.17); 2a, glucurono lactona reductasa (1.1.1.20); 3, D-glucuronato reductasa (1.1.1.19); 3a, uronolactonasa
(3.1.1.19) o espontáneo; 4, D-glucurono quinasa (2.7.1.43); 5, glucuronato-1-fosfato uridililtransferasa (2.7.7.44); 6,
UDP-D-glucosa dehidrogenasa (1.1.122); 7, UTP-glucosa-1-fosfato uridililtransferasa (2.7.7.9); 8, fosfoglucomutasa
(5.4.2.2), 9, hexoquinasa (2.7.1.1). Sin embargo, se debe acentuar que en el ámbito de la presente invención para
producir L-ácido ascórbico, los enzimas útiles no están limitados a los de vías fisiológicas.

La Figura 2 muestra la estabilidad del ácido ascórbico en las condiciones de cultivo. Se añadió ácido ascórbico
al medio mineral (glucosa al 2%, YNBal 0.67%) y se incubó en condiciones estándar durante 7 días. El frascón del
panel A fue inoculado a tiempo cero con GRF18U de S. cerevisiae a una OD660 inicial de 0.05, mientras que el matraz
del panel B se mantuvo estéril. Se tomaron muestras a los tiempos indicados y se determinó la concentración de ácido
ascórbico. A pesar de que el ácido ascórbico era estable en este medio, en presencia de levaduras viables se degradaba
completamente en 7 días en medio estéril. Esto demuestra que la incubación de levaduras viables en un medio con
ácido ascórbico se puede utilizar como método para estabilizar ácido ascórbico.

La Figura 3 muestra la habilidad endógena de las levaduras para convertir los precursores L-galactono-1,4-lactona
(Gal) o L-gulono-1,4-lactona (Gul) a ácido ascórbico. Las células de levadura no transformadas (GRF18Ude S. ce-
revisiae, W3031B y ATCC 60483 de Z. bailii) fueron cultivadas en medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%)
en presencia de L-galactono-1,4-lactona o L-gulono-1,4-lactona 100 mM, respectivamente, durante 72 hr. (la OD660

inicial fue de 0.05); “-” significa que no se añadió ningún precursor. Mientras el ácido ascórbico se acumulaba en la
célula, no se detectó ácido ascórbico en el caldo de cultivo.

La Figura 4 muestra la habilidad endógena de las levaduras para convertir la L-galactosa en ácido ascórbico. S.
cerevisiae no transformados (GRF18U y W3031B), Z. bailii ATCC 60483 y K. lactis PM6-A fueron cultivados en
medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando con una OD660 de 0.05 durante toda la noche. Luego, se
añadió 250 mg l−1 de L-galactosa y los cultivos se mantuvieron bajo condiciones estándar otras 24 horas antes de
la determinación del ácido ascórbico. Todas las cepas acumularon ácido ascórbico intracelularmente mientras que el
ácido ascórbico fue indetectable en el caldo de cultivo excepto para Z. bailii, que acumuló un pequeña cantidad. (Se
cree que el alto fondo de partículas en K. lactis se debe al ácido eritroascórbico, presente de manera natural en esta
especie de levadura a concentraciones más altas que en S. cerevisiae).

La Figura 5 muestra la conversión de L-galactono-1,4-lactona a ácido ascórbico por levaduras recombinantes de
GRF18U de S. cerevisiae salvaje (control), o transformadas con una región codificante para AGD o ALO, respecti-
vamente, se cultivaron en medio vegetal (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando a partir de una OD660 de 0.05
en presencia de L-galactono-1,4-lactona (Gal) 50 mM durante 72 horas. Mientras que las células control no acumu-
laron ácido ascórbico en el medio de cultivo, las células transformadas con la región codificante para AGD o ALO
inesperadamente acumularon cantidades considerables (es decir por encima de los niveles de ruido de fondo) de ácido
ascórbico en el medio de cultivo. No se detectó ácido ascórbico en cultivos sin la adición de L-galactono-1,4-lactona
(marcada -).

La Figura 6 muestra la conversión de L-galactosa en ácido ascórbico por levaduras recombinantes de GRF18U de
S. cerevisiae salvajes (control), transformadas con la región que codifica para LGDH; AGD; ALO; AGD y LGDH;
ALO y LGDH; o ARA y ALO, respectivamente, fueron cultivadas en medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%)
empezando a partir de una OD660 de 0.05 durante toda la noche. Luego se añadieron 250 mg l−1 de L-galactosa y
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los cultivos se mantuvieron bajo condiciones estándar durante otras 24 horas antes de la determinación del ácido
ascórbico. Las células control o las células transformadas con sólo una región codificante que codifica LGDH no
acumularon ácido ascórbico en el medio de cultivo. Las células transformadas con regiones codificantes que codifican
LGDH y cualquiera de las AGD o ALO, así como las células transformadas con regiones codificantes que codifican
ARA y ALO, acumularon cantidades considerables (es decir superiores a los niveles del fondo de partículas) de ácido
ascórbico en el medio.

La Figura 7 muestra la conversión de L-galactosa a ácido ascórbico en un cultivo de elevada densidad celular
de levadura recombinante de GRF18U de S. cerevisiae salvaje (control) o GRF18U transformada con una región
codificante que codifica ALO, o regiones codificantes que codifican LGDH y ALO, respectivamente, creciendo en un
medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando a partir de una DO660 de 0.05 toda la noche. A tiempo 0,
las células se concentraron 10 veces y se añadieron 250 mg l−1 de L-galactosa al cultivo, se mantuvo bajo condiciones
estándar durante 6 días. A los tiempos indicados, se tomaron las concentraciones de ácido ascórbico en el medio
de cultivo de las muestras. Mientras que las células control no acumularon ácido ascórbico en el medio de cultivo,
las células transformadas con una región codificante que codifica ALO sola o con regiones codificantes que codifican
ALO y LGDH acumularon cantidades considerables (es decir superiores a los niveles del fondo de partículas) de ácido
ascórbico en el medio.

La Figura 8 muestra la conversión de L-galactosa a ácido ascórbico con la levadura recombinante de ATCC 36947
de Z. bailii (control), Z. bailii transformada con un vector vacío (pZ3); una región codificante que codifica LGDH; una
región codificante que codifica ALO; o regiones codificantes que codifican ALO y LGDH; respectivamente, se hicieron
crecer en un medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) empezando a partir de una DO660 de 0.05 toda la noche
en presencia de antibióticos selectivos apropiados (G418 para pZ3, higromicina para pAG26TPI, o ambos). Después
se añadieron a los cultivos 250 mg l−1 de L-galactosa y se llevaron bajo condiciones estándar durante otras 24 horas
antes de la determinación del ácido ascórbico. Las células salvajes de ATCC 36947 de Z. bailii acumularon menores
cantidades de ácido ascórbico en el medio después de la incubación con L-galactosa. Las células transformadas con
el vector vacío o el vector comprendiendo la región codificante que codifica LGDH no acumularon ácido ascórbico
en el medio de cultivo. Las células transformadas con sólo la región codificante que codifica ALO, o con regiones
codificantes que codifican LGDH y ALO acumularon cantidades considerables (es decir mayores que los niveles del
fondo de partículas) de ácido ascórbico en el medio. La expresión de la resistencia a antibiótico usada para la selección
del plásmido o los antibióticos usados para esta selección pueden interferir con la acumulación o la determinación
de ácido ascórbico en los cultivos. Esto correlaciona con los datos, en el hecho que las células que expresan ALO
sin expresar resistencia a higromicina sin higromicina en el medio, acumulan más ácido ascórbico que las células
que expresan ALO así como resistencia a higromicina, las cuales crecieron en un medio que contenía higromici-
na.

La Figura 9 muestra la conversión de ácido L-gulónico y L-gulono-1,4-lactona a ácido ascórbico con las GRF18U
recombinantes de S. cerevisiae. Las células GRF18U se transformaron con un plásmido vacío (pL, control); plásmidos
pL-RGLO; plásmidos pL y pH-AL; o plásmidos pL-RGLO (RGLO es una forma aislada de GLO de R. norvegicus)
y pH-AL, respectivamente. La levadura recombinante se creció en un medio mínimo (glucosa al 2%, YNB al 0.67%)
empezando por una DO660 de 0.05 toda la noche. Luego se añadieron de ácido L-gulónico o L-gulono-1,4-lactona 66
mM. Después de 48 horas, las células se retiraron y se determinó la concentración intracelular de ácido ascórbico. El
ácido ascórbico no se determinó en el sobrenadante (no mostrado). Las células transformadas con la región codificante
que codifica AL acumularon ácido ascórbico con unos niveles más altos que los del fondo de partículas con ácido L-
gulónico presente como substrato. Las células transformadas con RGLO sólo acumularon unas tres veces la cantidad
de ácido ascórbico observadas en el control (por ejemplo, GRF18U/pL) con L-gulono-1,4-lactona presente como
substrato.

La Figura 10 muestra la conversión intracelular de L-gulono-1,4-lactona (por ejemplo, gul) a ácido ascórbico en
el cultivo de Z. bailii. Recombinante, ATCC de 36947 Z. bailii y ATCC 60483 de Z. bailii se transformaron con
ambos plásmidos, el plásmido de expresión vacío pZ3 de Z. bailii o con pZ3-RGLO (RGLO es GLO aislado de R.
norvegicus). La levadura se creció en un medio mineral (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) a partir de una DO660 de
0.05 toda la noche en presencia de G418. Luego se añadieron de ácido L-gulonic-1,4-lactona 100 mM y el cultivo
se mantuvo a condiciones estándar otras 48 horas antes de la determinación de ácido ascórbico. Ambas cepas de Z.
bailii que expresan RGLO produjeron niveles intracelulares relativamente altos de ácido ascórbico en presencia de L-
gulono-1,4-lactona.

Descripción de los ejemplos de realización ilustrativos

El medio en el cual la levadura se cultiva puede ser cualquier medio conocido en el campo que sea útil para este
propósito. Las técnicas de cultivo y el medio se conocen bien en el campo. Normalmente, pero no de forma limitada,
el cultivo se realiza mediante una fermentación acuosa en un recipiente apropiado. Los ejemplos de recipientes típicos
para la fermentación de levadura incluyen un frasco agitado o un bioreactor.

El medio comprende cualquier compuesto que se necesite para el crecimiento de las levaduras y uno o más pre-
cursores para la producción de ácido ascórbico. Los componentes para el crecimiento de la levadura y los precursores
para la producción del ácido ascórbico pueden o no ser idénticos.
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El medio comprende una fuente de carbono, como la glucosa u otros carbohidratos (como la sacarosa, la fructosa,
la arabinosa, la lactosa, la galactosa, la maltosa, la rafinosa, etanol, metanol glicerol, o hidrolizados de materia vegetal,
entre otros). Normalmente, el medio también comprende una fuente de nitrógeno, ya sea orgánica o inorgánica, y
el medio debe también comprender componentes como aminoácidos; purinas; pirimidinas; licor de maíz empapado;
extracto de levadura; hidrolizados de proteína; vitaminas solubles en agua, como las vitaminas del complejo B; o sales
inorgánicas como cloruros, hidrocloruros, fosfatos, o sulfatos de Ca, Mg, Na, K, Fe, Ni, Co, Cu, Mn, Mo, o Zn, entre
otros. También se pueden utilizar componentes adicionales conocidos por aquellos especialistas que puedan ser útiles
en el campo del cultivo de la levadura o la fermentación. El medio se puede tamponar o no.

El medio también comprende un precursor de ácido ascórbico. El precursor de ácido ascórbico es cualquier com-
puesto que, en la levadura, se puede convertir, ya sea de forma directa o a través de pasos intermedios, a L-ácido
ascórbico. Los precursores de ácido ascórbico se pueden seleccionar del grupo que consiste en monosacáridos, oli-
gosacáridos, polisacáridos, alcoholes de C1-C6, polioles de C2-C6, ácidos orgánicos incluyendo aminoácidos y ácidos
grasos, y lactonas de C5-C6. Los sacáridos y los ácidos orgánicos pueden incluir sacáridos y ácidos orgánicos que se
hayan fosforilados y/o modificado con UDP o GDP. Preferentemente el precursor del ácido ascórbico se selecciona del
grupo que consiste en trealosa; xilosa; xilulosa; rafinosa; etanol; maltosa; glicerol; fructosa; arabinosa; D-glucosa-6-P;
D-glucosa-1-P; UDP-D-glucosa; UDP-ácido glucurónico; D-ácido glucurónico-1-P; D-ácido glucurónico; D-glucu-
rono lactona; L-ácido gulónico; D-fructosa-6-P; D-manosa-6-P; D-manosa-1-P; GDP-D-manosa; GDP-L-galactosa;
L-galactosa-1-P; lactosa; sucrosa; almidón; celulosa; citrato; metanol; formaldehído; formato; metilamina; alanina;
ácido oleico; L-galactono-1,4-lactona; D-glucosa; L-gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y L-ácido gulónico, entre otros.
Es más preferible que el precursor de ácido ascórbico se seleccione de entre L-galactono-1,4-lactona; D-glucosa; L-
gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y L-ácido gulónico. Dos o más precursores de ácido ascórbico también se pueden
utilizar. Además, en ciertas realizaciones, como precursor del ácido ascórbico también puede ser útil una fuente de
carbono para cultivar la levadura.

Durante el curso de la fermentación, la levadura convierte el precursor del ácido ascórbico a L-ácido ascórbico con
uno o más pasos. Un medio preferido que comprenda glucosa, YNB (Base de nitrógeno de Levadura), y al menos uno
de L- ácido gulónico; L-galactono-1,4-lactona; L-gulono-1,4-lactona; o L-galactosa.

Después que el cultivo haya progresado durante un tiempo suficiente para producir la concentración deseada de
L-ácido ascórbico en el medio de cultivo, se aísla el L-ácido ascórbico. “Aislamiento”, se utiliza aquí refiriéndose al
ácido ascórbico, significa llevar el cultivo a un estado de mayor pureza mediante la separación del ácido ascórbico
de otros componentes de la levadura o del medio que no sean ácido ascórbico. Se prefiere el aislamiento del ácido
ascórbico como mínimo a un 95% de pureza, y más preferible a un 99% de pureza.

Para aislar el L-ácido ascórbico de la levadura, el primer paso del aislamiento, después que la levadura se haya
separado del medio, normalmente es mediante la lisis de la levadura con tratamientos químicos o enzimáticos, con
cuentas de vidrio, sonicación, ciclos de congelación/descongelación, u otras técnicas conocidas. El L-ácido ascórbico
puede se puede purificar de entre membranas, proteínas, ácidos nucleicos y otras fracciones de la levadura lisada
con técnicas apropiadas, como la centrifugación, la filtración, la microfiltración, la ultrafiltración, la nanofiltración, la
extracción líquido-líquido, la cristalización, los tratamientos enzimáticos con nucleasas o proteasas, o la cromatografía,
entre otros.

Para aislar el L-ácido ascórbico acumulado en el medio, el aislamiento comprende purificar el ácido ascórbico del
medio. La purificación puede ser realizada con técnicas conocidas, como el uso de resinas de intercambio iónico, car-
bón activado, microfiltración, ultrafiltración, nanofiltración, extracción líquido-líquido, cristalización, o cromatografía,
entre otros.

El L-ácido ascórbico se puede aislar de la levadura y del medio.

La levadura acumula L-ácido ascórbico en el medio durante la etapa de cultivo, y preferentemente la concentración
de L-ácido ascórbico se estabilizará o se le permitirá incrementar. Es más preferible que el L-ácido ascórbico en el
medio se estabilice con la presencia de levaduras variables.

En una realización, la presente invención relata un método para generar ácido ascórbico, comprendiendo (i) el
cultivo de la levadura recombinante en un medio que comprenda como mínimo un precursor de ácido ascórbico, que
en consecuencia forme ácido ascórbico, y (ii) el aislamiento del ácido ascórbico.

Una levadura “recombinante” es una levadura que contiene una secuencia de ácido nucleico no natural de la
levadura o una o varias copias adicionales de una secuencia endógena de ácido nucleico, esta secuencia de ácido
nucleico se introduce dentro la levadura o de una célula ancestral mediante la acción del hombre. Las técnicas de
ADN recombinantes conocen bien, como en Sambrook y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press, que aporta más información respecto a varias técnicas conocidas en el campo y que se
discuten aquí. En esta realización, una región codificante de un gen homólogo y/o heterólogo se aísla de un organismo,
el cual posee el gen. El organismo puede ser una bacteria, un procariota, un eucariota, un microorganismo, un hongo,
una planta o un animal.
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El material genético que comprende la región codificante se puede extraer de células del organismo con cualquier
técnica conocida. A partir de entonces, la región codificante se puede aislar con cualquier técnica apropiada. En
una técnica conocida, la región codificante se aísla con, primero, la preparación de una librería genómica de ADN
o una librería de cADN, y segundo, la identificación de la región codificante en la librería de ADN o la librería
de cADN, como con la prueba de la librería con nucleótidos etiquetados, seleccionada por ser o presumir de ser
como mínimo parcialmente homóloga con la región codificante, determinando dónde la región codificante imparte un
fenotipo detectable a un microorganismo de librería que incluye la región codificante, o amplificando la secuencia
deseada con PCR. Otras técnicas conocidas para el aislamiento de la región codificante también de pueden utilizar.

Las levaduras se describen en N. J. W. Kreger-van Rij, “Las Levaduras” Vol. 1 de Biology of Yeasts, Ch. 2, A. H.
Rose and J. S. Harrison, Eds. Academic Press, London, 1987. Las levaduras recombinantes utilizadas de acuerdo con
la invención son S. cerevisiae y Z. Bailii. Preferiblemente se trata de la levadura de la cepa GRF18U o W3031B de S.
cerevisiae o ATCC 60483 de Z. bailii o ATCC 36947 de Z. bailii.

Preferentemente, una levadura recombinante de la presente invención no es capaz de producir L-ácido ascórbico a
partir del ácido 2-ceto-L-gulónico.

Preferentemente, la levadura recombinante comprende como mínimo una región codificante que codifica una enzi-
ma, con lo cual la levadura recombinante, que ha sido funcionalmente transformada, es capaz de convertir un precursor
de ácido ascórbico a ascorbato en uno o más pasos.

El medio en el cual la levadura recombinante es cultivada puede ser cualquier medio conocido en el campo que sea
adecuado para este propósito. Las técnicas de cultivo y el medio son bien conocidas en el campo. Normalmente, pero
sin limitarlo, el cultivo tiene lugar mediante una fermentación acuosa en un recipiente apropiado. Ejemplos típicos de
recipientes para la fermentación de la levadura comprenden frascos agitados o un bioreactor.

El medio comprende cualquier compuesto requerido para el crecimiento de la levadura y uno o más precursores
para la producción de ácido ascórbico. Los componentes para el crecimiento de la levadura y los precursores para la
producción de ácido ascórbico pueden o no ser idénticos, y los componentes adecuados del medio y los precursores de
ácido ascórbico han sido descritos anteriormente. Durante el curso de la fermentación, el precursor del ácido ascórbico
se internaliza por la levadura recombinante y se convierte, mediante uno o más pasos, a L-ácido ascórbico. El L-ácido
ascórbico producido por la levadura recombinante puede ser contenido dentro de la levadura, o puede ser acumulado
en el medio en unos niveles similares a los del fondo de partículas.

Después que el cultivo haya progresado un tiempo suficiente para producir la concentración deseada de L-ácido
ascórbico en el medio de cultivo, se aísla el L-ácido ascórbico, como se describe arriba. El L-ácido ascórbico puede ser
aislado de la levadura y del medio. Como se explica arriba, preferentemente la concentración de L-ácido ascórbico se
estabiliza o se le permite que incremente. Todavía es más preferible que el L-ácido ascórbico en el medio se estabilice
con la presencia de una levadura viable.

En el método de la presente invención, una región codificante introducida dentro de una levadura recombinante
codifica como mínimo un primer enzima D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO). En una realización preferida, la
región codificante de D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) se aísla de S. cerevisiae. Debe notarse que el término
“aislado”, como se usa aquí en referencia a una secuencia de ácido nucleico, hace referencia a la última fuente, no a la
fuente inmediata, de la región codificante. Así, una región codificante “se aísla” de un organismo si este codifica una
secuencia de una proteína sustancialmente idéntica a la misma proteína purificada de las células del organismo.

En ciertas realizaciones, la levadura recombinante es capaz de convertir como mínimo un 25% en el medio en
el que se cultiva la levadura a ácido ascórbico. Más preferiblemente, la levadura recombinante cultivada es capaz de
convertir como mínimo un 35% de al menos un precursor de ácido ascórbico del medio de cultivo a ácido ascórbico,
y es más preferible que la levadura sea capaz de convertir como mínimo un 40% del precursor de ácido ascórbico a
ácido ascórbico.

Preferentemente el ácido ascórbico se acumula en el medio a la concentración final de como mínimo unos 20 mg
de ácido ascórbico/l de medio de cultivo, es más preferible si la concentración final es como mínimo unos 40 mg
de ácido ascórbico/1 medio de cultivo, y es todavía más preferible si la concentración final es de unos 70 mg ácido
ascórbico/l medio de cultivo.

En ciertas realizaciones, la levadura recombinante se transforma funcionalmente con una región codificante que
codifica un segundo enzima más que un primer enzima, en el que el segundo enzima se selecciona del grupo que
consiste en L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) y D-arabinono des-
hidrogenasa (ARA).

En una realización todavía más preferida, las regiones codificantes que codifican LGDH y AGD se han aislado de
A. thaliana, y la región codificante que codifica ARA se ha aislado de S. cerevisiae.

En una realización preferida, la levadura se transforma funcionalmente con la región codificante que codifica una
proteína que presenta actividad D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) y se transforma más funcionalmente con una
región codificante que codifica una proteína que presenta actividad L-galactosa deshidrogenasa (LGDH).
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En otra realización aún más preferida, la levadura se transforma funcionalmente con la región codificante que
codifica una proteína que tiene actividad D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) y la región codificante que codifica
una proteína que presenta actividad D-arabinono deshidrogenasa (ARA).

En una realización más preferida, la levadura recombinante además comprende como mínimo una región codi-
ficante que codifica una enzima asociada con la conversión de una fuente de carbono a L-galactosa. La enzima es
preferentemente seleccionada del grupo que consiste en hexoquinasas, glucosa-6-fosfato isomerasa, manosa-6-fosfa-
to isomerasa, fosfomanomutasa, manosa-1-fosfato guanililtransferasa, GDP-manosa-3,5-epimerasa, GDP-L-galactosa
hidrolasa, y L-galactosa fosfato fosfatasa.

En una realización más preferida, la levadura recombinante además comprende como mínimo una región codifi-
cante que codifica una enzima asociada con la conversión de una fuente de carbono a ácido L-gulónico. El enzima
se selecciona preferiblemente del grupo que consiste en hexoquinasa, fosfoglucomutasa, UTP-glucosa-1-fosfato uri-
dililtransferasa, UDP-D-glucosa deshidrogenasa, glucuronato-1-fosfato uridililtransferasa, D-glucurono quinasa y D-
glucuronato reductasa.

En otra realización preferida, la levadura recombinante además comprende como mínimo una región codificante
que codifica una enzima asociada con la conversión de una fuente de carbono a L-gulono-1,4-lactona. La enzima
es preferentemente seleccionada del grupo que consiste en hexol ADNsa, fosfoglucomutasa, UTP-glucosa-1-fosfato
uridililtransferasa, UDP-D-glucosa deshidrogenasa, glucuronato-1-fosfato uridililtransferasa, D-glucurono quinasa,
uronolactonasa, D-glucuronato reductasa y glucurono lactona reductasa.

En otra realización más preferida, la secuencia de aminoácidos del enzima LGDH o una proteína que tiene actividad
LGDH tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de similitud con SEQ ID NO:11;
la secuencia de aminoácidos del enzima AGD o una proteína que tenga actividad AGD tiene como mínimo un 70%,
más preferible un 80%, y más preferible un 90% de similitud con la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:3; la secuencia de
aminoácidos del enzima ARA o una proteína que tenga actividad ARA tiene como mínimo un 70%, más preferible un
80%, y más preferible un 90% de similitud con la SEQ ID NO:20; la secuencia de aminoácidos del enzima ALO o una
proteína que tenga actividad ALO tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de
similitud con la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; donde la “similitud” se determina con un alineamiento de secuencia
realizado con el programa CLUSTAL.

En otra realización más preferida, la secuencia de aminoácidos del enzima LGDH o una proteína que tenga acti-
vidad LGDH tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de identidad con la SEQ
ID NO:11; la secuencia de aminoácidos del enzima AGD o una proteína que tenga actividad AGD tiene como mínimo
un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:3; la
secuencia de aminoácidos del enzima ARA o una proteína que tenga actividad ARA tiene como mínimo un 70%, más
preferiblemente un 80%, y más preferiblemente un 90% de identidad con la SEQ ID NO:20; la secuencia de aminoá-
cidos del enzima ALO o una proteína que tenga actividad ALO tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%,
y más preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7; donde la “identidad” se determina
mediante el alineamiento de secuencia realizado con el programa CLUSTAL.

En otra realización más preferida, la región codificante que codifica el enzima LGDH o una proteína con actividad
LGDH tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de identidad con la SEQ ID
NO 12; la región codificante que codifica la enzima AGD o una proteína con actividad AGD tiene como mínimo un
70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO 2 o los nucleótidos entre el
56 al 1858 de la SEQ ID NO 4; la región codificante codificando el enzima ARA o una proteína con actividad ARA
tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de identidad con los nucleótidos entre
el 285 al 1319 de la SEQ ID NO 21; la región codificante codificando el enzima ALO o una proteína con actividad
ALO tiene como mínimo un 70%, más preferible un 80%, y más preferible un 90% de identidad con la SEQ ID NO
6 o los nucleótidos entre el 4 al 1584 de la SEQ ID NO 8; donde la “identidad” se determina con un alineamiento de
secuencia realizado con el programa CLUSTAL.

La presente invención también relata los polipéptidos que se codifican con secuencias de ácidos nucleicos que son
capaces de hibridar bajo condiciones estándar con un oligonucleótido prueba que hibrida bajo las mismas condiciones
con la secuencia de ácidos nucleicos explicados en la SEQ ID NO:12, la SEQ ID NO:2, nucleótidos del 56 al 1858
de la SEQ ID NO:4, nucleótidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO:21, la SEQ ID NO:6, y nucleótidos del 4 al 1584
de la SEQ ID NO:8, así como la cadena complementaria de la misma o una subsecuencia de la misma (J. Sambrook,
E. F. Fritsch, and T. Maniatus, 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2nd edition, Cold Spring Harbor,
New York). El oligonucleótido prueba puede consistir en la región codificante en si misma o en una subsecuencia
de la misma. La hibridación indica que existe una secuencia análoga de ácidos nucleicos, en ambas la secuencia de
nucleótidos aportada se muestra en la SEQ ID NO:12, la SEQ ID NO:2, los nucleótidos del 56 al 1858 de la SEQ ID
NO:4, nucleótidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO:21, la SEQ ID NO:6, y los nucleótidos del 4 al 1584 de la SEQ
ID NO:8, o una subsecuencia de la misma.

Así, en otra realización preferida, la levadura recombinante se transforma funcionalmente con una región codifi-
cante que se selecciona de una región codificante que codifica una proteína que tiene actividad LGDH que hibrida con
una cadena complementaria al polinucleótido descrito en la SEQ ID NO:12; una región codificante que codifica una
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proteína con actividad AGD que hibrida con la cadena complementaria del polinucleótido descrito en la SEQ ID NO:2
o los nucleótidos del 56 al 1858 de la SEQ ID NO:4; una región codificante que codifica una proteína con actividad
ARA que hibrida con la cadena complementaria del polinucleótido descrito en los nucleótidos del 285 al 1319 de
la SEQ ID NO:21; y una región codificante que codifica una proteína con actividad ALO que hibrida con la cadena
complementaria del polinucleótido descrito en la SEQ ID NO:6 o los nucleótidos del 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8;
donde la región codificante hibrida con la cadena complementaria del polinucleótido bajo condiciones astringentes de
hibridación. Las condiciones astringentes de hibridación pueden ser del medio o de elevada astringencia. Bajo con-
diciones astringentes del medio, por ejemplo, ocurre prehibridación y hibridación a 42ºC en 5X SSPE, SDS al 0.3%,
ADN de esperma de salmón cortado y desnaturalizada a 200 µg/ml, y formamida al 35%, seguido de unos procesos
de transferencia estándar de Southern. Bajo condiciones de alta astringencia, por ejemplo, ocurre prehibridación y
hibridación a 42ºC en 5X SSPE, SDS al 0.3%, ADN de esperma de salmón cortado y desnaturalizada a 200 µg/ml, y
formamida al 50%.

Las secuencias de ácido nucleico descritas en la SEQ ID NO:12, la SEQ ID NO:2, los nucleótidos del 56 al 1858
de la SEQ ID NO:4, los nucleótidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NI:21, la SEQ ID NO:6, y los nucleótidos del 4
al 1584 de la SEQ ID NO:8, o una subsecuencia de la misma se pueden utilizar para identificar y clonar ADN que
codifica proteínas homologas de otras cepas de diferentes géneros o especies que se pueden utilizar para producir ácido
ascórbico de acuerdo con los métodos bien conocidos en el campo. Así, una librería genómica o de ADNc preparada
de otros organismos se puede investigar para ADN que hibrida con las SEQ ID NO:12, SEQ ID NO:2, nucleótidos del
56 al 1858 de la SEQ ID NO:4, nucleótidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO: 21, la SEQ ID NO:6, y los nucleótidos
de la 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8, o las subsecuencias de las mismas.

El ADN genómico u otro de otros organismos se puede separar con una electroforesis en gel de agarosa o polia-
crilamida, u otras técnicas de separación. El ADN de librerías o el ADN aislado se puede transferir para inmovilizarlo
en nitrocelulosa u otro material transportador conveniente. Para la identificación de clones o ADN que sea homólogo
con la SEQ ID NO:12, la SEQ ID NO:2, los nucleótidos del 56 al 1858 de la SEQ ID NO:4, los nucleótidos del 285
al 1319 de la SEQ ID NO:21, la SEQ ID NO:6, y los nucleótidos del 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8, o subsecuencias
de las mismas, el ADN inmovilizado se hibrida con una prueba que hibrida con una de esas secuencias. Seguidamente
a la hibridación, se lava el material transportador. Por ejemplo, un Southern blot que ha tenido una prueba hibridando
con un ADN inmovilizado sobre él, con un lavado en tres periodos de 30 minutos cada uno utilizando 0.2XSSC, SDS
al 0.1% a 40ºC, más preferiblemente no superior a 45ºC, más preferiblemente no superior a 50ºC, más preferiblemente
no superior a 55ºC, aún más preferiblemente no superior a 60ºC, especialmente no superior a 65ºC. Las moléculas con
las que hibrida la prueba bajo estas condiciones se detectan utilizando métodos conocidos en el campo. Estas molécu-
las se pueden clonar y se pueden transformar funcionalmente para determinar que presentan la actividad enzimática
deseada, y para determinar la secuencia de nucleótidos de identidad de secuencia con la SEQ ID NO:12, la SEQ ID
NO:2, los nucleótidos del 56 al 1858 de la SEQ ID NO:4, los nucleótidos del 285 al 1319 de la SEQ ID NO:21, la
SEQ ID NO:6, y los nucleótidos del 4 al 1584 de la SEQ ID NO:8.

En otra realización preferida, las levaduras recombinantes se transforman funcionalmente con una región codifican-
te que se selecciona de una región codificante que codifica una proteína que presenta actividad LGDH y propiedades
inmunológicas de una enzima que presenta la SEQ. ID 11; las enzimas que presentan actividad AGD y propiedades
inmunológicas de un enzima que presenta la SEQ ID NO:1 o la SEQ ID NO:3; las enzimas que presentan actividad
ARA y propiedades inmunológicas de una enzima que presenta la SEQ ID NO:20; y enzimas que presentan actividad
ALO y propiedades inmunológicas de un enzima que presenta la SEQ ID NO:5 o la SEQ ID NO:7.

Así, la presente invención también relata un polipéptidos que presenta (1) actividad LGDH, AGD, ARA o ALO
e (2) identidad inmunoquímica o identidad inmunoquímica parcial a los polipéptidos que presentan las secuencias
aminoacídicas (a) SEQ. ID 11, SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:5 o SEQ ID NO:7 y (b)
actividad enzimática similar. Un polipéptido que presenta propiedades inmunológicas de una enzima que presenta
una SEQ ID particular significa que un antisuero que contiene anticuerpos contra los antígenos del polipéptido na-
tivo que presenta el número de SEQ ID particular reacciona con los antígenos de la otra proteína que presenta una
actividad enzimática similar pero una secuencia aminoacídica diferente de una forma idéntica como la fusión total de
los precipitados, la morfología de precipitado idéntica, y/o la mobilidad electroforética idéntica utilizando una téc-
nica inmunoquímica específica. Una explicación adicional de la identidad inmunoquímica se describe por Axelsen,
Bock, and Kroll, en N. H. Axelsen, J. Kroll, y B. Weeks, editores, A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis,
Blackwell Scientific Publications, 1973, Chapter 10.

La identidad inmunoquímica parcial significa que un antisuero que contiene anticuerpos contra los antígenos del
enzima nativo (por ejemplo, las enzimas que presentan secuencias aminoacídicas de SEQ. ID 11, SEQ ID NO:1,
SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:7) reacciona con los antígenos de un polipéptido que
presenta actividad enzimática similar al enzima nativo en una forma idéntica parcialmente como la fusión parcial de
los precipitados, la morfología del precipitado idéntico, y/o la mobilidad electroforética idéntica parcial utilizando una
técnica inmunoquímica específica. Una mayor explicación de la identidad parcial de la inmunoquímica se describe por
Bock and Axelsen, en N. H. Axelsen, J. Kroll, y B. Weeks, editores, A Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis,
Blackwell Scientific Publications, 1973, Chapter 11.

Las propiedades inmunológicas se determinan mediante pruebas de identidad de reacción cruzada inmunológicas
mediante el procedimiento de inmunodifusión doble Ouchterlon bien conocido. De forma específica, un antisuero
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contra el polipéptido de la invención se consigue mediante conejos que inmunizan (o los roedores de acuerdo con
el procedimiento descrito por Harboe and Ingild, en N. H. Axelsen, J. Kroll, and B. Weeks, editores, A Manual of
Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell Scientific Publications, 1973, Chapter 23, o Johnstone and Thorpe,
Immunochemistry in Practice, Blackwell Scientific Publications, 1982 (de forma más específica las páginas 27-31)).
Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar, por ejemplo, de acuerdo con los métodos de E. Harlow and D.
Lane, editores, 1988, Antibodies, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, New York.
Las inmunoglobulinas purificadas se pueden obtener del antisuero, por ejemplo, mediante precipitación de sulfato
de amonio, seguido por diálisis y cromatografía de intercambio (por ejemplo, DEAE-Sephadex). Los polipéptidos
homólogos y los polipéptidos que presentan propiedades inmunológicas idénticas o parcialmente idénticas se pueden
obtener de los microorganismos de cualquier género, preferiblemente de una fuente de planta, un animal o un hongo.

En otra realización preferida, en la que un segundo enzima ARA se codifica, el enzima ARA comprende el motivo
I y el motivo II de la superfamilia de la aldo-ceto reductasa (AKR), específicamente las secuencias de aminoácidos
GXRXXDXAXXXXXEXXXG (SEQ ID NO:13) y GXXN (SEQ ID NO:26), respectivamente (Kim S.T. y otros 1998,
BBA, 1429, 29-39).

Preferiblemente, una región codificante que codifica un enzima deseado se incorpora a la levadura de tal forma que
la enzima deseada se produce en la levadura y es sustancialmente funcional. Esta levadura se ha referido aquí como
que ha sido “transformada funcionalmente.”

Una vez se ha aislado la región codificante, se puede preparar para la transformación y la expresión en la levadura
útil de la presente invención. Como mínimo, esto implica la inserción de la región codificante a un vector y la unión
operable a un promotor que se encuentra sobre el vector y que es activo en el organismo objetivo (es decir, en la
presente invención, una levadura). Se puede utilizar cualquier vector (integrativo, cromosomal o episomal).

Se puede utilizar cualquier promotor activo en el objetivo huésped (homólogo o heterológo, constitutivo, inducible
o reprimible). Esta inserción a menudo implica el uso de endonucleasas de restricción para “abrir” el vector en un
punto deseado donde es posible la unión operable al promotor, seguido por la ligación de la región codificante en
el punto deseado. Si se desea, antes de la inserción al vector, se puede preparar la región codificante para su uso
en el organismo objetivo. Esto puede implicar alterar los codones utilizados en la región codificante a una mayor
correspondencia del uso del codón en el organismo objetivo; el cambio de las secuencias en la región codificante que
puede perjudicar la transcripción o la traducción de la región codificante o la estabilidad del transcrito de mRNA de la
región codificante; o la adición o la eliminación de porciones que codifican el péptido señal (regiones de la proteína
codificados por la región codificante que dirige la proteína a localizaciones específicas (por ejemplo un orgánulo, la
membrana de una célula o de un orgánulo, o la secreción extracelular)), entre otras posibles preparaciones conocidas
en el campo.

En una realización de la presente invención, la proteína L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) como
segundo enzima, comprende un péptido señal y la región codificante que codifica la L-galactono-1,4-lactona deshi-
drogenasa también codifica el péptido señal. En otra realización de la presente invención, la proteína L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa (AGD) como segundo enzima, no comprende un péptido señal y la región codificante que co-
difica L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa tampoco no codifica el péptido señal. De forma específica, la secuencia
AGD que se da en la SEQ ID NO:1 comprende un péptido señal de 1-100 aminoácidos, y la secuencia AGD que se da
en la SEQ ID NO:2 comprende un péptido señal de 1-90 aminoácidos. Tal y como aquellos especialistas en el campo
reconocerán, la eliminación de una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal de una secuencia más
larga de ácidos nucleicos que codifican una enzima deseada puede requerir la adición de codones ATG en la pauta
para permitir la iniciación correcta de la traducción del enzima deseado.

Independientemente que se modifique la región codificante, cuando la región codificante se inserta a un vector, se
une de forma operable a un promotor activo en la levadura. Un promotor, tal y como se conoce, es una secuencia de
ADN que puede dirigir la transcripción de una región codificante cercana. Tal y como ya se ha descrito, el promotor
puede ser constitutivo, inducible o reprimible. Los promotores inducibles se pueden inducir mediante la adición al
medio de un inductor de molécula apropiado o mediante un cambio apropiado de un entorno de crecimiento químico o
físico (como la temperatura, los valores de pH), que se determinará mediante la identidad del promotor. Los promotores
reprimibles se pueden reprimir mediante la adición al medio de una molécula represora adecuada o mediante un cambio
apropiado de entorno de crecimiento químico o físico (como la temperatura, los valores de pH), que se determinarán
mediante la identidad del promotor. Se prefieren los promotores constitutivos, ya que el uso de una molécula inductora
o represora o un cambio en el entorno de crecimiento químico o físico no se requiere. Un promotor constitutivo
preferido en el promotor S. cerevisiae de triosefosfatoisomerasa (TPI).

El vector que comprende la región codificante unido de forma operable al promotor puede ser un plásmido, un
cósmido, o un cromosoma artificial de levadura, entre otros que se conocen en el campo por ser apropiados para su
uso en el género de la levadura. Además de la región codificante unida de forma operable al promotor, el vector también
puede comprender otros elementos genéticos. Por ejemplo, si el vector no se espera que se integre al genoma de la
levadura, el vector de forma deseable comprende un origen de replicación, que permite que el vector se pase a células
descendientes de una levadura que comprende el vector. Si se desea la integración del vector al genoma de la levadura,
el vector puede comprender secuencias homólogas a las secuencias que se encuentran en el genoma de la levadura, y
también pueden comprender regiones codificantes que pueden facilitar la integración. Para determinar qué células de
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levadura se transforman, el vector preferiblemente comprende un marcador que se selecciona que imparte un fenotipo
a la levadura que la distinga de la levadura no transformada, por ejemplo sobrevivir en un medio que comprende un
antibiótico fatal a la levadura no transformada o metabolizar un componente del medio a un producto que la levadura
no transformada no metaboliza, entre otros fenotipos. Además, el vector puede comprender otros elementos genéticos,
como sitios de endonucleasas de restricción y otros que normalmente se encuentran en vectores.

Después que se haya preparado el vector, con la región codificante unida de forma operable al promotor, se trans-
forman la levadura con el vector (es decir se introduce el vector a al menos una de las células de una población de
levadura). Las técnicas para la transformación de levadura están bien establecidas, e incluyen electroporación, bom-
bardeo de microproyectiles, y el método LiAc/ss ADN/PEG, entre otros. Las células de levadura, que se transforman,
después se pueden detectar mediante el uso de marcador que se selecciona sobre el vector. Se debe remarcar que
la frase “levadura transformada” tiene en esencia el mismo significado que “levadura recombinante”, tal y como se
ha definido anteriormente. La levadura transformada puede ser una que haya recibido el vector en una técnica de
transformación, o puede ser un descendiente de esta levadura.

Ciertas realizaciones se dirigen a una levadura recombinante que se transforma funcionalmente con una región co-
dificante que codifica una proteína que presenta una actividad ALO, y opcionalmente, además, una región codificante
que codifica la L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD), o D-arabinono
deshidrogenasa (ARA), tal y como se he descrito anteriormente.

Después de que se haya obtenido la levadura recombinante, la levadura se cultiva en un medio. El medio se ha
descrito anteriormente.

Un medio preferido comprende glucosa, YNB y L-galactosa. Una levadura transformada preferida en particular
que se puede cultivar en este medio es una cepa de S. cerevisiae (preferiblemente GRF18U) o una cepa de Z. bailii
(preferiblemente ATCC 36947) que comprende (i) un promotor TPI unido de forma operable a una región codificante
que codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) de S. cerevisiae y (ii) un promotor TPI unido de forma operable
a una región codificante que codifica L-galactosa deshidrogenasa (LGDH) de A. thaliana. Una segunda levadura
transformada preferida en particular que se puede cultivar en este medio es una cepa de S. cerevisiae (preferiblemente
GRF18U) o una cepa de Z. bailii (preferiblemente ATCC 36947) que comprende (i) un promotor TPI unido de forma
operable a una región codificante que codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) de S. cerevisiae y (ii) un
promotor TPI unido de forma operable a una región codificante que codifica D-arabinono deshidrogenasa (ARA) de
S. cerevisiae.

Tal y como se ha descrito para la levadura no-recombinante, anteriormente, durante el curso de la fermentación, se
convierte el precursor del ácido ascórbico, a través de uno o más pasos, a L-ácido ascórbico.

Mientras que las células de levaduras no recombinantes (descritas anteriormente) incubadas en un medio similar
normalmente no acumulan ácido ascórbico por encima de niveles de fondo de partículas en el medio, sorprendente-
mente, las cepas recombinante descritas aquí son capaces de acumular cantidades considerables de L-ácido ascórbico
por encima de niveles del fondo de partículas. Una levadura transformada con sólo LGDH no acumula L-ácido ascór-
bico por encima de los niveles del fondo de partículas. Una levadura transformadas con RGLO y/o AL no acumula
L-ácido ascórbico por encima de los niveles del fondo de partículas. La levadura recombinante utilizada de acuerdo a
la presente invención acumula L-ácido ascórbico en el medio por encima de niveles del fondo de partículas.

El aislamiento del ácido ascórbico del medio es tal y como se ha descrito anteriormente. Se han observado ren-
dimientos de ácido ascórbico superiores a alrededor del 25% y del 35%, tal y como se describirá en los ejemplos
de más adelante. Así pues, en una realización preferida adicional, la levadura recombinante produce ácido ascórbico
con un mayor rendimiento que el 25% del precursor. El término “rendimiento” se refiere a la cantidad de ácido as-
córbico (molar así como peso/volumen) producido dividido por la cantidad de precursor consumido (molar así como
peso/volumen) multiplicado por 100.

Las siguientes definiciones se proporcionan para ayudar a aquellos especialistas en el campo a comprender los
detalles de la descripción detallada de la presente invención. El término “acumulación de ácido ascórbico por encima
del nivel del fondo de partículas” se refiere a la acumulación de un ácido ascórbico por encima de niveles no detectables
tal y como se determina utilizando los procedimientos descritos aquí.

“Ácido ascórbico” así como “ascorbato” tal y como se utiliza aquí, se refiere a la vitamina C, a L-ácido ascórbico
y a sus sales o sus iones.

“Precursor de ácido ascórbico” es un compuesto que se puede convertir mediante una levadura de la presente
invención, directamente o a través de uno o más intermediarios, a L-ácido ascórbico o a una de sus sales.

“Amplificación” se refiere a aumentar el número de copias de una molécula de ácido nucleico deseada o aumentar
la actividad de una enzima, de cualquier manera.
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“Fuente de carbono” se refiere a un compuesto orgánico utilizado por la levadura en el cultivo como fuente de
carbono para producir metabolismo celular de biomasa nueva.

“Codón” se refiere a una secuencia de tres nucleótidos que especifican un aminoácido particular.

“ADN ligasa” se refiere a una enzima que une de forma covalente dos piezas de DNA de doble cepa.

“Electroporación” se refiere a un método que introduce ADN ajeno a las células que utilizan una carga de DC
corta, de alto voltaje para permeabilizar las células huéspedes, provocando que acepten ADN extra-cromosómico.

“Endonucleasa” se refiere a una enzima que hidroliza un ADN de doble cadena a localizaciones internas.

La enzima 1.1.3.37, D-arabinono-1,4-lactona oxidasa, se refiere a una proteína que cataliza la conversión de D-
arabinono-1,4-lactona + O2 a D-eritroascorbato + H2O2. El mismo enzima debido a la amplitud del rango de sustrato
cataliza la conversión de L-galactono-1,4-lactona + O2 a L-ácido ascórbico + H2O2. De forma errónea, el mismo enzi-
ma se refiere como L-galactono-1,4-lactona oxidasa (enzima 1.1.3.24) (véase Huh, W.K. et al, 1998, Mol. Microbiol.
30, 895-903) (Nishikimi, M., y col., 1978, Arch. Biochem. Biophys. 191, 479-486) (Bleeg, H.S. and Christensen, F.,
1982, Eur. J. Biochem. 127, 391-96).

La enzima 1.3.2.3, L-galactono-1,4-lactona dehidrogenasa, se refiere a una proteína que cataliza la conversión de
L-galactono-1,4-lactona + 2 ferricitocromo C a L-ácido ascórbico + 2 ferrocitocromo C.

La enzima 1.1.3.8, L-gulono-1,4-lactona oxidasa, se refiere a una proteína que cataliza la oxidación de L-gulono-
1,4-lactona a L-xilo-hexulonolactona, que de forma espontánea isomeriza a L-ácido ascórbico.

Otros enzimas de interés, y sus números de clasificación, son tal y como se muestran a continuación:

Hexoquinasa 2.7.1.1
Glucosa-6-P isomerasa 5.3.1.9
Manosa-6-P isomerasa 5.3.1.8
Fosfomanomutasa 5.4.2.8
Manosa-1-P guanililtransferasa 2.7.7.22
GDP-Manosa 3,5-epimerasa 5.1.3.18
Azúcar fosfatasa 3.1.3.23
L-Galactosa-dehidrogenasa *)
L-Galactono-1,4-lactona dehidrogenasa 1.3.2.3
D-Manosa quinasa 2.7.1.1
Fosfoglucomutasa 5.4.2.2
UTP-Glucosa-1-P uridilil transferasa 2.7.7.9
UDP-D-Glucosa dehidrogenasa 1.1.1.22
UDP-Glucuronato 4-epimerasa 5.1.3.6
Glucuronato-1-P uridililtransferasa 2.7.7.44
D-Glucuronoquinasa 2.7.1.43
D-Glucuronato reductasa 1.1.1.19
Aldonolactonasa 3.1.1.17
L-Gulono-1,4-lactona oxidasa 1.1.3.8
Uronolactonasa 3.1.1.19
Actividad Glucuronolactona reductasa 1.1.1.20
L-Galactono-1,4-lactona 3-epimerasa *)
Galacturonato-1-P uridililtransferasa *)
Galacturonoquinasa 2.7.1.44
Hexuronato (D-galacturonato) reductasa *)
Mioinositol 1-P sintasa 5.5.1.4
Mioinositol 1-P monofosfatasa 3.1.3.25
Mioinositol oxigenasa 1.13.99.1
D-Galactoquinasa 2.7.1.6
UTP-Hexosa 1-P uridililtransferasa 2.7.7.10
UDP-Glucosa 4-epimerasa 5.1.3.2
Suc sintasa 2.4.1.13
Fructoquinasa 2.7.1.4
*) Número de clasificación no disponible en las bases de datos.
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El término “expresión” se refiere a la transcripción de un gen para producir el mRNA correspondiente y la traduc-
ción de este mRNA para producir el producto génico correspondiente, es decir, un péptido, polipéptido, o proteína.

La frase “unido funcionalmente” o “unido de forma operable” se refiere a un promotor o una región promotora y a
una secuencia que codifica o estructural en tal orientación y distancia que la transcripción de la secuencia que codifica
o estructural de puede dirigir por el promotor o la región promotora.

El término “gen” se refiere a ADN cromosómico, ADN plásmido, cADN, ADN sintético, u otros ADN que codi-
fican un péptido, un polipéptido, una proteína, o una molécula de RNA, y las regiones que flanquean las secuencias
codificantes implicadas en la regulación de la expresión.

El término “genoma” implica los cromosomas y los plásmidos dentro de una célula huésped. Los ADNs codi-
ficantes de la presente invención introducidas en las células huésped pueden ser integrados cromosómicamente o
localizados en plásmido.

“ADN Heterólogo” se refiere a ADN de una fuente distinta que el de la célula receptora.

“ADN Homólogo” se refiere a ADN de la misma fuente que la célula receptora.

“Hibridización” se refiere a la habilidad de una cepa de ácido nucleico de unirse con una cadena complementaria
vía el apareamiento de bases. La hibridización ocurre cuando las secuencias complementarias en las dos cadenas de
ácido nucleico se unen la una con la otra.

El término “medio” se refiere al entorno químico de la levadura que comprende cualquier componente que se
requiere para el crecimiento de la levadura o de la levadura recombinante y uno o más precursores para la producción
de ácido ascórbico. Los componentes para el crecimiento de la levadura y los precursores para la producción de ácido
ascórbico pueden ser o no idénticos.

“Pauta de lectura abierta (ORF)” se refiere a una región de ADN o RNA que codifica un péptido, polipéptido, o
proteína.

“Plásmido” se refiere a una pieza de DNA circular, extra cromosómico, replicable.

“Reacción en cadena por polimerasa (PCR)” se refiere a una técnica enzimática para crear copias múltiples de una
secuencia de ácido nucleico. Las copias de la secuencia de ADN entre dos amplímeros se amplifican mediante una
ADN polimerasa. La base de este método de amplificación son los ciclos múltiples de cambios de temperatura para
desnaturalizar, después re-hibridar los amplímeros, seguido por la extensión para sintetizar nuevas cadenas de ADN
en la región localizada entre los amplímeros.

El término “promotor” o “región promotora” se refiere a una secuencia de ADN, que normalmente se encuentra en
la región (5’) a una secuencia codificante, que controla la expresión de la secuencia codificante mediante el control de
la producción de RNA mensajero (mRNA) mediante la proporción del sitio de reconocimiento para la RNA polimerasa
y/o otros factores necesarios para que empiece la transcripción al sitio correcto.

Una “célula recombinante” o “célula transformada” es una célula que contiene una secuencia de ácido nucleico de
origen no natural en la célula o una copia adicional o copias de una secuencia de ácido nucleico endógena, donde la
secuencia de ácido nucleico se introduce a la célula o su antecesor mediante la acción humana.

El término “vector recombinante” o “construcción de ADN o RNA recombinante” se refiere a cualquier agente
como un plásmido, cósmido, virus, secuencia que se replica de forma autónoma, fago, o secuencia de nucloeótido de
ADN o RNA lineal o circular de una cadena o de doble cadena, derivada de cualquier fuente, capaz de integración
genómica o replicación autónoma, que comprende una molécula de ácido nucleico en la que una o más secuencias se
han unido de forma funcionalmente operativa. Estas construcciones recombinantes o vectores son capaces de introducir
una secuencia 5’ reguladora o una región promotora y una secuencia de ADN para un producto de gen seleccionado a
una célula de tal forma que la secuencia de ADN se transcribe a mRNA funcional, que se pueden traducir o no y como
consecuencia expresar.

“Enzima de restricción” se refiere a una enzima que reconoce una secuencia específica de nucleótidos en ADN
de doble cadena y que corta ambas cadenas; también se llama una endonucleasa de restricción. El corte normalmente
ocurre dentro del sitio de restricción o cerca de él.

“El marcador seleccionable” se refiere a una secuencia de ácido nucleico la expresión de la cual confiere un fenoti-
po que facilita la identificación de células que contienen la secuencia de ácido nucleico. Los marcadores seleccionables
incluyen aquellos que confieren resistencia a los químicos tóxicos (por ejemplo ampicilina, canamicina, G418, higro-
micina) o complementan una deficiencia nutricional (por ejemplo uracil, histidina, leucina).

“Los marcadores visuales” se refiere a una secuencia de ácido nucleico la expresión de la cual imparte una carac-
terística de distinción visual (por ejemplo cambios de color, fluorescencia).
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“Transcripción” se refiere al proceso de producir una copia de RNA a partir del patrón de ADN.

“Transformación” se refiere a un proceso de introducción de una secuencia de ácido nucleico exógena (por ejemplo,
un vector, un plásmido, o una molécula de ácido nucleico recombinante) a una célula en la que el ácido nucleico
exógeno se incorpora a un cromosoma o es capaz de replicarse de forma autónoma. Una célula que ha experimentado
una transformación, o un descendiente de este tipo de célula, es “transformada” o “recombinante.” Si el ácido nucleico
exógeno comprende una región codificante que codifica una proteína deseada, y la proteína deseada se produce en la
levadura transformada y es sustancialmente funcional, esta levadura transformada es “funcionalmente transformada”.

“Traducción” se refiere a la producción de proteína a partir de RNA mensajero. El término “rendimiento” se refiere
a la cantidad de ácido ascórbico producida (molar o peso/volumen) dividido por la cantidad de precursor consumido
(molar o peso/volumen) multiplicado por 100.

“Unidad” de enzima se refiere a la actividad enzimática e indica la cantidad de micromoles de sustrato convertidos
por mg de proteínas totales de célula por minuto.

“Vector” se refiere a una molécula de ADN o RNA (como un plásmido, cósmido, bacteriofago, cromosoma artificial
de levadura, o virus, entre otros) que lleva las secuencias de ácido nucleico a la célula huésped. El vector o una porción
del vector se puede insertar al genoma de la célula huésped.

Lista de abreviaciones

Asc L-ácido ascórbico (vitamina C) o una de sus sales

AGD L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

AL aldonolactonasa

ALO D-arabinono-1,4-lactona oxidasa

ARA D-arabinosa deshidrogenasa

Gal L-galactono-1,4-lactona

Gul L-gulono-1,4-lactona

LGDH L-galactosa deshidrogenasa

GLO L-gulono-1,4-lactona oxidasa

RGLO L-gulono-1,4-lactona oxidasa aislada de R. norvegicus

TCA ácido tricloroacético

TPI triosefosfatoisomerasa

OD660 densidad óptica a 660 nm

Se debe apuntar que las abreviaciones para las actividades enzimáticas se refieren a las actividades respectivas y
no a una enzima específica.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se incluyen para evidenciar las realizaciones preferidas de la invención. Se debería apreciar
por aquellos especialistas en el campo que las técnicas divulgadas en los ejemplos que siguen representan las técnicas
descubiertas por aquellos inventores para funcionar bien en la práctica de la invención, y así se puede considerar que
constituyen los modos preferidos para su práctica. Sin embargo, aquellos especialistas en el campo, a la luz de la
presente divulgación, deberían apreciar que se pueden hacer varios cambios en las realizaciones específicas que se
divulgan y aun obtener resultados iguales o similares sin alejarse de la invención.

Materiales y métodos

1. Determinación de ácido ascórbico

Se determinó ácido ascórbico espectrofotométricamente siguiendo un método de Sullivan y col. (1955, Assoc. Off.
Agr. Chem., 38, 514-518). Se mezclaron 135 µl de muestra en una cubeta con 40 µl de H3PO4 (85%). Después se
añadieron 675 µl de α,α-Bipiridilo (0.5%)y 135 µl de FeCl3 (1%). Después de 10 minutos se midió la absorbancia a
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525 nm. Se confirmó la identidad del ácido ascórbico mediante HPLC (Columna de extrasilo trazas C8, 5 µM, 15 x
0.46 cm, Teknokroma, S. Coop. C. Ltda. # TR-016077; Eluente: bromuro de cetiltrimetilamonio 5 µM, KH2PO4 50
mM en H2O/Acetonitrilo al 95/5; velocidad de flujo: 1 ml min−1, Detección de UV @ 254 nm) con L-ácido ascórbico
puro (Aldrich, A9,290-2) como patrón.

2. Determinación de la concentración de proteína

Se determinaron las concentraciones de proteína siguiendo el método de Lowry’s (Lowry O.H. y col., 1951, J.
Biol. Chem. 193, 265-275), utilizando el kit de ensayo de proteína Bio-Rad DC II (Cat. Nr. 500-0112) con BSA como
patrón.

3. Amplificación de la secuencia de gen específico

Para amplificar las secuencias de gen específicas, se utilizó polimerasa de DNA PfuTurbo (Stratagene #600252)
sobre un Sistema de PCR de GeneAmp 9700 (PE Appl. Biosystems, Inc.). Se utilizaron condiciones estándar donde:
dNTP 400 mM, primers 0.5 µM, MgCl2 0.5 µM (además del tampón), y 3.75 U Pfu por 100 ml de reacción.

Las secuencia de los genes utilizados se han comunicado públicamente mediante Genbank, tal y como se muestra.

Se utilizó el siguiente programa para la amplificación de AGD:
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Se utilizó el siguiente programa para la amplificación de AL:

Se utilizó el siguiente programa para la amplificación de ALO:

Se utilizó el siguiente programa para la amplificación de ARA:

Se utilizó el siguiente programa para la amplificación de LGDH:

Se utilizó el siguiente programa para la amplificación de RGLO:
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Patrón de ADN para AGD y LGDH: 50 ng de plásmido de cADN de librería pFL61 Arabidopsis (ATCC #77500
(Minet M. et al, 1992, Plant J., 2,417-422)). Patrón de ADN para RGLO: 0.5 ng de hígado de rata de marathon-ready
cADN de librería (Clontech #7471-1). Patrón de ADN para AL: 50 ng de ADN genómico de Zymomonas mobilis
(ATCC #10988), extraído utilizando un método estándar. Patrón de ADN para ALO y ARA: 50 ng de ADN genómico
de S. cerevisiae GRF18U, extraído utilizando un método estándar. Los productos de la PCR se clonaron al sitio EcoRV
de pSTBlue-1 utilizando el kit de clonación para extremos romos de Novagen Inc. (#70191-4).

4. Construcción del plásmido

El modo de nombramiento que se ha utilizado aquí es que pSTBlue-1 que contiene, por ejemplo, AGD en la direc-
ción sentido respeto el sitio de clonación múltiple (MCS) se designó pSTB AGD-1. En un ejemplo más, el pSTBlue-
1 que contiene AGD en la dirección antisentido respeto su MCS se designó pSTB AGD-2, y así sucesivamente.

Se utilizaron procedimientos estándar para todas las proposiciones de clonación (Sambrook J. y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press).
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Construcción del plásmido de expresión

Los plásmido pYX son unas series de vectores de expresión de levaduras disponibles comercialmente (R&D Sys-
tems, Inc.).

pAG26TPI:

El cassette de expresión (que consite en el promotor de TPI, sitio de clonación múltiple y terminador) de pYX022
se cortó con enzimas de restricción AatII/PvuII, extremos romos y se clonaron a pAG26 (Goldstein A.L. and McCusker
J.H., 1999, Yeast 15, 1541-1553) que se había cortado con enzima de restricción ApaI y se habían hecho extremos
romos.

pZ3:

Se cortó la región ARS/CEN de YCplac33 (Gietz R.D. y Sugino A., 1988, Gene 74, 527-534) mediante el corte
con enzima de restricción ClaI, haciendo los extremos romos, y se cortó con el enzima de restricción SpeI y se clonó
a pYX022, que se había cortado con el enzima de restricción DraIII, se trató para hacer los extremos romos, y se cortó
con el enzima de restricción SpeI. El plásmido resultante se abrió con el enzima de restricción KpnI y los extremos
romos, para recibir el cassette de resistencia G418, cortado de pFA6-KanMX4 (Wach y col., 1994, Yeast 10, 1793-
1808) con los enzimas de restricción SphI/SacI y los extremos romos.
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5. Cultivo y examen de la Levadura

Se utilizaron las cepas de levadura de S. cerevisiae GRF18U, W3031B, Z. bailii ATCC 60483, Z. bailii ATCC
36947 y K. lactis PM6-7A (Wésolowski-Louvel, M. y col., 1992, Yeast 8, 711-719). Se ha depositado el GRF18U
con el Agricultural Research Service Culture Collection y presenta el siguiente número de catálogo NRRL Y-30320.
Se cultivaron todas las cepas en frascos de agitación en un medio mínimo (YNB al 0.67% peso/volumen (Difco
Laboratories, Detroit, MI #919-15), glucosa al 2% peso/volumen, la adición de los aminoácidos apropiados o adenina
o uracil, respectivamente, a 50 mg l−1) bajo condiciones estándar (se agitó a 30ºC). La densidad óptica inicial a 660
nm era de alrededor de 0.05.

Para la incubación con L-galactosa, se crecieron las células toda la noche, después se añadió L-galactosa a 250 mg
l−1 y se incubaron las células durante 24 horas. Para la incubación con sustratos distintos a L-galactosa, se crecieron
las células en presencia de los sustratos respectivos a 50 mM o 100 mM durante 72 horas si no se indica lo contrario.
Para la determinación del ácido ascórbico intracelular, se trataron las células tal y como se indica a continuación:
se recuperaron las células por centrifugación a 4000 rpm durante 5 minutos a 4ºC, se levaron una vez con H2O fría
destilada, se resuspendió en aproximadamente 3 veces el volumen del gránulo en TCA al 10% frío, se agitó de forma
vigurosa, se mantuvo en hielo durante 20 minutos, y después se aclaró el sobrenadante de los restos de la célula por
centrifugación.

6. Transformación de la levadura

Se llevó a cabo la transformación de las células de levadura siguiendo el método de LiAc/ss- ADN/PEG estándar
(Agatep, R., y col., 1998). Se depositaron GRF18U de S. cerevisiae y varias levaduras transformadas con NRRL. La
tabla de a continuación lista las cepas y sus números de NRRL.
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Se depositaron las cepas con el Agricultural Research Service Culture Collection, 1815 North University Street,
Peoria, Illinois 61604, USA. Se llevó a cabo este depósito bajo la normativa del Tratado de Budapest sobre el re-
conocimiento internacional del depósito de Microorganismos con el propósito del Procedimiento de Patentes y sus
regulaciones (Tratado de Budapest). Las cepas de levadura estarán disponibles mediante el NRRL bajo los términos
del tratado de Budapest sobre la cuestión de una patente de E.E.U.U. con las reivindicaciones pertinentes. La disponi-
bilidad de las levaduras depositadas no se interpreta como una licencia para practicar la invención en infracción de los
derechos concedidos bajo la autoridad de cualquier gobierno de acuerdo con sus leyes de patentes.

Resultados experimentales

1. Estabilidad del L-ácido ascórbico

Para determinar la estabilidad del ácido ascórbico bajo condiciones de cultivo, se añadió ácido ascórbico a nuestro
medio estándar (glucosa al 2%, YNB al 0.67%) y se incubó la solución en frascos en agitación a 30ºC. La Figura
2 muestra los resultados respectivos. En un medio estéril, el ácido ascórbico se degrada rápidamente (véase el panel
B), mientras que es completamente estable si se encuentra presente levadura viable (véase el panel A). Este resultado
muestra que el cultivo de levadura en un medio es un método para estabilizar ácido ascórbico.

En consecuencia, el ácido ascórbico potencialmente producido por la levadura se estabiliza mediante la presen-
cia de la levadura, haciendo que los métodos de la presente invención sean adecuados para la producción de ácido
ascórbico.

2. Producción de ácido ascórbico a partir de levaduras no-transformadas

De acuerdo con la literatura, la levadura salvaje (wt) comprende una actividad D-arabinono-1,4-lactona oxidasa
con un amplia especificidad de sustrato (Huh W.K. y col., 1994, Eur. J. Biochem. 225, 1073-1079). Se ha demostrado
esta actividad in vitro. Para determinar si los sustratos o el producto puede atravesar la membrana celular, incubamos
tres tipos distintos de cepas de levadura (S. cerevisiae GRF18U y W3031B, así como Z. bailii ATCC 60483) con
L-galactono-1,4-lactona (el último precursor de la ruta de biosíntesis de la planta que lleva a ácido ascórbico) o L-
gulono-1,4-lactona (el último precursor de la ruta metabólica animal). Tal y como se muestra en la Figura 3, ambas
sustancias se pueden internalizar a las células de levadura y se pueden convertir a ácido ascórbico. No se acumuló
ácido ascórbico en el cultivo (no se muestra) pero se midieron cantidades significativas en los extractos de la célula
entera.

El siguiente precursor anterior en la ruta de la planta es L-galactosa. La Figura 4 muestra los resultados de las
incubaciones de células de levadura con este sustrato. S. cerevisiae, Z. bailii, y K.lactis son capaces de producir ácido
ascórbico a partir de este compuesto, y en el caso de ácido ascórbico se acumula dentro de la célula en una cantidad
significativa (Fig. 4).

3. Producción y Acumulación de ácido ascórbico en el medio a partir de levaduras transformadas

Clonamos los genes que codifican para D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO), D-arabinosa deshidrogenasa
(ARA), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD), L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-gulono-1,4-lacto-
na oxidasa (RGLO) y aldonolactonasa (AL). Estos genes se clonaron a vectores de expresión de levaduras disponibles
tal y como ya se ha remarcado en los materiales y métodos. De forma resumida, el promotor de TPI, un promotor fuer-
temente natural y constitutivo de S. cerevisiae, deriva la expresión de los genes en cuestión. Después de la incubación
de S. cerevisiae GRF18U transformada con AGD o ALO con L-galactono-1,4-lactona, las células no sólo acumularon
ácido ascórbico de forma intracelular (no se muestra), sino que también, de forma sorprendente, acumularon cantida-
des considerables de ácido ascórbico en el extracto de cultivo (Figura 5). Esto también fue correcto para las mismas
células transformadas incubadas con L-galactosa (Figura 6). La cotransformación de L-galactosa deshidrogenasa o D-
arabinosa deshidrogenasa incrementó de forma significativa la habilidad de la cepa de levadura respectiva de convertir
L-galactosa a ácido ascórbico (Figura 6). Se observaron resultados similares a aquellos que se describen más adelante
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para GRF18U recombinante que expresa (a) ALO; (b) LGDH y ALO; o (c) ARA y ALO, cultivado en un medio que
comprende L-galactosa, con W3031B de S.cerevisiae recombinante que expresa los enzimas correspondientes y culti-
vado en un medio que comprende L-galactosa. (resultados no mostrados). La Figura 7 muestra los datos de un cultivo
de alta densidad que convierte L-galactosa a ácido ascórbico. Las cepas de levaduras respectivas se crecieron toda la
noche en un medio mínimo estándar. El siguiente día, se centrifugaron de forma aséptica las células y el gránulo se
resuspendió en 1/10 del sobrenadante para concentrar las células 10 veces. Después, se añadieron 250 mg l−1 de L-
galactosa y los cultivos se incubaron bajo condiciones estándar durante 6 días. Después de 6 días las cepas transfor-
madas con ALO y LGDH acumularon más de 70 mg de ácido ascórbico por litro de medio de cultivo. Se acumularon
de forma intracelular 30 mg l−1 de ácido ascórbico (no se muestra). Si se toman estos dos valores juntos corresponden
a la conversión de alrededor del 40% de la L-galactosa añadida.

Para probar la habilidad de producir ácido ascórbico a partir de una levadura distinta, se transformó Z. bailii ATCC
36947 con ALO y/o LGDH. Las células transformadas se incubaron con L-galactosa bajo las mismas condiciones que
se describen para S. cerevisiae transformado (Figura 8). Tal y como en los ejemplos referentes a S. cerevisiae, que se
han descrito anteriormente, se observó la acumulación de ascorbato en el cultico. Las células de Z. bailii salvaje fueron
capaces de acumular una cantidad de ácido ascórbico menor sobre la incubación con L-galactosa. La transformación
de las células con un plásmido que confiere resistencia al antibiótico G418 o higromicina y la incubación de las
células con el antibiótico respectivo parecen haber eliminado esta habilidad endógena. La expresión funcional de
ALO, o ALO y LGDH resulta en una pronunciada acumulación de ácido ascórbico en el cultivo. La acumulación
inferior de ascorbato mediante las células que expresan ALO incubado con ambos antibióticos comparado con las
células que expresan ALO incubado con sólo G418, indica que la presencia de higromicina o la expresión del gen
de resistencia a la higromicina interfieren significativamente con la acumulación o detección de ácido ascórbico. La
mayor acumulación de ascorbato en los cultivos de células que expresan ALO y LGDH comparado con los niveles de
ascorbato en los cultivos de células que sólo expresan ALO, cuando las células en ambos casos se cultivan en presencia
de G418 e higromicina indica que LGDH se expresa funcionalmente en Z. bailii.

Con la incubación de GRF18U de S. cerevisiae transformada con RGLO en presencia de L-gulono-1,4-lactona, las
células acumularon ácido ascórbico de forma intracelular (Figura 9), pero no en el cultivo (los datos no se muestran).
Las células no transformadas convirtieron una cierta cantidad de L-gulono-1,4-lactona debido a la reactividad cruzada
de ALO endógeno, tal y como se ha discutido anteriormente. Con la expresión de RGLO en las células la cantidad
de ácido ascórbico acumulado aumentó de forma significativa. La expresión adicional de AL resultó en niveles más
bajos de acumulación de ácido ascórbico. Debido a la hidrólisis, L-gulono-1,4-lactona se encuentra en equilibrio con
ácido L-gulónico cuando se encuentra en un entorno acuoso. Este equilibrio favorece fuertemente los ácidos libres,
pero se alcanza el equilibrio de forma muy lenta (días).Las células incubadas con L-gulono-1,4-lactona son capaces de
internalizar el compuesto y convertirlo a ácido ascórbico. Con la co-expresión funcional de AL y las enzimas RGLO
y ALO, las tres enzimas compiten por el sustrato a partir de la misma reacción de equilibrio entre L-gulono-1,4-
lactona y ácido L-gulónico. El equilibrio con ácido L-gulónico, que no es un sustrato para ALO o para RGLO, se
consigue de forma mucho más rápida, así la cantidad de lactona que se convierte por ALO/RGLO a ácido ascórbico
se reduce. La reacción inversa (la lactonización de ácido L-gulónico a L-gulono-1,4-lactona) apenas tiene lugar en un
entorno acuoso sin catalización por ningún enzima. Así GRF18U de S. cerevisiae que no sobreexpresa una proteína o
GRF18U que expresa RGLO incubado con ácido L-gulónico no acumuló ácido ascórbico, ni intracelularmente (Figura
9) ni extracelularmente (los datos no se muestran). Con la expresión de AL en GRF18U de S. cerevisiae una pequeña
cantidad de ácido L-gulónico se convirtió a L-gulono-1,4-lactona, que sirvió como sustrato para ALO o ALO y RGLO.
Así estas células fueron capaces de convertir ácido L-gulónico a ácido ascórbico. Esto dio el enzima AL además de
ALO y/o RGLO utilidad para la producción de ácido ascórbico a partir de levaduras.

Con la incubación de ATCC36947 o ATCC60483 de Z.bailii transformados con RGLO con L-gulono-1,4-lacto-
na, las células acumularon ácido ascórbico de forma intracelular (Figura 10), pero no en el cultivo (los datos no se
muestran). Así, los datos obtenidos a partir de estas cepas de levaduras de Z. bailii fueron comparables a las que se
observaron a partir de la levadura de S. cerevisiae.

La siguiente tabla resume los ejemplos descritos en esta invención. Nótese que “No determ.” en la tabla de más
abajo pretende indicar “no determinado”.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para generar ácido ascórbico o una de sus sales, que comprende:

a) obtener una levadura de Saccharomyces cerevisiae o de Zygosaccharomyces bailii recombinante funcionalmente
transformada con una región codificante que codifica un primer enzima D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO),
donde la levadura es capaz de convertir un precursor de ácido ascórbico a ácido ascórbico o a una de sus sales,

b) cultivar la levadura recombinante en un medio que comprenda un precursor de ácido ascórbico, por lo tanto que
forme ácido ascórbico o una de sus sales, donde la levadura acumula ácido ascórbico en el medio a niveles superiores
que en el fondo de partículas, y

c) el aislamiento de ascórbico o de una de sus sales.

2. El método de la reivindicación 1, donde la levadura se selecciona de la cepa de S. cerevisiae: NNRL Y-30321,
NRRL Y-30324, NRRL Y-30327, NRRL Y-30328, NRRL Y-30329, o de la cepa de Z. bailii: NRRL Y-30498, NRRL
Y-30499, NRRL Y-30501, donde NRRL se refiere al Northern Regional Research Laboratory, Agricultural Research
Service, Departamento de Agricultura de Estados Unidos.

3. El método de la reivindicación 1, donde el enzima ALO presenta al menos el 70% de identidad con SEQ ID
NO: 5 o SEQ ID NO:7 o al menos el 70% de identidad con SEQ ID NO: 6 o los nucleótidos del 4 al 1584 de SEQ ID
NO:8.

4. El método de la reivindicación 1, donde la levadura se transforma además funcionalmente con una región
codificante que codifica a un segundo enzima seleccionado de L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-
1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) y D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).

5. El método de la reivindicación 4, donde el enzima LGDH presenta al menos un 70% de identidad con SEQ ID
NO: 11 o al menos un 70% de identidad con SEQ ID NO: 12.

6. El método de la reivindicación 4, donde el enzima AGD presenta al menos un 70% de identidad con SEQ ID
NO: 1 o SEQ ID NO: 3 o al menos un 70% de identidad con SEQ ID NO: 12 o los nucleótidos del 56 al 1858 de SEQ
ID NO:4.

7. El método de la reivindicación 4, donde el enzima ARA presenta al menos un 70% de identidad con SEQ ID
NO: 20 o al menos un 70% de identidad con los nucleótidos del 285 al 1319 de SEQ ID NO:21.

8. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima está unido al
promotor activo en la levadura.

9. El método de la reivindicación 8, donde el promotor es el promotor de triosefosfatoisomerasa (TPI) de S. cere-
visiae.

10. El método de la reivindicación 1, donde la región codificante que codifica el enzima ALO se ha aislado de S.
cerevisiae.

11. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el enzima LGDH se ha aislado de A.
thaliana.

12. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el enzima AGD se ha aislado de A.
thaliana.

13. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el enzima ARA se ha aislado de S.
cerevisiae.

14. El método de la reivindicación 1, donde la región codificante que codifica el primer enzima codifica un enzima
ALO que hibrida a una cadena complementaria del set de polinucleótido en la SEQ ID NO:6; y donde la región
codificante hibrida a la cadena complementaria del polinucleótido bajo condiciones de hibridación estrictas.

15. El método de la reivindicación 1, donde la región codificante que codifica el primer enzima codifica una enzima
ALO que presenta las mismas propiedades inmunológicas de una enzima que presenta la SEQ. ID NO:5 o la SEQ. ID
NO: 7.

16. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima codifica un
enzima LGDH que hibrida a cadena complementaria del set de polinucleótidos en SEQ ID NO: 12; y donde la región
codificante hibrida a la cadena complementaria del polinucleótido bajo condiciones de hibridación estrictas.
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17. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
LGDH que presenta las mismas propiedades inmunológicas de un enzima que presenta SEQ ID NO: 11.

18. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
AGD que hibrida a cadena complementaria del set de polinucleótidos en SEQ ID NO: 2; y donde la región codificante
hibrida a la cadena complementaria del polinucleótido bajo condiciones de hibridación estrictas.

19. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
AGD que presenta las mismas propiedades inmunológicas de un enzima que presenta SEQ ID NO:1 o SEQ ID NO:3.

20. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima codifica un
enzima ARA que hibrida a cadena complementaria del set de polinucleótidos en los nucleótidos del 285 al 1319 de
SEQ ID NO: 21; y donde la región codificante hibrida a la cadena complementaria del polinucleótido bajo condiciones
de hibridación estrictas.

21. El método de la reivindicación 4, donde la región codificante que codifica el segundo enzima codifica un enzima
ARA que presenta las mismas propiedades inmunológicas de un enzima que presenta SEQ ID NO:20.

22. El método de la reivindicación 1, donde el precursor de ácido ascórbico se selecciona del grupo que consiste
en monosacáridos, oligosacáridos, polisacáridos, alcoholes de C1-C6, polioles de C2-C6, ácidos orgánicos, y lactonas
de C5-C6.

23. El método de la reivindicación 1, donde el precursor del ácido ascórbico se selecciona del grupo que consiste
en trehalosa; rafinosa; etanol; xilosa; xilulosa; maltosa; glicerol; fructosa; arabinosa; D-glucosa-6-P; D-glucosa-1-
P; UDP-D-glucosa; ácido UDP-glucurónico; ácido 1-P-D-glucurónico; ácido D-glucurónico; D-glucurono lactona;
ácido L-gulónico; D-fructosa-6-P; D-manosa-6-P; D-manosa-1-P; GDP-D-manosa; GDP-L-galactosa; L-galactosa-1-
P; lactosa; sucrosa; almidón; celulosa; citrato; metanol; formaldehído; formato; metilamina; alanina; ácido oleico; L-
galactono-1,4-lactona; D-glucosa; L-gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y ácido L-gulónico.

24. El método de la reivindicación 1, donde el precursor de ácido ascórbico se selecciona de L-galactono-1,4-
lactona; D-glucosa; L-gulono-1,4-lactona; L-galactosa; y ácido L-gulónico.

25. El método de la reivindicación 1, donde el precursor de ácido ascórbico también es una fuente de carbono para
la levadura recombinante.

26. El método de la reivindicación 1, donde el paso de aislamiento comprende disolver la levadura.

27. El método de la reivindicación 26, donde el paso de aislamiento además comprende la centrifugación, fil-
tración, micro filtración, ultra filtración, nano filtración, extracción líquido-líquido, carbono activado, cristalización,
tratamiento enzimático con nucleasa o proteasa, o cromatografía.

28. El método de la reivindicación 1, donde el paso de cultivo comprende acumular ácido ascórbico en el medio a
una concentración final de al menos 20 mg/l.

29. El método de la reivindicación 1, donde el paso de cultivo comprende acumular ácido ascórbico en el medio a
una concentración final de al menos 40 mg/l.

30. El método de la reivindicación 1, donde el paso de cultivo comprende acumular ácido ascórbico en el medio a
una concentración final de al menos 70 mg/l.

31. El método de la reivindicación 1, donde la levadura recombinante es capaz de convertir al menos el 25% del
precursor a ácido ascórbico.

32. El método de la reivindicación 1, donde la levadura recombinante es capaz de convertir al menos el 35% del
precursor a ácido ascórbico.

33. El método de la reivindicación 1, donde la levadura recombinante es capaz de convertir al menos el 40% del
precursor a ácido ascórbico.

34. Un método para estabilizar ácido ascórbico o una de sus sales en un medio, que comprende: cultivar una le-
vadura de Saccharomyces cerevisiae o Zygosaccharomyces bailii recombinante funcionalmente transformada con una
región codificante que codifica un primer enzima D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO) en un medio que comprende
ácido ascórbico o una de sus sales, donde el ácido ascórbico en el medio se produce mediante la levadura, la levadura
produce ácido ascórbico mediante la conversión de al menos un precursor de ácido ascórbico a ácido ascórbico, y el
medio comprende el precursor de ácido ascórbico.

35. El método de la reivindicación 34, donde el ácido ascórbico o una de sus sales se añade al medio.
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36. El método de la reivindicación 34, donde la levadura se transforma además funcionalmente con una región
codificante que codifica a un segundo enzima seleccionado de L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-
lactona deshidrogenasa (AGD) y D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).

37. Un Saccharomyces cerevisiae, donde el S. cerevisiae se transforma funcionalmente con una región codificante
que codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO), y una región codificante que codifica L-galactosa deshidroge-
nasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa (AGD) o D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).

38. Un Zygosaccharomyces. bailii, donde el Z. bailii se transforma funcionalmente con una región codificante que
codifica D-arabinono-1,4-lactona oxidasa (ALO).

39. Un Z. bailii, de acuerdo con la reivindicación 38, donde el Z. bailii se transforma además funcionalmente
con una región codificante que codifica L-galactosa deshidrogenasa (LGDH), L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa
(AGD) o D-arabinosa deshidrogenasa (ARA).
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> BIOPOLO S.C.a.R.L.

<120> Producción de ácido ascórbico en levaduras

<130>WPP84333

<140>
<141>

<150> US 09/630,983
<151> 2000-08-02

<160> 30

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 610
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 1
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<210> 2
<211> 1833
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: A. thaliana

<400> 2
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<210> 3
<211> 600
<212> PRT
<213> Brassica oleracea

<400> 3
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<210> 4
<211> 2064
<212> ADN
<213> Brassica oleracea

<400> 4
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<210> 5
<211> 526
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 5
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<210> 6
<211> 1581
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 6

<210> 7
<211> 526
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae
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<400> 7
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<210> 8
<211> 2138
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae
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<400> 8

<210> 9
<211> 440
<212> PRT
<213> Rattus norvegicus

<400> 9
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<210> 10
<211> 2120
<212> ADN
<213> Rattus norvegicus

<400> 10
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<210> 11
<211> 319
<212> PRT
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 11
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<210> 12
<211> 960
<212> ADN
<213> Arabidopsis thaliana

<400> 12

<210> 13
<211> 18
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: motivo I de la superfamilia de la aldo-ceto reductasa

<220> VARIANTE
<221>
<222> (2)
<223> Xaa = Cualquier aminoácido

<220> VARIANTE
<221>
<222> (4)..(5)
<223> Xaa = Cualquier aminoácido

<220> VARIANTE
<221>
<222> (7)
<223> Xaa = Cualquier aminoácido

<220> VARIANTE
<221>
<222> (9)..(13)
<223> Xaa = Cualquier aminoácido

<220> VARIANTE
<221>
<222> (15)..(17)
<223> Xaa = Cualquier aminoácido

<400> 13

<210> 14
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

de A. thaliana

<400> 14

caagaaggcc taaatgttcc gttacgctcc 30

<210> 15
<211> 30
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la L-galactono-1,4-lactona deshidrogenasa

de A. thaliana

<400> 15

atgggccctt aagcagtggt ggagactggg 30

<210> 16
<211> 26
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la L-gulono-1,4-lactona oxidasa de R.

norvegicus

<400> 16

tgaggggtca gggtggtttg tttcca 26

<210> 17
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la L-gulono-1,4-lactona oxidasa de R. nor-

vegicus

<400> 17

tggaatcatg gtccatgggt acaaaggg 28

<210> 18
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la D-arabinono-1,4-lactona oxidasa de S.

cerevisiae

<400> 18

tttcaccata tgtctactat cc 22

<210> 19
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la D-arabinono-1,4-lactona oxidasa de S.

cerevisiae

<400> 19

aaggatccta gtcggacaac tc 22

<210> 20
<211> 344
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 20
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<210> 21
<211> 1509
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 21
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<210> 22
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la L-galactosa deshidrogenasa de A. tha-

liana

<400> 22

atgacgaaaa tagagcttcg agc 23

<210> 23
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la L-galactosa deshidrogenasa de A. thaliana

<400> 23

ttagttctga tggattccac ttgg 24

<210> 24
<211> 24
<212> ADN
<223> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Saccharomyces cerevisiae

<400> 24

atgtcttctt cagtagcatc aacc 24

<210> 25
<211> 29
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<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR reverso para la D-arabinosa deshidrogenasa de S. cerevi-

siae

<400> 25

ttaatacttt aaattgtcca agtttggtc 29

<210> 26
<211> 4
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> VARIANTE
<222> (2)..(3)
<223> Xaa = Cualquier aminoácido

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Motivo II de la Superfamilia de la aldo-ceto reductasa

<404> 26

1
Gly Xaa Xaa Asn

<210> 27
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Primero PCR avanzado para la aldonolactonasa de Z. mobilis

<400> 27

atgaccactg gtcgtatgtc tcg 23

<210> 28
<211> 24
<222> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Prímero PCR reverso para la aldonolactonasa de Z. mobilis

<400> 28

ttaccagaaa ataagaccca agca 24

<210> 29
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<211> 320
<212> PRT
<213> Zymomonas mobilis

<400> 29
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<210> 30
<211> 963
<212> ADN
<213> Zymomonas mobilis

<400> 30
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