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DESCRIPCIÓN 

 
Cepas de levadura y procedimiento para la producción de hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos 
 
La invención se refiere a diversas cepas de levadura de la especie Yarrowia lipolytica, así como procedimientos 5 
correspondientes para la producción biocatalítica de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos con la ayuda de 
estas cepas. 
 
En el caso de los ácidos dicarboxílicos se trata de ácidos carboxílicos con dos grupos carboxi (estructura general:  
HOOC-(CH2)n-COOH), que encuentran diversas aplicaciones en la industria química, p. ej., para la producción de 10 
fragancias, adhesivos, nailon y otras poliamidas, resinas, inhibidores de la corrosión o lubricantes.  En particular, la 
producción biotecnológica de ácidos dicarboxílicos de cadena larga es de particular interés, ya que se forman una 
serie de subproductos indeseables en la síntesis química de estos. 
 
Los ω-hidroxiácidos grasos contienen en el átomo de Cω (átomo de C con la mayor distancia posible del grupo carboxi) 15 
un grupo hidroxilo (estructura general: HOOC-(CH2)n-CH2OH). Los ω-hidroxiácidos grasos son asimismo de gran 
importancia en la industria química, ya que se utilizan, entre otros, en lubricantes, adhesivos, agentes cosméticos y 
agentes terapéuticos contra el cáncer.  Además, los ω-hidroxiácidos grasos podrían alcanzar una gran importancia en 
el futuro, ya que pueden utilizarse como monómeros para la síntesis de bioplásticos. 
 20 
Para la obtención de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos a partir de n-alcanos y ácidos grasos en el marco 
de esta invención, se utiliza la levadura no convencional Yarrowia (Y.) lipolytica.  Se eligió la levadura Y. lipolytica 
como organismo huésped para la bioconversión, porque es capaz de utilizar una pluralidad de sustratos como fuente 
de carbono.  Además de glucosa, glicerol, proteínas, alcoholes y acetato, a ellos pertenece también una gran cantidad 
de sustratos hidrófobos, tales como aceites vegetales, grasas, ácidos grasos y n-alcanos (Barth G y Gaillardin C (1997) 25 
FEMS Microbiol Rev 19:  219-237.). Los sustratos hidrófobos son emulsionados por las levaduras y son absorbidos 
en el interior de la célula con ayuda de transportadores de membrana especializados (Fickers P, Benetti PH, Wache 
Y, Marty A, Mauersberger S, Smit MS y Nicaud JM (2005) FEMS Yeast Res 5:  527-543.). Los n-alcanos absorbidos 
en la célula se convierten gradualmente en ácidos grasos con la misma longitud de cadena en el marco de la oxidación 
del alcano primario (monoterminal) (Fig, 1).  Los ácidos grasos se descomponen a continuación en el marco de la β-30 
oxidación a acetil-CoA, que fluye hacia el ciclo del ácido tricarboxílico y glioxilato.  Paralelamente a la β-oxidación de 
los ácidos grasos en los peroxisomas, la ω-oxidación tiene lugar en el retículo endoplasmático (véase la Fig. 1).  Sin 
embargo, esta oxidación di-terminal de los ácidos grasos se produce de forma natural en un grado mucho menor que 
la β-oxidación. 
 35 
Diferentes levaduras, tales como, p. ej., Candida (C.) tropicalis e Y. lipolytica, son capaces de convertir alcanos de 
cadena larga o ácidos grasos en ácidos α,ω-dicarboxílicos.  Con el fin de que los sustratos hidrófobos puedan 
convertirse en el ácido dicarboxílico respectivo, su metabolismo debe evitarse en el marco de la β-oxidación.  Esto se 
puede hacer, p. ej., eliminando los genes POX que codifican la acil-CoA oxidasa.  Si se desactiva la β-oxidación, esto 
conduce a un aumento de la β-oxidación de los ácidos grasos (Smit et al. (2005) Biotechnol.  Lett. 27:  859-864.). 40 
 
La producción microbiana de ácidos dicarboxílicos de cadena larga ya se ha realizado con ayuda de la levadura C. 
tropicalis: 

 
• Picataggio S, Rohrer T, Deanda K, Lanning D, Reynolds R, Mielenz J y Eirich LD (1992) Biotechnology (N Y) 45 

10: 894-898. 
 

La producción de ácidos dicarboxílicos se logró en este caso, principalmente, mediante la deleción de los genes POX4 
y POX5.  Existe una serie de patentes que protegen las cepas de producción correspondientes de C. tropicalis, así 
como los correspondientes procedimientos de producción (p. ej., documentos US4339536A, EP296506A2 y 50 
WO200017380A1). 
 
Un documento de patente de 2013 se describe cómo se puede hacer que levaduras en general (de una manera en sí 
conocida) puedan producir cantidades elevadas de ácidos dicarboxílicos.  En los ejemplos de realización, sin embargo, 
aquí solo se trata en especial de C. tropicalis (documentos WO201306730A2, WO201306733A2). 55 
 
Asimismo, la producción microbiana de ácidos dicarboxílicos de cadena larga ya se llevó a cabo con ayuda de la 
levadura C. tropicalis: 
 

• Lu W, Ness JE, Xie W, Zhang X, Minshull J y Gross RA (2010) J Am Chem Soc 132: 15451-15455. 60 
 

Para ello, además de los genes POX4 y POX5, se eliminaron seis genes del citocromo P450, cuatro de alcohol oxidasa 
y seis de alcohol deshidrogenasa.  Estas cepas y procedimientos de producción ya están protegidos por patente 
(documento WO2011008232A2). 
 65 
Además, ya se ha descrito cómo se puede inducir a Y. lipolytica a formar ácidos dicarboxílicos:  
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• Smit MS, Mokgoro MM, Setati E y Nicaud JM (2005) Biotechnol Lett 27: 859-864. 
 

En este caso, se eliminaron todos los genes de acil-CoA oxidasa actualmente conocidos (POX1, POX2, POX3, POX4, 
POX5 y POX6), así como el gen de acil-CoA-diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1) y el gen de lecitina-colesterol-
aciltransferasa (LRO1).  Además, se sobre-expresó el gen de NADPH-citocromo P450-reductasa (CPR1) (documento 5 
WO200664131A8). 
 
Junto a la producción biotecnológica de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos con ayuda de levaduras 
modificadas genéticamente aprovechando la ω-oxidación intracelular de ácidos grasos, existen también otros 
procesos biotecnológicos que se basan en otras reacciones enzimáticas.  Un ejemplo de esto lo representa el uso de 10 
monooxigenasa de Baeyer-Villiger, que cataliza la conversión de una cetona en un éster (documento 
WO2013151393A1). 
 
Misión de la presente invención es proporcionar nuevas cepas de levadura de la especie Y. lipolytica que sean 
adecuadas para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos, en cantidades mayores 15 
que las hasta ahora conocidas, así como un procedimiento para el cultivo de estas cepas. 
 
El problema se resuelve mediante una cepa de levadura según la reivindicación 1, así como mediante un 
procedimiento según la reivindicación 8.  Ejecuciones ventajosas se indican en las reivindicaciones dependientes.  Por 
lo tanto, la invención proporciona lo siguiente: 20 
 
Una cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica, que presenta una reducción en la actividad de Fao1p, 
codificada por el gen FA01:  YALIOB14014g, en donde la cepa de levadura presenta también una reducción de las 
actividades de los genes de acil-CoA-oxidasas POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6, en donde las actividades 
de las proteínas Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 se reducen mediante 25 
 

(i) deleción parcial o completa de los genes codificantes para Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 
o 

 
(ii) expresión de genes no funcionales para Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 o 30 
 
(iii) inhibición o reducción de la actividad de los genes expresados para Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 

y POX6 por inserción, sustitución o mutación puntual en el gen que codifica la proteína. 
 
 35 

De acuerdo con la solicitud, se proporciona una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica para la producción 
microbiana de ω-hidroxiácidos grasos a partir de sustratos hidrófobos, que presenta una reducción de las actividades 
de las acil-CoA-oxidasas (a saber, POX1:  YALI0E32835g, POX2: YALI0F10857g, POX3: YALI0D24750g, POX4: 
YALI0E27654g, POX5: YALI0C23859g, POX6: YALI0E06567g), en donde en esta cepa de levadura están reducidas, 

además, las actividades de alcohol (graso)- deshidrogenasas (= alcohol (de ácido graso)- deshidrogenasas, a saber, 40 
elegidas de FADH: YALI0F09603g, ADH1: YALI0D25630g, ADH2: YALI0E17787g, ADH3: YALI0A16379g, ADH4: 
YALI0E15818g, ADH5: YALI0D02167g, ADH6: YALI0A15147g y/o ADH7: YALI0E07766g) y están reducidas las 
actividades de las alcohol(graso)-oxidasas (= alcohol (de ácido graso)-oxidasas relevantes, a saber, FAO1:  

YALI0B14014g), lo cual conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos, preferiblemente ω-
hidroxiácidos grasos lineales de acuerdo con la estructura general:  HOOC-(CH2)n-CH2OH, HOOC-(CnH2n-2)-CH2OH, 45 
COOC-(CnH2n-4)-CH2OH o HOOC-(CnH2n-6)-CH2OH, con n en el Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 
8 a 16, de un sustrato hidrófobo, en particular un n-alcano correspondiente o un ácido graso (y otros sustratos 
hidrófobos). 
 
De manera particularmente preferida, el ω-hidroxiácido graso es un ω-hidroxiácido graso lineal de acuerdo con la 50 
estructura general:  HOOC-(CH2)n-CH2OH, con n en el intervalo de 8 a 16. 
 
La formación de ω-hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos aumenta en el sentido de la presente invención 
si se incrementa en al menos un 10% en moles, de manera particularmente preferida en al menos un 20% en moles, 
en comparación con células de levadura sin la correspondiente modificación genética. 55 
 
La invención se basa en el conocimiento obtenido recientemente de que pudo identificarse el gen que codifica la 
alcohol graso-oxidasa de FAO1:  YALI0B14014g en la cepa de levadura de la especie Y. lipolytica,  
 
Además, los autores de la invención han descubierto ahora, sorprendentemente, que la deleción del gen que codifica 60 
la enzima Fao1p reduce la ω-oxidación adicional de los ω-hidroxiácidos grasos a aldehído de ácido graso o bien al 
ácido dicarboxílico en el marco de la ω-oxidación de ácidos grasos. 
 
De manera particularmente ventajosa, la reducción de la actividad de los productos de FADH, ADH1, ADH2, ADH3, 
ADH4, ADH5, ADH6, ADH7 y/o FAO1 previene o reduce la oxidación adicional de los ω-hidroxiácidos grasos a 65 
aldehído de ácido graso o bien al ácido dicarboxílico en el marco de la ω-oxidación de ácidos grasos. 
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El gen de la alcohol graso-oxidasa no se ha descrito hasta ahora en Y. lipolytica.  Su uso en el marco de campos de 
aplicación biotecnológicos representa igualmente una parte de esta invención. 
 
Preferiblemente, por una reducción en la actividad de una proteína se ha de entender que se reduce la actividad de la 
proteína por célula.  De manera particularmente preferida por ello debe entenderse la falta de actividad de la proteína 5 
en la célula de levadura. 
 
La reducción de la actividad de las proteínas se puede conseguir mediante diversos procedimientos conocidos por el 
experto en la materia, tales como p. ej.: 
 10 

(i) mediante la inhibición o reducción de la expresión de los genes que lo codifican 
 
(ii) mediante la deleción parcial o completa de los genes que lo codifican 
 
(iii) mediante la expresión de genes no funcionales 15 
 
(iv) mediante la inhibición o reducción de la actividad de los genes expresados. 
 

La inhibición o reducción de la expresión de un gen que codifica una proteína puede tener lugar, por ejemplo, mediante 
la inhibición o reducción de la transcripción del gen codificante o de la traducción del ARNm formado.  La deleción de 20 
los genes codificantes puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante una expansión de los genes por medio de casetes 
de deleción.  La expresión de un producto génico disfuncional o de actividad reducida puede producirse, por ejemplo, 
mediante inserción, sustitución o mutación puntual en el gen que codifica la proteína. 
 
En el caso de la reducción de la actividad, se prefiere la deleción de un gen codificante. 25 
 
Preferiblemente, la cepa de levadura según la invención para la producción de ω-hidroxiácidos grasos presenta, por 
consiguiente, una deleción de los genes para las acil-CoA-oxidasas (POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6), así 
como para las alcohol (graso)-deshidrogenasas (FADH, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7) y/o para 
las alcohol (graso)- oxidasas (FAO1).  Además, se reduce la formación de las células grasas, preferiblemente 30 
reduciendo la actividad de los productos génicos de PAH1 y/o SCT1. 

 
La deleción de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 previene la β-oxidación y, por consiguiente, 
impide la degradación de los ácidos grasos (a acetil-CoA o bien propionil-CoA). 
 35 
Preferiblemente, en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos 
están incrementadas las actividades de cualquier o de la totalidad de los productos génicos del citocromo P450, en 
particular, de ALK1:  YALI0E25982g, ALK2: YALI0F01320g, ALK3: YALI0A20130g, ALK4: YALI0B13816g, ALK5: 
YALI0B13838g, ALK6: YALI0B01848g, ALK7: YALI0A15488g, ALK8: YALI0C12122g, ALK9: YALI0B06248g, ALK10: 
YALI0B20702g, ALK11: YALI0C10054g y/o ALK12: YALI0A20130g. Ventajosamente, el aumento de productos 40 
génicos del citocromo P450 individuales o de la totalidad conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos 
grasos a partir del correspondiente sustrato hidrófobo, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 
Se puede prever ventajosamente que la actividad de la NADPH citocromo P450-reductasa (CPR1: YALI0D04422g) se 
incremente adicionalmente en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-45 
hidroxiácidos grasos,  lo cual conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos a partir del sustrato 
hidrófobo correspondiente, especialmente n-alcanos y ácidos grasos. 
 
Preferiblemente, en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos 
se reduce adicionalmente la actividad de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa (PAH1:  YALI0D27016p).  Esto conduce 50 
ventajosamente a una reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada 
de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-

alcanos y ácidos grasos. 
 
Según una ejecución ventajosa de la presente invención, en la cepa de levadura según la invención para la producción 55 
microbiana de ω-hidroxiácidos grasos se reduce adicionalmente la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa 
(SCT1: YALI0C00209g), lo cual conduce ventajosamente a una reducción del tamaño de las células grasas y, por 
consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, 
en particular n-alcanos y ácidos grasos (y otros sustratos hidrófobos). 
 60 
Se puede prever, además, que en la cepa de levadura para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos esté 
reducida adicionalmente la actividad de la fosfolípido-diacilglicerol-aciltransferasa (LRO1:  YALI0E16797g), lo cual 
conduce a una reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada de ω-
hidroxiácidos grasos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 

 65 
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Además, se da a conocer que en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-
hidroxiácidos grasos se reduce adicionalmente la actividad de la diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1: YALI0E32769g), 

lo cual conduce a una reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada 
de ω-hidroxiácidos grasos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 5 
Además, se da a conocer que en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-
hidroxiácidos grasos está incrementada adicionalmente la actividad de la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (GUT2: 
YALI0B13970g), lo cual conduce a una reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación 
incrementada de ω-hidroxiácidos grasos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y 
ácidos grasos.  10 
 
Se ha encontrado ahora, de manera particularmente ventajosa, que el aumento adicional de las actividades de 
triacilglicerol-lipasas relevantes (TGL3/TGL4: YALI0F10010g, YALI0D16379g, YALI0D17534g) en la cepa de levadura 
según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos conduce a una reducción del tamaño de 
las células grasas y, por lo tanto, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos a partir del correspondiente 15 
sustrato hidrófobo, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 
Particularmente ventajosa se ha manifestado la reducción de la actividad del transportador de citrato y oxalacetato 
(YHM2:  YALI0B10736g) y/o la reducción de la actividad de la proteína transportadora de citrato (CTP1:  

YALI0F26323g) en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos, 20 
ya que con ello se produce y/o se secreta al medio de cultivo una menor cantidad de ácidos orgánicos. 
 
Opcionalmente, se puede prever que en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-
hidroxiácidos grasos, esté incrementado el transporte de ω-hidroxiácidos grasos desde la célula de levadura o bien 
desde el retículo endoplasmático al citoplasma, p. ej., por la actividad incrementada de transportadores de membrana 25 
específicos, lo cual conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos a partir del sustrato hidrófobo 
correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 

 
Preferiblemente, en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos 
está incrementado adicionalmente el transporte de los sustratos hidrófobos en la célula de levadura o bien de las 30 
organelas respectivas (peroxisomas, retículo endoplasmático), p. ej., por la actividad incrementada de transportadores 
de membrana específicos, lo cual conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos a partir del 
sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 
La invención se refiere también al uso de la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-35 
hidroxiácidos grasos de la estructura general:  HOOC-(CH2)n-OH, HOOC-(CnH2n-2)-CH2OH, COOC-(CnH2n-4)-CH2OH 
o HOOC-(CnH2n-6)-CH2OH, con n en el intervalo de 6 a 18, a partir de un sustrato hidrófobo. 
 
Además, se da a conocer una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica para la producción microbiana de ácidos 
dicarboxílicos a partir de n-alcanos y ácidos grasos (y otros sustratos hidrófobos) la cual presenta una reducción de 40 
las actividades de las acil-CoA-oxidasas (a saber, POX1:  YALI0E32835g, POX2: YALI0F10857g, POX3: 
YALI0D24750g, POX4: YALI0E27654g, POX5: YALI0C23859g, POX6: YALI0E06567g) y se caracteriza porque en 
esta cepa de levadura están reducidas adicionalmente las actividades de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes 
(a saber, elegidas de FADH: YALI0F09603g, ADH1: YALI0D25630g, ADH2: YALI0E17787g, ADH3: YALI0A16379g, 
ADH4: YALI0E15818g, ADH5: YALI0D02167g, ADH6: YALI0A15147g y/o ADH7: YALI0E07766g) y están 45 
incrementadas las actividades de alcohol(graso)-oxidasas relevantes (a saber, FAO1: YALI0B14014g), lo cual 
conduce a una formación incrementada de ácidos dicarboxílicos, preferiblemente de acuerdo con la estructura general: 
HOOC-(CH2)n-COOH, HOOC-(CnH2n-2)-COOH, COOC-(CnH2n-4)-COOH o HOOC-(CnH2n-6)-COOH, con n en el 
Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 8 a 16, a partir de n-alcanos y ácidos grasos (y otros sustratos 
hidrófobos). 50 
 
La cepa de levadura dada a conocer para la producción de ácidos dicarboxílicos presenta preferiblemente una deleción 
de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6.  Además, presenta una actividad incrementada de los 
productos de FADH, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7 y/o FAO1.  Además, se reduce la formación de 
las células grasas, preferiblemente reduciendo la actividad de los productos génicos de PAH1 y/o SCT1. 55 
 
De manera particularmente ventajosa, el incremento de la actividad de los productos génicos de FADH, ADH1, ADH2, 
ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7 y/o FAO1 potencia la oxidación adicional de los ω-hidroxiácidos grasos a aldehído 
de ácido graso o bien al ácido dicarboxílico en el marco de la ω-oxidación de ácidos grasos, de modo que se formen 
en mayor medida los ácidos dicarboxílicos deseados. 60 
 
Preferiblemente, por una actividad incrementada de una proteína debe entenderse que está incrementada la actividad 
por célula, lo cual se puede lograr mediante el aumento de la cantidad de proteína o mediante el aumento de la 
actividad de la propia proteína.  El incremento en la cantidad de proteína se caracteriza por el hecho de que se forma 
más proteína que con una cepa inalterada en las mismas condiciones.  El incremento de la actividad propia de la 65 
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proteína se caracteriza por el hecho de que la misma cantidad de proteína en una cepa modificada presenta una 
actividad mayor que en una cepa inalterada. 
 
Se puede generar una actividad incrementada de las proteínas de diferentes formas: 
 5 

(i) mediante la introducción del gen relevante en múltiples, preferiblemente de 8 a 12 copias, en el genoma del 
organismo (efecto gen-dosis) 

 
(ii) mediante el intercambio del promotor natural del gen relevante por un promotor más fuerte que el natural, 

preferiblemente un promotor que posea al menos el 50% de la actividad del promotor del gen alfa del factor 10 
de elongación de la traducción 1 (TEF1:  YALI0C09141g), lo más preferiblemente un promotor que posea al 
menos la actividad del promotor TEF1.  En este caso, se pueden elegir promotores que estén activos durante 
todo el cultivo o solo en una fase de crecimiento deseada (efecto de regulación génica). 

 
En el caso del aumento de la actividad, se prefiere particularmente la introducción adicional del gen relevante bajo el 15 
control de un promotor fuerte, preferiblemente el promotor TEF1 de Yarrowia lipolytica. 
 
De acuerdo con la invención, las cepas de levadura de la especie Y. lipolytica para la producción de ω-hidroxiácidos 
grasos o bien de ácidos dicarboxílicos no son capaces de degradar ácidos grasos en el marco de la β-oxidación.  Esto 
puede garantizarse, por ejemplo, mediante las siguientes medidas: 20 
 

(i) Reducción de la actividad de acil-CoA-oxidasas (POX1: YALI0E32835g, POX2: YALI0F10857g, POX3: 
YALI0D24750g, POX4: YALI0E27654g, POX5: YALI0C23859g, POX6: YALI0E06567g) 

 
(ii) Prevención de la biogénesis de peroxisomas, p. ej., mediante reducción de la actividad de las peroxinas (p. ej., 25 

PEX10: YALI0C01023g) 
 

Para la producción de ω-hidroxiácidos grasos, además de prevenir la β-oxidación, debe evitarse o reducirse la 
oxidación de los ω-hidroxiácidos grasos a aldehído de ácido graso o bien a ácido dicarboxílico en el marco de la ω-
oxidación.  Esto se puede garantizar de la siguiente manera: 30 
 

(i) Reducción de la actividad de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes (FADH: YALI0F09603g, ADH1: 
YALI0D25630g, ADH2: YALI0E17787g, ADH3: YALI0A16379g, ADH4: YALI0E15818g, ADH5: 
YALI0D02167g, ADH6: YALI0A15147g, ADH7: YALI0E07766g) 

 35 
(ii) Reducción de la actividad de alcohol (graso)-oxidasas relevantes (FAO1: YALI0B14014g) 
 

Preferiblemente, el rendimiento del producto también aumenta al influir directamente en las vías metabólicas 
relevantes, en particular éstas son: 
 40 

(i) el aumento de la actividad de los productos génicos del citocromo P450 (ALK1: YALI0E25982g, ALK2: 
YALI0F01320g, ALK3: YALI0A20130g, ALK4: YALI0B13816g, ALK5: YALI0B13838g, ALK6: YALI0B01848g, 
ALK7: YALI0A15488g, ALK8: YALI0C12122g, ALK9: YALI0B06248g, ALK10: YALI0B20702g, ALK11: 
YALI0C10054g, ALK12: YALI0A20130g) 

 45 
(ii) el aumento de la actividad de los productos génicos de la NADPH-citocromo P450-reductasa (CPR1: 

YALI0D04422g) 
 

Solo para la producción de ácidos dicarboxílicos: 
 50 

(iii) el aumento de la actividad de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes (FADH: YALI0F09603g, ADH1: 
YALI0D25630g, ADH2: YALI0E17787g, ADH3: YALI0A16379g, ADH4: YALI0E15818g, ADH5: 
YALI0D02167g, ADH6: YALI0A15147g, ADH7: YALI0E07766g) 
 
(iv) el aumento de la actividad de alcohol (graso)-oxidasas relevantes (FAO1: YALI0B14014g) 55 
 
(v) el aumento de la actividad de aldehído (graso)-deshidrogenasas relevantes (FALDH1: YALI0A17875g, 
FALDH2: YALI0E15400g, FALDH3: YALI0B01298g, FALDH4: YALI0F23793g) 
 

En el marco de las investigaciones de los autores de la invención, se encontró que las células forman células grasas 60 
muy grandes (cuerpos lipídicos) en el curso del cultivo.  Se puede partir del hecho de que los ácidos grasos (o sus 
derivados intracelulares) se esterifican con glicerol y se almacenan intracelularmente en las células grasas.  Esto 
reduce el rendimiento del producto finalmente logrado. 
 
Preferiblemente, las modificaciones genéticas conducen a una formación de células grasas más pequeñas y, por 65 
consiguiente, a un rendimiento incrementado del producto, en particular éstas son: 
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(i) la reducción de la actividad de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa (PAH1: YALI0D27016p) 

 
(ii) la reducción de la actividad de la fosfolípido-diacilglicerol-aciltransferasa (LRO1: YALI0E16797g) 
 5 
(iii) la reducción de la actividad de la diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1: YALI0E32769g) 

 
(iv) la reducción de la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (SCT1: YALI0C00209g) 
 
(v) el aumento de la actividad de la glicerol-3-fosfato- deshidrogenasa (GUT2: YALI0B13970g) 10 

 
(vi) el aumento de la actividad de las triacilglicerol-lipasas (TGL3/TGL4: YALI0F10010g, YALI0D16379g, 

YALI0D17534g) 
 

En particular, la reducción de la actividad de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa, de la diacilglicerol-aciltransferasa 15 
y/o de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa conduce a un rendimiento de producto incrementado, es decir, una 
producción de ω-hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos. 
 
Además, se incrementa el transporte de los sustratos al interior de la célula o de las respectivas organelas 
(peroxisomas, retículo endoplasmático) y el transporte de los productos (ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos) 20 
desde la célula o bien desde las respectivas organelas.  Esto se puede garantizar, por ejemplo, aumentando la 
actividad de transportadores específicos. 
 
Según una ejecución particularmente preferida de la presente invención, la combinación de varias de las 
modificaciones genéticas mencionadas anteriormente conduce a un rendimiento de producto incrementado, a un 25 
rendimiento incrementado y/o a un rendimiento espacio-tiempo incrementado. 
 
Como cepa de partida para la construcción de una cepa de acuerdo con la invención se puede utilizar un aislado de 
tipo salvaje de la levadura Y. lipolytica, preferiblemente la cepa H222.  La cepa H222 fue depositada el 29.04.2013 en 
la DSMZ (Deutsche Sammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, D-38142 Braunschweig) bajo el número 30 
DSM 27185 de acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el Reconocimiento Internacional del Depósito de 
Microorganismos para Fines de Procedimientos de Patentes. 
 
Se requiere un marcador de selección para utilizar una cepa para el tratamiento genético adicional.  Este marcador de 
la selección se puede introducir en la cepa de una manera en sí conocida, p. ej., en forma de auxotrofia de uracilo.  35 
Alternativamente, se puede recurrir a cepas auxotróficas de uracilo ya conocidas, preferiblemente a la cepa H222-S4 
(Mauersberger S, Wang HJ, Gaillardin C, Barth G y Nicaud JM (2001) J Bacteriol 183: 5102-5109.). 
 
Se introducen genes o construcciones adicionales que reemplazan genes existentes, preferiblemente mediante 
procedimientos habituales que son conocidos en el estado de la técnica.  Para garantizar una transcripción eficaz de 40 
los genes introducidos, se prefiere enlazar los promotores que funcionan para el organismo con el marco de lectura 
abierto de los genes.  En este caso, se pueden utilizar tanto promotores constitutivos como promotores que dependen 
de las condiciones de cultivo. 
 
Preferiblemente, los genes introducidos que codifican las enzimas mencionadas se disponen funcionalmente bajo el 45 
control de un promotor constitutivo, pudiendo ser que los promotores sean idénticos o diferentes entre sí. 
 
Se utilizan preferiblemente promotores constitutivos.  Se utiliza de forma especialmente preferente el promotor del 
factor de elongación de la traducción 1 alfa (pTEF1). 
 50 
Alternativamente, los genes introducidos se colocan preferiblemente bajo el control de un promotor que depende de 
las condiciones de cultivo.  Preferiblemente, los activadores o bien inductores activan el promotor (también 
denominado operador en el sentido de la solicitud) que depende de las condiciones de cultivo interactuando 
directamente con un promotor regulable o bien uniéndose a una proteína represora que luego se libera del promotor.  
Al poner en contacto la cepa de levadura de acuerdo con la invención con un activador y/o inductor, las enzimas arriba 55 
mencionadas se sintetizan en la cepa de levadura de acuerdo con la invención y, por consiguiente, están disponibles 
para la reacción biocatalítica de un sustrato hidrófobo, en particular un n-alcano o un ácido graso correspondiente. 
 
En una ejecución de la invención, los promotores que dependen de las condiciones de cultivo se diferencian entre sí, 
de modo que los promotores pueden activarse de una manera específica para la señal primaria.  Por lo tanto, la 60 
presencia de diferentes activadores y/o inductores en la cepa de levadura puede conducir ventajosamente a la 
expresión de genes seleccionados, con lo cual se minimiza el estrés para una célula de levadura recombinante.  
 
Las correspondientes secuencias de ácido nucleico para promotores (p. ej., pTEF1, pPOX2, pPOT1, pXPR1, pICL1) 
que pueden utilizarse para un procedimiento según la invención, son muy conocidas por el experto en la materia o 65 
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pueden encontrarse en bancos de datos conocidos.  Junto a los promotores introducidos artificialmente en organismos, 
también pueden utilizarse ventajosamente promotores naturales para un procedimiento de acuerdo con la invención. 
 
Asimismo, se prefiere proveer el marco de lectura abierto de los genes con un terminador.  Preferiblemente, se utiliza 
el terminador del gen de isocitrato liasa (ICL1t).  5 
 
También se da a conocer un procedimiento para la producción biocatalítica de ω-hidroxiácidos grasos, preferiblemente 
de acuerdo con la estructura general:  HOOC-(CH2)n-CH2OH, HOOC-(CnH2n-2)-CH2OH, COOC-(CnH2n-4)-CH2OH o 
HOOC-(CnH2n-6)-CH2OH, con n en el Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 8 a 16, a partir de un 
sustrato hidrófobo, que comprende las siguientes etapas: 10 
 

a) proporcionar células de levadura de al menos una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica, la cual presenta 
 

(i) una reducción de las actividades de las acil-CoA-oxidasas, 
 15 
(ii) una actividad reducida de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes y 
 
(iii) una actividad reducida de alcohol (graso)-oxidasas relevantes, 
 

en un medio de cultivo adecuado, 20 
 

b) poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidrófobo, en donde el sustrato hidrófobo se hace 
reaccionar con al menos una de las enzimas de las células de levadura seleccionadas del grupo 

 
(i) productos génicos del citocromo P450, 25 
 
(ii) NADPH-citocromo P450-reductasa y 
 
(iii) aldehído (graso)-deshidrogenasas para dar el producto de reacción ω-hidroxiácido graso 
 30 

c) aislamiento del ω-hidroxiácido graso. 
 

De manera particularmente preferida, el ω-hidroxiácido graso es un ω-hidroxiácido graso lineal de acuerdo con la 
estructura general: HOOC-(CH2)n-CH2OH, con n en el intervalo de 8 a 16. 
 35 
De acuerdo con una ejecución preferida del procedimiento dado a conocer para la producción biocatalítica de ω-
hidroxiácidos grasos, puede estar previsto que la reacción para dar el producto de reacción ω-hidroxiácido graso tenga 
lugar adicionalmente con las alcohol (graso)-oxidasas y alcohol (graso)-deshidrogenasas que quedan en las células 
de levadura utilizadas. 
 40 
Preferiblemente, las células de levadura de al menos una cepa de levadura en el procedimiento según la invención 
para la producción biocatalítica de ω-hidroxiácidos grasos de la especie Y. lipolytica se eligen de la cepa de levadura 
según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos.  
 
Sorprendentemente, se ha demostrado que después de la reacción biocatalítica del sustrato hidrófobo para dar el 45 
producto de reacción deseado ω-hidroxiácidos grasos, estos no se metabolizan más en las células de levadura según 
la invención de una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica (es decir, se descomponen en el metabolismo del 
catalizador de célula completa) y se acumulan en el componente acuoso.  El ω-hidroxiácido graso se acumula 
ventajosamente en el medio de cultivo como resultado de ser descargado de las células de levadura. 
 50 
Preferiblemente, la puesta en contacto de la cepa de levadura con un sustrato hidrófobo mediante la adición directa al 
componente líquido tiene lugar en forma de líquido y/o sólido.  En el caso de la adición directa a la cepa de levadura, 
también puede encontrar aplicación una fase orgánica como depósito de sustrato, con lo cual se puede optimizar el 
tiempo de ejecución del proceso. 
 55 
En el sentido de la presente invención, se entiende por un sustrato hidrófobo una sustancia de por sí insoluble en agua, 
que presenta una cadena principal hidrocarbonada, eventualmente ramificada y/o insaturada con 8 a 20 átomos de 
carbono.  Preferiblemente, el sustrato hidrófobo se elige del grupo de los n-alcanos de estructura general:  H3C-(CH2)n-
CH3 (p. ej., dodecano, pentadecano, hexadecano) o alquenos de estructura general H3C-(CnH2n-2)-CH3, H3C-(CnH2n-

4)-CH3 o H3C-(CnH2n-6)-CH3, en donde n es un número entero en el intervalo de 6 a 18, de los ácidos grasos saturados 60 
eventualmente ramificados de la estructura general:  HOOC-(CH2)n-CH3, en donde n es un número entero en el 
intervalo de 6 a 18 (p. ej., ácido dodecanoico, ácido hexadecanoico, ácido pentadecanoico, ácido fitoico) de los ácidos 
grasos insaturados de estructura general:  HOOC-(CnH2n-2)-CH3, COOC-(CnH2n-4)-CH3 o HOOC-(CnH2n-6)-CH3, en 
donde n es un número entero en el intervalo de 6 a 18 (p. ej., ácido oleico, ácido linoleico, ácido araquidónico) y ésteres 
alquílicos de ácidos grasos de estructura general:  ROOC-(CH2)n-CH3, con n en el intervalo de 6 a 18 y en donde R es 65 
un radical alquilo C1-4 eventualmente ramificado. 
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De manera particularmente preferida pero no exclusiva, los n-alcanos, alquenos o bien ácidos grasos saturados o bien 

insaturados antes mencionados, con una longitud de cadena (número de átomos de carbono en la cadena más larga) 
de ocho a dieciocho átomos de carbono, es decir, n en el intervalo de 6 a 16, sirven como sustrato hidrófobo para la 
bioconversión. 5 
 
De acuerdo con una ejecución alternativa preferida de la presente invención, para la bioconversión sirven 
preferiblemente, pero no exclusivamente, n-alcanos y ácidos grasos con una longitud de cadena de ocho a dieciocho 
átomos de carbono, es decir, n en el intervalo de 6 a 16 como sustrato hidrófobo. 
 10 
Según una ejecución preferida del procedimiento de acuerdo con la invención, la concentración del sustrato hidrófobo 
al comienzo de la producción es de 1 a 50 gramos por litro de medio de cultivo (g l -1), de manera particularmente 
preferida de 5 a 40 g l-1. 
 
Además, se da a conocer un procedimiento para la preparación de ácidos dicarboxílicos, preferiblemente de acuerdo 15 
con la estructura general: HOOC-(CH2)n-COOH, HOOC-(CnH2n-2)-COOH, COOC-(CnH2n-4)-COOH o HOOC-(CnH2n-6)-
COOH, con n en el Intervalo de 6 a 18, preferiblemente en el intervalo de 8 a 16, a partir de un sustrato hidrófobo, en 
particular elegido de n-alcanos y ácidos grasos, que comprende las siguientes etapas: 
 

a) proporcionar células de levadura de al menos una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica, la cual presenta 20 
 

(i) una reducción de las actividades de las acil-CoA-oxidasas, 
 
(ii) una actividad incrementada de alcohol (graso)-deshidrogenasas relevantes y 
 25 
(iii) una actividad incrementada de alcohol (graso)-oxidasas relevantes, 
 

en un medio de cultivo adecuado, 
 

b) poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidrófobo, en donde el sustrato hidrófobo se hace 30 
reaccionar con al menos una de las enzimas de las células de levadura seleccionadas del grupo 

 
(i) de los productos génicos del citocromo P450, 
 
(ii) de la NADPH-citocromo P450-reductasa, 35 
 
(iii) de las alcohol (graso)-deshidrogenasas según a), 
 
(iv) de las alcohol (graso)-deshidrogenasas según a) y 
 40 
(v) aldehído (grado)-deshidrogenasa, 
 

para dar el producto de reacción ácido dicarboxílico, 
 

c) aislamiento del ácido dicarboxílico. 45 
 

De manera particularmente preferida, el ácido dicarboxílico graso es un ácido dicarboxílico lineal de acuerdo con la 
estructura general: HOOC-(CH2)n-CH2OH, con n en el intervalo de 8 a 16. 
 
Preferiblemente, en las células de levadura para el procedimiento dado a conocer para la preparación de ω-50 
hidroxiácidos, están adicionalmente las actividades de los distintos o de todos los productos génicos del citocromo 
P450, en particular, de ALK1: YALI0E25982g, ALK2: YALI0F01320g, ALK3: YALI0A20130g, ALK4: YALI0B13816g, 
ALK5: YALI0B13838g, ALK6: YALI0B01848g, ALK7: YALI0A15488g, ALK8: YALI0C12122g, ALK9: YALI0B06248g, 
ALK10: YALI0B20702g, ALK11: YALI0C10054g y/o ALK12: YALI0A20130g. Ventajosamente, el aumento de distintos 
o de todos productos génicos del citocromo P450 conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos 55 
o ácidos dicarboxílicos a partir del correspondiente sustrato hidrófobo, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 

 
Ventajosamente, puede estar previsto que la actividad de la NADPH-citocromo P450-reductasa (CPR1: 
YALI0D04422g) se incremente en las células de levadura para el procedimiento según la invención para la preparación 
de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos,  lo cual conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos 60 
grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 
Según una ejecución preferida del procedimiento dado a conocer para la preparación de ácidos dicarboxílicos, en las 
células de levadura están incrementadas adicionalmente las actividades de alcohol (graso)-deshidrogenasas 
relevantes (a saber, FADH:  YALI0F09603g, ADH1: YALI0D25630g, ADH2: YALI0E17787g, ADH3: YALI0A16379g, 65 
ADH4: YALI0E15818g, ADH5: YALI0D02167g, ADH6: YALI0A15147g, ADH7: YALI0E07766g), lo cual conduce 
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ventajosamente a una formación incrementada de ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, 
en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 
Preferiblemente, en las células de levadura del procedimiento dado a conocer para la preparación de ácidos 
dicarboxílicos, están incrementadas las actividades de las alcohol (graso)-oxidasas relevantes (FAO1:  5 
YALI0B14014g), lo cual conduce a una formación incrementada de ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo 
correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos 
 
Según una ejecución preferida del procedimiento dado a conocer para la preparación de ácidos dicarboxílicos, en las 
células de levadura están incrementadas adicionalmente las actividades de aldehído (graso)-deshidrogenasas 10 
relevantes (FALDH1: YALI0A17875g, FALDH2: YALI0E15400g, FALDH3: YALI0B01298g, FALDH4: YALI0F23793g), 
lo cual conduce a una formación incrementada de ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, 
en particular n-alcanos y ácidos grasos.  
 
Los rendimientos de ω-hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos en el procedimiento de acuerdo con la 15 
invención durante un período de tiempo de un día (es decir, 24 h) se encuentran preferiblemente en el intervalo de 1 
a 20 g l-1, de manera particularmente preferida en el intervalo de 4 a 15 g l-1. 
 
Según una ejecución preferida, la preparación de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos tiene lugar en un 
biorreactor (fermentador) en el que se fermenta una cepa de levadura según la invención en condiciones de 20 
crecimiento adecuadas en un medio de cultivo adecuado. 
 
Además, se dan a conocer procedimientos para la preparación de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos, que 
se caracterizan porque un microorganismo según la invención se cultiva en un biorreactor (fermentador) de una 
manera en sí conocida. 25 
 
Preferiblemente, el aislamiento del producto de reacción ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos tiene lugar por 
extracción del componente acuoso con un disolvente orgánico elegido del grupo de los ésteres de ácido ftálico, de 
manera particularmente preferida acetato de etilo, éster diisononílico del ácido 1,2-ciclohexanodicarboxílico y 
Mesamoll®, y/o de los hidrocarburos alifáticos ramificados y/o lineales, preferiblemente con 5 a 16 átomos de carbono, 30 
tales como, p. ej., n-pentano, ciclopentano, n-hexano, ciclohexano, n-heptano, n-octano, ciclooctano, n-decano, n-
dodecano o n-hexadecano.  Preferiblemente, los disolventes orgánicos mencionados sirven en un sistema monofásico 
acuoso para la extracción después de la conversión del sustrato hidrófobo.  Alternativamente, los disolventes orgánicos 
mencionados sirven en un sistema bifásico en forma de una segunda fase junto al medio de cultivo como depósito 
para el sustrato hidrófobo y/o para la separación del producto de reacción. 35 
 
El aislamiento de los ácidos dicarboxílicos y/o ω-hidroxiácidos grasos mediante extracción del componente acuoso 
con un disolvente orgánico tiene lugar preferiblemente después de la separación de las células de levadura en forma 
de biomasa del medio de cultivo, teniendo lugar la separación de las células de levadura en forma de biomasa del 
medio de cultivo preferiblemente por centrifugación o filtración. 40 
 
Preferiblemente, la extracción de los productos de reacción ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos tiene lugar 
con un disolvente orgánico a un valor del pH entre 0 y 8, de manera particularmente preferida entre 1 y 7, de manera 
muy particularmente preferida entre 1 y 6. 
 45 
Eventualmente, para la purificación de los ácidos dicarboxílicos y/o ω-hidroxiácidos grasos, se lleva a cabo una 
destilación después de la extracción, separándose preferiblemente el disolvente orgánico.  Preferiblemente, la 
separación del disolvente orgánico tiene lugar por evaporación a una presión entre 0,1 y 1000 mbar, de manera 
particularmente preferida entre 0,1 y 750 mbar, de manera muy particularmente preferida entre 1 y 400 mbar. 
 50 
Preferiblemente, en una cepa de levadura para el procedimiento dado a conocer para la preparación de ω-
hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos está reducida adicionalmente la actividad de la ácido fosfatídico-
defosfohidrolasa (PAH1:  YALI0D27016p). Esto conduce ventajosamente a una reducción del tamaño de las células 
grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos a partir 
del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 55 
 
Según una ejecución preferida del procedimiento dado a conocer para la preparación de ω-hidroxiácidos grasos o bien 
ácidos dicarboxílicos, en la cepa de levadura empleada está reducida adicionalmente la actividad de la glicerol-3-
fosfato-aciltransferasa (SCT1:  YALI0C00209g), lo cual conduce ventajosamente a una reducción del tamaño de las 
células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos a 60 
partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos (y otros sustratos hidrófobos). 
 
Se puede prever también, además, que en el procedimiento dado a conocer para la preparación microbiana de ácidos 
dicarboxílicos o bien ω-hidroxiácidos grasos, en las células de levadura de la cepa de levadura empleada esté reducida 
adicionalmente la actividad de la fosfolípido-diacilglicerol-aciltransferasa (LRO1: YALI0E16797g), lo cual conduce a 65 
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una reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos 
grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 

 
Según una ejecución preferida, en la cepa de levadura según la invención para la producción microbiana de ω-
hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos está reducida adicionalmente la actividad de la diacilglicerol-5 
aciltransferasa (DGA1:  YALI0E32769g), lo cual conduce a una reducción del tamaño de las células grasas y, por 

consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato 
hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 
Según una ejecución preferida del procedimiento dado a conocer para la preparación de ω-hidroxiácidos grasos o bien 10 
ácidos dicarboxílicos, en las células de levadura de la cepa de levadura correspondientemente empleada está reducida 
adicionalmente la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (GUT2: YALI0B13970g), lo cual conduce a una 
reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos 
grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 
 15 
Se ha encontrado ahora, de manera particularmente ventajosa, que el aumento adicional de las actividades de 
triacilglicerol-lipasas relevantes (TGL3/TGL4: YALI0F10010g, YALI0D16379g, YALI0D17534g) en las células de 
levadura utilizadas para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos conduce a 
una reducción del tamaño de las células grasas y, por consiguiente, a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos 
grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del correspondiente sustrato hidrófobo, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 20 
 
Preferiblemente, en las células de levadura de la cepa de levadura utilizada para el procedimiento dado a conocer 
para la preparación de ω-hidroxiácidos grasos o bien ácidos dicarboxílicos está incrementado adicionalmente el 
transporte de los sustratos hidrófobos en la célula de levadura o bien de las organelas respectivas (peroxisomas, 
retículo endoplasmático), p. ej., por la actividad incrementada de transportadores de membrana específicos, lo cual 25 
conduce a una formación incrementada de ω-hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato 
hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y ácidos grasos. 

 
Opcionalmente, se puede prever que en las células de levadura para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos 
grasos o bien ácidos dicarboxílicos esté incrementado adicionalmente el transporte de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos 30 
dicarboxílicos desde la célula de levadura o bien desde el retículo endoplasmático al citoplasma, p. ej., por la actividad 
incrementada de transportadores de membrana específicos, lo cual conduce a una formación incrementada de ω-
hidroxiácidos grasos o ácidos dicarboxílicos a partir del sustrato hidrófobo correspondiente, en particular n-alcanos y 
ácidos grasos y a una acumulación en el medio de cultivo. 
 35 
Particularmente ventajosa se ha manifestadoi la reducción de la actividad del transportador de citrato y oxalacetato 
(YHM2: YALI0B10736g) y/o la reducción de la actividad de la proteína transportadora de citrato (CTP1: YALI0F26323g) 
en las células de levadura para el procedimiento según la invención para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos 
grasos o bien ácidos dicarboxílicos, ya que con ello se produce y/o se secreta al medio de cultivo una menor cantidad 
de ácidos orgánicos. 40 
 
El medio de cultivo es preferiblemente un medio mínimo.  En el sentido de la presente invención, se entiende por un 
medio mínimo un medio de cultivo acuoso que contiene todos los sustratos (p. ej., fuente de carbono, sales minerales, 
oligoelementos, vitaminas) necesarios para el crecimiento de las células de levadura en forma disuelta, pero que al 
mismo tiempo no presenta sustancias constitutivas complejas o bien biomoléculas complejas (p. ej., extracto de 45 
levadura, peptona, triptona, etc.).  El experto conoce del estado de la técnica un gran número de medios mínimos para 
cultivar células de levadura. 
 
Junto al sustrato hidrófobo ofrecido para la bioconversión, se debe proporcionar durante el cultivo otra fuente de 
carbono (fuente de C; sustrato para la obtención de energía), a partir del cual la célula puede obtener energía. 50 
 
Preferiblemente, por lo tanto, se añaden al medio de cultivo como fuente de C monosacáridos o bien disacáridos, p. 
ej., glucosa, D-fructosa, xilosa, maltosa, sacarosa y/o alcoholes polihídricos, tales como, p. ej., glicerol, glicerol bruto 
y manitol, de manera particularmente preferida la fuente de carbono añadida es glucosa 
 55 
En particular, como fuente de nitrógeno (fuente de N) para el cultivo de cepas de levadura en el procedimiento según 
la invención se utilizan amonio/amoniaco o aminoácidos, tales como glutamina/glutamato. 
 
En el caso del cultivo de una cepa según la invención, se han de preferir condiciones de cultivo en las que las células 
grasas son relativamente escasas y la tasa de conversión de los sustratos ofrecidos es relativamente grande. 60 
 
Una limitación del crecimiento de las células evita que cantidades demasiado grandes del sustrato empleado se 
almacenen en las células, lo que reduce el rendimiento del producto y aparezca una limitación de oxígeno que reduzca 
la productividad. 
 65 
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Una posible forma de limitación es la limitación de nitrógeno.  En la levadura Y. lipolytica esta limitación conduce a 
una interrupción del crecimiento después de que se haya agotado la fuente de nitrógeno y a la formación de ácido 
cítrico y ácido iso-cítrico.  El contenido de nitrógeno en el medio durante la fase de producción, es decir, después de 
poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidrófobo, debería ser preferiblemente menor que 2 g l -1, 
preferiblemente menor que 1 g l-1, muy preferiblemente menor que 0,5 g l-1, lo más preferiblemente 0 g l-1.  La fase de 5 
producción se caracteriza porque se une una fase de fuerte crecimiento (fase de crecimiento) y ya solo presenta un 
crecimiento bajo (en comparación con la tasa de crecimiento), pero una formación de producto incrementada. 
 
Preferiblemente, el cultivo en el fermentador tiene lugar bajo parámetros del proceso controlados, manteniéndose 
constante de manera particularmente preferida el valor del pH en el medio de cultivo (durante una determinada fase 10 
de crecimiento).  La fermentación tiene lugar de manera especialmente preferida bajo condiciones de limitación. 
 
El valor de pH en el medio de cultivo debería corresponder, después del contacto, es decir, durante la fase de 
crecimiento, al valor fisiológicamente preferido de 5,5 y, durante la fase de producción, es decir, después de poner en 
contacto las células de levadura con el sustrato hidrófobo, preferiblemente a 5,5-9,0, de manera particularmente 15 
preferida a 7,0-9,0 y de manera especialmente preferida a 8,0. 
 
Las células de levadura se cultivan preferiblemente bajo condiciones fisiológicas a una temperatura entre 0 y 60 °C, 
preferiblemente entre 10 y 50 °C, de manera particularmente preferida entre 20 y 40 °C, estando el valor del pH del 
medio de cultivo entre 2,0 y 9,0, preferentemente entre 5,5 y 9,0, de manera particularmente preferida entre 7,0 y 9,0, 20 
de manera especialmente preferida en torno a 8,0. 
 
Preferiblemente, en el procedimiento dado a conocer las condiciones de limitación mencionadas se combinan entre 
sí. 
 25 
Se da a conocer también un kit para la producción biocatalítica de ácidos dicarboxílicos u ω-hidroxiácidos grasos, que 
contiene: 
 

a) al menos un tipo de células de levadura, preferiblemente un tipo de células de levadura modificadas según la 
invención de la cepa de levadura de la especie Y. lipolytica en un componente acuoso y/o  30 

 
b) al menos un tipo de células de levadura crioconservadas, preferiblemente de un tipo de células de levadura 

modificadas según la invención de la cepa de levadura de la especie Y. lipolytica. 
 

La biomasa en forma de células de levadura para el procedimiento dado a conocer para la producción biocatalítica de 35 
ácidos dicarboxílicos u ω-hidroxiácidos grasos puede obtenerse de una manera conocida por el experto en la técnica 
de precultivo de las células de levadura a emplear de manera correspondiente (cultivo en medio completo y/o medio 
mínimo), por ejemplo mediante cultivo en medio completo, tal como el medio YPD (medio DSM Nº 393), pero 
preferiblemente mediante cultivo en un medio que permita la generación de altas densidades celulares, por ejemplo 
mediante cultivo en medio mínimo (p. ej., glucosa al 5% (p/v), 20 g l-1 de CaCO3, 1 g l-1 de KH2PO4, 0,16 g l-1 de 40 
K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 
mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 
x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina) en particular 
mayor que 1 × 109 células por ml.  El cultivo de este precultivo de las células de levadura del kit según la invención 
tiene lugar preferiblemente en matraces de agitación usuales de laboratorio, pero para generar mayores cantidades 45 
de biomasa, también es posible el cultivo bajo condiciones controladas en el fermentador.  
 
Otro aspecto de la invención se refiere también al uso de células de levadura de la cepa de levadura de la especie Y. 
lipolytica modificada según la invención, un procedimiento según la invención o un kit según la invención. 
 50 
Perfeccionamientos preferidos de la invención resultan de las combinaciones de las reivindicaciones. 
 
La invención se ha de explicar con más detalle a continuación con ayuda de algunos ejemplos de realización y Figuras 
asociadas.  Los siguientes Ejemplos sirven para ilustrar adicionalmente la invención sin limitar la invención a los 
mismos. 55 
 
En este caso, muestran 
 
Fig. 1: 
 60 

las vías metabólicas para la degradación de sustratos hidrófobos por parte de Y. lipolytica. 
 

Fig. 2: 
 

la acumulación de ácidos dicarboxílicos y ω-hidroxiácidos grasos en Y. lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA y 65 
H222ΔPΔF utilizando diversos sustratos hidrófobos. 
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Fig. 3: 
 

la bioconversión del ácido pentadecanoico en ácido ω-hidroxipentadecanoico por parte de Y. lipolytica 
H222ΔPΔF. 5 
 

Fig. 4: 
 

la formación de células grasas en Y. lipolytica H222ΔPΔF, H222ΔPΔFΔD, H222ΔPΔFΔH y H222ΔPΔFΔS. 
 10 

Fig. 5: 
 

la acumulación de ácido dodecanodioico y ω-hidroxiácido dodecanoico en el cultivo de diversas cepas de la 
levadura Y. lipolytica utilizando dodecano como sustrato. 
 15 

Fig. 6: 
 

la actividad enzimática de la alcohol (graso)-deshidrogenasa y -oxidasa en el cultivo de diversas cepas de la 
levadura Y. lipolytica utilizando dodecano como sustrato. 

 20 
Fig. 7: 
 

la bioconversión de dodecano en ω-hidroxiácido dodecanoico y ácido dodecanodioico por parte de Y. 
lipolytica H222ΔPΔF. 
 25 

Explicaciones de las modificaciones genéticas: 
 

 

ΔP Deleción de los genes de la acil-CoA-oxidasa (POX1-6) 

ΔF Deleción del gen de la alcohol (graso)-oxidasa (FAO1) 

ΔA Deleción de los genes de la alcohol (graso)-deshidrogenasa (FADH, ADH1-7)  

ΔD Deleción del gen de diacilglicerol-aciltransferasa (DGA1) 

ΔH Deleción del gen de ácido fosfatídico-defosfohidrolasa (PAH1) 

ΔS Deleción del gen de glicerol-3-fosfato-aciltransferasa (SCT1) 

oC Sobre-expresión del gen de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1  

oF Sobre-expresión del gen de alcohol (graso)-oxidasa FAO1 

 
 30 
Explicaciones del protocolo de secuencias 
 

SEQ ID NO. 1: Secuencia de ADN del plásmido pJET1.2/blunt (Fermentas). 
 
SEQ ID NO. 2: Secuencia de ADN del plásmido pUCBM21 (Boehringer Ingelheim). 35 
 
SEQ ID NO. 3: Secuencia de ADN del plásmido artificial pUC-Lys2-DK2. 
 
SEQ ID NO. 5: Secuencia de ADN del plásmido artificial pINTB_HMG1. 
 40 

La Fig. 1 muestra que los n-alcanos son recogidos en la célula y luego se transforman en el ácido graso 
correspondiente con la misma longitud de cadena en el marco de la oxidación del alcano primaria.  A continuación, los 
ácidos grasos se descomponen en acetil-CoA (o bien propionil-CoA) en el marco de la β-oxidación.  La oxidación 
diterminal de ácidos grasos (ω-oxidación) puede tener lugar en paralelo.  Se indican los nombres de las sustancias 
químicas formadas, así como los nombres de las enzimas involucradas y los genes correspondientes.  ALK1: 45 
YALI0E25982g, ALK2: YALI0F01320g, ALK3: YALI0A20130g, ALK4: YALI0B13816g, ALK5: YALI0B13838g, ALK6: 
YALI0B01848g, ALK7: YALI0A15488g, ALK8: YALI0C12122g, ALK9: YALI0B06248g, ALK10: YALI0B20702g, ALK11: 
YALI0C10054g, ALK12: YALI0A20130g, CPR1: YALI0D04422g, FADH: YALI0F09603g, ADH1: YALI0D25630g, ADH2: 
YALI0E17787g, ADH3: YALI0A16379g, ADH4: YALI0E15818g, ADH5: YALI0D02167g, ADH6: YALI0A15147g, ADH7: 
YALI0E07766g, ADH8: YALI0C12595g, FAO1: YALI0B14014g, FALDH1: YALI0A17875g, FALDH2: YALI0E15400g, 50 
FALDH3: YALI0B01298g, FALDH4: YALI0F23793g, FAA1: YALI0D17864g, POX1: YALI0E32835g, POX2: 
YALI0F10857g, POX3: YALI0D24750g, POX4: YALI0E27654g, POX5: YALI0C23859g, POX6: YALI0E06567g, MFE2: 
YALI0E15378g, POT1: YALI0E18568g. 
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En la Fig.2 se cultivaron Y. lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA y H222ΔPΔF en medio mínimo con glicerol y diversos n-
alcanos y ácidos grasos (DD:  dodecano; DDS:  ácido dodecanoico; PD:  pentadecano; PDS:  ácido pentadecanoico; 
HD:  hexadecano; HDS:  ácido hexadecanoico) cultivado en matraz de agitación (glicerol al 3% (v/v) + glicerol al 0,5% 
(v/v) después de 48 h, n-alcano al 1% (v/v) o ácido graso al 1% (v/v), 20 g l-1 de CaCO3, 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g 
I-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g I-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g I-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 5 
H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de 
Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina).  Las 
cantidades de los ácidos dicarboxílicos y ω-hidroxiácidos grasos formados (DDDS:  ácido dodecanodioico; ω-HDDS: 
ω-hidroxiácido dodecanoico; PDDS:  ácido pentadecanodioico; ω-HPDS: ω-hidroxiácido pentadecanoico; HDDS:  
ácido hexadecanodioico; ω-HHDS: ω-hidroxiácido hexadecanoico) se determinó después de 96 h de cultivo mediante 10 
cromatografía de gases. 
 
En la Fig. 3 se cultivó Y. lipolytica H222ΔPΔF en medio mínimo con glucosa y ácido pentadecanoico (PDS) como 
fuentes de carbono en matraz de agitación (glucosa al 3% (v/v), PDS al 1% (p/v), 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de 
K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 15 
mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 
x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina). La concentración 
de glucosa se mantuvo entre 2 y 3% (p/v) mediante realimentación regular (flechas).  Después de 5 días, se añadió 
ácido pentadecanoico al 1% (p/v).  Los derivados del ácido pentadecanoico formados, ω-hidroxiácido pentadecanoico 
(w HPDS) y ácido pentadecanodioico (PDDS), se cuantificaron mediante cromatografía de gases.  Las células se 20 
observaron al microscopio hacia el final del cultivo, y las células grasas se tiñeron con rojo Nilo. 
 
La Fig. 4 muestra el cultivo de Y. lipolytica H222ΔPΔF, H222ΔPΔFΔD, H222ΔPΔFΔH y H222ΔPΔFΔS en medio 

mínimo con glucosa y ácido pentadecanoico (PDS) como fuentes de carbono (glucosa al 3% (v/v), PDS al 1% (p/v), 
17,3 g I-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g I-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g I-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 25 
0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 
x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de 
hidrocloruro de tiamina). La concentración de glucosa se mantuvo entre 2 y 3% (p/v) mediante realimentación regular.  
Después de 3 días, se añadió ácido pentadecanoico al 1% (p/v). Las células se observaron al microscopio después 
de 5 días, tiñéndose las células grasas con rojo Nilo (arriba: imagen de microscopio óptico; abajo: imagen de 30 
microscopio de fluorescencia). 
 
En la Fig. 5 se cultivaron el fermentador Y. lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA, H222ΔPΔF, H222ΔPΔAΔF, H222ΔPoF, 
H222ΔPoC, H222ΔPΔD, H222ΔPΔH, H222ΔPΔS, H222ΔPΔAΔFoC, H222ΔPΔAΔFΔD, H222ΔPΔAΔFΔH y 
H222ΔPΔAΔFΔS  Como medio de cultivo servía en este caso medio mínimo con (glucosa al 5% (p/v),  1 g l-1 de 35 
KH2PO4, 0,16 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de 
Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 
0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de 
tiamina). El cultivo tuvo lugar en el fermentador a 28 °C. La saturación de oxígeno se ajustó al 55%.  Las células se 
inocularon con una DO600 de 1 y se incubaron durante 24 h a pH 5,5 (titulación automatizado de HCl y NaOH).  Luego 40 
se añadieron 15 g l-1 de DD y el pH se ajustó a 8,0.  Se añadió glucosa cada 24 h para ajustar una concentración final 
de 5% (p/v).  Las cantidades de ácido dodecanodioico (DDDS) y ω-hidroxiácido dodecanoico (ω-HDDS) formados se 
determinaron mediante cromatografía de gases después del cultivo durante 2, 3 y 4 días. 
 
La Fig. 6 muestra las actividades enzimáticas de las alcohol (graso)-deshidrogenasas y -oxidasa en lisados celulares 45 
de las cepas de Yarrowia lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA, H222ΔPΔF, H222ΔPΔAΔF und H222ΔPoF.  Las células se 
cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 8 y se recolectaron y se disgregaron después de tres días. 
 
En el caso de la Fig. 7 se cultivó Y. lipolytica H222ΔPΔF en medio mínimo con glucosa y dodecano (DD) como fuentes 
de carbono en el fermentador (glucosa al 5% (p/v), 2 g l-1 de KH2PO4, 0,32 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 6 g l-1 de (NH4)2SO4, 50 
1,4 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 1 g l-1 de NaCl, 0,8 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 1 mg l-1 de H3BO3, 0,08 mg l-1 de CuSO4 x 
5 H2O, 0,2 mg l-1 de KI, 0,8 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,4 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,8 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 
12 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,6 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina). La concentración de glucosa se ajustó cada 24 h a 
5-10% (p/v) mediante realimentación regular (flechas). Después de 2 días, el pH se ajustó a 8,0 y se añadieron 15 g l-
1 de dodecano después de 2 días y 3 días.  Se añadió glucosa cada 24 h para ajustar una concentración final de 5- 55 
10% (p/v).  
 
Ejemplo 1: Prevención de la degradación de ácidos grasos mediante el bloqueo de la β-oxidación 
 

Para la construcción de los casetes de deleción para los genes POX, las respectivas regiones de promotor y terminador 60 
se amplificaron por PCR, utilizando los cebadores pXXX_fw/pXXX_rv y XXXt_fw/XXXt_rv (XXX representa el gen a 
eliminar).  El ADN genómico de Y. lipolytica H222 sirvió en este caso como molde 
 
Mediante el uso de cebadores colgantes, un sitio de restricción I-Scel se insertó en el extremo del promotor, así como 

al comienzo de la zona del terminador.  Fragmentos del promotor y del terminador se fusionaron entre sí mediante 65 
PCR de solapamiento con los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv.  El fragmento de solapamiento se ligó a continuación 
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en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID NO 1).  El plásmido resultante se cortó con I-SceI y el casete loxP-
URA3-loxP, que se obtuvo a partir del plásmido pJMP113 (Fickers P, Le Dall MT, Gaillardin C, Thonart P y Nicaud JM 
(2003) New disruption cassettes for rapid gene disruption and marker rescue in the yeast Yarrowia lipolytica.  J 
Microbiol Methods 55: 727-737.) se insertó utilizando la enzima de restricción I-SceI. 
 5 
El respectivo casete de deleción se obtuvo por PCR o restricción y se transformó en Y. lipolytica H222-S4, la cual se 
puede preparar a partir de Y. lipolytica H222 (Mauersberger, S., H. J. Wang, et al. (2001), J Bacteriol 183(17):  5102-
5109), según Barth y Gaillardin (Barth G y Gaillardin C (1996) Yarrowia lipolytica  Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 
Nueva York). 
 10 
Antes de una transformación renovada, el marcador se recuperó con ayuda del sistema de recombinación Cre-Iox 
(Fickers P, Le Dall MT, Gaillardin C, Thonart P y Nicaud JM (2003) New disruption cassettes for rapid gene disruption 
and marker rescue in the yeast Yarrowia lipolytica.  J Microbiol Methods 55: 727-737.). La deleción con éxito de un 
gen se confirmó mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv, así como pXXX_fw y XXXt_rv2.  
XXXt_rv2 se une en la zona del gen que se ha de eliminar, pero fuera del casete de deleción. 15 
 
La cepa que portaba las deleciones de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 se denominó H222ΔP y 
forma la base para la construcción de cepas que se pueden utilizar para la producción biotecnológica de ω-
hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos. 
 20 

 
 

 
 
Ejemplo 2: Prevención de la oxidación de los ω-hidroxiácidos grasos para dar el aldehído de ácido graso o 25 
bien para dar el ácido dicarboxílico en el marco de la ω-oxidación 
 

Para la construcción de los casetes de deleción para los genes alcohol (graso)-deshidrogenasa y -oxidasa se amplificó 
la región del promotor y del terminador respectiva mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw/pXXX_rv y 
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XXXt_fw/XXXt_rv (XXX representa el gen a eliminar).  El ADN genómico de Y. lipolytica H222 sirvió en este caso como 
molde 
 
Para la construcción de los casetes de deleción para los genes ADH1-ADH6 y FAO1, se insertó un sitio de restricción 
BamHI utilizando cebadores colgantes en el extremo del promotor, así como al comienzo de la región del terminador.  5 
Adicionalmente, se insertó un sitio de restricción HindIII al comienzo de la región del promotor y en el extremo de la 
región del terminador se insertó un sitio de restricción Ndel (ADH1:  NotI, FAO1: EcoRI). Los fragmentos se ligaron en 
el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID NO 1) o pUCBM21 (Boehringer Ingelheim; SEQ ID NO 2).  Los plásmidos 
así obtenidos se linearizaron con BamHI y se insertó el URA-blaster (casete TcR-URA3-TcR) que se obtuvo del 
plásmido pUC-Lys2-DK2 (SEQ ID NO 3) mediante restricción con BamHI y Bg/II. 10 

 
Para la construcción del vector de deleción ADH7, el gen completo (incluyendo la región del promotor y del terminador) 
se amplificó por medio de PCR, utilizando los cebadores pADH7_fw y ADH7t_rv.  El fragmento obtenido se ligó en el 
vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID NO 1), el marco de lectura abierto del gen ADH7 se retiró mediante 
restricción con SanDI y NsiI, y se insertó el URA-blaster, que se obtuvo del plásmido pUC-Lys2-DK2 mediante 15 
restricción con SanDI y NsiI. 
 
El respectivo casete de deleción se obtuvo por PCR o restricción y se transformó en Y. lipolytica H222-S4, la cual se 
puede preparar a partir de Y. lipolytica H222 (Mauersberger, S., H. J. Wang, et al. (2001), J Bacteriol 183(17): 5102-

5109), según Barth y Gaillardin (Barth G y Gaillardin C (1996) Yarrowia lipolytica Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 20 
Nueva York). 
 
Antes de una transformación renovada, el marcador se recuperó mediante selección con FOA (Boeke JD, LaCroute F 
y Fink GR (1984) Mol Gen Genet 197:  345-346). La deleción con éxito de un gen se confirmó mediante PCR utilizando 
los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv, así como pXXX_fw y XXXt_rv2. XXXt_rv2 se une en la zona del gen que se ha de 25 
eliminar, pero fuera del casete de deleción. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FADH, AHD1, 
AHD2, AHD3, AHD4, AHD5, AHD6 y AHD7 se denominó H222ΔPΔA. 
 30 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAO1 se 

denominó H222ΔPΔF. 
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Ejemplo 3: Cultivo comparativo de diferentes cepas de producción en el matraz de agitación 5 
 
Para comprobar si las cepas de partida Yarrowia lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA y H222ΔPΔF generadas están 
capacitadas para producir grandes cantidades de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos, éstas se cultivaron 
en medio mínimo con glicerol y diversos n-alcanos (dodecano, pentadecano, hexadecano) y ácidos grasos (ácido 
dodecanoico, ácido pentadecanoico, ácido hexadecanoico) (glicerol al 3% (v/v) + glicerol al 0,5% (v/v) después de 48 10 
h, n-alcano al 1% (v/v) o ácido graso al 1% (v/v), 20 g l-1 de CaCO3, 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de K2HPO4 x 3 
H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de 
H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 
0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina). Las cantidades de ω-
hidroxiácidos grasos formados (ω-hidroxiácido dodecanoico, ω-hidroxiácido pentadecanoico, ω-hidroxiácido 15 
hexadecanoico) y ácidos dicarboxílicos (ácido dodecanodioico, ácido pentadecanodioico, ácido hexadecanodioico) se 
determinaron mediante cromatografía de gases después de 96 h de cultivo (Fig. 2). 
 
Y. lipolytica H222ΔP formó en este caso cantidades relativamente grandes de ácidos dicarboxílicos y, por consiguiente, 
puede utilizarse como una cepa de partida para la construcción de una cepa de producción correspondiente para 20 
ácidos dicarboxílicos. 
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Tanto Y. lipolytica H222ΔPΔA como H222ΔPΔF formaron cantidades incrementadas de ω-hidroxiácidos grasos y, por 
consiguiente, pueden utilizarse como cepas de partida para la construcción de correspondientes cepas de producción 
de ω-hidroxiácidos grasos. En este caso, se ha de preferir Y. lipolytica H222ΔPΔF frente a H222ΔPΔA. 
 
Tanto los n-alcanos como los ácidos grasos pueden hacerse reaccionar por todas las cepas para dar ω-hidroxiácidos 5 
grasos o bien ácidos dicarboxílicos con la misma longitud de cadena. 
 
Ejemplo 4: Uso de diferentes condiciones y medios de cultivo 
 
Se cultivaron diferentes cepas (p. ej., Yarrowia lipolytica H222ΔP y H222ΔPΔF) en diferentes medios bajo diferentes 10 

condiciones, comprobándose que los medios y las condiciones utilizados son muy adecuados de manera diferente. 
 
Las levaduras se cultivaron de manera comparativa en medio mínimo con glucosa (glucosa al al 3% (p/v), ácido 
pentadecanoico al 1% (p/v), 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de 
MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 15 
0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 
de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina) y glicerol (glicerol al 3% (v/v), ácido pentadecanoico al 1% 
(p/v), 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 
de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-
1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg 20 
l-1 de hidrocloruro de tiamina) como fuente de carbono, realimentándose después de 48 h glucosa al 1% (p/v) o bien 
glicerol al 1% (v/v).  Después de 96 h, todas las cepas investigadas (p. ej., Y. lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA y 
H222ΔPΔF), en el caso de crecimiento en medio mínimo con glucosa, forman cantidades de ω-hidroxiácido 
pentadecanoico o bien ácido pentadecanodioico mayores que cuando crecen en medio mínimo con glicerol. 
 25 
Las levaduras se cultivaron adicionalmente en medio completo con glucosa y ácido pentadecanoico (extracto de 
levadura al 1% (p/v), peptona al 2% (p/v), glucosa al 2% (p/v) y ácido pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%), 
realimentándose glucosa al 1% (p/v) cuando éste se había consumido.  Después de 4 días, se realimentó ácido 
pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%. Bajo estas condiciones casi no se formó ácido ω-
hidroxipentadecanoico o bien ácido pentadecanodioico (en cada caso < 0,1 g l-1). 30 
 
Las levaduras se cultivaron en medio mínimo con glucosa y ácido pentadecanoico (glucosa al 3% (v/v), ácido 
pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%, 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 
0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 
x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 35 
6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina), realimentándose glucosa al 1% (p/v) cuando éste se 
había consumido.  Después de 4 días, se realimentó ácido pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%. Bajo estas 
condiciones de cultivo, la cepa Y. lipolytica H222ΔPΔF formó alrededor de 0,7 g l-1 de ω-hidroxiácido pentadecanoico 
y 2,4 g l-1 de ácido pentadecanodioico después de 10 días. 
 40 
Las levaduras se cultivaron en medio mínimo con glucosa y ácido pentadecanoico (glucosa al 3% (v/v), ácido 
pentadecanoico al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%, 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 K2de HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 
0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 
x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 
6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina), realimentándose glucosa, de manera que su 45 
concentración en el medio se encontraba entre 1 y 3% (p/v).  Después de 5 días, se realimentó ácido pentadecanoico 
al 1% (p/v) en Tween 80 al 1%. Bajo estas condiciones de cultivo, la cepa Y. lipolytica H222ΔPΔF formó alrededor de 
3,9 g l-1 de ω-hidroxiácido pentadecanoico y 1,3 g l-1 de ácido pentadecanodioico después de 7 días. 
 
En resumen, se puede comprobar que el medio mínimo es más adecuado para el cultivo que el medio completo.  50 
Además, la glucosa es más adecuada que el glicerol como fuente de carbono para el suministro de energía.  Durante 
el transcurso del cultivo, la glucosa debería reponerse de tal manera que la glucosa no se consuma (es decir, su 
concentración no descienda a 0 g l-1). 
 
Ejemplo 5: Reducción de la formación de células grasas 55 
 

Para la construcción de los casetes de deleción para los genes DGA1, PAH1 y SCT1 se amplificó la región del promotor 
y del terminador respectiva mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw/pXXX_rv y XXXt_fw/XXXt_rv (XXX 
representa el gen a eliminar). El ADN genómico de Y. lipolytica H222 sirvió en este caso como molde 
 60 
Para la construcción de los casetes de deleción para los genes DGA1, PAH1 y SCT1, se insertó un sitio de restricción 
BamHI utilizando cebadores colgantes en el extremo del promotor, así como al comienzo de la región del terminador.  
Adicionalmente, se insertó un sitio de restricción HindIII al comienzo de la región del promotor y en el extremo de la 
región del terminador se insertó un sitio de restricción EcoRI. Los fragmentos se ligaron en el vector pUCBM21 
(Boehringer Ingelheim; SEQ ID NO 2) Los plásmidos así obtenidos se linearizaron con BamHI y se insertó el URA-65 
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blaster (casete TcR-URA3-TcR) que se obtuvo del plásmido pUC-Lys2-DK2 (SEQ ID NO 3) mediante restricción con 
BamHI y Bg/II. 

 
El respectivo casete de deleción se obtuvo por PCR o restricción y se transformó en Y. lipolytica H222-S4, la cual se 
puede preparar a partir de Y. lipolytica H222 (Mauersberger, S., H. J. Wang, et al. (2001), J Bacteriol 183(17): 5102-5 
5109), según Barth y Gaillardin (Barth G y Gaillardin C (1996) Yarrowia lipolytica Springer-Verlag, Berlin, Heidelberg, 
Nueva York). 
 
Antes de una transformación renovada, el marcador se recuperó mediante selección con FOA (Boeke JD, LaCroute F 
y Fink GR (1984) Mol Gen Genet 197: 345-346). 10 
 
La deleción con éxito de un gen se confirmó mediante PCR utilizando los cebadores pXXX_fw y XXXt_rv, así como 
pXXX_fw y XXXt_rv2. XXXt_rv2 se une en la zona del gen que se ha de eliminar, pero fuera del casete de deleción. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como DGA1 se 15 

denominó H222ΔPΔD. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como PAH1 se 
denominó H222ΔPΔH. 
 20 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como SCT1 se 
denominó H222ΔPΔS. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAO1 y 
DGA1 se denominó H222ΔPΔFΔD. 25 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAO1 y 
PAH1 se denominó H222ΔPΔFΔH. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FAO1 y 30 
SCT1 se denominó H222ΔPΔFΔS. 

 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FADH, ADH1, 
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 y DGA1 se denominó H222ΔPΔAΔFΔD. 
 35 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FADH, ADH1, 
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 y PAH1 se denominó H222ΔPΔAΔFΔH. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como FADH, ADH1, 
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 y SCT1 se denominó H222ΔPΔAΔFΔS. 40 
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Las cepas Y. lipolytica H222ΔPΔFΔD,H222ΔPΔFΔH y H222ΔPΔFΔS, así como su cepa de partida Y. lipolytica 
H222ΔPΔF se cultivaron en medio mínimo con glucosa y ácido pentadecanoico (glucosa al 3% (v/v), ácido 
pentadecanoico al 1% (p/v), 17,3 g l-1 de KH2PO4, 1,35 g l-1 de K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de 
MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 
0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 5 
de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina). Cada 24 h se ajustó la concentración de glucosa a 3% (p/v) 
y después de 3 días se realimentó ácido pentadecanoico al 1% (p/v).  Las cantidades de ω-hidroxiácido 
pentadecanoico y ácido pentadecanodioico se determinaron por cromatografía de gases después de 8 días de cultivo.  
Las células se examinaron al microscopio, tiñéndose las células de grasa con rojo Nilo y, por consiguiente, son 
detectables con un microscopio de fluorescencia (Fig. 4). 10 
 
En este caso, se puede reconocer que el tamaño de las células grasas se redujo claramente por las deleciones de 
PAH1 y SCT1 bajo las condiciones de cultivo mencionadas.  Como ya se demostró, esto no se pudo comprobar para 
la deleción de DGA1 ya descrita (Thevenieau F (2006) Institut National Agronomique Paris-Grignon, tesis de doctorado; 
Athenstaedt K (2011) Biochim Biophys Acta 1811: 587-596). 15 
 
La disponibilidad de cepas con células grasas reducidas constituye la base para el desarrollo de cepas para la 
producción eficiente de ω-hidroxiácidos grasos y ácidos dicarboxílicos, ya que la esterificación de los sustratos 
ofrecidos con glicerol y su almacenamiento en las células grasas reduce la tasa de conversión. 
 20 
Ejemplo 6: Expresión incrementada de FAO1 en Yarrowia lipolytica H222ΔP 
 
Para la construcción de un vector para la sobre-expresión de FAO1, se obtuvo una parte del promotor constitutivo del 
gen alfa del factor de elongación de la traducción 1 (TEF1:  YALI0C09141g) mediante PCR, utilizando los cebadores 
pTef_SpeI_fw3 y pTef_FAOo_ol_rv.  Como molde servia en este caso el plásmido pINTB_HMG1 (SEQ ID NO 5). 25 
 
Además, el gen FAO1 (YALI0B14014g) se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores pTef_FAOo_ol_fw y 
FAO1o_SphI_rv (molde: ADN genómico de Y. lipolytica H222). 
 
Se insertó una región colgante mediante los cebadores pTef_FAOo_ol_rv y pTef_FAOo_ol_fw, con cuya ayuda se 30 
unieron ambos fragmentos de PCR mediante PCR de solapamiento utilizando los cebadores pTef_SpeI_fw3 y 
FAO1o_SphI_rv.  El fragmento de solapamiento se ligó a continuación en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ 
ID NO 1), se separó por corte de éste utilizando las enzimas de restricción SpeI y SphI y finalmente se ligó en la 
cadena principal del plásmido pINTB_HMG1 cortado con SpeI und SphI (SEQ ID NO 5), resultando el plásmido pINTB-
FAO1. 35 
 
Además, se obtuvo una plataforma de integración mediante PCR utilizando los cebadores INT_AscI_fw_KpnI e 
INT_AscI_rv_KpnI, se cortó con KpnI y se ligó en la cadena principal obtenida por digestión de restricción con KpnI 
del vector pINTB-FAO1, resultando el plásmido pINTC-FAO1. 
 40 
El plásmido pINTC-FAO1 finalmente se linearizó con Ascl y se transformó en la cepa receptora de Y. lipolytica deseada. 
 
La integración exitosa del gen FAO1 fue confirmada por PCR, utilizando los cebadores INT_AscI_fw_out e 
INT_AscI_rv_out que se unen al ADN genómico fuera de la construcción integrada. 
 45 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como la copia 
adicional de FAO1 bajo el control del promotor TEF1, se denominó H222ΔPoF y sirvió como cepa de partida para la 
construcción de cepas adicionales para la producción de ácidos dicarboxílicos. 
 

Tabla 4: Cebadores para la sobre-expresión de FAO1 50 

Nombre SEQ ID  Secuencia (5'→3') RS 

pTef_SpeI_fw3 SEQ ID NO 89  CTACGCTTGTTCAGACTTTG   

pTef_FAOo_ol_rv SEQ ID NO 90  
 

 
 
  

  

pTef_FAOo_ol_fw 

SEQ ID NO 91  
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Nombre SEQ ID  Secuencia (5'→3') RS 

  

FAO1o_SphI_rv SEQ ID NO 92 gcatgcTTAGATTCGAGGTCGGAGAT SphI 

INT_AscI_fw_KpnI SEQ ID NO 93 ggtacCACGCACGGATAGTTTATCCA KpnI 

INT_AscI_rv_KpnI 

SEQ ID NO 94  
 

 
 
  

KpnI 

INT_AscI_fw_out SEQ ID NO 95 CCTCCAACGTGACTTTC   

INT_AscI_rv_out SEQ ID NO 96 AGAGACCTCCCACAAAG   

 
 
Ejemplo 7: Expresión incrementada de CPR1 en Yarrowia lipolytica H222ΔP y H222ΔPΔAΔF 
 

Para la construcción de un vector para la sobre-expresión de FAO1, se obtuvo una parte del promotor constitutivo del 5 
gen alfa del factor de elongación de la traducción 1 (TEF1:  YALI0C09141g) mediante PCR, utilizando los cebadores 
pTef_SpeI_fw3 y pTEF_CPR1_ol_rv. Como molde servia en este caso el plásmido pINTB_HMG1 (SEQ ID NO 5). 
 
Además, el gen CPR1 (YALI0D04422g) se amplificó mediante PCR utilizando los cebadores pTEF_CPR1_ol_fw y 
CPR1_SphI_rv (molde: ADN genómico de Y. lipolytica H222).  10 
 
Se insertó una región colgante mediante los cebadores pTEF_CPR1_ol_rv y pTEF_CPR1_ol_fw, con cuya ayuda se 
unieron ambos fragmentos de PCR mediante PCR de solapamiento utilizando los cebadores pTef_SpeI_fw3 y 
CPR1_SphI_rv.  El fragmento de solapamiento se ligó a continuación en el vector pJET1.2/blunt (Fermentas; SEQ ID 
NO 1), se separó por corte de éste utilizando las enzimas de restricción SpeI y SphI y finalmente se ligó en la cadena 15 
principal del plásmido pINTB_HMG1 cortado con SpeI und SphI (SEQ ID NO 5), resultando el plásmido pINTB-CPR1.  
 
El plásmido resultante se linearizó finalmente con NotI y se transformó en las cepas receptoras de Y. lipolytica 
deseadas.  
 20 
La integración exitosa del gen CPR1 se confirmó por PCR, utilizando los cebadores INTB_out_fw e INTB_out_rv que 

se unen al ADN genómico fuera de la construcción integrada. 
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 como la copia 
adicional de CPR1 bajo el control del promotor TEF 1, se denominó H222ΔPoC y sirvió como cepa de partida para la 25 

construcción de cepas adicionales para la producción de ácidos dicarboxílicos.  
 
La cepa que portaba las deleciones tanto de los genes POX1, POX2, POX3, POX4, POX5, POX6, FADH, ADH1, 
ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6, ADH7, FAO1 como la copia adicional de CPR1 bajo el control del promotor TEF1 

se denominó H222ΔPΔAΔFoC. 30 
 

Tabla 5: Cebadores para la sobre-expresión de CPR1 

Nombre SEQ ID Secuencia (5'→3') RS 

pTef_SpeI_fw3 SEQ ID NO 89 CTACGCTTGTTCAGACTTTG     

pTEF_CPR1_ol_rv SEQ ID NO 97  
 

 
 
  

    

pTEF_CPR1_ol_fw SEQ ID NO 98  
 

 
 
  

    

CPR1_SphI_rv SEQ ID NO 99  SphI   
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Nombre SEQ ID Secuencia (5'→3') RS 

 

 
 
  

INTB_out_fw SEQ ID NO  CTCAAGATACGGCATTGG     

INTB_out_rv SEQ ID NO TCCTTGGCTAGACGAATG     

 
 
Ejemplo 8: Cultivo comparativo de diferentes cepas de producción en el fermentador 
 

Para verificar en qué medida afectan las diferentes modificaciones genéticas a la producción de ω-hidroxiácidos grasos 5 
y/o ácidos dicarboxílicos, se cultivaron en el fermentador las cepas Yarrowia lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA, 
H222ΔPΔF, H222ΔPΔAΔF, H222ΔPoF, H222ΔPoC, H222ΔPΔD, H222ΔPΔH, H222ΔPΔS, H222ΔPΔAΔFoC, 
H222ΔPΔAΔFΔD, H222ΔPΔAΔFΔH y H222ΔPΔAΔFΔS, cuya construcción se describió en los Ejemplos 1, 2, 5, 6 y 7.  
Como medio de cultivo servía en este caso medio mínimo con (glucosa al 5% (p/v), 1 g l-1 de KH2PO4, 0,16 g l-1 de 
K2HPO4 x 3 H2O, 3 g l-1 de (NH4)2SO4, 0,7 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 0,5 g l-1 de NaCl, 0,4 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 0,5 10 
mg l-1 de H3BO3, 0,04 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,1 mg l-1 de KI, 0,4 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,2 mg l-1 de Na2MoO4 
x 2 H2O, 0,4 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 6 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,3 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina). El cultivo tuvo 
lugar en el fermentador a 28 °C. La saturación de oxígeno se ajustó al 55%. Las células se inocularon con una DO600 
de 1 y se incubaron durante 24 h a pH 5,5 (titulación automatizado de HCl y NaOH).  Luego se añadieron 15 g l-1 de 
DD y el pH se ajustó a 8,0. Se añadió glucosa cada 24 h para ajustar una concentración final de 5% (p/v). 15 
 
Y. lipolytica H222ΔP formó en este caso cantidades relativamente grandes de ácidos dicarboxílicos y, por consiguiente, 
puede utilizarse como una cepa de partida para la construcción de una cepa de producción correspondiente para 
ácidos dicarboxílicos (Fig. 5A). 
 20 
Tanto Y. lipolytica H222ΔPΔA como H222ΔPΔF formaron cantidades incrementadas de ω-hidroxiácidos grasos y, por 
consiguiente, pueden utilizarse como cepas de partida para la construcción de correspondientes cepas de producción 
de ω-hidroxiácidos grasos.  En este caso, se ha de preferir Y. lipolytica H222ΔPΔF frente a H222ΔPΔA (Fig. 5A). 
 
Y. lipolytica H222ΔPΔAΔF formó solo pequeñas cantidades de ácidos dicarboxílicos y, por consiguiente, es la cepa 25 
de partida preferida para la construcción de cepas de producción de ω-hidroxiácidos grasos (Fig. 5A). 
 
La sobre-expresión de FAO1 y CPR1 en la cepa Y. lipolytica H222ΔP (cepas resultantes:  Y. lipolytica H222ΔPoF y 

H222ΔPoC) condujeron en cada caso a una producción incrementada de ácidos dicarboxílicos (Fig. 5B). 
 30 
La deleción de DGA1 en la cepa Y. lipolytica H222ΔP (cepa resultante: Y. lipolytica H222ΔPΔD) condujo a una 
producción incrementada de ácidos dicarboxílicos, mientras que las deleciones de PAH1 y SCT1 (cepas resultantes:  
Y. lipolytica H222ΔPΔH y H222ΔPΔS) no aumentaron significativamente la producción de ácidos dicarboxílicos (Fig. 
5B). 
 35 
La sobre-expresión de CPR1 en la cepa Y. lipolytica H222ΔPΔAΔF (cepa resultante: Y. lipolytica H222ΔPΔAΔFoC) 

condujo a una producción incrementada de ácidos dicarboxílicos, pero no de ω-hidroxiácidos grasos (Fig. 5C). 
 
Las deleciones de DGA1, PAH1 y SCT1 en la cepa Y. lipolytica H222ΔPΔAΔF (cepas resultantes: Y. lipolytica 
H222ΔPΔAΔFΔD, H222ΔPΔAΔFΔH y H222ΔPΔAΔFΔS) no condujeron a una producción incrementada de ω-40 
hidroxiácidos grasos (Fig. 5B). 
 
Ejemplo 9: Ensayo enzimático para la determinación de la actividad de la alcohol (graso)-deshidrogenasa y -
oxidasa  
 45 

Se determinaron las actividades enzimáticas de las alcohol (graso)-deshidrogenasas y -oxidasa en lisados celulares 
de las cepas de Yarrowia lipolytica H222ΔP, H222ΔPΔA, H222ΔPΔF, H222ΔPΔAΔF y H222ΔPoF. Las células se 
cultivaron tal como se describe en el Ejemplo 8 y se recolectaron y se disgregaron después de tres días. 
 
Las actividades de la enzima de la alcohol (graso)-deshidrogenasa y -oxidasa se llevaron a cabo según lo descrito por 50 
Matatiele (2005) (Matatiele PR (2005) tesis de doctorado, Universidad del Estado Libre, República de Sudáfrica). 
 
El ensayo de alcohol (graso)-deshidrogenasa (Tris-HCl 50 mM pH 8,5, dodecan-1-ol 1,3 mM en DMSO, NAD+ 2 mM, 
NAP+ 2 mM, extracto celular al 1,5% (v/v)) se midió con un espectrofotómetro de registro a 30 ºC y λ = 340 nm y se 
calculó la actividad enzimática con ayuda del aumento de extinción determinado (εNAD(P)H = 6,3 mM -1 cm-1). 55 
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El ensayo de alcohol (graso)-deshidrogenasa (glicina-NaOH 50 mM pH 9,0, dodecan-1-ol 0,35 mM en DMSO, 
peroxidasa al 0,013% (p/v) (150 U/mg), ABTS al 0,044% (p/v), azida sódica 6 mM, extracto celular al 1-5% (v/v)) se 
midió con un espectrofotómetro de registro a λ = 405 nm y se calculó la actividad enzimática con ayuda del aumento 
de extinción determinado (εABTSox = 18,4 mM -1 cm-1). 
 5 
Sorprendentemente, no se comprobó una diferencia clara en la alcohol (graso)-deshidrogenasa entre las cepas (Fig. 
6A).  Esto podría explicarse por la actividad de alcohol-deshidrogenasa residual.  También es posible que la reacción 
medida de dodecan-1-ol también sea catalizada por el citocromo P450 y en última instancia se determine la actividad 
de las aldehído-deshidrogenasas. 
 10 
Como era de esperar, la actividad de la alcohol (graso)-oxidasa solo se pudo detectar en las cepas Y. lipolytica H222ΔP 
y H222ΔPΔA y no en las cepas de deleción de FAO1- Y. lipolytica H222ΔPΔF y H222ΔPΔAΔF (Fig. 6B).  La actividad 
de la alcohol (graso)-oxidasa medida se incrementó más de diez veces por la sobre-expresión de FAO1 (cepa:  Y. 
lipolytica H222ΔPoF). 
 15 
Ejemplo 9: Cultivo de Y. lipolytica H222ΔPΔF en el fermentador 
 

Para verificar si las cepas de producción están en condiciones de producir grandes cantidades de ácidos dicarboxílicos 
y/u ω-hidroxiácidos grasos y de acumularlos en el medio de cultivo, se cultivó la cepa Y. lipolytica H222ΔPΔF en el 

fermentador durante 7 días.  Como medio de cultivo servía en este caso medio mínimo con glucosa y una cantidad 20 
incrementada de sales minerales, oligoelementos y vitaminas (glucosa al 5% (v/v), 2 g l-1 de KH2PO4, 0,32 g l-1 de 
K2HPO4 x 3 H2O, 6 g l-1 de (NH4)2SO4, 1,4 g l-1 de MgSO4 x 7 H2O, 1 g l-1 de NaCl, 0,8 g l-1 de Ca(NO3)2 x 4 H2O, 1 mg 
l-1 de H3BO3, 0,08 mg l-1 de CuSO4 x 5 H2O, 0,2 mg l-1 de KI, 0,8 mg l-1 de MnSO4 x 4 H2O, 0,4 mg l-1 de Na2MoO4 x 2 
H2O, 0,8 mg l-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 12 mg l-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,6 mg l-1 de hidrocloruro de tiamina). El cultivo tuvo 
lugar en el fermentador a 28 °C. La saturación de oxígeno se ajustó al 55%. Las células se inocularon con una DO600 25 
de 1 y se incubaron durante 2 días a pH 5,5 (titulación automatizado de HCl y NaOH). Después de 2 días, el pH se 
ajustó a 8,0 y se añadieron 15 g l-1 de dodecano después de 2 días y 3 días. Se añadió glucosa cada 24 h para ajustar 
una concentración final de 5- 10% (p/v). 
 
Después de 6 días de cultivo (es decir, después de 4 días en la fase de producción), Y. lipolytica H222ΔPΔF formó 30 
29,5 g l-1 de ω-hidroxiácido dodecanoico y 3,5 g l-1 de ácido dodecanodioico (Fig, 7). 
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<210> 3 
<211> 9203 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> pUC-Lys2-DK2 (fuente de URA blaster) 
<220> 

<221> CDS 

<222> (5937)..(6797) 10 

<400> 3 
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<210> 4 
<211> 286 

<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> Construcción Sintética 
<400> 4 

 
 10 
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<210> 5 
<211> 10839 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> pINTB-HMG1 (vector de clonación) 
<220> 

<221> CDS 

<222> (207)..(3206) 10 

<223> gen 3-metil-glutaril-CoA reductasa (HMG1) 
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<211> 999 

<212> PRT 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Construcción Sintética 5 

<400> 6 
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<210> 7 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 5 

<400> 7 
tccagaagcg ctacaaagag   20 
<210> 8 
<211> 38 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 8 
attaccctgt tatccctatg aaggttgcag tcgtagtc   38 15 

<210> 9 
<211> 38 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 20 

<223> cebador 
<400> 9 
tagggataac agggtaattg cgatctcgat gagtgatg   38 
<210> 10 
<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 10 
gcccagaaga ttggaatgac   20 
<210> 11 30 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 35 

<400> 11 
atataccgcg ggattccgcc aagtgagact g   31 
<210> 12 
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<211> 38 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 5 

<400> 12 
attaccctgt tatccctacg tcgaggaagt aggtcatc   38 
<210> 13 
<211> 38 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 13 
tagggataac agggtaatgc gagcttgatg aggaatag   38 15 

<210> 14 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 20 

<223> cebador 
<400> 14 
atataccgcg gcctgacgcc aatttgaaga g   31 
<210> 15 
<211> 31 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 15 30 

atataccgcg gctgggctgt tcggtcgata g   31 
<210> 16 
<211> 38 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

<220> 

<223> cebador 
<400> 16 
tagggataac agggtaatag gacgcacaac gccatcac   38 
<210> 17 40 

<211> 36 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 45 

<400> 17 
attaccctgt tatccctacg ctcccattgg aaacta   36 
<210> 18 
<211> 31 
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<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 18 5 

atataccgcg gtctcttcgc tgtggtctag g   31 
<210> 19 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 10 

<220> 

<223> cebador 
<400> 19 
atataccgcg gtccaccgtt ctccttcata c   31 
<210> 20 15 

<211> 38 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 20 

<400> 20 
tagggataac agggtaatat gtctctaggg tcgaagtc   38 
<210> 21 
<211> 38 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 21 
attaccctgt tatccctatg gcaagcctca ctactacg   38 30 

<210> 22 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 35 

<223> cebador 
<400> 22 
atataccgcg gtgcggcgga actactgtat c   31 
<210> 23 
<211> 31 40 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 23 45 

atataccgcg ggggattctc cgggttattt g   31 
<210> 24 
<211> 38 

<212> ADN 

ES 2 886 026 T3

 



50 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 24 
tagggataac agggtaatac gtctcggacc ttgaattg   38 5 

<210> 25 
<211> 38 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 10 

<223> cebador 
<400> 25 
attaccctgt tatccctacc ttcaacctgt ccgacttc   38 
<210> 26 
<211> 31 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 26 20 

atataccgcg ggaagcggtc ctcgttgtat g   31 
<210> 27 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 25 

<400> 27 
gtgtagcaac tcggatacag   20 
<210> 28 
<211> 38 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 28 
tagggataac agggtaatgg tccataagca gagtgttc   38 35 

<210> 29 
<211> 38 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 40 

<223> cebador 
<400> 29 
attaccctgt tatccctaac cctcgacctc cttattac   38 
<210> 30 
<211> 20 45 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 30 
ctcttcttga ctggcatagc   20 
<210> 31 50 
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<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 5 

<400> 31 
atataaagct tgcggctcgg cacgtgatct g   31 
<210> 32 
<211> 32 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 32 
atataggatc catcgtgcgt acgtcgctag tg   32 15 

<210> 33 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 20 

<223> cebador 
<400> 33 
atataggatc ccgaccggca cgatcaattg g   31 
<210> 34 
<211> 32 25 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 34 30 

atatacatat gggtgcatct cagcccgacc tc   32 
<210> 35 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 35 

<400> 35 
tcccgaaaca cagaacttcc   20 
<210> 36 
<211> 32 

<212> ADN 40 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 36 
atataaagct tggtggacgt tccggcagac ag   32 45 

<210> 37 
<211> 32 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> cebador 
<400> 37 
atataggatc cctcccaggc atctccacac tc   32 
<210> 38 5 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 10 

<400> 38 
atataggatc ccacttacag gcttagcaag g   31 
<210> 39 
<211> 32 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 39 
atatagcggc cgcggaaatc acgcttgatt cg   32 20 

<210> 40 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 40 25 

taggcgctgg tacagaagag   20 
<210> 41 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 30 

<220> 

<223> cebador 
<400> 41 
atataaagct tgagtacagt aggtggtact c   31 
<210> 42 35 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 40 

<400> 42 
atataggatc cagtggtggt ggtggtggta g   31 
<210> 43 
<211> 31 

<212> ADN 45 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 43 
atataggatc ctttacgtgc aacaggagga g   31 50 

ES 2 886 026 T3

 



53 

<210> 44 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 5 

<223> cebador 
<400> 44 
atatacatat ggcctgtctt gagttctttg g   31 
<210> 45 
<211> 20 10 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 45 
agggtcgtag ataacgagtc   20 
<210> 46 15 

<211> 32 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 20 

<400> 46 
atataaagct tcacgtggct gctgggccaa cc   32 
<210> 47 
<211> 31 

<212> ADN 25 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 47 
atataggatc ccgcacggta tcggagcatc g   31 30 

<210> 48 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 35 

<223> cebador 
<400> 48 
atataggatc ccgcggctat tgacgctgag g   31 
<210> 49 
<211> 34 40 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 49 45 

atatacatat gcccgtcagc tccatcgacg agtg   34 
<210> 50 
<211> 23 

<212> ADN 
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<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 50 
aggtgtactg tagccaccct gac   23 5 

<210> 51 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 10 

<223> cebador 
<400> 51 
atataaagct tccggccagc cgctggcaac g   31 
<210> 52 
<211> 31 15 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 52 20 

atataggatc cacacgacag ctgcacctga c   31 
<210> 53 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 25 

<220> 

<223> cebador 
<400> 53 
atataggatc ccagccatga gccaggcatt g   31 
<210> 54 30 

<211> 33 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 35 

<400> 54 
atatacatat gggcgccagc cacatttgcc ctc   33 
<210> 55 
<211> 20 

<212> ADN 40 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 55 
agcgatacag cagttgactc   20 
<210> 56 
<211> 20 45 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 56 
tcagccgtct acttgtagag   20 
<210> 57 50 
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<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 5 

<400> 57 
atataggatc cgtggctcgg atactcctga c   31 
<210> 58 
<211> 31 

<212> ADN 10 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 58 
atataggatc cagccggagg tcagatcaag c   31 15 

<210> 59 
<211> 32 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 20 

<223> cebador 
<400> 59 
atatacatat ggcgcaatag ttcgccggcc tg   32 
<210> 60 
<211> 20 25 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 60 
ctcgtgttgt gcctttcttg   20 
<210> 61 30 

<211> 34 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 35 

<400> 61 
atataaagct tgcgcgacaa cccatagcga tggc   34 
<210> 62 
<211> 31 

<212> ADN 40 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 62 
atataggatc cgataagagg gcgctctgac c   31 45 

<210> 63 
<211> 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
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<220> 

<223> cebador 
<400> 63 
atataggatc cggcgtgaca tcgagtttgg   30 
<210> 64 5 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 10 

<400> 64 
atatacatat gctacgtctc gccgcagagg g   31 
<210> 65 
<211> 20 

<212> ADN 15 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 65 
agcgagaggt tatacggaag   20 
<210> 66 
<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 66 
ctcctacagc ctctcaagac   20 
<210> 67 25 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 67 
gtctacaaga cagcccagag   20 30 

<210> 68 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 68 35 

ccgcttgaga agagcaatac   20 
<210> 69 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 40 

<220> 

<223> cebador 
<400> 69 
atataaagct tcgccacctg tccacgtctc g   31 
<210> 70 45 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 50 
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<400> 70 
atataggatc cgcgaagcga cgtgtggtga g   31 
<210> 71 
<211> 31 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 71 
atataggatc cgctgagcac gcgagtacac c   31 10 

<210> 72 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 15 

<223> cebador 
<400> 72 
atatagaatt cgatctgtcg tacaactaag g   31 
<210> 73 
<211> 20 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 73 
cagaagttac gacgccaagg   20 
<210> 74 25 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 30 

<400> 74 
atataaagct tccgtaataa atgcccgtct c   31 
<210> 75 
<211> 31 

<212> ADN 35 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 75 
atataggatc caggtcgatt tcggcgctgt g   31 40 

<210> 76 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 45 

<223> cebador 
<400> 76 
atataggatc cggttaggca aatagctaat g   31 
<210> 77 
<211> 31 50 
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<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 77 5 

atatagaatt cgcctggagc gagtttctga g   31 
<210> 78 
<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 10 

<400> 78 
tcgcaagggc catagaggtg   20 
<210> 79 
<211> 31 

<212> ADN 15 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 79 
atataaagct tccttgcaca tctccgatga c   31 20 

<210> 80 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 25 

<223> cebador 
<400> 80 
atataggatc cggtgttacg ccaccacgtt g   31 
<210> 81 
<211> 31 30 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 81 35 

atataggatc cgggacctgc gatacgaatg c   31 
<210> 82 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 40 

<220> 

<223> cebador 
<400> 82 
atatagaatt cgcttgcgca gccggtgtat c   31 
<210> 83 45 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 83 
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ggcgttgtgg agctatcacc   20 
<210> 84 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> cebador 
<400> 84 
atataaagct tgcgtgcggt gcgtgcgtat g   31 
<210> 85 10 

<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 15 

<400> 85 
atataggatc ccagcaccac gaaattatac g   31 
<210> 86 
<211> 31 

<212> ADN 20 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 86 
atataggatc cgtgcgctta catgtggacc g   31 25 

<210> 87 
<211> 31 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 30 

<223> cebador 
<400> 87 
atatagaatt ccaggcagct tcttgccaat g   31 
<210> 88 
<211> 20 35 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 88 
gagataggag gttcccatac   20 
<210> 89 40 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 89 
ctacgcttgt tcagactttg   20 45 

<210> 90 
<211> 46 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 50 
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<223> cebador 
<400> 90 
gtgtgcttgt cgtcagacat tttgaatgat tcttatactc agaagg   46 
<210> 91 
<211> 46 5 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 91 10 

ccttctgagt ataagaatca ttcaaaatgt ctgacgacaa gcacac   46 
<210> 92 
<211> 26 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 15 

<220> 

<223> cebador 
<400> 92 
gcatgcttag attcgaggtc ggagat   26 
<210> 93 20 

<211> 26 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 25 

<400> 93 
ggtaccacgc acggatagtt tatcca   26 
<210> 94 
<211> 31 

<212> ADN 30 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 94 
ggtacccaaa gtcaactaat gtcaagtaaa g   31 35 

<210> 95 
<211> 17 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 95 40 

cctccaacgt gactttc   17 
<210> 96 
<211> 17 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 45 

<400> 96 
agagacctcc cacaaag   17 
<210> 97 
<211> 46 

<212> ADN 50 
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<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> cebador 
<400> 97 
agagagtcga gtagagccat tttgaatgat tcttatactc agaagg   46 5 

<210> 98 
<211> 46 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 10 

<223> cebador 
<400> 98 
ccttctgagt ataagaatca ttcaaaatgg ctctactcga ctctct   46 
<210> 99 
<211> 35 15 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 99 
atatagcatg cctaccacac atcttcctgg tagac   35 
<210> 100 20 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 100 
ctcaagatac ggcattgg   18 25 

<210> 101 
<211> 18 

<212> ADN 

<213> Yarrowia lipolytica 
<400> 101 30 

tccttggcta gacgaatg   18 

1 

 
 
  35 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Una cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica, que presenta una reducción en la actividad de Fao1p, 
codificada por el gen FA01:  YALIOB14014g, en donde la cepa de levadura presenta también una reducción de las 
actividades de los genes de acil-CoA-oxidasas POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6, en donde las actividades 5 
de las proteínas Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 se reducen mediante 
 
(i) deleción parcial o completa de los genes codificantes para Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 o  
 
(ii) expresión de genes no funcionales para Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y POX6 o  10 
 
(iii) inhibición o reducción de la actividad de los genes expresados para Fao1p, POX1, POX2, POX3, POX4, POX5 y 
POX6 por inserción, sustitución o mutación puntual en el gen que codifica la proteína.  
 
2. Cepa de levadura según la reivindicación 1, caracterizada por que los genes para Fao1p POX1, POX2, POX3, 15 

POX4, POX5 y POX6 han sido suprimidos. 
 
3. Cepa de levadura según una de las reivindicaciones 1 o 2, caracterizada por que los genes para las alcohol graso-

deshidrogenasas FADH, ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5, ADH6 y/o ADH7 han sido suprimidos. 
 20 
4. Cepa de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que están incrementadas 
adicionalmente las actividades de los distintos o de todos los productos génicos del citocromo P450 ALK1, ALK2, 
ALK3, ALK4, ALK5, ALK6, ALK7, ALK8, ALK9, ALK10, ALK11 y/o ALK12 por célula, en donde la actividad 

incrementada de las proteínas tiene lugar a través de 
 25 
(i) incorporación del gen del producto génico del citocromo P450 en múltiples, preferiblemente de 8 a 12 copias, en el 
genoma del organismo o 
 
(ii) intercambio del promotor natural del gen del producto génico del citocromo P450 por un promotor más fuerte que 
el natural, preferiblemente un promotor que posea al menos el 50% de la actividad del promotor del gen alfa del factor 30 
de elongación de la traducción 1 TEF1, lo más preferiblemente un promotor que posea al menos la actividad del 
promotor TEF1. 
 
5. Cepa de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que están incrementada 
adicionalmente la actividad de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1, en donde la actividad incrementada de la 35 

NADPH-citocromo P450-reductasa tiene lugar a través de 
 
(i) incorporación del gen de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1 en múltiples, preferiblemente de 8 a 12 copias, 
en el genoma del organismo o 
 40 
(ii) intercambio del promotor natural del gen de la NADPH-citocromo P450-reductasa CPR1 por un promotor más fuerte 
que el natural, preferiblemente un promotor que posea al menos el 50% de la actividad del promotor del gen alfa del 
factor de elongación de la traducción 1 TEF1, lo más preferiblemente un promotor que posea al menos la actividad del 
promotor TEF1. 
 45 
6. Cepa de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizada por que están incrementada 
adicionalmente la actividad de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa PAH1, en donde la actividad de la ácido fosfatídico-
defosfohidrolasa PAH1 se reduce a través de 

 
(i) la inhibición o reducción de la expresión de los genes codificantes de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa PAH1 o 50 
 
(ii) la deleción parcial o completa de los genes codificantes de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa PAH1 o  

 
(iii) la expresión de genes no funcionales de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa PAH1 o  
 55 
(iv) la inhibición o reducción de la actividad de los genes expresados de la ácido fosfatídico-defosfohidrolasa PAH1. 

 
7. Cepa de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizada por que está reducida adicionalmente la 
actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1, en donde la actividad de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa 
SCT1 se reduce a través de 60 

 
(i) la inhibición o reducción de la expresión de los genes codificantes de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1 o 
 
(ii) la deleción parcial o completa de los genes codificantes de la ácido glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1 o 
 65 
(iii) la expresión de genes no funcionales de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1 o 
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(iv) la inhibición o reducción de la expresión de los genes codificantes de la glicerol-3-fosfato-aciltransferasa SCT1. 
 
8. Procedimiento para la producción biocatalítica de ω-hidroxiácidos grasos a partir de un sustrato hidrófobo, que 
comprende las siguientes etapas: 
 5 
a) proporcionar células de levadura de al menos una cepa de levadura de la especie Y. lipolytica, según una de las 

reivindicaciones 1 a 7 
 
en un medio de cultivo adecuado, 
 10 
b) poner en contacto las células de levadura con el sustrato hidrófobo, en donde el sustrato hidrófobo se hace 
reaccionar con al menos una de las enzimas de las células de levadura seleccionadas del grupo 
 
(i) productos génicos del citocromo P450, 
 15 
(ii) NADPH-citocromo P450-reductasa, 
 
(iii) aldehído graso-deshidrogenasas 
 
para dar el producto de reacción ω-hidroxiácido graso, 20 
 
c) aislamiento del ω-hidroxiácido graso. 
 
9. Procedimiento según la reivindicación 8, caracterizado por que la reacción para dar el producto de reacción ω-
hidroxiácido graso tiene lugar adicionalmente con alcohol graso-oxidasas remanentes, alcohol graso-deshidrogenasas. 25 
 
10. Procedimiento según una de las reivindicaciones 8 o 9, caracterizado por que el sustrato hidrófobo se elige del 

grupo de los n-alcanos de estructura general:  H3C-(CH2)n-CH3, de los alquenos de la estructura general H3C-(CnH2n-

2)-CH3, H3C-(CnH2n-4)-CH3 o H3C-(CnH2n-6)-CH3, ácidos grasos de la estructura general: HOOC-(CH2)n-CH3, HOOC-
(CnH2n-2)-CH3, HOOC-(CnH2n-4)-CH3 o HOOC-(CnH2n-6)-CH3, y ésteres alquílicos de ácidos grasos de la estructura 30 
general:  ROOC-(CH2)n-CH3, con n en el intervalo de 6 a 18. 
 
11. Procedimiento según una de las reivindicaciones 8 a 10 precedentes, caracterizado por que adicionalmente al 

sustrato hidrófobo, se utiliza glucosa como fuente de carbono. 
 35 
12. Procedimiento según una de las reivindicaciones 8 a 10 precedentes, caracterizado por que el sustrato hidrófobo 
es un n-alcano, un alqueno o un ácido graso con n en el intervalo de 8 a 18. 
 
13. Kit para la producción biocatalítica de ácidos dicarboxílicos u ω-hidroxiácidos grasos que contiene: 
 40 
- al menos un tipo de células de levadura de la cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica según una de las 
reivindicaciones 1 a 7 en un componente acuoso y/o  
 
- al menos un tipo de células de levadura crioconservadas de la cepa de levadura de la especie Yarrowia lipolytica 
según una de las reivindicaciones 1 a 7. 45 
 
14. Uso de una cepa de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 7, un procedimiento según una de las 
reivindicaciones 8 a 12 o un kit según la reivindicación 13 para la producción microbiana de ω-hidroxiácidos grasos 
según la estructura general:  HOOC-(CH2)n-OH, HOOC-(CnH2n-2)-CH2OH, HOOC-(CnH2n-4)-CH2OH o HOOC-(CnH2n-

6)-CH2OH, con n en el intervalo de 6 a 18, a partir de un sustrato hidrófobo. 50 
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