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DESCRIPCION

Productividades de etanol de cepas de Saccharomyces cerevisiae en fermentacién de hidrolizados en 4cidos dilui-
dos dependientes de sus capacidades de reduccion de furano.

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una cepa de Saccharomices cerevisiae que es capaz de crecer y producir etanol
a partir de hidrolizados lignoceluldsicos en presencia de compuestos y sustancias inhibidores, en particular furfural
y sus derivados, mientras reduce estos compuestos y, en particular, se refiere a una cepa que es capaz de producir
etanol en un sistema de produccién de alimentacién discontinua o continua. La invencion se refiere adicionalmente
al uso de cepas de Saccharomices cerevisiae para el crecimiento y la produccion de etanol a partir de hidrolizados
lignoceluldsicos.

Antecedentes de la invencion

Debido a la baja contribucién neta a la produccién de diéxido de carbono, el etanol producido a partir de fuentes
renovables, como la lignocelulosa, es considerada una alternativa atractiva para sustituir parcialmente los combusti-
bles fésiles (1). Muchas fuentes de materiales lignoceluldsicos (por ejemplo, madera, residuos forestales y residuos
agricolas) pueden ser potencialmente usadas para la produccion de etanol (2). Sin embargo, antes de la fermenta-
cién, la celulosa y la hemicelulosa en la lignocelulosa deben ser convertidas en azicares mondémeros mediante una
combinacidn de tratamientos fisicos (por ejemplo, trituracién, explosién con vapor de agua), quimicos (por ejemplo,
acidos diluidos) y quizas también enzimaticos. Ademas de los aziicares mondmeros, se forman también un cierto nu-
mero de otros compuestos durante estos procedimientos, varios de los cuales son potentes inhibidores. Ejemplos de
estos compuestos son 4cidos carboxilicos, furanos y compuestos fendlicos (3, 4, 5, 6, 7). El microorganismo usado
para la fermentacién de los hidrolizados consecuentemente debe exhibir tres caracteristicas: a) debe tener una elevada
tolerancia al etanol, b) debe ser resistente a los inhibidores que se encuentran en el hidrolizado y c¢) debe tener una
amplia gama de utilizacién en sustratos, ya que el hidrolizado contiene diversos azicares diferentes. Los azicares
cuantitativamente mds importantes en el hidrolizado de abeto son glucosa, manosa y xilosa (6).

Debido a su elevado rendimiento de etanol, productividad especifica elevada y elevada tolerancia al etanol, la Sac-
charomices cerevisiae es el microorganismo preferido para la conversién de hidrolizado en etanol. Se ha mostrado
también que esta especie de levadura es mds tolerante a inhibidores como 4cido acético, furfural y 5-hidroxi-metil-
furfural (HMF) que otros diversos microorganismos de produccion potencial (8). En articular, la tolerancia a mu-
chos compuestos de aldehidos puede ser explicada lo mds probablemente por medio de una bioconversion de estos
compuestos mediante la levadura en general, en los correspondientes alcoholes menos inhibidores. Por ejemplo, es
conocido que la S. cerevisiae convierte furfural en un alcohol furfurilico (9, 10) menos inhibidor. Con respecto a la
utilizacién de azicares, la S. cerevisiae convierte eficazmente tanto glucosa como manosa en etanol, pero es incapaz
de convertir xilosa en etanol. Otras especies de levaduras, por ejemplo Pichia stipitis y Candida shehatae, son capaces
de convertir xilosa en etanol. Sin embargo, estas levaduras tienen una tolerancia relativamente baja al etanol y el in-
hibidor y, ademads de ello, requieren condiciones microaerdbicas con el fin de proporcionar una productividad elevada
(8, 11). Consecuentemente, se ha llevado a cabo un trabajo para tratar por ingenieria genética la S. cerevisiae con el fin
de obtener una capacidad fermentadora de xilosa. En las levaduras que metabolizan la xilosa, la xilosa es canalizada
en la trayectoria de pentosa fosfato (PPP) en un procedimiento en tres etapas. La xilosa es convertida en primer lugar
en xilitol mediante una xilosa reductasa (XR). El xilitol es seguidamente oxidado en xilulosa por medio de xilitol
deshidrogenasa (XHD vy, finalmente, la xilulosa es fosforilada a 5-fosfato de xilulosa por medio de xilulosa quinasa
(XK) (12). A las dos primeras enzimas les falta S. cerevisiae. Ademds de ello, la actividad de XK en S. cerevisiae
se ha mostrado que es baja (3), lo que ha sugerido que limita la velocidad de consumo en cepas de S. cerevisiae que
expresan XR y XDH (14). Sin embargo, el fondo de la cepa parece que es importante para el efecto de XK (15, 16). En
el presente trabajo, se estudi6 una cepa genéticamente modificada que utiliza xilosa de S. cerevisiae: TMB3006 (17).
Esta cepa expresa los genes heter6logos XYL1 y XYL2 (que codifican las enzimas XR y XDH, respectivamente) de
P. stipitis y sobreexpresan el gen nativo XKS1 (que codifica XK).

Se ha mostrado previamente que los hidrolizados en dcidos diluidos fuertemente inhibidores, no fermentables en
un procedimiento discontinuo pueden ser fermentados por medio de S. cerevisiae sin una destoxificacién anterior en
una operacion de alimentacién discontinua. Sin embargo, esto requiere una velocidad de alimentacion cuidadosamente
controlada del hidrolizado (18, 19, 20). La explicaciéon mds probable para el éxito de la operacién de alimentacién dis-
continua es que los inhibidores son mantenidos a bajos niveles debido a su conversién en compuestos menos toxicos.
En el desarrollo de una estrategia de control de bucle cerrado para la fermentacién de alimentacién discontinua, se
usoé la cepa de CBS 8066 (21) de S. cerevisiae. Es conocido que las diferentes cepas de S. cerevisiae muestran dife-
rencias significativas en la capacidad fermentadora y la tolerancia a inhibidores en un cultivo discontinuo. En muchos
trabajos de Carlos et al. (22) se encontraron diferencias significativas en la produccién de etanol de diversas cepas en
cultivos discontinuos con diferentes niveles de una combinacién de inhibidores en medios sintéticos. Solamente 3 de
13 cepas ensayadas produjeron etanol en una fermentacion discontinua con el nivel més elevado de la combinacién
de inhibidores. No solamente es importante el rendimiento en el cultivo discontinuo, sino que lo es mds incluso el
rendimiento en el cultivo de alimentacién discontinua para la seleccién de una cepa adecuada. Aparte de la posibilidad
de controlar el nivel de diversos inhibidores potenciales, la operacion de alimentacién discontinua ofrece otra ventaja
en comparacion con la operacién discontinua, que es la posibilidad de una absorcién paralela de diversos azicares.

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2361419 T3

La razén es que la concentracién de azicares puede ser mantenida a un nivel bajo controlando la velocidad de ali-
mentacidn. De esta forma, puede ser evitada la saturacion de sistemas de absorcion (o saturacién del flujo glicolitico)
haciendo posible la co-fermentacion de diferentes aziicares. En la S. cerevisiae, la xilosa se cree que es transportada
por el mismo sistema de absorcién que la glucosa, sin embargo, con una afinidad mucho maés baja (23). Es conocido
también que una absorcion concomitante de glucosa aumenta la velocidad de consumo de xilosa (24). Por lo tanto, se
puede anticipar que se puede obtener una velocidad mas elevada de conversion especifica de xilosa en hidrolizados en
cultivos de alimentacién discontinua.

Larroy, C., M. R. Fernandez, G. E, X. Pares and J. A. Biosca. 2002. Characterization of the Saccharomyces cerevi-
siae YMR318C (ADHG6) gene product as a broad specificity NADPH-dependant alcohol dehydrogenase: relevance in
aldehyde reduction. Biochem J. 361:163-172 (38) han caracterizado la enzima ADHWI y ha ensayado sus caracteris-
ticas cinéticas para diversos sustratos, principalmente aldehidos alifaticos y aromaticos. En su trabajo, los autores se
han concentrado principalmente en los aldehidos aromadticos (cinamaldehido y veratraldehido). Los autores sugieren
que la ADHVI puede dar oportunidad a que la levadura sobreviva en entornos ligninoliticos en los que pueden estar
disponibles los productos derivados de la biodegradacién de la lignina. Sin embargo, no se han hecho ensayos rela-
tivos a la capacidad de la ADHVI de usar HMF como un sustrato, siendo HMF un producto derivado de hidratos de
carbono. Ademads de ello, el documento no expone ni investiga experimentalmente la funcién potencial de la ADHVI
en la proteccion o la conversion de los inhibidores que resultan de la descomposicién de hidratos de carbono como
celulosa y/o hemicelulosa. Larroy solamente describe la transformacién de la cepa de levadura B32168 con el gen
YM318C.

Dickinson, J. R., L. Eshantha, J. Salgado, and M. J. E. Hewlins. 2003. The catabolism of amino acids to long chain
complex alcohols in Saccharomyces cerevisiae. The Journal of Biological Chemistry 278:8028-8034 han estudiado la
etapa final en la formacién de alcoholes de cadena larga o complejos en S. cerevisiae. Han llegado a la conclusién
de que uno cualquiera de las seis alcohol deshidrogenasas (codificadas por ADH1, ADH2, ADH3, ADH4, ADH5
o SFA1) es suficiente para la fase final de formacién de alcoholes de cadena larga o complejos. Se hicieron crecer
cepas mutantes en aminodcidos Unicos y se midi6 la formacién de alcohol de fusel. No se hicieron mediciones de
actividades enzimdticas en lisados ni ninguna medicién de requisitos de co-factores. De forma importante, el gen
ADHG6 no fue estudiado en absoluto, ya que se consideré improbable por los autores que una enzima dependiente de
NADPH estuviera involucrada en la formacién de alcohol de fusel. El documento de Dickinson et al., por lo tanto, estd
completamente desligado de la conversién de HMF y furfural y estd completamente desligado de cualquier conversién
catalizada por el producto génico de ADH6.

Martin, C. and L. J. Jonsson. 2003. Comparison of the resistance of industrial and laboratory strains of Sac-
charomyces and Zygosaccharomyces to lignocellulose-derived fermentation inhibitors. Enzyme and Microbial Te-
chnology 32:386-395, (3) han realizado una comparacién entre 13 cepas de levaduras diferentes con respecto a su
resistencia a inhibidores de fermentacién de derivados de lignocelulosa. Las cepas son expuestas a los siguientes in-
hibidores: acido férmico, acido acético, furfural, HMF, 4cido cindmico y coniferil-aldehido. Se llegé a la conclusién
de que hay una gran diferencia entre la capacidad de las cepas para tolerar y convertir los inhibidores. Sin embargo,
no se presentan investigaciones mecanisticas sobre las enzimas responsables de la conversién en el documento. Espe-
cificamente, no hay ninguna referencia respecto al producto génico de ADH6 ni a la dependencia de co-factores en la
reduccion en el documento.

Larsson, Simona et al 1971. Ethanol from Lignocellulose - Fermentantion ihibitors, detoxification and genetic en-
gineering of Saccharomyces Cerivisieae for increased resistance, Applied Microbiology. Larsson et al. han estudiado
diferentes métodos de destoxificacion, de los que el método mads eficaz fue la cromatografia de intercambio aniénico.

Horvath, Ilona Sarvari et al. 2003. Effects of furfural on the respiratory metabolism of Saccharomyces cerivisieae
in Glucose-Mimited Chemostats. Microbiologia aplicada y medioambiental, Vol. 69, pag. 4076-4086. Horvath et al
han estudiado los efectos fisioldgicos del furfural sobre la levadura Saccharomyces cerevisiae durante el crecimiento
respiratorio sobre glucosa.

Wahlbom, C. Fredrik et al. Furfural, 5-hidroxymethyl furfural and acetoin act as a an extrem electron acceptors du-
ring anaerobic fermentation of xylose in recombinant Saccharomyces cerivisiae, Biotechnology and Bioengineering,
Aprol 2002, Vol. 78, No. 2, p. 172-778 . Wahlbom et al. han estudiado la influencia de aceptores de electrones externos
(acetoina, acetaldehido, furfural y HMF) sobre la fermentacion de xilosa en un medio de laboratorio usando Saccha-
romyces cerevisiae recombinante, que alberga genes para xilosa reductasa, xilitol deshidrogenasa y xiluloquinasa. Se
muestra que el furfural (pero no el HMF) como aceptor de electrones externos estd conduciendo a la fermentacion de
xilitol reducido. Los experimentos no han sido realizados en un hidrolizado lignocelulésico.

Taherzadeh, M.J. et al. Physiological effects of 5-hydroxymethylfurfural on Saccharomyces cerevisiae, Appl. Mi-
crobiol. Technol, 2000, vol. 53, pg. 701-078. Taherzadeh et al han estudiado los efectos fisiolégicos de 5-hidroximetil-
furfural (HMF) sobre la cepa de Saccharomyces cerevisiae CBS 806 en presencia y ausencia de furfural. Taherzadeh
et al. plantearon una hipétesis de que las alcohol deshidrogenasas convierten HMS y furfural en sus correspondientes
alcoholes.

Wahlborn, C. Fredrik et al. Generation of the improved recombinante xylose-utilizing Saccharomyces cerevisiae
TMB 3400 by random mutagenenesis and physiological comparison with pichia stipitis CBS 6054, FEMBS Yeast
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Research, 2003, Vol. 3, pg. 319-326. Wahlbom e al. describen una nueva Saccharomyces cerevisiae TMB3400 que
utiliza xilosa recombinante mejorada. Este dato de la técnica anterior no expone la influencia que los HMF inhibidores
y el furfural puedan tener sobre la fermentacién de cepas de levaduras.

Kuyper, M. et al. Minimal metabolic engineering of Saccharomyces cerevisiae for efficient anaerobic xylose fer-
mentation: a proof of principle. MEBS Yeast Research, 2004, Vol 4, No. 6, pg 655-664. Kuyper et al. describen que
el tratamiento de ingenieria genética minimo en la forma de la incorporacién del gen XylA en Saccharomyces ce-
revisiae es necesaria para obtener una trayectoria metabdélica de xilosa funcional. Este dato de la técnica anterior no
expone la influencia que los HMF inhibidores y el furfural puedan tener sobre la fermentacion de las cepas de leva-
duras.

Sumario de la presente invencion

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una cepa de Saccharomyces cerevisiae CEN.PK113-5D produc-
tora de etanol, que es capaz de crecer y producir etanol a partir de hidrolizados lignocelulésicos que comprenden
compuestos inhibidores del crecimiento del grupo furfural y 5-hidroxi-metil-furfural, en una fermentacién disconti-
nua, de alimentacién discontinua o continua, cepa que estd sin regular y/o sobreexpresada con respecto al gen ADHO,
en que la alcohol deshidrogenasa es dependiente de NADPH.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de una cepa de Saccharomyces cerevisiae productora de
etanol para hacer crecer y producir etanol a partir de hidrolizados lignoceluldsicos que comprenden compuestos inhibi-
dores del crecimiento del grupo furfural y 5-hidroxi-metil-furfural, en una fermentacién discontinua, de alimentacién
discontinua o continua, cepa que estd sin regular y/o sobreexpresada con respecto al gen ADHG6, en que la alcohol
deshidrogenasa es dependiente de NADPH.

En una realizacién de la invencion, dicha cepa de Saccharomyces cerevisiae es la Saccharomyces cerevisiae
CEN.PK113-5D. En otra realizacién, dicho uso de la cepa de Saccharomyces cerevisiae es para la reduccién de furfu-
ral.

En el presente trabajo, fueron caracterizadas diferentes cepas de S. cerevisiae en fermentaciones tanto discontinuas
como de alimentacién discontinua de hidrolizados en acidos diluidos. Se estudié un total de cuatro cepas diferentes:
CBS8066, levadura de panaderia comercial, TMB3000 y TMB3006. Se determinaron la productividad de etanol espe-
cifica, velocidad de crecimiento especifica, velocidades de consumo de monosacdridos, viabilidad celular y actividades
de reduccién de furano. Los resultados sugieren que la capacidad reductora de furano es un factor clave en relacién
con la tolerancia a hidrolizados lignocelulésicos.

Materiales y Métodos
Cepas y medio usado

Las cuatro cepas de Saccharomyces cerevisiae usadas se proporcionan en la Tabla 1. Las cepas se mantuvieron
sobre placas de agar con la siguiente composicién: 10/g/1 de extracto de levadura, 20 g/l de peptona de soja, 20 g/l de
Agary 20 g/l de glucosa. Los cultivos de in6culos se hicieron crecer en matraces E con tapones de algodén de 300 ml
con 100 ml de medios sintéticos segtiin Taherzadeh ez. al. (25) con 15 g/l de glucosa como fuente de carbono y energia.
Los cultivos de indculos se hicieron crecer durante 24 h a 30°C y con una velocidad del agitador de 150 rpm antes de
que se afadieran 20 ml al fermentador para comenzar el cultivo.

Condiciones de fermentacion
Medio de hidrolizado

El hidrolizado usado se produjo a partir de residuo forestal, procedente principalmente de abeto, en un procedi-
miento de hidrélisis en acidos diluidos de dos fases usando 4cido sulfirico como catalizador (19). Los hidrolizados
obtenidos de las dos fases se mezclaron y se almacenaron a 8°C hasta que se usaron. La composicion del hidrolizado
se proporciona en la Tabla 2.

Cultivo discontinuo inicial

Se realizaron experimentos de fermentacién en bio-reactor BioFlo III de 3,3 1 (New Brunswick Scientific, Edison,
NJ, USA). La velocidad de agitacién fue de 400 rpm y el fermentador fue continuamente rociado con 600 o 1.000
ml/minuto de gas nitrégeno (el contenido de oxigeno se garantiz6 que era de menos de 5 ppm, ADR clase 2, 1(a), AGA,
Suecia). El pH se mantuvo a 5,0 con NaOH 2,0 M. Todos los experimentos comenzaron con una fase discontinua
inicial en 1 1 de medios sintéticos segin Taherzadeh et. al. (25) con 50 g de glucosa como fuente de carbono y
energia. Sin embargo, las concentraciones de componentes de los medios distintos de glucosa fueron triplicadas para
compensar la dilucién durante la operacion de alimentacion discontinua. La alimentacién de hidrolizado se comenzé
al agotamiento de la glucosa cuando la velocidad de desprendimiento de carbono habia disminuido hasta menos de
1 mmol/h.
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Fermentacion discontinua y de alimentacion discontinua

Se hicieron dos tipos de experimento de fermentacidn para cada cepa. En el primer tipo de experimento, se afiadie-
ron 1,5 litros de hidrolizado al reactor usando la velocidad de alimentacién médxima de la bomba del medio (aproxi-
madamente 2 litros/h) después del cultivo de la tanda inicial. Esto se denomina fermentacién “discontinua” el segundo
tipo de experimento fue un experimento de alimentacién discontinua, en el que la velocidad de alimentacién del hi-
drolizado fue controlada usando un método de respuesta por etapas desarrollado por Nilsson et. al. (19). Brevemente,
la velocidad de alimentacion se alteré de una manera por etapas en la que el aumento por etapas fue proporcional a
la derivada del desprendimiento de diéxido de carbono medido a partir de la etapa previa. El control de la velocidad
de alimentacién se obtuvo controlando la frecuencia de una bomba peristaltica (Watson-Marlow Alitea AB, Suecia).
También en estos experimentos, se afiadié un total de 1,5 1 de hidrolizado.

Fermentacion de xilosa

Se hicieron experimentos adicionales de alimentacién discontinua con la levadura fermentadora de xilosa
(TMB3006) usando velocidades de alimentacién bajas (12,5 y 25 ml/h). La finalidad de estos experimentos fue obte-
ner concentraciones de medio bajas de glucosa y manosa, que se espera que proporcionen una velocidad de absorcién
aumentada de xilosa.

Andlisis
Andlisis de gases desprendidos

Se us6 un verificador de gases (modelo 1311, Briiel and Kjaer, Dinamarca) (descrito por Christensen et. al.) para
medir la velocidad de desprendimiento de didxido de carbono (CER). El analizador de gases tenia tres canales para la
medicién de diéxido de carbono, oxigeno y etanol en el gas desprendido del reactor. La sefial del etanol fue calibrada
frente a las concentraciones de etanol medidas en el caldo de cultivo mediante HPLC, ya que se supuso que el etanol
en la fase gaseosa estaba en equilibrio con el etanol en el caldo de cultivo. La calibracién para el oxigeno y el diéxido
de carbono se hizo usando un gas que contenia 20,0% de oxigeno y 5,0% de diéxido de carbono.

Biomasa

Se usé un sistema de andlisis de inyeccién de flujo (FIA) (26) para medir la concentracién de biomasa en el reactor.
Esto se hizo midiendo la densidad 6ptica a 610 nm, a una frecuencia de 1 h™'. Después de cada fermentacion, la sefial
de FIA fue calibrada frente al peso en seco medido. Las muestras de 10 ml por duplicado del caldo de cultivo de la
fermentacion se centrifugaron a 3.000 rpm durante 3 minutos en tubos previamente pesados. Las células se lavaron
con agua destilada, se centrifugaron nuevamente y se secaron durante una noche a 105°C antes de ser nuevamente
pesadas. El peso en seco se midid tres veces durante cada fermentacion.

Viabilidad

La viabilidad celular se midi6 como la relacién entre unidades formadoras de colonias (CFU) y nimeros de células
contadas tres veces durante cada fermentacion. Se retiraron muestras del caldo de cultivo de fermentacién y se diluye-
ron para proporcionar una concentracién de aproximadamente 1.000 células/ml y los valores de CCU se determinaron
a partir de placas de Agar por triplicado en las que se extendieron muestras de 0,1 ml de caldo de cultivo diluido. Los
nimeros de células se calcularon bajo microscopio usando una cdmara de Biirker. Antes del calculo, las muestras se
diluyeron 100 veces.

Concentraciones de metabolitos

Las muestras para el andlisis de las concentraciones de metabolitos se tomaron regularmente del reactor. Las
muestras se centrifugaron y se filtraron a través de filtros de 0,2 um. Se midieron las concentraciones de glucosa,
manosa, xilosa, galactosa y arabinosa en una columna Aminex HPX-87P (Bio-Rad, USA) a 80°C. Se midieron las
concentraciones de etanol, HMF, furfural, glicerol y 4cido acético en una columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad,
USA) a 65°C. Todos los compuestos fueron detectados con un detector del indice de refraccién, excepto el HMF y el
furfural, que se detectaron con un detector UV (210 nm).

Para compensar el etanol evaporado durante las fermentaciones, la fraccién en moles de etanol en la fase gaseosa
se supuso que era proporcional a la fraccién en moles en etanol en la fase liquida. Se puedo estimar asf la cantidad
de etanol evaporado mediante la integracion del flujo de gas que salia de la reaccién multiplicado por la fraccién en
moles de etanol en el gas, como se describe por Nilson et al. (18).

Actividades enzimdticas

Preparacion de extractos celulares

Se prepararon extractos celulares para las mediciones de las actividades enzimadticas en las cepas TMB3000 y CBS
8066. Los extractos en bruto se prepararon usando reactivo Y-PER (Pierce, Rockford, IL, USA). Los extractos celu-
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lares se mantuvieron en un ultra-congelador (-80°C) hasta que se usaron. El contenido de proteinas en la preparacién
exenta de células se determiné por medio de un reactivo de ensayo de proteinas Coomassie usando albumina de suero
bovino como patrén (Pierce, Rockford, IL, USA).

Medicion de la actividad reductora de furfural y HUF

La actividad reductora del furfural y HMF se midié segtin Wahlbom et. al. (27). Se diluyeron 20 ul del extracto
exento de células (diluido diez veces en tampdn de fosfato 100 mM) en 2,0 ml de tampdn de fosfato 100 mM (KH,PO,
50 mM y K,HPO, 50 mM) y se afadi6 furfural a una concentracién de 10 mM. Las muestras se calentaron a 30°C y
posteriormente se comenz6 la reaccién mediante la adicion de NADH a una concentracién de 100 uM. La oxidacién
de NADH fue seguida como el cambio de absorbancia a 340 nm. Se repiti6 el mismo procedimiento con NADPH
como co-factor, pero la cantidad de muestra se aumento hasta 200 ul debido a la inferior actividad. El volumen total
era todavia de 2,0 ml y las concentraciones de furfural y NADH fueron de 10 mM y 100 uM respectivamente.

Se repitié el mismo procedimiento para la medicién de la capacidad reductora de HMF. Se usaron 200 ul de
extracto celular diluido excepto para la medicién de la cepa TMB3000 con NADH como co-factor, en la que se usé
una muestra de 20 ul debido a la superior actividad. La concentracién de HMF fue de 100 mM. Las actividades se
midieron tanto con NADH como con NADPH.

Medicion de la actividad de ADH

La actividad de ADH se midi6 segtin Bruinenberg et. al. (28). El extracto exento de células se diluy6 10 veces y
se afladieron 20 ul de esta dilucién a 2,0 ml de tampdn de fosfato 100 mM. Se afiadi6 etanol para proporcionar una
concentracion de 100 mM. Después de calentar a 30°C, se comenzd la reaccién mediante la adiciéon de NAD+ a una
concentracion de 100 uM. La reduccién de NAD+ se siguié como el cambio de absorbancia a 340 nm.

Cultivos continuos

Para analizar el contenido de mRNA en la cepa CBS 8066 y TMB3000 se realizaron cultivos continuos. Los medios
sintéticos fueron segun (25), pero un 33% mds concentrados y la concentracién de glucosa era de 20 g/1. El volumen
de liquido en el reactor (reactor Belach BR 0.5, Belach Bioteknik AB, Solna, Suecia) era de 500 ml y después de que
se consumid la glucosa en la tanda, la alimentacién se comenzé a una velocidad de dilucién de 0,1 h™!. El reactor
fue rociado con 300 ml de nitrégeno/minuto. El pH se mantuvo a 5,0 con NaOH 0,75 M y la temperatura a 30°C. La
velocidad del agitador se ajust6 a 500 rpm. Para investigar los genes que fueron inducidos mediante HMF, se tomaron
muestras de células para un andlisis de mRNA tanto antes de la alimentacién al reactor con medios sin HMF como con
medios que inclufan 0,5 g de HMF 1-1. Para conseguir un estado estacionario en el reactor, se tomaron las muestras en
5 tiempos de residencias después del comienzo de la alimentacion o del cambio en los medios de alimentacion.

Preparacion de mRNA

Las muestras del reactor se centrifugaron en hielo a 3.000 rpm durante 1 minuto y posteriormente se congelaron
en nitrégeno liquido y se almacené a -80°C hasta que se aislé el mRNA de las muestras. El mRNA se aisl6 usando
un estuche de ensayo rdpido de RNA (Q-biogene, USA). El mRNA seguidamente se purificd, se sintetizé cDNA, se
transcribi6 in vitro y se fragment6 como se describe por Affymetrix. La hibridacién, lavado, tefiido y exploracién
de biochips (Yeast Genome S98 Arrays) se hicieron con una estufa Affymetrix Gene Chip Oven 640, un dispositivo
Fluidics Station 400 y un explorador Gene Array Scaner(Affymetrix).

ExClone

Se hicieron crecer cepas seleccionadas (sobreexpresando LAT1, ALD6, ADH5, ADH6, GDH3, OYE3, IDP3, ADH7,
AADI5, ERG27, HMGI, LYS5, SPS19, SGEI) de la coleccion ExClone (Resgen, Invitrogen Corporation (Reino Uni-
do)) en matraces agitados de 300 ml (con capturas de diéxido de carbono) que contenian 100 ml de medios de omisién
5D-Ura y 40 g/l de glucosa, como se describe por el proveedor. Sin embargo, se afiadié Cu2+ 80 uM cuando los
matraces agitados fueron inoculados y se usé tampdn de fosfato 100 mM. Se tomaron muestras para mediciones de la
actividad enzimatica después de 16 horas de crecimiento a 30°C y 150 rpm.

Resultados

Se realizaron fermentaciones discontinuas y de alimentacién discontinua con cuatro cepas de levaduras. Después
de una fase de crecimiento discontinuo inicial en medios sintéticos, se afiadieron 1,5 litros de hidrolizado al reactor. En
las fermentaciones discontinuas se afiadié hidrolizado a la velocidad maxima (aproximadamente 2.000 ml/h), mientras
que en los experimentos de alimentacion discontinua la velocidad de alimentacion fue controlada usando un algoritmo
de control de bucle cerrado. Brevemente, la velocidad de alimentacidn se alteré de una manera por etapas, en la que el
aumento de etapas era proporcional a la derivada de la velocidad medida de desprendimiento de diéxido de carbono a
partir de la etapa previa. El control de la velocidad de alimentacién se obtuvo controlando la frecuencia de una bomba
peristéltica (Watson-Marlow Alitea AB, Suecia). (Véase la seccion de Materiales y Métodos).
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Fermentacion discontinua

Habia diferencias significativas entre las cepas, en particular con respecto a las velocidades de fermentacién, como
se refleja por medio de la velocidad de desprendimiento de didxido de carbono (Fig. 1). También la velocidad de
crecimiento especifico, viabilidad y conversién de los inhibidores HMF y furfural variaba entre las cepas (Fig. 2).
La productividad especifica de etanol obtenida con la cepa CBS 8066 era claramente inferior a la de las otras cepas
y disminuy6 gradualmente durante toda la fermentacién para esta cepa, aunque los azicares de hexosa, glucosa y
manosa finalmente se consumieron por completo por todas las cepas. Ninguna de las cepas fue capaz de crecer en un
cultivo discontinuo sobre hidrolizado, pero hubo grandes diferencias con respecto al mantenimiento de la viabilidad.
La viabilidad de la cepa CBS 8066 disminuy6 hasta 16% en unas pocas horas después del comienzo de la fermentacién
del hidrolizado (tabla 2). Por el contrario, las cepas con las productividades medias mds elevadas de etanol, TMB3000
y TMB3006, tenian una viabilidad de 77 y 100%, respectivamente. Estas cepas tenfan también una CER mds constante
durante el transcurso de la fermentacion, sin la disminucién observada para las demds cepas (Fig. 1) y fueron capaces
de disminuir las concentraciones de HMF hasta un alcance mayor que las otras cepas (Fig. 2). La productividad,
viabilidad y conversién de HMF de la levadura de panaderia comercial estuvo aproximadamente entre las de CBS
8066 y TMB3000.

Fermentacion de alimentacion discontinua

La productividad de etanol fue mayor en la alimentacién discontinua en comparacién con la fermentacién dis-
continua para todas las cepas ensayadas (Tabla 6). Para CBS 8066, la productividad media de etanol aumenté en un
131%. Sin embargo, no se pudo evitar una disminucién gradual de la CER y no hubo ningin crecimiento celular,
aunque se mantuvo una viabilidad elevada. De hecho, la viabilidad se mantuvo bien para todas las cepas durante el
funcionamiento en alimentacién discontinua.

Aparte de 1a CBS 8066, las demds cepas crecieron en la fermentacion de alimentacion discontinua (Fig. 2). La cepa
de levadura de panaderia comercial tuvo una productividad media de etanol tan elevada como la CBS 8066, y para
esta cepa la CER aument6 también durante toda la fase de alimentacion discontinua. La productividad media de etanol
fue un 100% mayor para la mayoria de las cepas eficazmente fermentadoras TMB3000 y TMB3006 que para la CBS
8066. De forma importante, estas dos cepas fueron capaces también de crecer en un hidrolizado con una velocidad
de crecimiento especifica “media” de aproximadamente 0,12 h™!. Las concentraciones de inhibidores de furano se
mantuvieron a niveles muy bajos (Fig. 2). La incorporacién de los genes heter6logos en TMB3006 aparentemente no
afecto a la resistencia inhibidora o a la velocidad de flujo de azicares, ya que la TMB3006 se comporté de forma
similar a la TMB3000, en una fermentacion tanto discontinua como de alimentacion discontinua.

La cepa que porta genes que codifica XR, XDH y XK cromosomalmente integrados, TMB3006, consumia un 6%
de la xilosa en el hidrolizado. La xilosa se supuso que se convertia en etanol, ya que no se detect6 xilitol (Fig. 3).
Para mejorar la absorcién de xilosa en el fermentador, la concentracion de glucosa y manosa se disminuy6 usando
fermentaciones de alimentacidn discontinua con una baja velocidad de alimentacidn constante. La velocidad de ali-
mentacion se ajusté a 25 ml/h 17 horas después del comienzo del experimento y después de 31 horas la velocidad de
alimentacion se disminuy6 hasta 12,5 ml/h (Fig. 3). El consumo de xilosa para TMB3006 aument6 hasta 62%. Sin
embargo, un 55% de la xilosa consumida por TMB3006 se convirti6 en xilitol.

Actividad enzimdtica

Se midi6 la capacidad de reduccién de furfural y HMF sobre una muestra de extracto celular tomada durante los
experimentos de alimentacidn discontinua. Las actividades enzimdticas se midieron con NADH y NADPH como co-
factores (Fig. 4). Las actividades fueron superiores para TMB3000 que para CBS 8066 en todos los casos. Para la
reduccién de furfural con NADH como co-factor, la actividad de TMB3000 fue dos veces mds elevada que la de CBS
8066 y con NADPH como co-factor fue 4 veces mayor. La mayor diferencia se observé para la actividad de reduccién
de HMF usando NADH como co-factor. Esta actividad fue muy baja en CBS8066, pero varios centenares de veces
mayor en TMB3000. También con NADPH como co-factor fue mayor pero solo aproximadamente 4 veces mayor.

Ya antes de la adicidn de cualquier hidrolizado, habia una diferencia clara entre las actividades de las dos cepas
(Fig. 4). La actividad dependiente de NADH fue casi constante durante la alimentacién discontinua, indicando que la(s)
enzima(s) responsable(s) probablemente ya no estaba(n) inducida(s) por el hidrolizado en cualquiera de las cepas. Con
respecto a la conversiéon dependiente de NADPH, las cepas se comportaron de forma diferente. La actividad aument6
con el tiempo para TMB3000 pero fue casi constante para CBS 8066.

Para TMB3000 la actividad de ADH fue como media un 40% mayor que para CBS 8066 (Fig. 6). La diferencia
en la conversién de furfural por tanto no pudo ser explicada mediante la mera diferencia en la actividad de ADH total,
sino que puede ser relacionada con las diferencias en la actividad relativa de las diferentes formas de ADH o con
cambios especificos de cepas en la proteina ADH.

Andlisis de expresion

Para investigar la(s) enzima(s) que era(n) responsable(s) de las elevadas velocidades de conversion en HMF vy,
en particular, con NADH como co-factor, se realizaron cultivos continuos con TMB3000 y CBS 8066 con y sin
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HMF presente en los medios sintéticos. Se investigaron genes conocidos de reductasa e hidrogenasa que fueron sobre-
regulados al menos dos veces en TMB3000 en comparacién con la cepa CBS 8066, con y sin presencia de HMF. Como
se puede observar en la Fig. 6, especialmente CPS19 y ADH2 resultaron ser candidatos alentadoramente buenos, ya
que se sobreexpresaron elevadamente en TMB3000 y adicionalmente fueron inducidos también por HMF.

Ensayo de mutantes que sobreexpresan genes dianas seleccionados

Las cepas de la coleccién ExClone en las que los genes identificados a partir del andlisis de nRNA anteriormente
descrito fueron sobre-regulados, se hicieron crecer en cultivos de matraces agitados y se midieron las actividades ob-
tenidas para la reduccién de furanos (Fig. 7). Ninguna cepa que sobreexpresaba CPS19 y ADH2 mostr6 una capacidad
aumentada para reducir HMF o furfural. Sin embargo, Las cepas que sobreespresaban CFA1, ADH6 y ADH7 si que
tuvieron una capacidad de conversiéon aumentada. La actividad encontrada en la cepa con ADH6 sobre-regulada fue
particularmente pronunciada. Sin embargo, la preferencia de co-factor fue NADPH para la conversion de furfural y de
HMF. Una cepa, la cepa que sobreexpresa SFA1, mostré una capacidad de conversion aumentada de HMF con NADH
como co-factor (como se puede observar para TMB3000 en comparacién con CBS 8066).

Los presentes experimentos demuestran claramente que la capacidad de S. cerevisiae para fermentar hidrolizados
en 4cidos diluidos de material celuldsico es altamente especifica para las cepas. De forma importante y de acuerdo
con trabajos previos sobre la cepa CBS 8066 (29, 20, 19, 18), se obtuvieron productividades mds elevadas en un
funcionamiento de alimentacidn discontinua para todas las cepas ensayadas. Las productividades especificas de etanol
para las cepas mds tolerantes a inhibidores (TMB3000 y TMB3006) aumentaron en un 69% en comparacién con un
funcionamiento discontinuo. El crecimiento en el cultivo discontinuo fue despreciable para todas las cepas, pero la
productividad especifica de etanol vari6 significativamente entre las cepas y también en la fermentacién discontinua.
Por el contrario, todas las cepas, con la excepcion de la cepa CBS 8066, en alguna medida crecieron en cultivos de
alimentacion discontinua anaerébicos. El menor grado de inhibicién en el cultivo de alimentacién discontinua fue
atribuido lo més probablemente a la conversion in situ de uno o mds inhibidores que incluyen compuestos de furano y
otros aldehidos (30, 31, 22).

Los efectos fisioldgicos del furfural sobre S. cerevisiae han sido previamente estudiados en forma intensiva en
medios de modelos sintéticos. Se ha mostrado en un cultivo de quimiostato que contiene furfural (tanto anaerébico
como aerdébico) que el crecimiento es inhibido si la velocidad de conversién especifica de furfural sobrepasa una ve-
locidad de conversion critica maxima. Durante las condiciones anaerdbicas, la velocidad determinante es la velocidad
de reduccion a alcohol furfurilico, mientras que para las condiciones aerdbicas la velocidad critica en lugar de ello es
la velocidad de oxidacidén para formar 4cido furoico. A una carga de alimentacion de furfural demasiado elevada, la
concentracion de furfural aumenta en el medio, lo que conduce supuestamente a la inhibicién de un cierto nimero de
enzimas claves que incluyen PDH y AIDH y se produce una supresién por lavado. Para la cepa CBS 8066, la veloci-
dad de conversion especifica critica de furfural se encontr6é que estaba entre 0,10 y 0,15 g/g h durante las condiciones
anaerdbicas. En el presente trabajo, la concentracién de furfural era muy baja (<0,04 g/1) en todos los cultivos de ali-
mentacion discontinua y parece que la velocidad de conversion critica de furfural no se sobrepasd. Sin embargo, hubo
diferencias mayores con respecto a las concentraciones de HMF. En los cultivos con las cepas de mejores crecimientos
TMB3000 y TMB3006, la concentracién de HMF se mantuvo a un nivel relativamente bajo (<0,23 g/l) mientras que
en la fermentacion de alimentacién discontinua con CBS 8066 solo tuvo lugar una conversion pequeiia de HMF. Para
las dos cepas CBS 8066 y TMB3000, se repitieron las fermentaciones de alimentacién discontinua y se midieron las
actividades de reduccién de furfural y HMF (Fig. 4). En un medio industrial, la concentracién de furfural puede ser de
1 g/l a3 g/1, dependiendo de su origen.

Normalmente, el alcohol furfurilico serd medido cuando la fermentacién es anaerébica y el producto seguidamente
es casi exclusivamente alcohol furfurilico.

La capacidad de transformacion, velocidad de conversion (determinada mediante la actividad enzimatica) determi-
na lo rdpido que es posible afiadir los furanos. Si deben ser afiadidos demasiado rdpido, los furanos se acumulardn en
el medio, lo que conducird a una inhibicién de las funciones centrales por medio de interacciones entre los furanos y
un cierto nimero de enzimas como PDH, PDC y otras. Esto conduce a su vez a un crecimiento del inhibidor y a una
infra-regulacién de la velocidad de fermentacion.

Las actividades enzimdticas medias para la conversién de furfural y HMF en CBS 8066 fue similar a las encon-
tradas para la cepa TMB3001, una cepa derivada de CEN.PK 113-7A. Las actividades medias para la conversion de
furfural en CBS 8066 fueron de 353 mU/mg de proteina con NADH como co-factor y de 22,8 mU/mg de proteina
con NADPH como co-factor, en comparaciéon con 490 y 22 mU/mg de proteina, respectivamente, encontradas pa-
ra TMB3001. Para la conversién de HMEF, las actividades medias para CBS 8066 fueron de 1,8 mU/mg de proteina
(NADH) y 12,4 mU/mg de proteina (NADPH), en comparacién con 2,2 y 22 mU/mg de proteina, respectivamente,
para TMB3001. Las actividades enzimdticas obtenidas para la cepa TMB3000 fueron muy diferentes. La actividad de
reduccién media de furfural fue varias veces mayor que para CBS 8066 y TMB3001, aunque la presencia de co-factor
fue similar. Sin embargo, la diferencia mds llamativa fue la elevada actividad para la reduccién de HMF con NADH
como co-factor (Fig. 4). Esta actividad fue de hecho mds de 150 veces mayor para TMB3000 que para las otras dos
cepas. También, la velocidad de reduccién acoplada a NADPH fue varias veces mayor para TMB3000 que para CBS
8066.
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Las actividades de conversién de furfural y HMF proporcionan una explicacién de la ventaja de TMB3000 sobre
CBS 8066 en la fermentacion de lignocelulosa. Las actividades elevadas aseguran unas elevadas velocidades de con-
version de furfural IHMF vy, posiblemente, otros aldehidos inhibidores (32) de forma que la concentracién de estos
inhibidores es mantenida a valores bajos durante la fermentacion. Para la cepa CBS 8066 la actividad in vitro medida
para la reduccién de furfural se corresponderia con una velocidad de reduccién in vivo de 0,69 g/g h. Esto concuerda
de hecho con la velocidad de conversion maxima descrita en medios sintéticos para la misma cepa (0,6 g/g h). La
velocidad de conversion especifica prevista correspondiente de HMF seria de 0,03 g/g h, que es algo inferior al valor
descrito en medios sintéticos de 0,14 g/g h. Para la cepa TMB3000, las actividades de reduccién in vitro medidas
para furfural y HMF fueron de 2,26 g/g h y 0,98 g/g h, respectivamente, y esto corresponderia con velocidades de
alimentacion de aproximadamente 3 1/h, a la densidad y volumenes celulares usados que son mucho mayores que los
aplicados en el presente trabajo (véase la Fig. 2). Sin embargo, para CBS 8066, las actividades para la conversion de
HMEF se corresponden a una velocidad de alimentacién de solamente 100 ml/h. Otro factor que se debe considerar
es la diferencia en la preferencia de co-factores para la conversion de HMF. Como la NADH es el co-factor prefe-
rido en la conversién de HMF, no habra pérdidas de NADPH que compitan con reacciones anabdlicas en la cepa
TMB3000.

Hubo una considerable actividad de reduccion de furano en el extracto celular ya antes de que las células hubie-
ran sido expuestas a los inhibidores del hidrolizado y, ademads de ello, las mediciones de actividad mostraron que la
actividad de reduccién de furano no aumenta significativamente con el tiempo durante la exposicién al hidrolizado,
indicando que no fueron inducida(s) la(s) enzima(s) responsable(s). La capacidad para reducir furfural ha sido pre-
viamente atribuida a la enzima alcohol deshidrogenasa (ADH) (32, 33), aunque esto ha sido puesto en duda (35). La
relacion entre las actividades de ADH medidas para CBS 8066 y TMB3000 (Fig. 5) fue mucho més cercana a uno que
la relacién entre las correspondientes actividades de reduccién de furfural. Este descubrimiento sugiere que pueden
ser importantes también otras enzimas en la conversion de furfural o que las ADH en las diferentes cepas pueden tener
afinidades diferentes para el furfural debido, por ejemplo a mutaciones puntuales.

Se muestra adicionalmente a continuacién que la enzima codificada por el gen ADHG6 en Saccharomyces cerevisiae
es capaz de convertir HMF usando el co-factor NADPH. Las cepas de levaduras que sobreexpresan este gen tienen
una velocidad de conversién sustancialmente superior de HMF en cultivos tanto aerébicos como anaerébicos. De
forma importante, se ha mostrado ademds que las cepas que sobreexpresan ADHG6 tienen una productividad de etanol
sustancialmente superior y se ven menos afectadas por una inhibicién durante la fermentacién de hidrolizado de
lignocelulosa en 4cido diluido. Las cepas genéticamente modificadas para proporcionar una expresion elevada de
ADHB6, por lo tanto, serdn ventajosas para la conversion de hidrolizados lignocelulésicos.

Materiales y métodos
Cepas y constructos genéticos

El gen alcohol deshidrogenasa VI (ADHG6) de Saccharomyces cerevisiae TMB3000 y CEN.PK 113-5D fueron
amplificados usando los cebadores ADH6-FOR y ADH6-RUV (Tabla 4). La regién 5’ de los cebadores ADH6-FOR
y ADH6-REV contienen 34 y 33 nucleétidos correspondientes a la secuencia del promotor HXT y el terminador
PGKI1, respectivamente. Después de la amplificaciéon por PCR, los productos de PCR fueron analizados mediante
electroforesis en geles de agarosa y se purificaron usando un estuche de ensayo de purificacién por PCR QIAquick
(QIAGEN). El vector pYEplacHXT fue linealizado usando la endonucleasa de restricciéon Bam HI. Se usé una mezcla
que contenia el vector lineal (6,2 KB), el producto de ADH6 de TMB3000 (T-ADH6) o CEN.PK 113-5E (6-ADH6)
para transformar CEN.PK 113-5D de S. cerevisiae mediante el método de acetato de litio (38). Se hicieron crecer
células de levaduras durante una noche en 5 ml de YPD a 30°C. Por la mafiana una solucién de YPD de 50 ml fue
inoculada usando 3 ml del pre-cultivo. El crecimiento se siguié hasta un valor de OD600 =1,2, cuando las células
de levaduras fueron centrifugadas y finalmente puestas en suspension en 10 ml de agua esterilizada. Se pipete6 un
mililitro de células en tubos de micro-centrifugadora y se centrifugaron durante aproximadamente 20 segundos a la
velocidad maxima. Después de la separacion de la materia sobrenadante, las células se volvieron a poner en suspension
en 1 ml de acetato de litio (LiAc) 100 mM y se incubaron a 30°C durante 10-15 minutos. La suspension se centrifugd
a velocidad maxima durante 30 segundos, la materia sobrenadante se separ6 y se afiadié al sedimento la mezcla de
transformacion (240 ul de PEG 50% p/v, 36 ul de acetato de litio 1,0 M, 52 ul de 2 mg/ml de ss de NA, 28 ul de
agua esterilizada, 1,0 ul de 40 ng/ul de vector pYEplacHXT y 3 ul de 40 ng/ul de producto de PCR). Después de
posteriores incubaciones a 30°C durante 30 minutos y a 42°C durante 20 minutos, la mezcla se centrifugé a velocidad
maxima durante 30 segundos y se separd la mezcla de transformacién. Las células de levaduras se volvieron a poner
en suspension en 150 ul de YNB y se dejaron a temperatura ambiente durante aproximadamente 2 horas. Después
de incubar, la mezcla que contenia células se dispuso en placas YNB, que fueron incubadas a 30°C durante 3-4 dias.
Se construy6 una cepa testigo de levadura mediante transformacién con el vector pYEplacHXT vacio. Las cepas
de levadura transformantes se seleccionaron mediante PCR de colonias usando cebadores ADH6 y capacidad de
oxidacién de etanol. Se recuperaron pldsmidos de dos transformantes (C-ADH6-2 y T-ADHG6-2), se amplificaron en
DH5a de E. coli y se sometieron a un secuenciado automéatico
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Condiciones de cultivo
Matraces agitados

Se llevaron a cabo experimentos de crecimiento en matraces agitados sin compartimentar de 300 ml. EI volumen
de medio sintéticos era de 200 ml con la composicion proporcionada en (25) y contenia 13 g de glucosa. El pH se
ajustd a 5,5 con NaOH 2 N al comienzo de los cultivos. La velocidad del agitador era de 170 rpm y la temperatura era
de 30°C. Los matraces agitados anaerébicos estaban equipados con colectores de glicerol, mientras que los matraces
agitados aerdbicos fueron rociados con aire. El valor de OD620 alcanzé 3,0 y el pH se volvié a ajustar a 5,5 y se
afiadi6 HMF a una concentracién de 1,5 g/1.

Experimentos en bio-reactor

Se hicieron fermentaciones discontinuas con la cepa CEN.PK 113-5D y T/ADH6-2. El reactor (bio-reactor Belach
BR 0.5, Belach Bioteknik AS, Solna, Suecia) se rellené inicialmente con 300 1 de medio sintético segtin la referencia
(25), que contenia 30 g de glucosa. El pH se mantuvo a 5,0 con NaOH 0,75 M y la temperatura a 30°C. El reactor
se rocié con 300 ml/minuto de nitrégeno y la velocidad del agitador se ajusté a 500 rpm. Cuando la velocidad de
desprendimiento de diéxido de carbono habia alcanzado un valor maximo, se afiadieron 300 ml de hidrolizado.

El hidrolizado usado fue producido a partir de residuo forestal, procedente principalmente de abeto, en un proce-
dimiento de hidrdlisis con dcido diluido en dos fases usando acido sulfiirico como catalizador (19).

Los hidrolizados obtenidos a partir de las dos fases se mezclaron y se almacenaron a 8°C hasta que se usaron.
La composicién del hidrolizado se proporciona en la Tabla 5.
Medicion de la actividad enzimdtica

Se prepararon extractos celulares de cepas que sobreexpresan ADH6 para mediciones de las actividades enzimé-
ticas. Los extractos en bruto se prepararon usando reactivo Y-PER (Pierce, Rockford, IL, USA). El contenido de
proteinas en la preparacién exenta de células se determind usando un estuche de ensayo de proteinas micro BCA
(Pierce).

Las actividades enzimdticas para la oxidacién de etanol y la reduccién de furfural, 5-hidroximetil-furfural (HMF)
y dihidroxi-acetona-fosfato (DHAP) se midieron sobre muestras de extracto celular. La velocidad de oxidacién de
etanol se determing verificando la reduccién de NAD+ fotométricamente a una longitud de onda de 340 nm. El ensayo
enzimdtico basado en la referencia (37), contenia NAD+ 5,0 mM y etanol 1,7 M en tampdn de glicina 100 mM a pH 9,0
en cubetas de 1,0 cm de longitud de trayectoria. Las muestras se incubaron a 30°C y la reaccién se comenzé mediante
la adicién de etanol. Las actividades reductoras de HMF y furfural se midieron segin la referencia (27). Se diluyeron
5-10 pl de extracto exento de células (usando diluciones diferentes) en 1 ml de tampén de fosfato 100 mM (KH,PO,
50 mM y K,HPO, 50 mM) y se ailadi6 NADH hasta una concentracién de 100 ym. Las muestras se incubaron a 30°C
y posteriormente se comenz6 la reaccién mediante la adicién de HMF o furfural hasta una concentracién de 100 mM.
La oxidacién de NADPH se sigui6 en el cambio de absorbancia a 340 nm. El procedimiento se repiti6 con NADH
como co-factor, pero la cantidad de muestra se aumenté debido a la inferior actividad. El volumen total era todavia
de 1,0 ml. Se llevé a cabo el mismo procedimiento cuando se us6 DHAP, con la excepcién de que se usé solamente
una concentracién de 0,7 mM de este sustrato. El coeficiente de absorcidon molar (&) usado para NADH y NADPH fue
£340 = 6,22 mM-1 cm-1.

Resultados
Seleccion de transformantes

El gen ADH6 fue amplificado PCR a partir de DNA genémico de CEN.PK o TMB3000 y fue clonado en el vector
de levadura pYEplac-HXT, generando vectores pYEplacHXT-C/ADH6 y pYEplacHXT-T/ADHG6 respectivamente.
Los plasmidos se usaron para la transformacién de la cepa CEN.PK113-5D. Se usé PCR de colonias para seleccionar
cepas de levaduras que portaban un vector pYEplacHXT-ADH6. Los clones que tenian el gen ADH6 a partir de
CEN.PK y TMB3000 se denominaron C/ADH6-m (m= 1, 2, etc.) y T/ADH6-n (n= 1, 2, etc.), respectivamente. Los
clones con expresion aumentada de gen ADH6 se seleccionaron entre los transformantes en cuanto a su capacidad
aumentada de oxidacién de etanol en comparacién con la cepa testigo CEN.PK113-5D que portaba el vector vacio
(YEplac-HXT (Fig. 8).

Capacidad de reduccion in vitro

La capacidad de conversion de HMF y furfural de cepas que sobre-expresan ADHG6 fue analizada usando NADH
y NADPH como co-factores en ensayos enzimdticos (Fig. 9). Las cepas que sobreexpresaban ADH6 eran capaces
de convertir HMF usando NADPH asi como NADH como co-factor, pero la actividad usando NADH era claramente
inferior que con NADPH. Ademads de ello, se obtuvieron valores similares para la conversion de HMF y furfural para
las cepas C- y T-ADHS6, lo que sugiere que no hay diferencias en estructuras/actividad de proteinas entre las cepas
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CEN.PK y TMB3000. De hecho, las secuencias génicas de ADH6 de las dos cepas no mostraron ninguna diferencia
significativa, excepto en cuanto a una sustitucién en el G-203 C-ADHG6-2 para E-203 en T-ADH6-2. Cuando se
compard con la cepa testigo CEN.PK113.5D ((pYEplac-HXT), los extractos celulares de cepas que sobreexpresaban
muestran una actividad de HMF dependiente de NADH aproximadamente 9 veces mayor, mientras que la reduccién
de HMF dependiente de ADH6 aumenté més de 100 veces cuando se us6 NADPH como co-factor (Fig. 9). Estos
resultados confirman informes previos que proponen ADH6 como enzima dependiente de NADPH para la reduccién
de otros compuestos (38). La reduccion de furfural solo fue posible cuando se usé NADPH como co-factor (Fig. 9).

Capacidad de reduccion in vivo

La conversion de HMF in vivo se analiz6 en medio minimo usando condiciones aerébicas y anaerébicas en ma-
traces agitados. Las cepas que sobreexpresan ADH6 mostraron una absorcion de HMF especifica superior (3,5-3,9
veces) en condiciones tanto aerébicas como anaerdbicas (tablas 6 y 7). La absorcion especifica de HMF parecia es-
tar correlacionada con un aumento en la produccion de glicerol (Tablas 6 y 7). Con el fin de analizar una actividad
directa posible de producto génico ADH6 en la trayectoria metabdlica del glicerol, se analiz6 la capacidad de reduc-
cién de C-ADH6-2 y p-ADH6-2DHAP mediante ensayos enzimdticos. Las mediciones de la actividad enzimética no
mostraron ningtin aumento en la reduccién de DHAP (Fig. 10). Posiblemente, la mayor produccién de glicerol esta
indirectamente relacionada con la produccién de HMF a través de equilibrios de co-factores celulares.

Tolerancia al hidrolizado en dcido diluido

Se usaron la cepa testigo y una cepa que sobreexpresaba ADHG6 a partir de TMB3000 (T/ADH6-2) en fermenta-
ciones discontinuas anaerdbicas con un hidrolizado en 4cido diluido (Fig. 11 y 12). La cepa T/ADH6-2 claramente
era menos inhibida que la cepa testigo y la CER no disminuyé tan rdpidamente para T/ADH6-2 como para a cepa
testigo (Fig. 11 y 12). Esto se refleja también en la productividad especifica de etanol, que fue un 35% mayor para
T/ADH6-2 en comparacion con la cepa testigo. La velocidad de absorcion especifica de HMF se encontré que era
cinco veces mayor en la T/ADH6-2 que en la cepa testigo (0,05 g/g h'y 0,01 g/g h para T/AHDG6-2 y la cepa testigo,
respectivamente). La velocidad de absorcién especifica de furfural, sin embargo, fue la misma (0,02 g/g h) para las
dos cepas, mostrando que la tolerancia no esta vinculada al furfural sino a la capacidad de conversiéon de HMF.

Las conclusiones extraidas a partir de esta tltima serie de experimentos son:

1. Las cepas que sobreexpresan gen ADH6 muestran una mayor conversion de HMF bajo condiciones aerébicas
asf como anaerdbicas, en medios sintéticos y en hidrolizados en dcidos diluidos.

2. La conversiéon de HMF por el producto génico ADH6 es mayormente dependiente de NADPH, ya que los

ensayos de la actividad enzimadtica in vitro usando este co-factor muestran una actividad de 100 veces mds que las de
NADH.

3. Una cepa que sobreexpresa ADH6 tenia una velocidad de fermentacion 35% mayor de hidrolizado en 4cido
diluido sin destoxificar que la correspondiente cepa testigo.

TABLA 1

Descripcion de las cinco cepas diferentes de S. cerevisiae usadas en este trabajo

Cepa Descripciéon Referencia
CBS 8066 Una cepa de laboratorio diploide ampliamente usada 21
Levadura de Levadura disponible en el comercio, obtenida de la empresa -
panaderia de levaduras de panaderia Sueca, Jastbolaget AB, Rotebro,

Suecia
TMB3000 Una cepa aislada a partir de una planta de fermentacion de (32)

liguido de sulfito agotado

TMB3006 Una cepa genéticamente modificada basada en TMB3000. 17)
Expresa los genes heterdlogos de XYL1 y XYL2 a partir de
P. stipitis y sobreexpresa el gen XKS1 a partir de S.
cerevisiae
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TABLA 2

Composicion de hidrolizado. El hidrolizado usado como sustrato en las fermentaciones se producido a partir de
residuo forestal, procedente principalmente de abeto, en un procedimiento de hidrdélisis en dcido diluido en dos fases
usando dcido sulfiirico. La hidrolisis se realizo como se describe por Nilsson et al.

Compuesto Concentracion (g/l)
Glucosa 16,2
Manosa 13,4
Galactosa 3,2

Xilosa 6,1
Arabinosa 1,1

Acido acético 1,5

Furfural 0,2

HMF 1,6

TABLA 3

Productividad media de etanol CFU y velocidades de crecimiento especificas obtenidas en cultivos discontinuos y de
alimentacion discontinua usando hidrolizados en dcidos diluidos como fuente de carbono

40

45

50

55

60

65

Modo de CBS 8066 Levadura de TMB3000 TMB3006
cultivo panaderia
Productividad Discontinuo 0,13 0,19 0,36 0,30

especifica de
etanol, re (g/g

h)

CFU (%)?

Velocidad de
crecimiento
especifico

media, p(h™)

Alimentacion
discontinua

Discontinuo

Alimentacion
discontinua

Discontinuo

Alimentacion
discontinua

0,30

16

78

031

100

0,07

0,61

77

95

0,12

0,66

100

81

<0,01

0,12

'calculada como la productividad especifica media de etanol durante la fermentacion de hidrolizado, hasta que la

CER disminuy6 hasta menos de 5 mmol/h.

Zvalor de CFU tomado 2-8 horas después del comienzo de la alimentacion de hidrolizado (%)
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TABLA 4
Cebadores para amplificacion de ADH6

Cebador | Secuencia (5’ a 3’) Tamafo
DHe6- TTAATTTTAATCAAAAAAGGATCCCCGGGCTGCAATGTCTTATCCTGAGAAATTTGAAGG | Obp
FOR

DHé6- CACCACCAGTAGAGACATGGGAGATCTAGAATTCCTAGTCTGAAAATTCTTTGTCGTAGC | O pb
REV

Letras de las casillas superiores: secuencias homologas para promotor HXT en cebador ADH6-FOR y terminador

PGK en ADH6-REYV, respectivamente.

TABLA 5

Composicion de hidrolizado. El hidrolizado se produjo en una hidrolisis en dcido diluido en dos fases de residuos

forestales, principalmente de abeto

Compuesto Concentracién(g/l)
Glucosa 23,7
Manosa 13,6

Galactosa 3,0
Xilosa 52
HMF 2,0
Furfural 0,6
Acido acético 1,6
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Leyendas de las figuras

Fig. 1. Después de una tanda inicial de medios sintéticos, se afiadieron 1,5 litros al reactor. Fila superior: fermen-
taciones discontinuas en las que el hidrolizado fue afiadido con velocidad médxima (aproximadamente 2.000 ml/h).
Fila inferior: alimentacién discontinua en la que la alimentacién discontinua fue controlada mediante el programa
previamente desarrollado (véase la seccién de Materiales y Métodos). Se realizaron fermentaciones tanto discontinuas
como de alimentacién discontinua con A: CBS 8066, B: Levadura de panaderia, C: TMB3000, D:TMB3006. Columna
izquierda: Velocidad de desprendimiento de carbono (CER). Columna derecha: etanol y velocidad de alimentacion.
La cantidad de biomasa formada y las concentraciones de HMF y furfural se pueden observar en la Fig.2.

Fig. 2. Fermentaciones discontinuas y de alimentacién discontinua con A: CBS 8066, B: levadura de panaderia,
C: TMB3000, D: TMB3006. La CER, velocidad de alimentacién y cantidad de etanol formado a partir de estos
experimentos se pueden observar en la Fig. 1. Fila superior: fermentaciones discontinuas en las que el hidrolizado
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fue afiadido con velocidad méxima (aproximadamente 2.000 ml/h). Fila inferior: alimentacion discontinua en la que
la velocidad de alimentacién fue controlada mediante el programa previamente desarrollado (véase la seccion de
Materiales y Métodos). Columna izquierda: biomasa. Columna derecha: concentraciones de HMF y furfural.

Fig. 3. Fermentaciones con TMB3006. A: fermentacion discontinua con 1,5 litro de hidrolizado y una velocidad
de alimentacién méxima de aproximadamente 2.000 ml/h. B: alimentacién discontinua con la estrategia de control
previamente desarrollada. C: fermentacién de alimentacidn discontinua con una baja velocidad de alimentacién. Des-
pués de 17 horas del comienzo de la tanda inicial la velocidad de alimentacion se ajusté a 25 ml/h. A las 48 horas, la
velocidad de alimentacion se disminuyd hasta 12,5 ml/h hasta que se habian afiadido totalmente 850 ml de hidrolizado.
Columna derecha: concentracion de xilosa y xilitol. Columna izquierda: consumo de xilosa.

Fig. 4. Mediciones de actividades enzimadticas a partir de alimentaciones discontinuas con CBS 8066 (Barras
blancas) y TMB3000 (barras grises). A: actividad enzimdtica para la conversion de furfural. B: actividad enzimdtica
para la conversién de HMF. Fila superior: NADH usada como el co-factor. Fila inferior: NADPH usada como el co-
factor. Tiempo = 0, h corresponde al comienzo de la fase de alimentacién discontinua.

Fig. 5. Actividad de ADH medida en fermentaciones de alimentacién discontinua con CBS 8066 (barras blancas)
y TMB3000 (barras grises). Tiempo = 0, h corresponde al comienzo de la fase de alimentacién discontinua.

Fig. 6. Expresion en series para diferentes genes. Barras negras: mRNA a partir de TMB3000, barras con rayas:
mRNA a partir de TMB3000 crecida en medios sintéticos complementados con 0,5 g/l de HMF, Barras grises: mRNA
a partir de CBS 8066, Barras blancas: mRNA a partir de CBS 8066 crecido en medios sintéticos complementados con
0,5 g/l de HMF.

Fig. 7. Velocidades de conversiones enzimadticas de extractos exentos de células a partir de la coleccién de Exclone
que sobreexpresan genes diferentes. Barras negras: velocidad de conversion de furfural con NADH, barras de rayas:
velocidad de conversién de furfural con NADPH, barras grises: velocidad de conversién de HMF con NADH, barras
blancas: velocidad de conversion de HMF con NADPH.

Fig. 8. Actividad de oxidacién especifica de etanol (en mU/mg de proteina) a partir de extractos celulares usan-
do NAD+ como co-factor. 113-5D =CEN.PK 113-5D con vector vacio YEplac-HXT, C/ADH6-m= clon m con gen
ADHG6 a partir de cepa CEN.PK sobreexpresada, T/ADH6-n = clon n con gen ADHG6 a partir de cepa TMB3000
sobreexpresada.

Fig. 9. Actividades enzimadticas especificas en extractos celulares en bruto a partir de la cepa testigo CEN.PK 113-
5D (YEplac-HXT) y cepas que sobreexpresan ADH6 C/ADH-2 y T/ADH6.2. A: conversion de furfural con NADH
como co-factor. B: conversion de HMF con NADH como co-factor. C: conversion de furfural con NADPH como co-
factor. D: conversién de HMF con NADPH como co-factor.

Fig. 10. Actividad de reduccidn especifica de DHAP en extractos celulares en bruto para la cepa testigo CEN.PK
113-5D (YEplac-HXT), las cepas que sobreexpresan ADH6 C/ADH6-2 y T/ADHG6-2 y la cepa TMB3000 usando
NADH (A) y NADPH (B) como co-factor.

Fig. 11. Fermentacién discontinua de un hidrolizado en 4cido diluido con la cepa control CEN.PK 113-5D (YEplac-
HXT). Una fecha indica la adicién de hidrolizado.

Fig. 12. Fermentacién discontinua de un hidrolizado en 4cido diluido con cepa T/ADH6-2. La flecha indica la
adicién de hidrolizado.
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa de Saccharomyces cerevisiae productora de etanol CEN.PK 113-5D, que es capaz de crecer y producir
etanol a partir de hidrolizados lignoceluldsicos, que comprende compuestos inhibidores del crecimiento del grupo
furfural y 5-hidroxi-metil-furfural, en una fermentacién discontinua, de alimentacién discontinua o continua, cepa que
estd sobre-regulada y/o sobreexpresada con respecto al gen ADH6, en que la alcohol deshidrogenasa es dependiente
de NADPH.

2. Uso de una cepa de Saccharomyces cerevisiae productora de etanol para crecer y producir etanol a partir de
hidrolizados lignoceluldsicos, que comprende compuestos inhibidores del crecimiento del grupo furfural y 5-hidroxi-
metil-furfural en una fermentacién discontinua, de alimentacién discontinua o continua, cepa que esta sobre-regulada
y/o sobreexpresada con respecto al gen ADHG6, en que la alcohol deshidrogenasa es dependiente de NADPH.

3. Uso segtn la reivindicacion 2, en que dicha cepa de Saccharomyces cerevisiae es CEN.PK 113-5D.

4. Uso segtin la reivindicacion 2 6 3, para la reduccién furfural.
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