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DESCRIPCION
Cepa BG1 de Thermoanaerobacter mathranii

Campo técnico

La presente invencion se refiere a una nueva bacteria termofila que pertenece al grupo de Thermoanaerobacter
mathranii.

Antecedentes de la invenciéon

La industria de produccion de productos de fermentacion, tal como el etanol y acido lactico, esta enfrentandose al
desafio de redirigir el procedimiento de produccion desde la fermentacion de materiales almidonados caros, pero
de conversion relativamente facil, hacia biomasas lignocelulésicas complejas, pero baratas, tales como madera y
residuos de cultivos agricolas, por ejemplo, paja. A diferencia del almidén, que contiene polimeros homogéneos y
facilmente hidrolizables, la biomasa lignoceluldsica contiene celulosa (del 25-53%), hemicelulosa (del 20-35%),
lignina polifendlica (del 10-25%) y otros componentes extraibles. Generalmente, la primera etapa en la utilizacién
de la biomasa lignocelulésica es una etapa de pretratamiento para fraccionar los componentes del material
lignocelulésico y aumentar su superficie especifica. El procedimiento de pretratamiento que se emplea mas a
menudo es la hidrdlisis acida, en la que el material lignocelulésico se somete a un acido, tal como acido sulfurico,
con lo cual los polimeros de azucares de celulosa y hemicelulosa son parcial o completamente hidrolizados a sus
constituyentes de monémeros de azucar. Otro tipo de hidrdlisis de la lignocelulosa es la explosion de vapor, un
procedimiento que comprende calentar el material lignoceluldsico mediante una inyeccion de vapor hasta una
temperatura de 190-230 °C. Un tercer procedimiento es la oxidacién en hiUmedo, en la que el material se trata con
oxigeno a 150-185 °C. A los pretratamientos les puede seguir una hidrolisis enzimatica para completar la liberacion
de los mondmeros de azlcar. Esta etapa de pretratamiento da como resultado la hidrdlisis de la celulosa en
glucosa, mientras que la hemicelulosa se transforma en las pentosas xilosa y arabinosa y las hexosas glucosa,
galactosa y manosa. Asi, en contraste con el almidon, la hidrélisis de la biomasa lignocelulésica da como
resultado la liberacion de azucares de pentosa, ademas de azucares de hexosa. Esto implica que los organimos
fermentadores Utiles deben ser capaces de convertir los azlcares de hexosa y pentosa en los productos de la
fermentacion deseados, tales como etanol.

Los microorganismos tradicionales utilizados, por ejemplo, para la fermentacion del etanol, Sacchararomyces
cerevisiae y Zymomonas mobilis, no metabolizan las pentosas, tales como la xilosa y la arabinosa, y asi es
necesaria una modificacion metabdlica a gran escala para mejorar el rendimiento sobre sustratos lignoceluldsicos.
Las bacterias termofilas gram-positivas tienen ventajes exclusivas frente a las cepas de produccion de etanol
convencionales. Las principales ventajas son su amplia especificidad de sustrato y alta produccion natural de
etanol. Ademas, la fermentacion del etanol a temperaturas elevadas (55-70 °C) tiene muchas ventajas frente a la
fermentacion mesofila. Una ventaja de la fermentacion termdfila es la minimizacion del problema de la
contaminacion en cultivos continuos, puesto que solo unos pocos microorganismos son capaces de crecer a
temperaturas tan altas en un hidrolizado de lignocelulosa no desintoxicado.

En la actualidad, dependiendo del procedimiento de pretratamiento, a menudo hay que afiadir celulasas y
hemicelulasas al hidrolizado lignoceluldsico pretratado para liberar los mondmeros de azlcar. Estas enzimas
contribuyen significativamente a los costes de produccion de los productos de la fermentacion. Sin embargo,
muchas cepas gram-positivas termdfilas poseen una gama de enzimas pertinentes, y las adiciones suplementarias
seran menos caras si se emplea una cepa gram-positiva termoéfila. La fermentacion a alta temperatura también
tiene la ventaja de una alta productividad y conversion del sustrato, y facilita la recuperacion del producto.

Los hidrolizados de lignocelulosa contienen inhibidores, tales como furfural, fenoles y acidos carboxilicos, que
pueden inhibir potencialmente al organismo fermentador. Por tanto, el organismo también debe ser tolerante a
estos inhibidores. El efecto inhibidor de los hidrolizados puede reducirse aplicando un procedimiento de
desintoxicacion antes de la fermentacion. Sin embargo, la inclusion de esta etapa adicional del procedimiento
aumenta significativamente el coste total del producto de la fermentacion y preferiblemente debe evitarse. Por
ejemplo, se ha calculado que la alcalinizacion del hidrolizado de sauce aumenta el coste de la produccion de etanol
empleando Escherichia coli al 22 % (Von Sivers et al., 1994). Por tanto, se prefiere que el microorganismo sea
capaz de producir productos de la fermentacion a partir de hidrolizados de holocelulosa o hemicelulosa no
desintoxicados para que puedan utilizarse en un procedimiento de fermentacién con base lignocelulésica industrial,
debido al alto coste del procedimiento de desintoxicacion.

También resulta particularmente ventajoso si el microorganismo potencial es capaz de crecer sobre altas
concentraciones de hidrolizados lignocelulésicos, es decir, hidrolizados lignocelulésicos con un alto contenido en
materia seca. Esto resulta particularmente importante cuando el microorganismo se emplea para la produccién de
alcoholes, tal como la produccién de etanol, puesto que los costes de la destilacion aumentan con concentracidones
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decrecientes de alcohol.

La patente de EEUU 6.555.350 describe una cepa de Thermoanaerobacter que es capaz de convertir pentosas en
etanol. Sin embargo, esta cepa tiene una produccion secundaria significativa de lactato y solo ha sido ensayada en
hidrolizados lignoceluldsicos que tienen una concentracion de materia seca menor que 6% en p/p.

Larsen et al, 1997, describen una cepa A3 de Thermoanaerobacter mathranii que soélo puede crecer en
hidrolizados de paja de trigo con una concentracién de materia seca del 6% (60 g/l de peso seco de paja de trigo
suplementada con xilosa) y se divulga que no es capaz de crecer sobre galactosa.

Carlier et al. (Anaerobe, 2006, 12:153-159) describe la nueva subespecie Alimentarius de Thermoanaerobacter
mathranii que es capaz de crecer sobre galactosa.

Por tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar un microorganismo que es capaz de solucionar los
obstaculos mencionados anteriormente, en particular para la produccion de etanol.

Sumario de la invenciéon

Por consiguiente, la presente invencion proporciona una cepa bacteriana de Thermoanaerobacter mathranii
seleccionada de BG1 (n.° de registro DSMZ 18280) y sus mutantes, siendo capaces dicha cepa y dichos mutantes
de esta de crecer en un medio que comprende un material de biomasa lignocelulésica hidrolizada que tiene un
contenido en materia seca de al menos 10% en p/p. Ademas, BG1 tiene una amplia especificidad de sustrato, y es
capaz de utilizar pentosas, tales como xilosa y arabinosa, y hexosas. La cepa también tiene la ventaja de ser
termdfila y, asi, es capaz de crecer a altas temperaturas, lo cual da como resultado altas productividades y
velocidades de conversion del sustrato, bajo riesgo de contaminacion, y se facilita la recuperacién del producto.

La invencién también proporciona un procedimiento para producir un producto de la fermentacion mediante el
cultivo de una cepa segun la invencién bajo condiciones adecuadas.

Descripcion detallada de la invenciéon

Tal como se menciond anteriormente, la presente invencidon se refiere a una cepa de Thermoanaerobacter
mathranii seleccionada de BG1 y sus mutantes.

La cepa bacteriana aislada BG1se ha depositado segun los términos del Tratado de Budapest el 17 de mayo de
2006 en DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124
Braunschweig, Alemania, con el n.° de registro DSMZ 18280.

Como resulta evidente a partir de lo siguiente, se han depositado las bacterias preferidas de la presente invencion.
Por tanto, otras bacterias de la presente invencion pueden obtenerse mutando las bacterias depositadas y
seleccionando los mutantes derivados que posean caracteristicas mejoradas. Las caracteristicas deseables
incluyen una mayor gama de azucares que puedan utilizarse, mayor velocidad de crecimiento, la capacidad de
producir mayores cantidades de productos de la fermentacién, tales como etanol, etc. Los procedimientos
adecuados para mutar bacterias y seleccionar los mutantes deseados se describen en Functional analysis of
Bacterial genes: A practical manual, editado por W. Schumann, S.D. Ehrlich & N. Ogasawara, 2001.

La cepa base BG1 es capaz de crecer y producir productos de la fermentacion sobre hidrolizados lignoceluldsicos
con concentraciones muy altas de materia seca. En el presente contexto, la expresion "hidrolizado lignocelulésico”
pretende indicar una biomasa lignoceluldsica que se ha sometido a una etapa de pretratamiento por la cual el
material lignocelulésico ha sido al menos parcialmente separado en celulosa, hemiceluosa y lignina, habiendo
aumentado con ello la superficie especifica del material. EI material lignocelulésico puede derivarse generalmente
de un material vegetal, tal como paja, heno, residuos de jardineria, madera triturada, cascaras de frutos y cascaras
de semillas.

El procedimiento de pretratamiento que se emplea mas a menudo es la hidrdlisis acida, en la que el material
lignoceluldsico se somete a un acido, tal como acido sulfurico, con lo cual los polimeros de azucares de celulosa y
hemicelulosa son parcial o completamente hidrolizados a sus constituyentes de mondmeros de azutcar. Otro tipo
de hidrdlisis de lignocelulosa es la explosion de vapor, un procedimiento que comprende calentar el material
lignocelulésico mediante una inyeccion de vapor hasta una temperatura de 190-230 °C. Un tercer procedimiento es
la oxidacion en humedo, en la que el material se trata con oxigeno a 150-185 °C. A los pretratamientos les puede
seguir una hidrolisis enzimatica para completar la liberacion de los mondmeros de azlcar. Esta etapa de
pretratamiento da como resultado la hidrolisis de la celulosa en glucosa, mientras que la hemicelulosa se
transforma en las pentosas xilosa y arabinosa y las hexosas glucosa, galactosa y manosa. La etapa de
pretratamiento, en ciertas realizaciones, puede ser suplementada con un tratamiento que de como resultado una
mayor hidrdlisis de la celulosa y la hemicelulosa. El objetivo de este tratamiento de hidrdlisis adicional es hidrolizar
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las especies de oligosacaridos, y quiza de polisacaridos, producidas durante la hidrolisis acida, la oxidacion en
himedo o la explosion de vapor del origen de celulosa y/o hemicelulosa para formar azicares fermentables (por
ejemplo, glucosa, xilosa y quizd otros monosacaridos). Estos otros tratamientos pueden ser quimicos o
enzimaticos. La hidrolisis quimica se realiza generalmente mediante un tratamiento con un acido, tal como un
tratamiento con acido sulfurico acuoso, a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 100-150 °C. La
hidrdlisis enzimatica se realiza generalmente mediante un tratamiento con una o mas enzimas carbohidrasas
apropiadas, tales como celulasas, glucosidasas y hemicelulasas, que incluyen xilanasas.

La cepa bacteriana segun la invencion es capaz de crecer en un medio que comprende un material de biomasa
lignoceluldsica hidrolizada que tiene un contenido en materia seca (o, tal como se también se emplea en la
presente, "sdlidos totales", TS) de al menos 10% en p/p, tal como al menos 15% en p/p, que incluye al menos 20%
en p/p, e incluso tanto como 25% en p/p. Como se menciond previamente, esto tiene la gran ventaja de que puede
no ser necesario diluir el hidrolizado antes del procedimiento de fermentacion, y por tanto es posible obtenir
mayores concentraciones de productos de la fermentacion, tales como etanol, y asi pueden disminuir los costes de
la posterior recuperacion de los productos de la fermentacion. Por ejemplo, los costes de la destilacion para el
etanol aumentaran con concentraciones decrecientes de alcohol.

La cepa bacteriana segun la invencidon es una bacteria termdfila anaerobia, y es capaz de crecer a altas
temperaturas, incluso a 70 °C o mas. El hecho de que la cepa sea capaz de actuar a esta temperatura alta es de
mucha importancia para la conversion del material lignocelulésico en los productos de la fermentacion. La
velocidad de conversion de los carbohidratos, por ejemplo en etanol, es mucho mas rapida cuando se se realiza a
altas temperaturas. Por ejemplo, la productividad del etanol en un Bacillus termdfilo es hasta 10 veces mas rapida
que un procedimiento de fermentacion de levaduras convencional que funciona a 30 °C. Por consiguiente, se
requiere una planta de producciéon mas pequefia para una productividad volumétrica dada, reduciendo con ello los
costes de construccion de la planta. Como también se ha mencionado previamente, a altas temperaturas hay
menos riesgo de contaminacion de otros microorganismos, lo cual da como resultado un menor tiempo muerto,
una mayor productividad de la planta y menos necesidades energéticas para la esterilizacion del material
procesable. La alta temperatura de funcionamiento también puede facilitar la posterior recuperacion de los
productos de la fermentacion resultantes.

Numerosos productos de la fermentacidn son materias primas valiosas que se emplean en diversas areas
tecnologicas, que incluyen la industria alimentaria y la industria quimica. En la actualidad, las crecientes
necesidades energéticas globales han dado como resultado una mayor atencién a alternativas a los combustibles
fésiles como fuente energética, y el etanol derivado de materiales vegetales (bioetanol) ha recibido particular
atenciéon como sustituto potencial o suplemento para los productos hidrocarbonados liquidos derivados del
petroéleo.

El acido lactico, que es otro producto de la fermentaciéon, se emplea ampliamente en la industria cosmética como
producto quimico antienvejecimiento, y la industria alimentaria emplea el acido lactico en una diversidad de
productos alimentarios para actuar como regulador de la acidez. En fechas recientes, el acido lactico también ha
atraido mucha atencion por su uso potencial en poliésteres biodegradables.

La cepa segun la invencion tiene el potencial de ser capaz de producir una serie de diferentes productos de la
fermentacion, que incluyen acidos, alcoholes, cetonas e hidrégeno. En una realizacion, el alcohol se selecciona de
etanol, butanol, propanol, metanol, propandiol y butandiol. En otra realizacion, el acido esl acido lactico,
propionato, acetato, succinato, butirato o formiato, y la cetona es acetona.

Como se menciondé anteriormente, BG1 es una cepa de tipo salvaje aislada a partir de un manantial de agua
caliente islandés, y tiene varias caracteristicas muy ventajosas necesarias para la conversion de material de
biomasa lignocelulésica. Asi, esta cepa base posee toda la maquinaria genética para la conversién de los azucares
pentosa y hexosa en diversos productos de la fermentacion, tales como acido lactico y etanol.

Como sera evidente a partir de los siguientes ejemplos, el estudio de la secuencia de ARNr 16S completa (SEQ ID
NO: 14) demuestra que la cepa BG1 esta muy relacionada con la cepa A3 de Thermoanaerobacter mathranii
(Larsen et al., 1997). Esto coloca a BG1 en el agrupamiento V de los Clostridium. Aunque las cepas estan muy
relacionadas, son muy diferentes con respecto a la tolerancia a hidrolizados hemicelulésicos. A3 solo puede crecer
en hasta 40% de hidrolizado de paja de trigo (de 60 g/l de peso seco de paja de trigo suplementada con xilosa, es
decir, una concentracion en materia seca del 6% en p/p), mientras que BG1 puede crecer y producir etanol a partir
de un hidrolizado sin diluir a altas concentraciones de materia seca (hasta al menos 25%) sin la adicion de
azucares o enzimas. Ademas, se ha divulgado que la cepa A3 no es capaz de crecer sobre galactosa (Larsen et
al., 1997), mientras que BG1 crece bien y produce principalmente etanol con la galactosa como uUnica fuente de
carbono. Asi, la cepa segun la invencion es capaz de crecer sobre galactosa como unica fuente de carbono.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2431 644 T3

Como se muestra en los ejemplos adjuntos, en las primeras horas de crecimiento de BG1 a pH =7 y 70 °C en
medio minimo de xilosa, se produce etanol y acetato en cantidades equimolares. Cuando el cultivo entra después
en la fase exponencial tardia, la produccién de etanol especifica es mucho mayor que la del acetato. El pH
después de la fermentacion no cambia, y por tanto no se espera el efecto provocado por el pH. De modo similar,
se demostro que la sustitucion del espacio superior de No/CO2 por hidrégeno puro, o la adicién de acetato, no tiene
efecto sobre la fermentacion y, por tanto, los mecanismos que estan detras del desplazamiento hacia la formacion
de etanol en la fase exponencial tardia aun no estan aclarados.

Los ejemplos también ilustran que el pH del medio tiene un fuerte efecto sobre el perfil del producto de BG1. Por
encima de pH 6,5, la produccién de etanol es dominante, y casi no se produce lactato. Por debajo de pH 6,0, la
produccion de lactato aumenta a expensas del etanol, y a pH 5,0 no se observa crecimiento. Se ha observado el
mismo efecto del pH sobre la producciéon de lactato para la bacteria termdfila muy relacionada
Thermoanaerobacter wiegelli. Se ha descubierto que los extractos celulares brutos contenian una lactato
deshidrogenasa (LDH) activada por fructosa-1,6-difosfato (FDP). La afinidad de FDP depende del pH extracelular.
La activaciéon maxima se observé a pH 6,2, y no se observé activacion a pH 8,2 (Cook, 2000). Puesto que este
efecto es comun en las especies de Thermoanaerobacter, también es probable que sea la causa en BG1 (Lamed y
Zeikus, 1980; Carreira et al., 1982; Bryant, 1991).

Los siguientes ejemplos también ilustran el efecto de la adicion de etanol sobre la velocidad de crecimiento y la
distrubucion de metabolitos de BG1. La baja tolerancia al estanol es un importante obstaculo para la explotacion
comercial de bacterias termdfilas y, por tanto, la seleccidon de cepas resistentes al etanol es de gran importancia.
Sin embargo, un mutante resistente al etanol de Clostridium thermohydrosulfuricum, 39EA, puede crecer a unas
concentraciones de etanol de hasta 8% (en p/v) a 45 °C, y de hasta 3,3% (en p/v) a 68 °C (Lovitt et al., 1984), y
una cepa mutante de Thermoanaerobacter ethanolicus, 39E-H8, muestra una tolerancia al etanol del 8% a 60 °C
(Burdette et al., 2002). BG1 es muy tolerante al etanol a 70 °C, cuando se compara con otras cepas anaerobias
termdfilas (Herrero y Gomez, 1980; Larsen et al., 1997; Lovitt et al., 1988; Wiegel y Ljungdahl, 1981; Rani et al.,
1996). A 2,8% de etanol exdgeno, la velocidad de crecimiento aun es del 27% de la velocidad sin etanol afadido,
en un cultivo no adaptado.

Se ha divulgado que Thermoanaerobacter ethanolicus E39 consume etanol afiadido de modo exdgeno utilizando la
alcohol primario deshidrogenasa (Burdette et al., 2002). Este es el caso incluso en el mutante tolerante al etanol
E39-H8, que no tiene (o tiene menor) actividad alcohol primario deshidrogenasa. En contraste, se ha descubierto
que BG1 produce etanol incluso a altas concentraciones de etanol exdgeno. Se descubrié que la produccion de
lactato aumenta en BG1 cuando se afade etanol. La produccién de etanol a altas concentraciones de etanol es
fundamental para los microorganismos que producen etanol.

En oposicion a los sustratos almidonados o celuldsicos, que casi exclusivamente son degradados a glucosa, la
biomasa lignocelulésica contiene varios mondmeros de azucares diferentes, que incluyen hexosas y pentosas. Si
estos deben convertirse en un producto de la fermentacion, tal como etanol, en un procedimiento continuo, es
necesario que todos los azicares se capten y se metabolicen simultaneamente. La cofermentacién ha demostrado
ser problematica en muchos de los microorganismos productores de etanol tradicionales. Saccharomyces
cerevisiae y Zymomonas mobilis han podido ser modificados con éxito para la cofermentacion de glucosa y xilosa,
pero las cofermentaciones con arabinosa parecen mucho mas problematicas (Dien et al., 2000; Lawford y
Rousseau, 2002; Ho et al., 1998). En bacterias gram-positivas en las que se ha estudiado el metabolismo del
carbono a nivel molecular, se ha demostrado que la glucosa inhibe la transcripcion de operén xylAB que codifica
las enzimas responsables del metabolismo inicial de la xilosa, mediante represién de catabolitos (Hueck y Hillen,
1995). Por contraste, la transcripcion del operén xylAB de Thermoanaerobacter ethanolicus no se ve reprimida por
la glucosa, y se observa una degradacion simultanea de la glucosa y la xilosa (Erbeznik et al., 1998). Como se
muestra en los ejemplos, BG1 degrada la mezcla de azicares de glucosa, xilosa, arabinosa y galactosa
simultaneamente, asi como la mezcla de glucosa, xilosa, galactosa y manosa.

La hidrolisis de biomasa lignocelulésica produce la liberacion de inhibidores microbianos (Klinke et al., 2004) y, por
tanto, el lavado del hidrolizado puede aumentar la productividad de etanol de BG1. Sin embargo, en los
experimentos que aparecen en los ejemplos, el lavado disminuye significativamente la productividad de etanol de
BG1. Es probable que este efecto sea provocado por el lavado de los pentosanos, faciimente fermentables,
disminuyendo con ello la concentracion inicial de azlcares. En un estudio similar con madera de alamo temblén
pretratada, se demostré que el lavado elimina con eficacia a los inhibidores, pero también produce una pérdida
drastica del 75% de pentosanos disponibles (Saddler y Chan, 1984). La presencia de inhibidores en la hidrélisis no
parece ser un obstaculo importante para las fermentaciones de BG1, y parece que BG1 tiene una gran ventaja
frente a los microorganismos productores de etanol tracionales en hidrolizados lignocelulésicos no desintoxicados
concentrados.

En los siguientes ejemplos se demuestra que la cepa base BG1, en realizaciones ventajosas, puede modificarse
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para obtener mutantes o derivados de BG1 con caracteristicas mejoradas. Asi, en una realizacién se proporciona
una cepa bacteriana segun la invencion que es un variante o mutante de BG1, en el que uno o mas genes se han
insertado, delecionado o sustancialmente inactivado. Los genes pueden insertarse, delecionarse o sustancialmente
inactivarse empleando herramientas de manipulacion de genes y procedimientos de ingenieria genética adecuados
que son muy conocidos en la técnica, por ejemplo, sistemas de cloancion de genes, recombinacién homoéloga y las
técnicas descritas en Sambrook y Russell, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (3?2 edicién), Cold Spring
Harbor Laboratory Press.

En particular, los presentes inventores han descubierto, de modo sorprendente, que la capacidad productora de
etanol de BG1 puede aumentar significativamente inactivando el gen que codifica la lactato deshidrogenasa (LDH)
(EC 1.1.1.27). Asi, se descubrid que la produccién de etanol, cuando se cultiva sobre glucosa, aumenta en
aproximadamente 51-56% del rendimiento maximo teérico en BG1 de tipo salvaje, a aproximadamente 84-91% en
la cepa deficiente en lactato deshidrogenasa BG1L1.

Por tanto, se contempla que la cepa segun la invencién puede ser una version mofidicada de BG1, en la que el gen
que codifica la lactato deshidrogenasa (LDH) (EC 1.1.1.27) ha sido inactivado mediante la delecion de dicho gen, o
en el que el gen ha sido sustancialmente inactivado por la mutacion, delecién o insercion de uno o mas
aminoacidos en el gen.

En una realizacion, se proporciona una cepa mutante deficiente en lactato deshidrogenasa BG1L1 que se ha
depositado segun los términos del Tratado de Budapest el 17 de mayo de 2006 en DSMZ - Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania, con el n.° de
registro DSMZ 18283.

Tal como se mencion anteriormente, el acido lactico (o lactato) se emplea ampliamente, por ejemplo, en la
industria alimentaria y, asi, es un producto de la fermentacion valioso. Los presentes inventores han descubierto
que la cepa de tipo salvaje BG1 puede modificarse para producir mayor cantidad de lactato, comparado con el tipo
salvaje, mediante la inactivacion del gen que codifica la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (EC 1.2.7.1). Asi, se
ha descubierto que el metabolismo de BG1 de tipo salvaje puede desplazarse completamente de la produccion de
etanol a la produccién de lactato. Por tanto, la cepa de la invencién puede ser una cepa derivada de BG1, en la que
un gen que codifica la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (EC 1.2.7.1.) se ha infrarregualdo o sustancialmente
inactivado, por ejemplo, inactivado mediante la mutacion, delecién o insercion de uno o mas aminoacidos en el
gen. De modo mas especifico, se proporciona un derivado de BG1 que tiene mayores caracteristicas de
produccion de lactato que se denomna BG1PF1, y que se ha depositado segun los términos del Tratado de
Budapest el 17 de mayo de 2006 en DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania, con el n.° de registro DSMZ 18282.

El hidrégeno se emplea ampliamente en la industrica quimica y del petréleo, a saber, para el procesamiento de
combustibles fosiles, para la hidroalquilaciéon, la hidrodesulfurizacién y el hidrofraccionamiento, y se emplea para la
hidrogenacion de grasas y aceites (que se encuentran en articulos como la margarina), y en la producciéon de
metanol. Por consiguiente, el hidrégeno puede utilizarse como fuente de energia y puede quemarse, por ejemplo,
en motores de combustion.

El acido acético es un producto valioso que se emplea ampliamente en la industria, principalmente para la
produccion de mondmeros de acetato de vinilo, la produccion de ésteres, vinagres y para su uso como disolvente.
La demanda global de acido acético es de aproximadamente 6,5 millones de toneladas anuales.

Los presentes inventores han construido una cepa mutante de BG1 mejorada que es capaz de producir mas
hidrégeno y mas acido acético en forma de acetato que la cepa de tipo salvaje BG1. Esto se realizd6 mediante la
infrarregualcion del gen HydABCD que codifica la hidrogenasa de BG1.

Asi, la cepa de la invencion puede ser una cepa mutante o derivado de BG1, en la que un gen que codifica una
hidrogenasa o una subunidad de hidrogenasa se ha infrarregulado o sustancialmente inactivado. La inactivacion
del gen puede realizarse mediante mutacion, delecion o insercién de uno o mas aminoacidos en el gen. De modo
mas especifico, el gen que codifica la hidrogenasa o una subunidad de hidrogenasa puede seleccionarse de [Fe]-
hidrogenasas e [NiFe]-hidrogenasas (EC 1.6.5.3, EC 1.12.7.2, EC 1.12.99.6), tales como NuoE, NuoF, NuoG,
EchB, EchC, EchD, EchE y EchF.

Por consiguiente, en una realizacién se proporciona una cepa segun la invencion que tiene mejores capacidades
de producciéon de hidrogeno y acido acético que se denomina BG1H1. BG1H1 se ha depositado segun los términos
del Tratado de Budapest el 17 de mayo de 2006 en DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania, con el n.° de registro DSMZ 18281.

También se contempla que, en ciertas realizaciones, puede resultar util infrarregular o sustancialmente inactivar un

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2431 644 T3

gen que codifica una acetato quinasa (EC 2.7.2.1) y/o una fosfato acetiltransferasa (EC 2.3.1.8) en BG1 o sus
mutantes. La inactivacion puede realizarse mediante mutacion, delecion o insercién de uno o mas aminoacidos en
dichos genes.

Como se mencion6 anteriormente, BG1 posee la maquinaria genética para permitirle convertir azicares de hexosa
y azucares de pentosa en una serie de productos de la fermentacion, que incluyen etanol.

Sin embargo, para ciertas realizaciones puede desearse insertar uno o mas genes adicionales a la cepa segun la
invencion. Asi, para mejorar el rendimiento del producto de la fermentacion especifico, puede resultar beneficioso
insertar uno o mas genes que codifican un polisacarido en la cepa segun la invencién. Por tanto, en realizaciones
especificas, se proporciona una cepa segun la invencion en la que uno o mas genes codifican una polisacarasa,
que se selecciona de celulasas (tales como EC 3.2.1.4); beta-glucanasas, que incluyen glucano 1,3-beta-
glucosidasas (exo-1,3-beta-glucanasas, tales como EC 3.2.1.58), 1,4-beta-celobiohidrolasa (tal como EC 3.2.1.91)
y endo-1,3(4)-beta-glucanasas (tales como EC 3.2.1.6); xilanasas, que incluyen endo-1,4-beta-xilanasas (tales
como EC 3.2.1.8) y xilano 1,4-beta-xilosidasa (tal como EC 3.2.1.37); pectinasas (tales como EC 3.2.1.15); alfa-
glucuronidasa, alfa-L-arabinofuranosidasa (tal como EC 3.2.1.55), acetilesterasa (tal como EC 3.1.1.-),
acetilxilanesterasa (tal como EC 3.1.1.72), alfa-amilasa (tal como EC 3.2.1.1), beta-amilasa (tal como EC 3.2.1.2),
glucoamilasa (tal como EC 3.2.1.3), pululanasa (tal como EC 3.2.1.41), beta-glucanasa (tal como EC 3.2.1.73),
hemicelulasa , arabinosidasa, mananasas, que incluyen manano endo-1,4-beta-manosidasa (tal como EC
3.2.1.78) y manano endo-1,6-alfa-manosidasa (tal como EC 3.2.1.101), pectina hidrolasa, poligalacturonasa (tal
como EC 3.2.1.15), exopoligalacturonasa (tal como EC 3.2.1.67) y pectato liasa (tal como EC 4.2.2.10).

Dependiendo del producto de la fermentacién deseado, se contempla que, en ciertas realizaciones, resulte util
insertar genes heterélogos que codifican una piruvato descarboxilasa (tal como EC 4.1.1.1), o insertar un gen
heterélogo que codifica una alcohol deshidrogenasa (tal como EC 1.1.1.1, EC 1.1.1.2, EC 1.1.1.71, 0 EC 1.1.99.8),
o sobrerregular un gen ya existente que codifica una alcohol deshidrogenasa.

Segun la invencion, también se proporciona un procedimiento para producir un producto de la fermentacion, que
comprende cultivar una cepa segun la invencion bajo condiciones adecuadas.

La cepa segun la invencién es un microorganismo anaerobio estricto y, por tanto, se prefiere que el producto de la
fermentacion sea producido mediante un procedimiento de fermentacion bajo condiciones anaerobias estrictas.
Ademas, la cepa segun la invencién es un microorganismo termofilo y, por tanto, el procedimiento puede realizarse
de modo 6ptimo cuando se realiza a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 40-95 °C, tal como el
intervalo de aproximadamente 50-90 °C, que incluye el intervalo de aproximadamente 60-85 °C, tal como el
intervalo de aproximadamente 65-75 °C.

Para la produccion de ciertos productos de la fermentacion puede resultar Gtil seleccionar un procedimiento de
fermentacion especifico, tal como un procedimiento de fermentacion discontinuo, que incluye un procedimiento de
alimentacién discontinua, o un procedimiento de fermentacion continuo.

Segun la invencion, el procedimiento es util para la produccion de una amplia gama de productos de la
fermentacion, que incluyen &acidos, alcoholes, cetonas e hidrégeno. Asi, pueden producirse productos de la
fermentacién, tales como etanol, butanol, propanol, metanol, propandiol, butandiol, acido lactico, propionato,
acetato, succinato, butirato, formiato y acetona, segun la invencion.

La invencion se describira con mas detalle a continuacion en los siguientes ejemplos no limitantes y figuras.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Arbol filogenético basado en el analisis de la secuencia de ADNr 16s que muestra la posicién de la cepa
BG1 entre los Clostridium terméfilos relacionados. T. es una especie de Thermoanaerobacter. Tm. es una
Thermoanaerobacterium. La barra muestra 2% de sustituciones de nucleétidos.

Figura 2. Distribucion del producto de una fermentacion discontinua de 24 horas de BG1. A: xilosa (mM), A:
lactato (mM), o: acetato (mM), e: etanol (mM), ¢: hidrégeno (mM), m: densidad celular (DO578).

Figura 3: efecto de la temperatura sobre la velocidad de crecimiento especifica de la cepa BG1 cultivada de modo
anaerobio y discontinuo con xilosa 5 g/l. Las desviaciones estandar de 3 mediciones independientes se muestran
con barras.

Figura 4. Formacion del producto de fermentaciones discontinuas de BG1 a diferentes pH. A: lactato (mM), o:
acetato (mM), e: etanol (mM).

Figura 5: Fermentaciones discontinuas con la cepa BG1 cultivada sobre medio BA con xilosa 5 g/l y
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concentraciones variables de etanol afiadido al medio. El rencimiento del producto en mM de producto por g de
xilosa consumida se muestra como una funciéon de la concentracion inicial de etanol en el medio. o: acetato, A:
lactato, e: etanol.

Figura 6. Consumo de azucar de BG1 en una fermentacion discontinua con mezclas de azicares como fuente de
carbono. La concentracion de azicares de dos experimentos de mezclas de azucares distintos (cada uno por
duplicado) se muestra como una funcion del tiempo después de la inoculacién con la cepa BG1. m: glucosa, A:
xilosa, o: arabinosa, x: galactosa, o: manosa.

Figura 7. BG1 (simbolos blancos) y BG1L1 (simbolos negros) cultivados de modo discontinuo a concentraciones
variables de glucosa. A: etanol (cuadrados), lactato (circulos) y acetato (triangulos) como una funcion de la
concentracion de etanol. B: recuperacion de carbono de los experimentos mostrados en A.

Figura 8. BG1 (simbolos blancos) y BG1L1 (simbolos negros) cultivados de modo discontinuo a concentraciones
variables de xilosa. A: etanol (cuadrados), lactato (circulos) y acetato (triangulos) como una funcion de la
concentracion de etanol. B: recuperacion de carbono de los experimentos mostrados en A.

Figura 9. BG1 (simbolos blancos) y BG1L1 (simbolos negros) cultivados de modo discontinuo a concentraciones
variables de etanol afiadido de modo exdgeno. A: etanol (cuadrados), lactato (circulos) y acetato (triangulos) como
una funcion de la concentracion de etanol. B: recuperacién de carbono de los experimentos mostrados en A.

Figura 10. Abreviaturas en la tabla: HRT: tiempos de retencion hidraulica, Glu: glucosa, Xil: xilosa, Ace: acetato,
CGlu: glucosa consumida, CXil: xilosa consumida, CS: azUcares totales consumidos, YAce/TS: rendimento de
acetato (g/g de azucares iniciales), YEtOH/TS: rendimiento de etanol (g/g de azucares iniciales), YEtOH/TS:
rendimiento de etanol de los azucares iniciales corregido para la evaporacion del etanol, QEtOH: productividad de
etanol volumétrica, CR: recuperacién de carbono.

Figura 11: Concentraciones de azucares influentes de diversas suspensiones de hidrolizado de paja de trigo.
Hidrolizado de paja de trigo no diluido: DM al 23%; azucares solubles 77 g/I; glucosa 57 g/l; y xilosa 20 g/I.

Figura 12: Rendimientos del producto obtenido con BG1L1 en un FBR a 70 °C de diversas suspensiones de
hidrolizado de paja de trigo.

Figura 13. Concentraciones de azucares influentes (A) y conversiones de azucares (B) de diversas suspensiones
de hidrolizados de tallos de maiz triturados hidrolizados con acido procedentes de un reactor de lecho fluido
continuo con la bacteria anaerobia termdfila BG1L1 inmovilizada a 70 °C.

Figura 14. Concentraciones del producto efluente (acetato y etanol) y concentracion de acetato influente para
diversas suspensiones de hidrolizados de tallos de maiz triturados hidrolizados con acido procedentes de un
reactor de lecho fluido continuo con la bacteria anaerobia terméfila BG1L1 inmovilizada a 70 °C.

Figura 15. Rendimiento de etanol y recuperacion de carbono para diversas suspensiones de hidrolizados de tallos
de maiz triturados hidrolizados con acido procedentes de un reactor de lecho fluido continuo con la bacteria
anaerobia termdfila BG1L1 inmovilizada a 70 °C.

Figura 16. Rendimiento de etanol y acetato para diversas suspensiones de hidrolizados de paja de trigo sometida a
explosién en humedo procedentes de un reactor de lecho fluido continuo con la bacteria anaerobia terméfila BG1L1
inmovilizada a 70 °C.

Figura 17. Construccion utilizada para la deleciéon de una region de 7762 pb, que contiene los genes que codifican
la subunidad de piruvato ferredoxina oxidorreductasa, del cromosoma de BG1. up: una region cadena arriba de la
piruvato ferredoxina oxidorreductasa de BG1. down: una regidon cadena abajo de la piruvato ferredoxina
oxidorreductasa de BG1. HTK: un gen que codifica un médulo de resistencia a kanamicina muy termoestable.

Figura 18. Distribucion de productos finales después de una fermentaciéon discontinua a 70 °C con cinco clones
independientes de BG1PF.

Figura 19. Construccion utilizada para la introduccion de médulos antisentido en el cromosoma de BG1. up: una
region cadena arriba de la lactato deshidrogenasa de BG1. down: una regién cadena abajo del gen de la lactato
deshidrogenasa. HTK: un gen que codifica un moédulo de resistencia a kanamicina muy termoestable. prom:
promotor, ter: terminador, un fragmento de 335 pb de hydA se cloné en la direcciéon antisentido en un sitio de
clonacion entre el promotor y el terminador.

Figura 20. Andlisis de la transferencia Northern del ARN total aislado de BG1, BG1L1 y BG1H1 cultivado sobre
glucosa o xilosa. EI ARN se aislé a partir de células en crecimiento exponencial. Panel superior: se emple6 una
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sonda dirigida a hydA antisentido. Panel inferior: una sonda dirigida a la parte hydA del ARNm de hyd. A la
derecha se muestran las bandas del marcador de tamafio del ARN.

Figura 21. Crecimiento, consumo de xilosa, acetato, lactato, etanol y produccién de hidrogeno de BG1 (cuadrados
blancos y negros), BG1L1 (triangulos) y BG1H1 (circulos blancos y negros), en cultivos discontinuos.

Ejemplos

Materiales y procedimientos

En los siguientes ejemplo se aplicaron los siguientes materiales y procedimientos.
Cepas y condiciones de cultivo

La cepa BG1 se aisl6 de modo anaerobio a partir de un manantial de agua caliente islandés a 70 °C. Todas las
cepas se cultivaron a 70 °C de modo anaerobio en medio minimo (BA) con extracto de levadura 2 g/l (como en
Larsen et al,, 1997), a menos que se indique lo contrario. Para el medio soélido se utilizaron tubos de rodillo
(Hungate R. E., 1969; Bryant M. P., 1972) que contenian medio BA con fitagel 11 g/l y también MgCl,-6H.0 3,8 g/I.
Para la clonacién se empled Escherichia coli Top10 (Invitrogen, EEUU). Top10 se cultivo rutinariamente a 37 °C en
medio Luria-Bertani (Ausubel et al., 1997) suplementado con ampicilina 100 pg/ml y kanamicina 25 pg/ml cuando
resultd necesario.

Reactores continuos

Se preparé el medio de fermentacion utilizado para el cultivo continuo y se suplementé con los mismos minerales,
oligoelementos y extracto de levadura que los descritos anteriormente. El pH inicial del medio se ajust6 a 7,4-7,7 y
se sometio a un autoclave a 120 °C durante 30 min. Para asegurar las condiciones anaerobias, el medio se
enjuago durante 45 minutos con una mezcla de N2/CO, (4:1) y, por ultimo, se inyectd NazS en la botella para
obtener una concentracion final de 0,25 g/l.

El reactor era una columna de vidrio con una camisa de agua con un diametro interno de 4,2 cm y una altura de 20
cm. El volumen de trabajo del reactor era de 200 ml. El influente entra desde el fondo del reactor, y la alimentacion
se controla mediante una bomba peristaltica (modelo 503S-10 rpm, Watson Marlow, Falmouth, Reino Unido). El
flujo de recirculacion se logra utilizando una bomba peristaltica idéntica (modelo 503-50 rpm, Watson Marlow,
Falmouth, Reino Unido), con un grado de recirculacién adecuado para asegurar unas velocidades de flujo hacia
arriba en el reactor de 1 m/h. El pH se mantuvo a 7,0 mediante la adicion de NaOH (1-2 M), a menos que se
indique lo contrario. El reactor se cargé con 75 ml de material vehiculo y, por ultimo, el sistema de reactor
completo, incluyendo las tuberias y el depdsito de recirculacion, se sometié a un autoclave a 120 °C durante 30
min. Las muestras liquidas se tomaron de los puertos de toma de muestras localizados en la parte superior del
reactor, cerca de la salida del reactor. Los experimentos se realizaron a 70 °C mediante calentamiento externo y
recirculacion de agua caliente en la camisa de vidrio.

Durante los experimentos, una vez se alcanza un estado estacionario, se cambian las concentraciones de azlcares
o HRT. El criterio para las condiciones de estado estacionario fueron que todos los parametros debian mantenerse
constantes durante al menos cinco tiempos de residencia. La actuacion del reactor en los diferentes estados
estacionarios se controlé6 midiendo las concentraciones de azlcares y de productos finales de la fermentacion.
Durante el experimento se emplearon jeringas y agujas estériles para tomar las muestras del influente y del
efluente, y las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Se tomaron muestras del gas efluente para
determinar el contenido en diéxido de carbono e hidrégeno.

Ensayo para la contaminacién

Se tom6 una muestra de 1 ml del reactor y se purificd el ADN cromosoémico utilizando el kit de purificacion de ADN
de A&A Biotech (Polonia). Se establecieron las reacciones de PCR utilizando la polimerasa Pfu (MBI Fermentas,
Alemania) y los cebadores B-all 27F (SEQ ID NO:1; GAG TTT GAT CCT GGC TCA G) y B-all 1492R (SEQ ID
NO:2; ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT), que se hibridan con el ADNr bacteriano. Los fragmentos se purificaron
utilizando el kit Qiaex Il de Qiagen, se trataron con PNK (MBI Fermentas), se clonaron en pBluescript SK+
(Stratagene) tratado con CIAP (MBI Fermentas), y se transformaron en Escherichia coli Top10 (Invitrogen). Se
escogieron 50 clones y las inserciones se amplificaron utilizando los cebadores B-all 27F y B-all 1492R. Los
fragmentos resultantes se digirieron con las enzimas de restriccion Alul y Mbol (MBI Fermentas), y se ensayaron
sobre un gel de agarosa al 3%. Soélo se descubrié un patron de digestion. Dos fragmentos se enviaron para la
secuenciacion (MWG Biotech, Alemania) y se identificaron como la cepa A10. También se realizaron reacciones de
PCR utilizando los cebadores Idhcw1 e Idhccw2 que se hibridan con regiones cadena arriba y cadena abajo de la
lactato deshidrogenasa, respectivamente. Por lo demas, se utilizaron las mismas condiciones de reaccion que para
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los cebadores B-all. Los fragmentos obtenidos se clonaron (como anteriormente), y 26 fueron analizadon mediante
polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion. De nuevo, solo se produjo un patron. Dos fragmentos
fueron secuenciados.

Procedimientos analiticos

Las cepas se cultivaron en medio BA sin antibiéticos de modo discontinuo durante 24-48 horas, tal como se ha
mencionado. Los sobrenadantes del cultivo se analizaron para la glucosa, xilosa, acetato, lactato y etanol
empleando una columna de analisis de acidos organicos (columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad)) con una HPLC de
Hewlett Packard serie 1100 a 65 °C con H,SO4 4 mM como eluyente.

Enzimas y reactivos

Si no se indica lo contrario, las enzimas fueron suministradas por MBI Fermentas (Alemania) y se emplearon
segun las recomendaciones del suministrador. Las reacciones de PCR se realizaron con una mezcla de 1 unidad:1
unidad de polimerasa Taq y polimerasa Pfu. Los productos quimicos fueron de calidad molecular y se obtuvieron
en Sigma-Aldrich Sweden AB.

Analisis de ARNr 16S

Se recogieron 200 pl de un cultivo realizado durante la noche de BG1, se trataron durante 2 minutos con
microondas al efecto maximo, y se emplearon como moldes de la PCR. Un ADNr 16S de 1500 pb se amplifico
mediante PCR utilizando los cebadores B1 (GAG TTT GAT CCT GGC TCA G) (SEQ ID NO:3) y B2 (ACG GCT
ACC TTG TTA CGA CTT) (SEQ ID NO:4). El fragmento de PCR con extremos romos se traté con polinucleétido
quinasa y se clond en el vector pBluescript SK+ (Stratagen) tratado con CIP (fosfatasa intestinal de ternero) y
digerido con Smal. Se analizaron 24 clones del banco de ADN resultante mediante analisis de fragmentos de
enzimas de restriccion utilizando las enzimas de restriccion Alul, Mbol y Hin6l. Se enviaron 6 fragmentos para la
secuenciacion a MWG-Biotech (Alemania). El alineamiento se realizé utilizando VectorNTi y se dibujo el arbol
utilizando el programa MEGA2 (Kumar et al., 2001).

Técnicas analiticas

Los sobrenadantes del cultivo se analizaron para la celobiosa, glucosa, xilosa, acetato, lactato y etanol utilizando
una columna de analisis de acidos organicos (columna Aminex HPX-87H (Bio-Rad Laboratories, CA, EEUU)) con
una HPLC a 65 °C con H2SO44 mM como eluyente. Las mediciones de etanol y acetato se validaron utilizando una
cromatografia de gases con deteccion de ionizacion de llama. Los aztcares mezclados se midieron con una HPLC
empleando una columna Phenomenex, RCM Monosaccharide (00H-0130-KO) a 80 °C con agua como eluyente. La
manosa Yy la arabinosa no pudieron distinguirse con este sistema y, por tanto, se ensayaron en cultivos separados.
El hidrégeno se midio utilizando un cromatografo de gases GC82 (MikroLab Aarhus, Dinamarca).

Construccion del médulo de inactivacion de Idh

La construccién de inactivacion final, p3CH, contiene 1) un fragmento de ADN cadena arriba del gen I-Idh de BG1,
amplificado utilizando los cebadores Idhup1F (SEQ ID NO:5; 5-TTCCATATCTGTAAGTCCCGCTAAAG) y Idhup2R
(SEQ ID NO:6; 5-ATTAATACAATAGTTTTGACAAATCC), 2) un gen que codifica la resistencia a kanamicina muy
termoestable amplificado a partir del plasmido pUC18HTK (Hoseki et al., 1999), y 3) un fragmento de ADN cadena
abajo del gen I-ldh de BG1, amplificado utilizando los cebadores Idhdown3F (SEQ ID NO:7; 5-
ATATAAAAAGTCACAGTGTGAA) e Idhdown4R (SEQ ID NO:8; 5-CACCTATTTTGCACTTTTTTTC). El plasmido
p3CH se linealizd y se electropord en BG1.

Construccion de la construccion antisentido de hidrogenasa
El fragmento de ADN de SEQ ID NO:9 que contiene el médulo antisentido de hidrogenasa A se inserté en p3CH.
Construccién del médulo de inactivacion de pfor

La construccion de inactivacion final, pPF, contiene 1) un fragmento de ADN cadena arriba del gen I-Idh de BG1,
amplificado utilizando los cebadores (SEQ ID NO:10; 5- GAGGATTTAAGAAGGGGAGTTGG) y pforup2R (SEQ ID
NO:11; 5-ATTTCATCTCCCCCTGGATAAAG), 2) un gen que codifica la resistencia a kanamicina muy
termoestable amplificado a partir del plasmido pUC18HTK (Hoseki et al., 1999), y 3) un fragmento de ADN cadena
abajo del gen I-ldh de BG1, amplificado utilizando los cebadores pfordown3F (SEQ ID NO:12; 5'-
CGAGAGCTGATTCCCACGAAGA) y pfordown4R (SEQ ID NO:13; 5- CAGACTACTACAACTGGATCTAGC). El
plasmido p3PF se linealiz6 y se electroporé en BG1.

Electroporacén de BG1
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Todas las manipulaciones, excepto para el acontecimiento de electroporacion, se realizaron bajo condiciones
anaerobias. Para la preparacion de las células competentes se inocularon 15 ml de BA modificado con extracto de
levadura 2 g/l y xilosa 5 g/l con un cultivo ON fresco de BG1 a una DO578 de 0,1, y se incubd a 70 °C. A DO578=
0,5, las células se enfriaron en hielo, se recolectaron (3500 rpm, 35 min, 4 °C) y se resuspendieron en 10 ml de
tampoén EP frio (sacarosa 0,3 M, glicerol al 10%, Na.S 3,20 nM, pH 7, enjuagado con N gaseoso estéril). El
lavado se repitié y, por ultimo, el sedimento se resuspendié en 4 ml de tampon EP sin NayS. Las células se
almacenaron a -80 °C en partes alicuotas. Se trasladaron 0,2 ml de células competentes a cubetas de
electroporacion (separacion de electrodos 0,1 cm) que contenian 2 pg de ADN plasmidico linealizado y se
sometieron a un pulso de 25 puF, 500 ohm, y 2,0 kV. Las células se trasladaron a botellas de suero anaerobias que
contenian 10 ml de medio BA con extracto de levaduras 2 g/l. Se dej6 que las células electroporadas se
recuperasen a 70 °C durante 16 horas. Después se diluyeron 10 veces en medio BA que contenia kanamicina 35
ng/ml. Después de 24 horas se repitio la transferencia hacia el medio que contenia kanamicina, y el cultivo se hizo
crecer durante 24 horas a 70 °C. Utilizando la técnica de Hungate (Bryant M. P., 1972; Hungate R. E., 1969) se
trasladaron 0,5 ml del cultivo a tubos de rodillo con 35 ug/ml de kanamicina. Después de 2 dias de incubacién a 70
°C, las colonias se seleccionaron y se inocularon en medio BA sin antibidticos. El ADN cromosoémico se purificé a
partir de 4 clones individuales recombinantes y de BG1 de tipo salvaje. Un fragmento de 2,1 kb se amplificé a
partir del ADN cromosomico utilizando los cebadores Idhcw1 e Idhccw2, apareandose justo cadena arriba y justo
cadena abajo del gen Idh, respectivamente. Estos fragmentos se analizaron mediante digestiones con enzimas de
restriccion y se secuenciaron. Las reacciones de PCR que emplean cebadores /-Idh internos solo producen
productos cuando se emplea BG1 de tipo salvaje como molde.

Anélisis de la transferencia Northern

El ARN se purificé a partir de 50 ml de células de Thermoanaerobacter en crecimiento exponencial utilizando el kit
Total ARN de A&A Biotechnology (Polonia), seguin recomienda el fabricante. Se ensayaron 5 ug de ARN total en
geles de agarosa al 1% que contenian tiocianato de guanidina 80 mM (transferencias de ARNm) o geles de
acrilamida desnaturalizante al 5% (transferencias antisentido). La transferencia se realiz6 utilizando el sistema
TurboBlotter (Scleicher & Schuell BioScience GmbH, Alemania) segun las recomendaciones. La hibridacion se
realizé utilizando la disolucién Ultrahyb de Ambion, Inc. (TX, EEUU), y los lavados se realizaron segun
procedimientos convencionales (Ausubel et al., 1997). Las sondas sentido y antisentido se transcribieron a partir
de pSKPhydD (el mismo fragmento de hydD utilizado en la construccion antisentido, pero sin las secuencias de
promotor y terminador, insertado en el MCS de pBluescript SK+ (Invitrogen)) utilizando a-P**CTP marcado.

Rendimiento y recuperacion de carbono

Se calculd la recuperacion de carbono y los rendimientos maximos tedricos basandose en las siguientes
reacciones (no se incluyen las conversion de ATP y NAD(P)+):

glucosa 1 M — lactato 2 M,

glucosa 1 M — acetato 2 M + CO, 2 M,
glucosa 1 M — etanol 2 M + CO; 2 M,
xilosa 3 M — lactato 5 M,

xilosa 3 M — acetato 5 M + CO, 5 M,
xilosa 3 M — etanol 5M + CO2, 5 M

Los rendimientos maximos tedricos del etanol a partir de glucosa y xilosa son, por tanto, 2 y 1,67 moles por mol,
respectivamente.

Las recuperaciones de carbono se calcularon como:

3 x (lactato mM + acetato mM + etanol mM producido) x 100%
n x (sustrato mM consumido)

en la que n es 5 para xilosa y 6 para glucosa.
Ejemplo 1
Anadlisis de 16S de BG1

Se construy6 un banco de fragmentos de ADNr 16S de 1500 pb de la cepa BG1 y se analizé mediante analisis de
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polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion para diferentes secuencias. Solo se encontré un patron de
digestion y se secuenciaron 6 clones. Las seis secuencias eran idénticas, y la busqueda de homologia de ADN en
www.ncbi.nlm.nih.gov colocé a la cepa BG1 en el grupo de Thermoanaerobacter mathranii, que ahora consiste en
las cepas A3 y BG1. La secuencia de ADNr 16S de BG1 se muestra en la lista de secuencias como SEQ ID
NO:14. Excepto por siete posiciones no secuenciadas en la secuencia de GenBank (Benson et al., 2005) de la cepa
A3, las dos cepas tienen idénticas secuencias de ADNr 16S. Tal como muestra la figura 1, los parientes mas
cercanos son Thermoanaerobacter thermocopriae (98% de coincidencia), Thermoanaerobacter acetoethylicus
(95%) y Thermoanaerobacter italicus (95%). BG1 esta muy relacionado con la cepa A3 de Thermoanaerobacter
mathranii (Larsen et al., 1997). Esto coloca a BG1 en el agrupamiento V de los Clostridium, tal como se ha descrito
previamente (Collins et al., 1994). Aunque las cepas estan muy relacionadas, son muy diferentes con respecto a la
tolerancia a hidrolizados hemicelulésicos. A3 solo puede crecer en hasta 40% de hidrolizado de paja de trigo (de
60 g/l de peso seco de paja de trigo suplementada con xilosa), mientras que BG1 puede crecer y producir etanol a
partir de un hidrolizado sin diluir sin la adicién de azlcares o enzimas. Ademas, se ha divulgado que la cepa A3 no
es capaz de crecer sobre galactosa (Larsen et al., 1997), mientras que BG1 crece bien y produce principalmente
etanol con la galactosa como Unica fuente de carbono (los datos no se muestran).

Ejemplo 2
Productos de la fermentacion de BG1

BG1 fue cultivado de modo anaerobio y discontinuo durante 24 horas con xilosa 27 mM como Unica fuente de
carbono (figura 2). En las primeras cuatro horas de la fermentacion se produjeron cantidades casi iguales de
acetato y etanol. Entre las 4 y 6 horas de crecimiento, la produccién de etanol aumenta con relacion al acetato, y
en la fase exponencial tardia o en la fase estacionaria, se produjo casi exclusivamente etanol. Solo se produjo una
pequefia cantidad de lactato durante el experimento. La produccion de hidrégeno parece seguir a la produccion de
acetato, produciéndose unas cantidades aproximadamente equimolares de los dos compuestos.

Ejemplo 3
Temperatura, pH y tolerancia al etanol de BG1

Tal como puede observarse en la figura 3, la temperatura 6ptima de la cepa BG1 es de aproximadamente 70 °C,
que es la misma que la temperatura del manantial de agua caliente a partir del cual se aisl6 BG1. Se descubrid
que BG1 crece en el intervalo de pH de pH = 5,0 a 7,5. La formacion de producto a diferentes valores de pH del
medio de cultivo se ensayd en experimentos discontinuos. Tal como muestra la figura 4, la produccion de etanol
fue favorecida en el intervalo de pH de 6,5 a 7,5, mientras que la produccién de lactato fue predominante a un pH
menor. El rendimiento éptimo del etanol fue de etanol 1,15 mM/mM de xilosa a pH = 6,5y pH =7,5. A pH 5,5, el
rendimiento de etanol fue de 0,44 mM/mM. Esto se corresponde con 69% y 26% del rendimiento maximo tedrico,
respectivamente.

La tolerancia al etanol es muy importante para la producciéon de etanol. Se investigé la formacion de producto a
concentraciones elevadas de etanol exdgeno. Tal como se muestra en la figura 5, los rendimientos de etanol
disminuyeron drasticamente a mayores concentraciones de etanol. A 0% de etanol inicial en el medio, el
rendimiento fue de etanol 1,05 mM/mM de xilosa consumida, mientras que a 2,8% de etanol fue de 0,31 mM/mM.
Esta disminucion en la produccion de etanol se debid principalmente a una mayor produccion de lactato (aumento
en 6,4 veces), pero la produccion de acetato también aumentd en 40%. Aparentemente, no se forman otros
productos principales, puesto que las recuperaciones de carbono calculadas a partir de los rendimientos de
acetato, etanol y lactato estan en el intervalo de 92-99% en todas las concentraciones (los datos no se muestran).

Ejemplo 4
Cofermentacion de BG1 de azticares de hemicelulosa

La captacion y el metabolismo simultaneos de diferentes azlcares es un rasgo deseado, pero no muy habitual, en
los microorganismos utilizados para la produccion de etanol. BG1 fue ensayado de modo discontinuo con dos
mezclas de azucares diferentes, conteniendo cada una cuatro monémeros de aztcar de hemicelulosa diferentes,
para estudiar si los mondmeros mezclados pueden metabolizarse de modo simultaneo (figura 6). La manosa y la
arabinosa no pueden distinguirse en el sistema de HPLC de los inventores y, por tanto, se ensayaron en mezclas
separadas. Tal como puede observarse en la figura 6, se observd una degradacién simultanea de todos los
azucares afiadidos entre las 6 y 8 horas de crecimiento. La velocidad de degradacion de la xilosa fue tan elevada
como la de la glucosa, aunque la aparicién de la degradacion de la xilosa estuvo ligeramente retrasada. La
galactosa y la arabinosa fueron las ultimas en degradarse, y la velocidad de la degradacion fue mas lenta que las
velocidades de la glucosa y la xilosa. La velocidad de la degradacion de la manosa fue la mas rapida observada
pero, de nuevo, la aparicion de la degradacion estuvo retrasada comparada con la glucosa.
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Ejemplo 5
BG1L1 y BGL2: delecién del gen I-Idh de BG1

Para evitar la formacioén de lactato, se delecioné el L-LDH de BG1. El plasmido pKHFr3rev purificado, que contiene
el gen de resistencia a kanamicina termoestable flanqueado por las regiones cadena arriba y cadena abajo de /dh,
se linealizd y se electropor6 en BG1, y se seleccionaron los recombinantes positivos utilizando el gen de
resistencia a kanamicina termoestable. Se aislaron varios clones independientes y se verificaron mediante PCR.
Los productos de la PCR de dos clones después se secuenciaron y se descubrid que contenian el moédulo de
resistencia a kanamicina en lugar del gen de la lactato deshidrogenasa, tal como se esperaba. Las dos cepas
mutantes se denominaron BG1L1y BG1L2.

La cepa BG1 de tipo salvaje y las dos cepas BG1L1 y BG1L2 se cultivaron sobre diferentes concentraciones de
glucosa y xilosa para ensayar su actuacion en la produccion de etanol (figura 7 y 8). Para simplificar, solo se
muestra BG1L1, pero la cepa paralela, BG1L2, muestra unos resultados muy similares e incluso tiene un
rendimiento maximo ligeramente mayor sobre la xilosa que BG1L1.

Tal como puede observarse en la figura 7 y 8, la distribucion del producto es muy distinta en el mutante. No se
produce lactato detectable empleando glucosa o xilosa como sustrato, lo cual confirma la delecién del gen de la
lactato deshidrogenasa. También demuestra que el gen Idh descrito en la presente es el unico gen Idh en BG1 o es
el principal. La cepa BG1 de tipo salvaje responde a una mayor concentracion de sustrato aumentando la
producciéon de lactato, en especial cuando se cultiva sobre xilosa. Se observa una correspondiente menor
produccion de etanol y acetato. La produccion de acetato es constante o menor a mayores concentraciones de
azucares y, puesto que no puede producir lactato, se observa una produccion de etanol creciente o alta constante.
Los rendimientos de etanol son significativamente mejores en el mutante: sobre la glucosa, se observan unos
rendimientos del 84-91% del maximo tedrico en BG1L1, comparado con 51-56% en la cepa de tipo salvaje. Sobre
la xilosa, los rendimientos de etanol de BG1L1 y BG1 de tipo salvaje fueron del 76-80% y 40-63%,
respectivamente. Las recuperaciones de carbono fueron entre 91% y 106% (figuras 7B y 8B). Unas recuperaciones
mayores que 100% probablemente surgen del metabolismo de los componentes del extracto de levaduras.

La figura 9 muestra la produccion de etanol de BG1 comparada con BG1L a concentraciones crecientes de etanol
en el medio. La cepa BG1 de tipo salvaje responde a concentraciones crecientes de etanol en el medio
aumentando drasticamente la produccion de lactato. La produccion de acetato aumenta en aproximadamente dos
veces. El rendimiento de etanol disminuye hasta solo 20% del rendimiento teérico maximo cuando se afiade etanol
al 2,85 (en v/v). En BG1L no hay produccion de lactato, y la produccion de acetato no aumenta significativamente
a mayores concentracioens de etanol. Como resultado, el rendimiento de etanol es alto a todas las
concentraciones de etanol en el medio. De hecho, el mayor rendimiento medido es 84% del maximo tedrico a
1,95% de etanol afhadido, y a 2,8% de etanol, el rendimiento aun es del 72%. Las recuperaciones de carbono
fueron entre 84% y 99% (figura 6B). El experimento se repitié con el clon independiente BG1L2 con resultados
similares.

Ejemplo 6
Fermentacién continua de aztcares utilizando BG1L1

Se investigo el potencial de la utilizacién de bacterias anaerobias termdfilas inmovilizadas para la fermentacion de
etanol continua en un reactor de lecho fluido de escala de laboratorio que funciona a 70 °C (figura 10). Se estudio
el efecto del tiempo de retencion hidraulica (HRT) sobre la produccion de etanol y la productividad a una corriente
de alimentacion con xilosa 10 g/l. Las concentraciones de producto y la conversion de xilosa casi no se vieron
afectadas por la disminucion gradual de HRT de 8 a 1 hora. La conversion de azucares fue mayor que 97,8%,
produciendo 0,33 g de etanol/g de azucares iniciales, y la productividad del etanol aumenté gradualmente de 0,43
a 3,34 g/l/h. El segundo experimento se realizé para investigar la cofermentacion de la glucosa y la xilosa. Ambos
azucares fueron convertidos de modo simultaneo y eficaz a etanol con una utilizacion de azicares mayor que
90,6% en las mezclas de azucares con hasta 54 g/I. A estas concentraciones de azucares, la produccion de etanol
aumento gradualmente, y la concentracién maxima de etanol lograda fue de 15,35 g/I. Los rendimientos de etanol
fueron de 0,28-0,40 g de etanol/g de azucares iniciales. La maxima productividad de etanol obtenida fue de 1,1
g/l/h a HRT de 8 horas y 30 g/l de azucares. Este estudio demuestra que es posible el cultivo de células
inmovilizadas activas de bacterias anaerobias termdfilas. El reactor se hizo funcionar de modo continuo durante
140 dias sin contaminacién y mostré una buan actuacion a largo plazo.

Ejemplo 7

Fermentacion continua de paja de trigo sometida a explosién de vapor utilizando BG1L1
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Se prepararon hidrolizados de paja de trigo sometida a explosién de vapor (SEWS) mediante una explosion de
vapor, seguido de una hidrdlisis enzimatica (utilizando Celluclast y Novozyme 188 proporcionados por Novozymes
A/S) para liberar los azucares constituyentes, la glucosa y la xilosa. Los SEWS fueron proporcionados por ELSAM,
Dinamarca. Los hidrolizados tenian un contenido en materia seca de 23% (DM), y la glucosa y la xilosa se
encontraban a 57 g/l y 30 g/l, respectivamente. Para contrarrestar la contaminacion bacteriana, el medio de
hidrolizado de SEWS se calenté hasta 121 °C durante 1 minuto. Se prepararon dos suspensiones de SEWS
mediante la adicion del volumen respectivo de agua, dadas las concentraciones deseadas de 7,5% y 15% de DM
que corresponden a mezclas de glucosa-xilosa de 12 y 43 g/l, respectivamente (figura 11). A pesar de que el medio
de SEWS estaba esterilizado y desintoxicado, la cepa BG1L1 fue capaz también de cofermentar la glucosa y la
xilosa de modo eficaz con un rendimiento de etanol relativamente alto de 0,39-0,4 g/g (figura 12). La glucosa fue
utilizada completamente (>98%) en ambas suspensiones de SEWS ensayadas, mientras que la conversion de
xilosa disminuye del 99% hasta 80% al 15% (DM) de SEWS, aunque la conversion global de los azucares fue
mayor que 90%. El acetato fue el principal subproducto y se mantuvo relativamente bajo durante toda la
fermentacion (0,07-0,08 g/g) (figura 12).

En todas estas fermentaciones, solo se produjeron cantidades pequeias de lactato, tal como se esperaba puesto
que la cepa es un mutante deficiente en lactato deshidrogenasa.

Durante ambos experimentos, que duraron aproximadamente 140 dias, el reactor se comprob6é de modo regular
para la contaminacion purificando el ADN cromosomico a partir de muestras del reactor, y no se descubrieron
otras especies distintas a BG1L1. También se descubrio que la delecion de la lactato deshidrogenasa era estable
mediante la secuenciacion de la region de la lactato deshidrogenasa.

Ejemplo 8
Fermentacioén continua de tallos de maiz triturados pretratados con acido empleando BG1L1

Los hidrolizados de tallos de maiz triturados (PCS), preparados mediante hidrdlisis con acido sulfurico diluido,
fueron proporcionados por National Renewable Energy Laboratory (Golden, CO, EEUU). El hidrolizado tenia un
contenido en solidos totales (TS) del 30% (en peso), y las concentraciones de xilosa, glucosa y acido acético eran
de 67 g/l, 15 g/l y 14 g/l, respectivamente. Se empled un hidrolizado de tallos de maiz triturados en
concentraciones del 2,5%-1,5% de TS. Debido a la baja concentracioens de azucares totales en las suspensiones
del hidrolizado de 2,5% y 5% de TS, se afiadi6 mas xilosa 5 g/l a estas suspensiones para evitar posibles
problemas del procedimiento provocados por el contenido en azucares relativamente bajo.

Con unas concentraciones de hidrolizado de PCS en el intervalo de 2,5-10% de TS, la produccién de etanol
aumento gradualmente y se obtuvieron unos rendimientos de etanol relativamente altos y estables en el intervalo
de 0,41-0,43 g/g (figura 15). Se logré una utilizacion de azlcares casi completa (mayor que 95%) para PCS de 2,5-
7,5% de TS, mientras que a 10% (TS), la conversién de azicares disminuy6 hasta aproximadamente 85% (figura
16). A una concentracion de PCS del 15% de TS, la conversion de azucares fue del 70%, y se obtuvieron unos
rendimientos de etanol relativamente elevados de cerca de 0,35 g/g. La menor conversion de azucares a 15% (TS)
de PCS (figura 13), comparado con las otras concentraciones de hidrolizado, puede atribuirse al crecimiento y la
inhibicion del producto provocados por el efecto combinatorio negativo de altas concentraciones de acetato, otros
inhibidores presentes en el hidrolizado y la acumulaciéon de sales resultante de la base afiadida para el control del
pH (Lynd et al., 2001; Palmqvist y Hahn-Hagerdal, 2000; Zalvidar et al., 2001). Sin embargo, el bajo rendimiento de
etanol con PCS de 15% de TS (figura 15) probablemente fue debido a una mayor evaporacion de etanol que la
esperada, puesto que la recuperacion de carbono fue baja (CR < 0,9).

La produccion de acetato aumenté de aproximadamente 1 a 3,5 g/l (figura 4). Sin embargo, debido a las altas
concentraciones iniciales de acetato (aproximadamente 1-7 g/l) en la corriente de alimentacién, una concentracion
bastante alta de casi 10 g/l de acetato estaba presente en el efluente, lo cual es significativo con respecto al efecto
inhibidor del acido acético sobre la fermentacion. Estos resultados claramente demuestran la alta tolerancia del
organismo a los inhibidores metabdlicos presentes en PCS no desintoxicado.

Ejemplo 9
BF1PF: un mutante productor de lactato de la cepa BG1

Se prepard una cepa derivada de BG1 mediante la integracion del fragmento de ADN mostrado en la figura 20 en
el cromosoma de BG1. El plasmido ppta32K purificado, que contiene el gen de resistencia a kanamicina
termoestable flanqueado por las regiones cadena arriba y cadena abajo de pfor, se linealizé y se electroporé en
BG1, y se seleccionaron los recombinantes positivos utilizando el gen de resistencia a kanamicina termoestable.
Se aislaron varios clones independientes y se verificaron mediante PCR. Los productos de la PCR de dos clones
después se secuenciaron y se descubrid que contenian el modulo de resistencia a kanamicina en lugar de los

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2431 644 T3

genes pfor, tal como se esperaba.

Se cultivaron cinco clones independientes de BG1PF de modo discontinuo durante dos dias con xilosa 5 g/l como
Unica fuente de carbono. Como puede observarse en la figura 21, se observa un desplazamiento completo en el
metabolismo, y la produccién de lactato ahora es el principal producto de la fermentacion.

Ejemplo 10

BG1H1: un mutante de BG1 con mayor produccion de hidrégeno construido mediante la infrarregulacién de la
hidrogenasa de captacion

Las hidrogenasas pueden estar implicadas en la produccién y en la captacion de hidrogeno. En BG1, se
descubrieron dos secuencias con similitud a hidrogenasas conocidas. Una (hydA BG1) era 80,4% idéntica, al nivel
de ADN, al gen hydA de Thermoanaerobacter tengcongensis, y 91,8% idéntica, al nivel de aminoacidos, con la
correspondiente proteina HydA. La proteina HydA es una de la 4 subunidades de una hidrogenasa solo de Fe
dependiente de NAD(H) citosdlica de T. tengcongensis (1015). La actividad hidrogenasa dependiente de NADH es
inhibida por una alta presion parcial de hidrégeno, mientras que las actividades aldehido deshidrogenasa y alcohol
deshidrogenasa son mayores en T. tengcongensis cultivado a una p(H:) elevada. De modo similar, la produccion
de etanol esta casi abolida en cultivos de fermentador con baja p(Hz).

Se descubrié que la segunda secuencia en BG1 con similitud a las hidrogenasas era 73% idéntica al gen echE de
Thermoanaerobacter tengcongensis, y 76% idéntica a la subunidad de la proteina EchE de la Ech hidrogenasa de
Thermoanaerobacter tengcongensis. La Ech hidrogenasa es una hidrogenasa dependiente de ferredoxina [NiFe]
que se encuentra en la fraccion de las membranas de extractos de Thermoanaerobacter tengcongensis. Ambas
hidrogenasas de Thermoanaerobacter tengcongensis son principalmente enzimas que desprenden hidrégeno.

En Thermoanaerobacter BG1, el producto principal es el etanol, tanto a alta como a baja p(Hz). Por tanto, es
probable que emplee una estrategia diferente para la produccién de hidrégeno y de etanol. Se estudio el efecto de
la infrarregulacion de las dos hidrogenasas introduciendo moédulos para la infrarregulacion de la expresion de echE
e hydA en el cromosoma de BG1. La construccion basica del moédulo se muestra en la figura 22. Cuando el
modulo se introduce en BG1, se elimina la lactato deshidrogenasa y el promotor se activa. Esto da clomo resultado
la expresion de un pequefio transcrito complementario con el ARNm que contiene hydA y echW, respectivamente.
Esta expresion, en la mayorida de los casos, produce unos menores niveles de ARNm debido a la digestion del
ARN bicatenario.

La expresion del ARN antisentido de hydA y la correspondiente infrarregulacion del ARNm de hydA se validé
mediante transferencias Northern (figura 23). El ARN total se purificé de BG1, se trasladé a una membrana y se
sondd con sondas complementarias a ARN antisentido y ARNm de hydA, respectivamente. Se ha demostrado que
el promotor utilizado para expresar el ARN antisentido es reprimido por la glucosa y es inducido en presencia de
xilosa. Segun esto, el antisentido solo se observaria durante el crecimiento sobre xilosa. También se muestra la
cepa BG1 de tipo salvaje y la cepa BG1L1, en la que Idh ha sido delecionado, pero no se ha insertado un
antisentido, como controles. Tal como se esperaba, no se observd ARN antisentido de hydA en estas cepas. Se
espera que el transcrito del operon hydA tenga una longitud de aproximadamente 500 b. Cuando se emplea una
sonda dirigida al ARNm que contiene hydA, se observa una banda que migra a aproximadamente 6000-7000 b.
También se observa una de dos bandas mas pequefas e intensas de aproximadamente 3000-4000 b, en particular
cuando las células se cultivan con xilosa como fuente de carbono. La banda mas pequefia probablemente es una
hibridaciéon cruzada con ARN 16S. ElI ARN que corresponde al ARN de 3-4000 b varia mucho en intensidad. El
nivel de esta especie es mucho mayor durante el crecimiento sobre xilosa, comparado con la glucosa, y es mayor
en la cepa con la lactato deshidrogenasa delecionada, comparado con el tipo salvaje. Cuando se cultiva sobre
glucosa, los niveles de esta banda son iguales en BG1L1 y BG1H1, mientras que durante el crecimiento sobre
xilosa, es mucho mas intensa en la cepa en la que no se expresa ningun antisentido. Esto se corresponde muy
bien con la expresién del ARN antisentido en el panel superior.

Tal como muestra la figura 24, BG1H1 produce mas acetato, mas hidrégeno, y menos etanol que las cepas
control. Esto indica que la hidrogenasa HydABCD de BG1 esta implicada en la captacion de hidrégeno, mas que
en la producion, tal como se demostré para Ta. tengcongensis. Puesto que NAD(P)H es necesario para la
reduccion de acetilCoA a acetaldehido, y del acetaldehido a etanol, es probable que la HydABCD hidrogenasa esté
implicada en la reducciéon de estos cofactores que emplean hidrégeno. Tanto el acetato como el hidrégeno son
productos valiosos y, por tanto, la cepa BG1H1 puede preferirse si el objetivo es una mayor produccion de
hidrégeno y acetato.
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REIVINDICACIONES

1.- Una cepa de de Thermoanaerobacter mathranii seleccionada de BG1 (n.° de registro DSMZ 18280) y sus
mutantes, siendo capaces dicha cepa y dichos mutantes de esta de crecer en un medio que comprende un material
de biomasa lignocelulésica hidrolizada que tiene un contenido en materia seca de al menos 10% en p/p.

2.- Una cepa segun la reivindicacion 1, que es capaz de crecer a 70 °C o por encima de 70 °C.
3.- Una cepa segun la reivindicacion 1, que es capaz de crecer sobre galactosa como Unica fuente de carbono.

4.- Una cepa segun la reivindicacion 1, que es capaz de producir un producto de la fermentacion seleccionado del
grupo que consiste en un acido, un alcohol, una cetona e hidrégeno.

5.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que uno o mas genes han sido insertados, delecionados o
sustancialmente inactivados.

6.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que un gen que codifica la lactato deshidrogenasa (LDH) (EC
1.1.1.27) ha sido infrarregulado o sustancialmente inactivado.

7.- Una cepa segun la reivindicacion 6, que es BG1L1 (n.° de registro DSMZ 18283).

8.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que un gen que codifica la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (EC
1.2.7.1) ha sido infrarregulado o sustancialmente inactivado.

9.- Una cepa segun la reivindicacion 8, que es BG1PF1 (n.° de registro DSMZ 18282).

10.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que un gen que codifica una hidrogenasa o una subunidad de
hidrogenasa ha sido infrarregulado o sustancialmente inactivado.

11.- Una cepa segun la reivindicacion 10, que es BG1H1 (n.° de registro DSMZ 18281).

12.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que un gen que codifica una acetato quinasa (EC 2.7.2.1) ha sido
sustancialmente inactivado mediante la mutacion, delecién o insercion de uno o mas nucleétidos en dicho gen.

13.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que un gen que codifica una fosfato acetiltransferasa (EC 2.3.1.8) ha
sido sustancialmente inactivado mediante la mutacion, delecién o insercion de uno o mas nucleétidos en dicho
gen.

14.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que se han insertado uno o mas genes.

15.- Una cepa segun la reivindicacion 1, en la que se han insertado uno o mas genes que codifican una
polisacarasa.

16.- Una cepa segun la reivindicacion 15, en la que la polisacarasa se selecciona del grupo que consiste en
celulasas (EC 3.2.1.4); beta-glucanasas, que incluyen glucano 1,3-beta-glucosidasas (exo-1,3-beta-glucanasas,
EC 3.2.1.58), 1,4-beta-celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) y endo-1,3(4)-beta-glucanasas (EC 3.2.1.6); xilanasas, que
incluyen endo-1,4-beta-xilanasas (EC 3.2.1.8) y xilano 1,4-beta-xilosidasa (EC 3.2.1.37); pectinasas (EC 3.2.1.15);
alfa-glucuronidasa, alfa-L-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), acetilesterasa (EC 3.1.1.-), acetilxilanesterasa (EC
3.1.1.72), alfa-amilasa (EC 3.2.1.1), beta-amilasa (EC 3.2.1.2), glucoamilasa (EC 3.2.1.3), pululanasa (EC
3.2.1.41), beta-glucanasa (EC 3.2.1.73), hemicelulasa , arabinosidasa, mananasas, que incluyen manano endo-
1,4-beta-manosidasa (EC 3.2.1.78) y manano endo-1,6-alfa-manosidasa (EC 3.2.1.101), pectina hidrolasa,
poligalacturonasa (EC 3.2.1.15), exopoligalacturonasa (EC 3.2.1.67) y pectato laasa (EC 4.2.2.10).

17.- Un procedimiento para producir un producto de la fermentacidon, que comprende cultivar una cepa segun
cualquiera de las reivindicaciones 1-16 bajo condiciones adecuadas.
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Fig. 14

Concentracion (g/l)

4 _etanol-efluente
acetato-efluente

acetato-influente

PCS (TS, %)

37




Fig. 15
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Fig. 16
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Fig. 17
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Fig. 18
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Fig. 19
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Fig. 20

exp: 590

43



ES 2431 644 T3

Fig. 21
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