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DESCRIPCIÓN

Método de modificación de una célula de levadura para la producción de etanol

La invención se refiere a un método de modificación de una célula de levadura para la producción de etanol, a una 
célula de levadura modificada y a un uso de la misma para producir etanol. La invención se refiere además a un 
método para producir etanol a partir de biomasa.5

El bioetanol es una alternativa prometedora a los combustibles fósiles. El creciente interés por los biocombustibles 
renovables resulta principalmente del hecho de que los combustibles fósiles en el mundo son limitados. Además, 
existe la tendencia a disminuir la dependencia de la importación de petróleo. La Comisión Europea ha planeado
sustituir progresivamente el 20% de los combustibles fósiles convencionales por combustibles alternativos en el
sector del transporte para el 2020 (el 5,75% para el 2010). Una ruta técnica es producir bioetanol mediante10
fermentación microbiana a partir de diversos cultivos domésticos (biomasa).

En Brasil y en los Estados Unidos es común la producción de bioetanol a partir de biomasa que contiene azúcar y
almidón. La levadura Saccharomyces (S.) cerevisiae se ha usado tradicionalmente en este procedimiento. De hecho, 
la levadura S. cerevisiae tiene propiedades excepcionales para la producción de bioetanol. En particular, su alta 
tolerancia a las condiciones que se producen durante la producción de etanol industrial apenas permitirá que otros15
microorganismos desplacen a la levadura en este campo.

S. cerevisiae forma glicerol como subproducto durante el catabolismo de glucosa además de los productos de 
fermentación principales: etanol, dióxido de carbono y biomasa. El flujo de carbono hacia glicerol es bastante
sustancial y puede ascender a hasta 0,1 g de glicerol por gramo de glucosa (Alfenore et al., 2004; Aldiguier et al., 
2004).20

La biosíntesis de glicerol a partir del producto intermedio glicolítico dihidroxiacetona fosfato (DHAP) en S. cerevisiae
se realiza mediante dos etapas enzimáticas catalizadas por la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (GPDH) y la glicerol 
3-fosfatasa (GPP) (véase también la figura 1). Cada enzima se codifica por dos isogenes GPD1/GPD2 y
GPP1/GPP2, respectivamente.

La biosíntesis de glicerol tiene papeles esenciales en S. cerevisiae. Una de las funciones más importantes es 25
mantener un equilibrio redox citosólico, especialmente en condiciones anaerobias, y probablemente también en
condiciones aerobias cuando la concentración de azúcar es alta (efecto Crabtree) (Ansell et al., 1997; Bakker et al., 
2001; Rigoulet et al., 2004; Valadi et al., 2004). La ruta de biosíntesis de glicerol también está implicada en la 
biosíntesis de glicerofosfolípidos y triacilgliceroles que se forman a partir de L-glicerol 3-fosfato (Kohlwein et al., 
1996; Mullner y Daum, 2004). Además, el glicerol intracelular está implicado en osmoadaptación (Hohmann, 2002), 30
protección frente a estrés oxidativo (Pahlman et al., 2001) y respuesta a choque térmico (Siderius et al., 2000). 
Respuestas a elevadas temperaturas y alta osmolaridad implican varias rutas de señalización incluyendo la ruta de 
proteína cinasa C y la ruta de HOG, que regulan los niveles intracelulares de glicerol (Hohmann, 2002; Wojda et al., 
2003).

En teoría, la redirección del flujo de carbono en S. cerevisiae hacia la ruta de síntesis de etanol eliminando la 35
formación de glicerol podría aumentar el rendimiento de etanol en al menos un 10%. Además, una reducción del
glicerol en el caldo de fermentación conduciría a una disminución en los costes de extracción de etanol, puesto que
el glicerol ha provocado problemas en las unidades de destilación y procedimientos de separación tras la fase de 
fermentación. Además, se reducirían los volúmenes de residuos. Sin embargo, desde el punto de vista de los 
aspectos prácticos, reducir la formación de glicerol sin afectar negativamente a la aptitud biológica de las células es 40
extremadamente desafiante debido a las diversas funciones biológicas de la ruta de biosíntesis de glicerol, tal como 
se explicará resumidamente ahora con referencia a estudios anteriores.

Hace pocos años, se notificó el primer enfoque de ingeniería metabólica para reducir el glicerol (Nissen et al., 
2000a). Se aumentó el rendimiento de etanol en fermentaciones discontinuas aerobias en un 12% cuando la
formación de glicerol se suprimió completamente mediante la deleción de GPD1 y GPD2. El crecimiento de este45
mutante doble se veía gravemente afectado incluso en presencia de oxígeno. Por tanto, la productividad volumétrica 
de etanol obtenida con este enfoque distaba mucho de tener relevancia industrial. El hecho de que el crecimiento del
mutante doble gpd1 gpd2 se viese afectado considerablemente, se ha explicado por una capacidad limitada de
reoxidación de NADH respiratoria (mediante las NADH deshidrogenasas externas Nde1p, Nde2p y el transportador 
L-G3P/DHAP mitocondrial) (Nissen et al., 2000a) que son las únicas rutas para reoxidar el exceso de NADH 50
citosólico cuando GPD está ausente.

Otros intentos de reducir la formación de glicerol se basaron en la introducción de transhidrogenasas bacterianas en 
la levadura. Estos enfoques no funcionaron ya que, por un lado, la transhidrogenasa de Azotobacter vinelandii
produjo el efecto opuesto al esperado (Nissen et al., 2001), y por otro lado, la transhidrogenasa unida a membrana
de Escherichia coli permaneció localizada en la membrana del retículo endoplásmico (Anderlund et al., 1999).55

Una estrategia bastante satisfactoria para mejorar el rendimiento de etanol ha sido la modificación mediante 
ingeniería metabólica de la asimilación de amonio, que reduce la producción de NADH durante la biosíntesis de 
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aminoácidos (Nissen et al., 2000b). El rendimiento de glicerol se redujo en un 38% y el rendimiento de etanol
aumentó en un 10%. Sin embargo, para una función apropiada, este enfoque requiere que la levadura utilice amonio
como fuente de nitrógeno. Medios industriales contienen a menudo aminoácidos, un hecho que reducirá
considerablemente el éxito de este enfoque en condiciones industriales pertinentes.

Recientemente, se llevó a cabo un estudio in silico usando un modelo metabólico de S. cerevisiae a escala de 5
genoma con el fin de evaluar posibles estrategias de ingeniería metabólica para mejorar el rendimiento de etanol en
S. cerevisiae (Bro et al., 2005). Estos enfoques se han diseñado para impedir la producción de NADH en exceso a 
través de síntesis de biomasa, y por tanto, reducir la necesidad de producir glicerol. Basándose en las predicciones 
de los autores, varios enfoques deberían aumentar el rendimiento de etanol en hasta un 10,4%. Se sometió a 
prueba in vivo una de las estrategias predichas, pero a diferencia de la teoría, sólo dio como resultado un aumento 10
del 3% del rendimiento de etanol.

Lin H. et al. han descrito el papel de fosfolipasa C para la expresión de Gpd 1 en Saccharomyces cerevisiae (Lin et 
al., 2002).

Por tanto, los enfoques de ingeniería metabólica mencionados anteriormente no tienen o sólo tienen un impacto 
mínimo sobre la productividad de etanol en condiciones pertinentes a nivel industrial debido a las limitaciones en el15
rendimiento de etanol, crecimiento o dependencia del medio. Además, sigue siendo cuestionable si los enfoques 
actuales y predichos demostrarían ser satisfactorios a un estrés térmico y de etanol elevado de fermentaciones 
industriales, puesto que no tienen en cuenta la necesidad de las células de glicerol intracelular.

Descripción de la invención

Por tanto, el problema subyacente de la presente invención era aumentar el rendimiento de conversión de20
constituyentes de biomasa que puede fermentarse para dar etanol mediante levadura y, de hecho, aumentar la
rentabilidad de plantas de bioetanol. Una manera de lograr este objetivo es reducir la producción del subproducto
glicerol.

Un desafío particular en la resolución de este problema radica en el hecho de que se ha demostrado que la
eliminación completa de la formación de glicerol no es satisfactoria, puesto que la ruta de biosíntesis de glicerol tiene25
varias funciones importantes para el crecimiento celular y la tolerancia al estrés.

En su lugar, los inventores encontraron sorprendentemente una estrategia para modificar una célula de levadura 
silvestre que conduce a un rendimiento aumentado de etanol a partir de azúcares, es decir azúcares que pueden 
fermentarse presentes en hidrolizados de biomasa vegetal, pero que al mismo tiempo no tiene una influencia 
negativa sobre la velocidad de crecimiento de las células de levadura o el rendimiento de biomasa. Según la 30
invención, esto se consigue reduciendo (pero no eliminando) la actividad de la proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2
en comparación con la actividad de estas proteínas en una célula silvestre.

De hecho, a través de la invención se consigue un mayor rendimiento de etanol, título y productividad específica en 
comparación con la cepa silvestre isogénica. Además, la modificación de la ruta metabólica tiene la ventaja adicional 
de reducir los costes de la recuperación de productos y reduce los volúmenes de residuos.35

La expresión “reduciendo la actividad” pretende no incluir la eliminación de la actividad de la proteína. Además, el 
término “actividad” se refiere al flujo metabólico in vivo a través de la proteína particular, que, según la definición de
la expresión “reduciendo la actividad”, no pretende incluir la obstrucción completa de este flujo metabólico. En su 
lugar, el quid de la invención radica en la reducción de la actividad de la proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2, pero 
proporcionando al mismo tiempo una actividad mínima de la proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2 con el fin de40
permitir la producción de sustancias posteriormente a estas enzimas (tal como glicerol) que son necesarias para
mantener una velocidad de crecimiento normal.

Este resultado puede conseguirse de diferentes maneras: En primer lugar, es posible reducir la actividad de la 
proteína Gpd1 y eliminar la actividad de la proteína Gpd2. En segundo lugar, puede eliminarse la actividad de la 
proteína Gpd1 y puede reducirse la actividad de la proteína Gpd2. En tercer lugar, puede reducirse la actividad tanto 45
de la proteína Gpd1 como de la proteína Gpd2. Un experto en la técnica puede determinar sin excesivos problemas 
cuál de las tres opciones conduce a los mejores resultados dependiendo, por ejemplo, del tipo de cepa de levadura
usada o las condiciones de crecimiento.

Las células de levadura según la invención son útiles para cualquier aplicación en la que la producción de glicerol en
la célula necesita minimizarse hasta un nivel que no influya negativamente en la velocidad de crecimiento de la 50
célula.

La reducción de la actividad de la proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2 se consigue tal como sigue.

Se reduce la expresión del gen GPD1 y/o el gen GPD2, lo que conduce a una reducción de la proteína en la célula.

Esto puede conseguirse en una realización de la invención expresando el gen GPD1 y/o el gen GPD2 mediante un
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promotor débil que está ligado de manera funcional al gen GPD1 y/o ligado de manera funcional al gen GPD2. Un
promotor es débil cuando la tasa de transcripción del gen se reduce hasta al menos un 20% o un 15%, 
preferiblemente hasta al menos un 10%, lo más preferiblemente hasta al menos un 7% o un 5% de la tasa de 
transcripción de ese gen expresado en el promotor silvestre TEF1 (SEQ ID NO 11). Un experto en la técnica conoce 
maneras de medir la fuerza de un promotor, tales como el uso de un gen indicador como luciferasa o proteína verde 5
fluorescente (GFP), medición de los niveles de ARNm, por ejemplo usando transferencia de tipo Northern o PCR con 
transcriptasa inversa en tiempo real; en el nivel de proteína mediante inmunotransferencia de tipo Western; o a 
través de mediciones de la actividad enzimática específica.

La expresión del gen GPD1 y/o el gen GPD2 se reduce en al menos un 50%, al menos un 60% o al menos un 70%
en comparación con su expresión en una célula silvestre en su promotor silvestre. Es particularmente ventajoso 10
reducir la expresión en al menos un 80% o al menos un 90%, y lo más preferido es reducir la expresión en al menos 
un 95% o al menos un 99%, en comparación con la expresión del gen particular en una célula de levadura silvestre, 
es decir una célula de levadura con un promotor nativo.

En una realización preferida, el promotor débil es un promotor según SEQ ID NO 5 ó 6. El promotor según SEQ ID 
NO 5 conduce a una tasa de transcripción del 7% y el promotor según SEQ ID NO 6 conduce a una tasa de 15
transcripción del 16% de la tasa de transcripción provocada por el promotor silvestre TEF1 (SEQ ID NO 11) (Nevoigt 
et al., 2006).

Las secuencias de aminoácidos de la proteína Gpd1, la proteína Gpd2, la proteína Gpp1 y la proteína Gpp2 de S. 
cerevisiae pueden encontrarse como SEQ ID NO 26, 27, 28 y 29, respectivamente. Un experto en la técnica puede 
identificar la secuencia de aminoácidos respectiva para otras especies de levadura.20

En una realización preferida del método según la invención, también se reduce la actividad de la proteína Gpp1 y/o
la proteína Gpp2, es decir otra enzima clave de la ruta de glicerol, además de la reducción de la actividad de la 
proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2.

Es posible o bien reducir la actividad de la proteína Gpp1 y eliminar la actividad de la Gpp2, o bien eliminar la 
actividad de la proteína Gpp1 y reducir la actividad de la Gpp2 o bien reducir la actividad tanto de la proteína Gpp1 25
como de la Gpp2. Además, en una realización también es posible eliminar la actividad tanto de la proteína Gpp1 
como de la Gpp2, tal como se mostrará en los ejemplos.

Los medios que pueden usarse para reducir la actividad de la proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2 son equivalentes a
los medios explicados anteriormente y se aplican de un modo equivalente también para la reducción de la actividad 
de Gpp1 y/o Gpp2, tal como comprenderá un experto en la técnica. Por consiguiente, la actividad de GPP puede30
reducirse reduciendo la expresión de la proteína Gpp1 y/o la Gpp2, proporcionando una molécula antisentido al
ARNm de GPP1 (SEQ ID NO 3) y/o al de GPP2 (SEQ ID NO 4), proporcionando un antagonista a la proteína Gpp1 
y/o la Gpp2, proporcionando una forma mutada de la proteína Gpp1 y/o la proteína Gpp2 o proporcionando una
molécula inhibidora pequeña tal como fluoruro, que se ha descrito como un inhibidor no específico de fosfatasas, 
para inhibir la proteína Gpp1 y/o la proteína Gpp2. Se hace referencia a la descripción facilitada anteriormente para 35
detalles en cuanto a estos medios de reducción.

La presente invención puede usarse en general con cualquier cepa de levadura, tal como S. cerevisiae y especies 
estrechamente relacionadas (es decir otras especies del género Saccharomyces). También se prefieren otras 
especies de levadura distintas de Saccharomyces, especialmente aquéllas que muestran fermentación etanólica y
tienen la capacidad de fermentar pentosas tales como Pichia (P.) stipitis. Se prefiere particularmente el uso de cepas 40
que son ventajosas en aplicaciones industriales, tales como la cepa de levadura S. cerevisiae prototrófica
CEN.PK113-7D. Un experto en la técnica conoce otras cepas adecuadas.

Un experto en la técnica entenderá que cuando se usa una cepa diploide o poliploide, se vuelve necesario reducir
las actividades de la Gpp1p y/o Gpp2p así como posiblemente Gpd1p y/o Gpd2p en todos los alelos presentes con 
el fin de conseguir la reducción necesaria en la actividad de las proteínas.45

El problema subyacente también se soluciona mediante una célula de levadura modificada que puede obtenerse a 
través de un método tal como se describió anteriormente.

Específicamente, en una célula de levadura de este tipo, la actividad de la proteína Gpd1p y/o Gpd2p se reduce en 
comparación con la actividad de dichas proteínas en una célula de levadura silvestre, es decir en una célula de 
levadura con una actividad proteica normal (flujo normal) y una velocidad de crecimiento normal o, expresado de 50
manera diferente, en comparación con una célula de levadura en la que no están presentes las modificaciones
presentes en la célula de levadura modificada genéticamente según la invención que conducen a la actividad 
reducida de la proteína Gpd1 y/o Gpd2.

Para la cantidad preferida de reducción de la actividad de las proteínas, se hace referencia a la descripción anterior.

Se describieron anteriormente medios para reducir la actividad de dichas proteínas, cuya aplicación conduce a una 55
célula de levadura en la que
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- se reduce la expresión del gen GPD1 y/o gen gpd2.

Se describieron anteriormente características adicionales de una célula de levadura de este tipo según la invención,
en relación con el método según la invención.

El problema subyacente también se soluciona a través del uso de una célula de levadura modificada genéticamente
tal como se describió anteriormente, para producir etanol a partir de biomasa. Esto puede conseguirse5
proporcionando una célula de levadura modificada tal como se describió anteriormente, proporcionando biomasa y
haciendo crecer la célula de levadura en presencia de la biomasa, así como obteniendo el etanol. En general, las 
células de levadura según la invención pueden usarse en cualquier aplicación en la que deba evitarse una alta
producción de glicerol en la célula, ya que la reducción de glicerol según el método descrito en el presente 
documento no conduce a velocidades de crecimiento menores.10

El término biomasa cuando se usa junto con un método de producción de etanol, pretende hacer referencia a
materiales vegetales y derivados de plantas, tales como almidón, azúcar, celulosa, hemicelulosa, en particular de
caña de azúcar, remolacha azucarera, maíz, cereales, etc.

El problema subyacente se soluciona además mediante un método para la producción de etanol que comprende las 
siguientes etapas:15

- proporcionar una célula de levadura tal como se describió anteriormente,

- proporcionar biomasa, y

- hacer crecer la célula de levadura en presencia de la biomasa en condiciones que permiten la producción de 
etanol.

Tal como resultará evidente para un experto en la técnica, podría ser necesario o ventajoso tratar la biomasa20
química, enzimática o mecánicamente antes de hacer crecer la levadura junto con la biomasa, con el fin de facilitar 
la fermentación. Un experto en la técnica conoce métodos para tales tratamientos.

Tal como se mostró por Alfenore et al., 2004, también puede reducirse la producción de glicerol adaptando las 
condiciones de crecimiento de la célula de levadura. Particularmente las condiciones de aireación y la composición
del medio pueden tener una gran influencia sobre la producción de glicerol y por tanto sobre la producción de etanol.25

Figuras

Figura 1

Se muestran las rutas implicadas en el metabolismo de glicerol en Saccharomyces cerevisiae. Se forma glicerol a 
partir de dihidroxiacetona fosfato (DHAP) glicolítica mediante la acción tanto de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
(GPD codificada por GPD1 y GPD2) como de glicerol 3-fosfatasa (G3Pasa codificada por GPP1 y GPP2). Gut1p y30
Gut2p son responsables de la utilización de glicerol. Nevoigt y Stahl (1997) han revisado las rutas para la biosíntesis
y metabolización de glicerol en S. cerevisiae. El canal Fps1p es el mediador de la mayor parte de la difusión pasiva 
de glicerol (Oliveira et al., 2003). Las células de levadura captan el glicerol mediante el transportador Stl1p y
probablemente también mediante Gup1p y Gup2p (Ferreira et al., 2005). El glicerol se convierte en dihidroxiacetona
(DHA) mediante glicerol deshidrogenasa (GDH) dependiente de NADP+. Se sugiere que los genes ARA1, GCY1, 35
GRE3, YPR1 contribuyen a esta actividad (Izawa et al., 2004); sin embargo, otros notificaron que no se detecta
ninguna actividad de esta enzima en absoluto, resultado que ha puesto en duda la relevancia de la ruta de DHA para
S. cerevisiae (Norbeck y Blomberg, 1997). DAK1 y DAK2 codifican para dihidroxiacetona cinasa (Molin et al., 2003). 
NDE1 y NDE2 codifican para la NADH deshidrogenasa externa en levadura que puede reoxidar directamente NADH 
citosólico transfiriendo los electrones a la cadena respiratoria. DHAP: dihidroxiacetona fosfato, GAP: gliceraldehído40
3-fosfato, L-G3P: L-glicerol 3-fosfato, DHA: dihidroxiacetona, FBP: 1,6-fructosa bisfosfato y el TPI1: gen que codifica
para triosa fosfato isomerasa.

Figura 2

La figura 2 muestra la alineación de secuencias del promotor TEF1 no mutado de Saccharomyces cerevisiae y el 
mutante 2 del promotor TEF1. Se muestra la fuerza del promotor normalizada.45

Figura 3

Actividad específica de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa de la cepa de Saccharomyces cerevisiae modificada 
mediante ingeniería relacionada con la silvestre isogénica. Se define 1 unidad como la conversión de 1 mol de
sustrato por minuto y mg de proteína.

Figura 450

Rendimientos de etanol, biomasa y glicerol en gramos por glucosa consumida de la cepa de Saccharomyces 
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cerevisiae modificada mediante ingeniería y la silvestre isogénica tras un agotamiento de glucosa en fermentaciones
de medio YEPD en condiciones limitadas de oxígeno.

Figura 5

Se muestra el resultado de un experimento de crecimiento de la cepa de Saccharomyces cerevisiae modificada 
mediante ingeniería y la silvestre isogénica en un medio YEPD (placas de agar) en condiciones aerobias y 5
anaerobias.

Figura 6

Se muestra el resultado de un experimento de crecimiento de la cepa de Saccharomyces cerevisiae modificada 
mediante ingeniería y la silvestre isogénica en medio YEPD líquido en condiciones aerobias.

Figura 710

Producción de etanol, glicerol y consumo de azúcar tras una fermentación discontinua en condiciones limitadas de 
oxígeno a 30ºC en malta de trigo. Se sacarificó completamente la malta de trigo y se centrifugó antes de que 
comenzara la fermentación. El hidrolizado contenía aproximadamente 143 g/l de azúcar total, es decir glucosa y
fructosa. Se obtuvieron las condiciones limitadas de oxígeno cerrando los matraces Erlenmeyer con cierres tipo 
airlock que permitían la liberación de gases. Se llevó a cabo un mezclado usando un agitador magnético fijado a 200 15
rpm. Para este experimento, se usó la cepa de levadura S. cerevisiae prototrófica CEN.PK113-7D y un derivado con 
deleción en GPD2 y que porta modificaciones del promotor GPD1 (una versión mutante del promotor TEF1
(promotor mutante 2, SEQ ID NO 5) y la secuencia loxP-KmR-loxP como marcador seleccionable). En esta cepa no 
se modificaron los genes que codificaban para GPP1 y GPP2.

En todos los paneles A a F de la figura 7, la barra izquierda muestra: CEN.PK113-7D, el 100% de actividad de GPD,20
y la barra derecha muestra: CEN.PK113-7D, el 6% de actividad de GPD.

El eje y de los paneles es como sigue:

7A Concentración de glicerol final (g/l)

7B Concentración de etanol final (g/l)

7C Rendimiento de glicerol (g/g de glucosa, fructosa consumida)25

7D Rendimiento de etanol (g/g glucosa, fructosa consumida)

7E Razón: glicerol/etanol (g/g)

7F Azúcar (glucosa, fructosa) consumida (g/l)

Ejemplos

Material y métodos:30

Medios:

Medio YEPD (el 1% extracto de levadura, el 2% de peptona, el 2% de glucosa)

Cepas de levadura:

Se originaron las cepas de levadura generadas en este estudio a partir de la cepa de laboratorio de S. cerevisiae
W303-1A (tabla 1). Se ha publicado la cepa YA103 correspondiente a una cepa con deleción doble gpp1 gpp2 por35
Pahlman et al. (2001).

Modificaciones genéticas adicionales de la cepa de S. cerevisiae YA103:

1. Deleción del gen GPD2/supresión de la expresión de GPD2

Se alteró el gen GPD2 en la cepa YA103 mediante el método descrito por (Güldener et al., 1996) usando pUG72 
(Gueldener et al., 2002) como molde y los cebadores P29 y P30 (tabla 2). Se controló la alteración de GPD240
mediante PCR de diagnóstico usando el par de cebadores P33/P34 (tabla 2). Se llevó a cabo una selección de
transformantes positivos sobre placas de agar que contenían medio CSM que carecía de uracilo. La cepa resultante
se ha denominado EN-GGG (tabla 1).

2. Regulación por disminución de la expresión de GPD1

Se reemplazó el promotor GPD1 cromosómico nativo en la cepa EN-GGG por el casete de reemplazo de promotor45
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amplificado a partir de ADN genómico de una cepa de levadura derivada de levadura de laboratorio BY4741 que 
portaba el promotor TEF mutado con la actividad más baja (Nevoigt et al., 2006) en lugar del promotor GPD1 nativo. 
Se usaron los cebadores P9 (SEQ ID NO 7) y P10 (SEQ ID NO 8) para una amplificación por PCR del casete de 
reemplazo de promotor (incluyendo la secuencia loxP-K.l.LEU2-loxP como marcador seleccionable). Las 
condiciones de PCR eran tal como se publicaron anteriormente (Nevoigt et al., 2006). Se combinaron dos alícuotas 5
de PCR de 100 l, se precipitaron y se usaron para una transformación tal como se describe por Güldener et al. 
(1996). Se llevó a cabo una selección de transformantes positivos sobre placas de agar que contenían medio CSM
que carecía de leucina.

Se comprobó la integración correcta del casete de reemplazo de promotor mediante PCR de diagnóstico usando una 
combinación de cebadores P9 (SEQ ID NO 7)/P12 (SEQ ID NO 10) y P11 (SEQ ID NO 9)/P12 (SEQ ID NO 10) 10
(tabla 2). La cepa resultante se ha denominado EN-G46a (tabla 1).

Tabla 1. Cepas de S. cerevisiae usadas en los ejemplos

Cepa Genotipo Referencia
W303-1A* MATa Thomas y Rothstein

(1989)
YA103* MATa gpp1::kanMX4 gpp2::HIS3 Påhlman et al.

(2001)
EN-GGG* MATa gpp1::kanMX4 gpp2::HIS3 gpd2::K.l.URA3
EN-G46a* MATa gpp1::kanMX4 gpp2::HIS3 gpd2::K.l.URA3

gpd1p::TEFmut2::K.l.LEU2
* Estas cepas albergan mutaciones adicionales tal como sigue: leu2-3/112 ura3-1 trp1-1 his3-
11/15 ade2-1 can1-100 GAL SUC2 mal0

Tabla 2. Cebadores usados

Uso/nombre Secuencia SEQ ID NO

Amplificación del casete de reemplazo de promotor incluyendo la versión mutante del promotor TEF1 
(promotor mutante 2 descrito en Nevoigt et al., 2006) y la secuencia loxP-K. l. LEU2-loxP como 
marcador seleccionable:
P9 (se une al prom. GPD1 en el 
sentido de 5’)

cccaaggcaggacagttacc SEQ ID NO 7

P10 (se une en la sec. cod. de GPD1) agcaccagatagagcaccaca SEQ ID NO 8

PCR de diagnóstico para comprobar la integración correcta del casete de reemplazo de promotor:
P11 (se une en K.l.LEU2) ggaccaccaacagcacctagt SEQ ID NO 9
P12 (se une al sitio de integración en el 
sentido de 3’ en la secuencia 
codificante de GPD1)

gtaagcaactgttgtttcaga SEQ ID NO 10

Deleción de GPD2 usando loxP-K.l. URA3-loxP como marcador seleccionable:
P29 atgcttgctgtcagaagattaacaagatacacattccttagatcccaatacaaca-

gatcacg SEQ ID NO 12
P30 cgatgtctagctcttcaatcatctccggtaggtcttccatgttttatttaggttctatcg

SEQ ID NO 13

PCR de diagnóstico para controlar la alteración de GPD2:
P33 ggtagattcaattctctttccc SEQ ID NO 14
P34 aggcaacaggaaagatcagagg SEQ ID NO 15

Fermentaciones discontinuas con oxígeno limitado y determinación de rendimientos de productos

1er día:15

- 1er precultivo: inocular 20 ml de YEPD con 500 l de disolución madre de glicerol

- Incubar durante la noche a 30ºC en un agitador (170 rpm) durante 20 horas

2o día:

- 2
o

precultivo: inocular 150 ml de YEPD con 1,5 ml del primer precultivo

- Incubar durante la noche a 30ºC en un agitador (170 rpm) durante 20 horas20

3er día:
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- Centrifugar el 2o precultivo (10 min, 5000 rpm, 4ºC) y lavar las células una vez con agua destilada

- Inoculación del cultivo principal: inocular 100 ml de YEPD en matraces Schott de 100 ml ajustando una DO de 0,2

- Inmediatamente, se tomaron muestras para la determinación de las concentraciones iniciales de glicerol, etanol, 
glucosa y biomasa

- Añadir un agitador magnético y cerrar los matraces con cierres tipo airlock para garantizar una liberación de gases 5
pero impedir la entrada de oxígeno

- Agitar el cultivo durante 24 h a 28ºC y 300 rpm

4o día:

- Se tomaron muestras (2 x 1 ml), se centrifugaron (10 min, 12000 rpm, 4ºC) y se almacenaron los sobrenadantes a
-20ºC hasta que se midieron las concentraciones de glicerol, etanol y glucosa. Se llevaron a cabo las mediciones de10
glucosa y productos de fermentación tal como se describió anteriormente (Nevoigt y Stahl, 1996). Se determinó el 
peso seco de levadura (biomasa) al final de la fermentación filtrando 30 ml del cultivo usando filtros de nitrocelulosa 
pesados previamente (tamaño de poro de 0,45 mm). Se lavaron los filtros con las células con agua destilada y se 
secaron hasta que el peso alcanzó un valor estable.

Determinación de la actividad específica de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa15

En general, se determinaron actividades enzimáticas in vitro durante el crecimiento logarítmico, es decir cuando la 
densidad celular era aproximadamente 1 durante las fermentaciones discontinuas. Se rompieron células de levadura
mediante agitación con vórtices con perlas de vidrio (0,5 mm de diámetro) durante 15 min a 4ºC según un método 
descrito previamente (Ciriacy, 1975). Con el fin de someter a ensayo GPD, se recogieron aproximadamente 3 x 109

células y se homogeneizaron en 3 ml de tampón trietanolamina (Blomberg y Adler, 1989; Andre et al., 1991) que 20
contenía 0,2 mmol/l de fluoruro de fenilmetilsulfonilo y 2 g de perlas de vidrio. Se centrifugó el homogeneizado en 
cada caso a 12000 g y 4ºC durante 15 min. Se usó el sobrenadante tras la desalación mediante paso a través de
una columna Sephadex G-25. (Pharmacia PD-10, Pharmacia Fine Chemicals, Suecia). Se sometió a ensayo GPD 
en tampón imidazol a pH 7,0 según Gancedo et al. (1968). Se midió la concentración de proteínas mediante el
método con azul de Coomassie (Bradford, 1976), usando albúmina sérica bovina A 3350 (Sigma Chemical Co., St 25
Louis, MO) como patrón (Nevoigt y Stahl, 1996).

Crecimiento sobre placas de agar en condiciones aerobias y anaerobias

Se diluyeron cultivos de fase estacionaria de las dos cepas en medio YEPD (diluciones de diez veces) y se transfirió 
una alícuota a placas de agar con YEPD usando un sello. Se incubaron las placas durante 3 días. Se obtuvieron 
condiciones libres de oxígeno aplicando Anaerocult A (MERCK) en un incubador hermético.30

Deleciones de GPP1 y GPP2

Puede efectuarse deleción del gen GPP1 mediante la técnica de selección como diana mediante PCR de regiones 
de homología flanqueantes largas (Pahlman et al, 2001). En la primera etapa, se usaron un conjunto de cebadores
(TGTGTGAGTTCCTCTTTTCTT (SEQ ID NO 16) y TCAAAGGCATTGCGATGGTT (SEQ ID NO 17)) para amplificar
una porción de 263 pares de bases (pb) de longitud de ADN genómico de S. cerevisiae W303, en el sentido de 5’ del35
tercer codón en el ORF de GPP1. Se usó un segundo conjunto (CGCTAAGGATGACTTGTTGA (SEQ ID NO 18) y
CTCTAACTTCTCGTCGTACT (SEQ ID NO 19)) para amplificar un fragmento de 358 pb del noveno codón en el
ORF de GPP1 en el sentido de 5’ del codón de terminación. El extremo 59 de los cebadores adyacentes al sitio de 
inserción portaba 25 extensiones de nucleótidos homólogas a las regiones 59 y 39 del casete de alteración hisGMX6 
o kanMX4 de los plásmidos pFA6a-hisGMX6 y pFA6-kanMX4. En la segunda reacción PCR, se usaron pFA6a-40
hisGMX6 y pFA6-kanMX4 como moldes y se fusionaron las regiones homólogas a 59 y 39 de la primera reacción 
PCR al casete de alteración sirviendo como cebadores junto con los cebadores directo en el sentido de 5’ e inverso 
en el sentido de 3’ de las regiones flanqueantes, produciendo así el casete de selección como diana del ORF. Se 
transformó este casete en una cepa W303 de S. cerevisiae haploide, y se seleccionaron transformantes 
independientes para la verificación del reemplazo de GPP1. Usando un conjunto de cebadores (directo: 45
CAAGCAGGAAATCCGTATCA (SEQ ID NO 20) e inverso TCATATGGAGCAATCCCACT (SEQ ID NO 21)) que se 
hibridaban en el sentido de 5’ y en el sentido de 3’, respectivamente, del casete de disrupción, se amplificó ADN 
cromosómico. Se verificó la longitud de los productos de PCR mediante electroforesis en gel de agarosa. Se alteró el
ORF de GPP2 de una manera similar usando un conjunto de cebadores (CAAGTGAGGACTTTTCGGAT (SEQ ID 
NO 22) y GTAGTCAATCCCATTCCGAA (SEQ ID NO 23)) para amplificar un fragmento de 346 pb en el sentido de 5’50
del cuarto codón en el ORF. Se usó el segundo conjunto (GGACGATCTGTTGAAATGGT (SEQ ID NO 24) y
CCTGTCCACTTTCAAGTTGCT (SEQ ID NO 25)) para amplificar un fragmento de 287 pb del séptimo codón en el
ORF de GPP2 en el sentido de 3’ del codón de terminación. Se verificó la integración correcta de los módulos de 
alteración en los alelos de GPP1 y GPP2 mediante PCR usando cebadores apropiados.

Basándose en esta cepa, se introdujeron deleciones adicionales tal como se describe en el presente documento.55
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Experimentos preliminares

En estudios iniciales, los inventores sometieron a prueba cepas con deleciones en GPP para determinar su
capacidad de impedir la formación de glicerol en la producción de bioetanol combustible. La eliminación completa de
GPD, una enzima clave en la biosíntesis de glicerol, no era sencilla. Se han observado las ventajas principales de la 
supresión de la actividad de GPP, en lugar de GPD, en i) la conservación de la etapa de reoxidación de NADH de la 5
biosíntesis de glicerol (realizada mediante productos génicos de GPD1/2) y ii) la provisión de L-G3P con fines 
anabólicos (figura 1).

Se estudiaron tanto cepas con deleción individual (gpp1 y gpp2) como una cepa con deleción doble
(gpp1gpp2) de la cepa de levadura de laboratorio W301-1A. Se caracterizaron los fenotipos de las diferentes
cepas durante procedimientos de fermentación de etanol dinámica en un biorreactor altamente dotado de 10
instrumentos de medida en un medio mineral en condiciones aerobias. Un análisis comparativo de la cepa silvestre y
las diferentes cepas mutantes condujo a las siguientes conclusiones:

• una deleción individual de uno de los dos genes GPP no condujo a cambios fenotípicos importantes (crecimiento, 
producción de etanol y glicerol)

• sólo se disminuyó la concentración de glicerol en un 65% en el mutante con deleción doble gpp1 gpp2 pero no15
se suprimió

• el mutante doble gpp1 gpp2 mostró una velocidad de crecimiento que se vio afectada negativamente 
(disminuida en un 65%) y una menor tolerancia al etanol

Se desconoce la ruta de formación de glicerol en un mutante gpp1 gpp2. Además, los motivos del crecimiento que 
se vio afectado negativamente y la menor tolerancia al etanol en el mutante con deleción doble gpp1 gpp2 siguen 20
siendo poco claros. No obstante, los datos muestran que una deleción completa de GPP tampoco es sencilla para
mejorar considerablemente la productividad de etanol. Probablemente GPP tiene otra función que se desconoce
pero importante en la célula.

Los experimentos muestran que puede recuperarse el crecimiento de un mutante gpp1 gpp2 a nivel silvestre tras
reducir la actividad de GPD en esta cepa. Por tanto, se supone, sin querer restringirse a la teoría, que una alta25
acumulación intracelular de L-glicerol 3-fosfato es responsable del defecto de crecimiento de un mutante gpp1
gpp2. Se reduce este alto nivel cuando se reduce la actividad de GPD en la célula.

Por tanto, los inventores encontraron sorprendentemente que se mantiene una aptitud biológica celular (en GPP 
silvestre) o se restablece (en células con actividad de GPP suprimida) si no se suprime completamente la actividad 
de GPD, una enzima clave en la ruta de biosíntesis de glicerol, pero que en su lugar se mantiene un flujo mínimo a 30
través de la enzima clave requerido por la célula. Esto está en contraposición con una supresión completa de GPD o
GPP, puesto que ambas demostraron ser perjudiciales para la aptitud biológica celular.

Generación de promotores de actividades clasificadas para ajustar de manera precisa actividades enzimáticas

Es de crucial importancia tener herramientas para ajustar de manera precisa actividades enzimáticas con el fin de
determinar los requisitos mínimos de las células con respecto al flujo a través de la ruta de biosíntesis de glicerol. 35
Recientemente, se desarrolló una colección robusta y bien caracterizada de mutantes de promotor de levadura de
fuerzas clasificadas de manera precisa (Alper et al., 2005; Nevoigt et al., 2006). Usando estos mutantes de 
promotor, se crearon casetes de reemplazo de promotor, qua ahora están disponibles en combinación con dos
marcadores seleccionables genéticamente diferentes. Para mostrar la utilidad de estos casetes de promotor, se han 
usado para ajustar la expresión de GPD1 en S. cerevisiae y analizar el impacto sobre la formación de glicerol y el 40
rendimiento de biomasa (Nevoigt et al., 2006).

Resultados

Se generó una cepa de laboratorio de S. cerevisiae que portaba deleciones en los genes GPP1, GPP2 y GPD2 y
que tenía una expresión muy baja de GPD1 debido al hecho de que el promotor GPD1 nativo en el genoma de 
levadura se reemplazó por un promotor débil. Este promotor débil (SEQ ID NO 5) se obtuvo de la colección de 45
mutantes del promotor TEF1 (mutante 2 TEFp) creada por Nevoigt et al. (2007) y se muestra junto con el promotor 
silvestre TEF1 (SEQ ID NO 11) en la figura 2.

Esta cepa denominada gpp1 gpp2 gpd2 TEF1pmut2-GPD1 (EN-G46a; tabla 1) mostró una actividad de GPD
que era aproximadamente el 7% de la de la silvestre isogénica (figura 3). La cepa gpp1 gpp2 gpd2 TEF1pmut2-
GPD1 y la silvestre correspondiente se usaron para fermentar el 2% de glucosa en un medio complejo (YEPD) en50
condiciones limitantes de oxígeno (véanse los métodos anteriores). La cepa modificada mediante ingeniería mostró
un rendimiento de glicerol por gramo de glucosa consumida que era sólo el 14,5% del de la silvestre (figura 4). El 
rendimiento de etanol (gramos de etanol por gramo de glucosa consumida) era un 6,7% mayor que el rendimiento 
de la silvestre (figura 4). Sorprendentemente, el rendimiento de biomasa final (figura 4) no se vio influido por la
modificación mediante ingeniería de la ruta de glicerol aún cuando las condiciones durante la fermentación 55
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discontinua eran casi anaerobias (100 ml de cultivo en matraces de 100 ml cerrados con cierres tipo airlock). 
También se investigó el crecimiento de ambas cepas en condiciones aerobias y anaerobias usando placas de agar 
con YEPD y prácticamente no hubo ninguna diferencia (figura 5). También se mostró que el crecimiento en el medio 
YEPD líquido en condiciones aerobias era el mismo (figura 6). Ambas cepas mostraron una velocidad de crecimiento 
promedio de 0,27 h-1 durante la fase de crecimiento exponencial.5

Experimentos preliminares han mostrado que puede obtenerse el mismo resultado regulando por disminución la 
actividad de GPD sola, es decir sin deleciones de GPP1 y GPP2. Por tanto, parece que las deleciones de GPP1 y
GPP2 no son necesarias para la invención.

Relevancia industrial de los resultados

Los resultados obtenidos tienen un gran impacto sobre la producción de bioetanol (incluyendo biocombustibles de10
primera generación) puesto que puede producirse más etanol a partir de la misma cantidad de sustrato (hidratos de 
carbono tales como hidrolizados de almidón, celulosa o hemicelulosa). Además, se reduce considerablemente la 
producción de glicerol. Esto también es importante porque el glicerol participa en la incrustación de las unidades de 
destilación en el procedimiento de producción de bioetanol.

Ésta es la primera vez que se redujo considerablemente la producción de glicerol sin influir negativamente en el 15
crecimiento en condiciones limitantes de oxígeno. El aumento en la productividad de etanol es mayor que el descrito 
en la técnica anterior debido a la velocidad de crecimiento normal de las células junto con una producción 
aumentada de etanol a expensas de la formación de glicerol.
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REIVINDICACIONES

1. Método de modificación de una célula de levadura para la producción de etanol,

caracterizado por reducir la actividad de la proteína glicerol 3-fosfato deshidrogenasa-1, Gpd1, y reducir la 
actividad de la proteína glicerol 3-fosfato deshidrogenasa-2, Gpd2,

por reducir, pero no eliminar, la actividad de la proteína Gpd1 y eliminar la actividad de la proteína Gpd2; o5

por eliminar la actividad de la proteína Gpd1 y reducir, pero no eliminar, la actividad de la proteína Gpd2; o

por reducir, pero no eliminar, la actividad tanto de la proteína Gpd1 como de la proteína Gpd2,

en el que la reducción de la actividad de la proteína Gpd1 y/o la proteína Gpd2 se consigue reduciendo la 
expresión del gen GPD1 y/o el gen GPD2,

caracterizado porque la expresión del gen GPD1 y/o el gen GPD2 se reduce en al menos un 50% en 10
comparación con la expresión en una célula de levadura silvestre.

2. Método según la reivindicación 1, caracterizado porque el gen GPD1 y/o el gen GPD2 se expresa mediante
un promotor que está ligado de manera funcional al gen GPD1 o al gen GPD2, en el que el promotor 
provoca menos de o igual al 20% de transcripción del promotor TEF1 ligado de manera funcional al gen 
GPD1 o al gen GPD2.15

3. Método según la reivindicación 1 ó 2, caracterizado porque el promotor es un promotor según SEQ ID NO 5 
o SEQ ID NO 6.

4. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado por reducir adicionalmente la actividad 
de la proteína glicerol 3-fosfatasa-1, Gpp1, y/o la proteína glicerol 3-fosfatasa-2, Gpp2,

y por reducir la actividad de la proteína Gpp1 y eliminar la actividad de la Gpp2, o20

por eliminar la actividad de la proteína Gpp1 y reducir la actividad de la Gpp2, o

por reducir la actividad de la proteína Gpp1 y reducir la actividad de la Gpp2,

en el que la reducción de la actividad de la proteína Gpp1 y/o la proteína Gpp2 se consigue reduciendo la 
expresión de la proteína Gpp1 y/o la Gpp2,

caracterizado porque la expresión del gen GPP1 y/o el gen GPP2 se reduce en al menos un 50% en 25
comparación con la expresión en una célula de levadura silvestre.

5. Método según la reivindicación 4, caracterizado porque el gen GPP1 y/o el gen GPP2 se expresa mediante
un promotor que está ligado de manera funcional al gen GPP1 o al gen GPP2, en el que el promotor 
provoca menos de o igual al 20% de transcripción del promotor TEF1 ligado de manera funcional al gen 
GPP1 o al gen GPP2.30

6. Método según la reivindicación 4 ó 5, caracterizado porque el promotor es un promotor según SEQ ID NO 5 
o SEQ ID NO 6.

7. Célula de levadura modificada, en la que la actividad de la proteína Gpd1 y Gpd2 se reduce en 
comparación con una célula de levadura silvestre,

en la que se reduce, pero no se elimina, la actividad de la proteína Gpd1 y se elimina la actividad de la 35
proteína Gpd2; o

se elimina la actividad de la proteína Gpd1 y se reduce, pero no se elimina, la actividad de la proteína 
Gpd2; o

se reduce, pero no se elimina, la actividad tanto de la proteína Gpd1 como de la proteína Gpd2,

en la que la actividad reducida se consigue mediante una expresión reducida del gen GPD1 y/o gen GPD2,40

caracterizada porque la expresión del gen GPD1 y/o el gen GPD2 se reduce en al menos un 50% en 
comparación con la expresión del gen silvestre.

8. Célula de levadura modificada según la reivindicación 7, caracterizada porque el gen GPD1 y/o el GPD2 se
expresa mediante un promotor que está ligado de manera funcional al gen GPD1 o al gen GPD2, en la que
el promotor es débil en comparación con el promotor en la célula de levadura silvestre.45
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9. Célula de levadura modificada según la reivindicación 7 u 8, caracterizada porque el promotor es un 
promotor según SEQ ID NO 5 o SEQ ID NO 6.

10. Uso de una célula de levadura modificada genéticamente según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,
para producir etanol.

11. Método para la producción de etanol, que comprende las siguientes etapas:5

- proporcionar una célula de levadura según cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9,

- proporcionar biomasa,

- hacer crecer la célula de levadura en presencia de la biomasa en condiciones que permiten la producción 
de etanol.

10
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