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DESCRIPCIÓN 

Una célula de levadura para la producción de terpenos y usos de los mismos 

La presente invención se relaciona con una célula de levadura, en la que dicha célula comprende un gen funcional 
que codifica para hidroximetilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) reductasa soluble; uno o más genes que codifican 
para esterilaciltransferasas en dicha célula, son defectuosos o eliminados; y dicha célula es prototrófica para al 5 
menos histidina, leucina o uracilo. Además, la presente invención se relaciona con el uso de dicha célula para la 
producción de uno o más terpenos. Adicionalmente, la presente invención se relaciona con métodos de generación 
de dicha célula y la producción de uno o más terpenos, y una composición farmacéutica o cosmética, un lubricante 
o aceite para transformador que comprende dichos terpenos. 

En la industria farmacéutica, cosmética y química de hoy, diferentes terpenos son de creciente importancia. Se 10 
usan los terpenos, por ejemplo como aditivos en composiciones farmacéuticas y cosméticas, cómo adyuvantes en 
vacunas, como humectantes de la piel, como agentes mucolíticos, como feromonas, como hormonas, para el 
control de plagas, como humectantes, como fragancias, como lubricantes, como agentes antimicrobianos, como 
agentes antiinflamatorios, como aditivos alimenticios, como aislantes eléctricos, como aceite para transformador o 
aditivos para aceite para transformador, y como productos químicos en bruto útiles en la industria química, 15 
farmacéutica y cosmética. Los terpenos se pueden usar adicionalmente como una fuente natural y sostenible para 
propósitos químicos. 

Químicamente, los terpenos son derivados de una o más unidades de isopreno, también designadas como 
unidades de prenilo. El isopreno tiene la fórmula CH2=C(CH3)-CH=CH2. Adicionalmente, por conjugación de 
heteroátomos tales como, por ejemplo, oxígeno o nitrógeno, se pueden modificar los terpenos hasta terpenoides 20 
que también son conocidos como isoprenoides. 

En la naturaleza, la mayoría de los terpenos se encuentran como metabolitos secundarios en plantas, hongos y 
animales. Además, varias bacterias producen terpenos. Los terpenos pueden comprender diferentes números de 
unidades de isopreno. Los hemiterpenos y derivados de los mismos comprenden una unidad individual de isopreno 
y comprenden, por ejemplo, prenol y ácido isovalérico. Los monoterpenos y derivados de los mismos comprenden 25 
dos unidades de isopreno y comprenden, por ejemplo, geraniol, limoneno y terpineol. Los sesquiterpenos y 
derivados de los mismos comprenden tres unidades de isopreno y comprenden, por ejemplo, farnesenos, farnesol. 
Los diterpenos y derivados de los mismos están compuestos por cuatro unidades de isopreno y comprenden, por 
ejemplo, geranilgeranilo pirofosfato, cafestol, kahweol, cembreno y taxadieno (precursor de taxol), retinol, retinal y 
fitol. Los sesterterpenos y derivados de los mismos comprenden cinco unidades de isopreno y comprenden, por 30 
ejemplo, sesterterpenos y geranilfarnesol. Los triterpenos comprenden seis unidades de isopreno y comprenden, 
por ejemplo, escualeno, lanosterol y cicloartenol. Los tetraterpenos comprenden, por ejemplo, licopeno acíclico, el 
gammacaroteno monocíclico, y los alfa y beta carotenos bicíclicos. Los politerpenos consisten en cadenas largas de 
numerosas unidades de isopreno y comprenden, por ejemplo, caucho natural y gutapercha. 

La vasta mayoría de terpenos es derivada de la ruta del mevalonato catalizada enzimáticamente. Aquí, la formación 35 
de terpenos inicia con acetil-coenzima A (CoA). Dos moléculas de acetil-CoA catalizadas enzimáticamente 
reaccionan hasta una molécula de acetoacetil-CoA. En el siguiente paso, el acetoacetil-CoA reacciona con una 
molécula adicional de acetil-CoA hasta 3- hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (hidroximetilglutaril-CoA; HMG-CoA). En el 
siguiente paso, se reduce HMG-CoA hasta mevalonato. Esta reacción es catalizada por la enzima reductasa HMG-
CoA y es típicamente el paso limitante de la velocidad de biosíntesis de terpeno. Por lo tanto, se conoce la 40 
reductasa HMG-CoA como la enzima clave para la ruta de mevalonato. 

El mevalonato es típicamente fosforilado dos veces y descarboxilado hasta isopentenil-pirofosfato (IPP). A través de 
los pasos secuenciales de la formación de isómeros, condensación y deshidrogenación, se convierte el IPP en 
geranil-pirofosfato, que se combina con una unidad adicional de IPP hasta farnesil-pirofosfato. Dos moléculas de 
farnesil-pirofosfato de manera reductora condensan hasta escualeno, que puede ser convertido en colesterol y en 45 
cualquier hormona esteroide. 

Alternativamente, geranil-pirofosfato y farnesil-pirofosfato pueden reaccionar adicionalmente hasta terpenos 
superiores y, tales como tetra y politerpenos. 

Un terpeno de gran importancia es el triterpeno escualeno. Mundialmente, aproximadamente 2000 toneladas de 
escualeno se producen anualmente. Esto conduce a una facturación anual de aproximadamente 125 millones de 50 
dólares de Estados Unidos. Técnicamente, el escualeno se usa preferiblemente como aditivo nutricional, en 
cosméticos, y en la industria farmacéutica. Además, el escualeno se usa también como lubricante biodegradable y 
como aceite para transformador. El escualeno puede servir como un antioxidante y además es usado regularmente 
cómo adyuvante en vacunas. 
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Tradicionalmente, se obtiene el escualeno de fuentes biológicas, tales como, por ejemplo, aceite de pescado, en 
particular aceite de hígado de tiburón. Entonces, se purifica el escualeno de la composición compleja de aceite de 
pescado por procedimientos laboriosos. En el campo farmacéutico, la trazabilidad del producto a ser aprobado es 
muy importante para las Autoridades de Salud. Pero esta trazabilidad es difícil de asegurar cuando el producto 
contiene productos que provienen de origen animal. Por ejemplo, es difícil saber exactamente que ha comido el 5 
pescado, tal como un tiburón antes de ser sacrificado. En consecuencia, para un producto farmacéutico, es 
importante el uso de materias primas que cumplen BPM, lo que indica que su trazabilidad puede ser obtenida 
directamente del origen. Adicionalmente, varias especies de tiburones son especies en peligro amenazadas con la 
extinción. Los terpenos diferentes del escualeno son igualmente obtenidos a partir de materiales biológicos y han 
de ser purificados por procedimientos laboriosos y, a menudo peligrosos. 10 

Por lo tanto, hay una necesidad de formas alternativas de producción de terpenos, tal como escualeno. Se ha 
demostrado el uso de una cepa de levadura modificada genéticamente que produce mayores rendimientos de 
escualeno (EP 0 486 290). Sin embargo, las cepas de levadura descritas además producen cantidades altas de 
esteroides, tales como por ejemplo, ergosterol. La producción de esteroides disminuye el rendimiento de escualeno 
y otros terpenos. Adicionalmente, la presencia de grandes cantidades de impurezas de esteroides requiere métodos 15 
sofisticados para purificar el escualeno y otros terpenos materias primas. 

Hasta el momento, los organismos modificados genéticamente (GMOs) conocidos en la técnica producen terpenos 
en una concentración que es muy baja para la producción industrial eficiente de terpenos y con impurezas muy 
altas.  

Además, los organismos modificados genéticamente son conocidos generalmente por ser inestables 20 
comparativamente desde el punto genético y típicamente mostrar menor viabilidad y/o cinética de crecimiento, que 
las correspondientes a células de tipo silvestre, cuando son cultivadas. Por lo tanto, durante el cultivo de un lote de 
dichas células, la productividad de dicho lote típicamente disminuye rápidamente sobre el tiempo. Esto dificulta 
regularmente la facilidad del uso eficiente de organismos modificados genéticamente en métodos de producción 
industrial variables. 25 

Por otra parte, cuando se genera un organismo genéticamente modificado por inserción de uno o más genes 
foráneos, uno o más genes originales del organismo son reemplazados por dicho gen foráneo. Esto puede tener la 
ventaja de que las células se conviertan en auxotrofícas para ciertos nutrientes orgánicos, lo cual puede ser usado 
para propósitos de selección. Adicionalmente, bajo ciertas condiciones de cultivo de célula, la auxotrofia se conoce 
por ser capaz de tener ventajas para la reproductibilidad de las células. Bajo ciertas condiciones, las células 30 
prototróficas son incluso superadas por las correspondientes células auxotróficas. A manera de ejemplo, se ha 
descrito que bajo condiciones de crecimiento limitado por amoniaco, un prototrofo de histidina de células de 
levadura ho∆::HIS3 tuvo competencia con la correspondiente célula auxotrófica de histidina HO his3 cuando se 
cultivó por 30 generaciones (Pronk, 2002). Por lo tanto, los organismos modificados genéticamente son usualmente 
cultivados como cepas auxotróficas. Sin embargo, el uso de células auxotróficas evidentemente limita la libertad de 35 
escogencia del medio de cultivo. 

Se divulgan también las cepas de levadura modificada genéticamente para la producción de escualeno en Raab A. 
and Lang C., Abschlussbericht "Innovatives Verfahren zur Herstellung von Squalen mit Hefe" (AZ13202-32), 2009. 

En vista de lo anterior, existe todavía una necesidad inminente de organismos para producir terpenos en una 
concentración y pureza suficientemente alta para su uso industrial, las cuales son de suficientemente estables 40 
desde el punto de vista genético. 

En consecuencia, el problema técnico de la presente invención subyace en el suministro de un organismo con 
productividad mejorada de terpenos y genética mejorada, y estabilidad fenotípica. 

Sorprendentemente, se encontró que una célula de levadura que comprende un gen funcional que codifica para 
hidroximetilglutaril coenzima- A (HMG-CoA) reductasa soluble, en la que uno o más genes que codifican para las 45 
esterilaciltransferasas han sido eliminados y que fue prototrófica para histidina, leucina y uracilo, muestra una 
productividad alta de terpenos y genética mejorada, y estabilidad fenotípica en cultivo de célula. Como era de 
esperarse, la eliminación de genes que codifican para esterilaciltransferasas condujo a menores niveles de 
esterilésteres. Sin embargo, inesperadamente, la eliminación de genes que codifican para esterilaciltransferasas no 
condujo a una acumulación de esteroles, pero si a una acumulación de terpenos, tales como escualeno. 50 

Las células generadas forman una línea de célula estable y son genéticamente estables cuando son cultivadas por 
más de 30 generaciones. En estas, se encontró sorprendentemente que una célula que es prototrófica para 
histidina, leucina y uracilo, muestra una estabilidad genética y fenotípica más alta que una célula auxotrófica 
correspondiente. 
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En un primer aspecto, la presente invención se relaciona con una célula de levadura, en la que 

a)  dicha célula comprende un gen funcional que codifica para hidroximetilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) 
reductasa soluble; 

b)  uno o más genes que codifican para esterilaciltransferasas en dicha célula, son defectuosos o eliminados; y 

c)  dicha célula es prototrófica para histidina, leucina y uracilo. 5 

Como se usa aquí, el término "célula de levadura" se puede entender en el sentido más amplio como cualquier 
célula de un organismo de levadura. Preferiblemente, la célula de levadura puede ser una célula de 
Saccharomyces, en particular una célula de Saccharomyces seleccionada del grupo consiste en Saccharomyces 
cerevisiae, Saccharomyces delbrückii, Saccharomyces italicus, Saccharomyces ellipsoideus, Saccharomyces 
fermentati, Saccharomyces kluyveri, Saccharomyces krusei, Saccharomyces lactis, Saccharomyces marxianus, 10 
Saccharomyces microellipsoides, Saccharomyces montanus, Saccharomyces norbensis; Saccharomyces oleaceus, 
Saccharomyces, paradoxus, Saccharomyces pastorianus, Saccharomyces pretoriensis, Saccharomyces rosei, 
Saccharomyces rouxii, Saccharomyces, uvarum, Saccharomycodes ludwigii. Más preferiblemente, la célula es una 
célula Saccharomyces cerevisiae. La célula Saccharomyces cerevisiae puede ser una célula de cualquier cepa, 
preferiblemente una célula de cepa AH22 como se usa a manera de ejemplo en los ejemplos. 15 

Alternativamente, la célula puede ser una célula no Saccharomyces de Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces 
marxianus var. marxianus, Kluyveromyces thermotolerans, Candida utilis, Candida tropicalis, Candida albicans, 
Candida lipolytica und Candida versatilis, del género Pichia como Pichia stipidis, Piachia pastoris und Pichia 
sorbitophila, Cryptococcus, Debaromyces, Hansenula, Saccharomycecopsis, Saccharomycodes, 
Schizosaccharomyces, Wickerhamia, Debayomyces, Hanseniaspora, Kloeckera, Zygosaccharomyces, Ogataea, 20 
Kuraishia, Komagataella, Metschnikowia, Williopsis, Nakazawaea, Cryptococcus, Torulaspora, Bullera, Rhodotorula, 
Willopsis o Sporobolomyces. 

Como es usado aquí, el término "gen funcional" indica que el gen puede estar activo en la célula de levadura. Bajo 
condiciones adecuadas, el gen puede, por lo tanto, ser transcrito y traducido en la célula de levadura y se puede 
expresar el polipéptido de hidroximetilglutaril coenzima- A (HMG-CoA) reductasa. Como es usado a través de la 25 
invención, se pueden entender los términos "polipéptido" y "proteína" de manera intercambiable. 

El término "hidroximetilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) reductasa soluble" se puede entender en el sentido más 
amplio como la forma soluble de un enzima que cataliza la reducción de hidroximetilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) 
hasta mevalonato. Como es usado aquí, se pueden entender los términos "hidroximetilglutaril-coenzima-A", 
"hidroximetilglutaril-CoA", "3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA", "3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA", "β-hidroxi- β-metil-glutaril-30 
CoA", "β-hidroxi-β-metilglutaril-CoA", "beta-hidroxi-beta-metil-glutaril-CoA", "beta-hidroxi-beta-metilglutaril-CoA" y 
"HMGCoA" de manera intercambiable. 

Preferiblemente, en contraste a la forma de tipo silvestre de reductasa HMG-CoA, la reductasa HMG-CoA soluble 
de la presente invención puede no ser inhibida por uno o más de los inhibidores del tipo silvestre HMG-CoA, tales 
como, por ejemplo, mevalonato, glucagón, colesterol, L-hidroxicolesterol, lipoproteínas de baja densidad y ácidos 35 
biliares. 

Más preferiblemente, la reductasa soluble HMG-CoA es una reductasa HMG-CoA (tHMG1) truncada como se usa a 
manera de ejemplo en los ejemplos. Esta tHMG1 es descrita adicionalmente por Basson et al. (Basson et al., 1988) 
y/o es codificada por la secuencia de ADN de SEQ ID NO:1. 

Se puede entender que la reductasa soluble HMG-CoA de la presente invención también puede ser un producto de 40 
una o más modificaciones postranslacionales. Las modificaciones postranslacionales son bien conocidas en la 
técnica y pueden comprender pero pueden no estar limitadas a formación de lípidos, fosforilación, sulfación, 
glicosilación, truncamiento, formación de ciclos de varios restos de aminoácidos, formación de ciclos de la cadena 
de polipéptido, oxidación, reducción, descarboxilación, acetilación, amidación, desamidación, formación de enlaces 
disulfuro, formación de piroglutamato, adición de aminoácidos, adición de cofactor (por ejemplo, biotinilación, 45 
adición de hemo) y formación de complejos de iones metálicos, iones no metálicos, péptidos o pequeñas moléculas 
y adición de grupos hierro - sulfuro. Evidentemente, los, cofactores, tales como, por ejemplo, ATP, ADP, NAD+, 
NADH+H+, NADP+, NADPH+H+, iones de metal, aniones, lípidos, etc. pueden estar unidos al polipéptido, con 
independencia de la influencia biológica de estos cofactores. 

El término "soluble" como es usado aquí se refiere a la forma de la enzima con propiedades disminuidas de unión a 50 
membrana. Preferiblemente, más de 50% de las moléculas HMG-CoA solubles de la presente invención no están 
integradas en o vinculadas a la membrana, más preferiblemente más de 60% de las moléculas HMG-CoA solubles 
de la presente invención no están integradas en o vinculadas a la membrana, incluso más preferiblemente más de 
70% de las moléculas HMG-CoA solubles de la presente invención no están integradas en o vinculadas a la 
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membrana, incluso más preferiblemente más de 80% de las moléculas HMG-CoA solubles de la presente invención 
no están integradas en o vinculadas a la membrana, incluso más preferiblemente más de 90% de las moléculas 
HMG-CoA solubles de la presente invención no están integradas en o vinculadas a la membrana, lo más 
preferiblemente más de 95% de las moléculas HMG-CoA solubles de la presente invención no están integradas en 
o vinculadas a la membrana. La reductasa soluble HMG-CoA esta preferiblemente presente en el citosol de la 5 
célula de levadura de la presente invención. 

El término "esterilaciltransferasa" como es usado aquí, se refiere a cualquier enzima que cataliza la formación de 
esteril acil ésteres. La esterilaciltransferasa puede ser una esterol O-aciltransferasa. Como son usados aquí los 
términos "esterol O-aciltransferasa", "esterol-éster sintetasa" y "acil-CoA:esterol aciltransferasa" pueden ser 
entendidos de manera intercambiable. En el contexto de la presente invención, la esterol O-aciltransferasa es 10 
preferiblemente una esterol O-aciltransferasa de levadura (EC 2.3.1.26). Más preferiblemente, las esterol O-
aciltransferasas es/son los productos de gen de una o ambas esterol O-aciltransferasas usadas a manera de 
ejemplo en los ejemplos de la presente invención, así, el gen ARE1 y/o el gen ARE2 de levadura. 

El gen ARE1 también es conocido como el gen SAT2, nombre de locus ordenada YCR048W u ORF nombre 
YCR48W. El gen ARE2 también es conocido como el gen SAT1, nombre de locus ordenada YNR019W u ORF 15 
nombre N3206. 

En el contexto de la célula de levadura de la presente invención, los genes que codifican para esterilaciltransferasa 
son eliminados o defectuosos. Como es usado aquí, el término "eliminados" indica que el gen o una o más partes 
del gen han sido removidos. El gen no es transcrito y no se produce gen de producto, por lo tanto no se produce 
polipéptido correspondiente. Se puede entender que no necesariamente se debe remover el gen completo del 20 
genoma. Preferiblemente más de 50% del gen, más preferiblemente más de 60% del gen, incluso más 
preferiblemente más de 70% del gen, incluso más preferiblemente más de 80% del gen, incluso más 
preferiblemente más de 90% del gen, incluso más preferiblemente más de 95% del gen, y lo más preferiblemente 
100% del gen son eliminados. La eliminación puede ser una eliminación terminal o una eliminación intercalada. 
Puede ser causada por un experimentador o por la naturaleza. Un gen puede ser eliminado por cualquier medio 25 
conocido en la técnica. Por ejemplo, un gen puede ser eliminado mediante cruzamiento o uso de procedimientos de 
crerecombinasa (Guldener et al, 1996). 

Como es usado aquí, el término "defectuoso" indica que el gen es ya sea no transcrito o que el gen codifica para un 
producto de gen, en consecuencia, un polipéptido que no es funcional. En el contexto de genes de esterilacil 
aciltransferasas, el término "no funcional" se refiere a un polipéptido que tiene menos de 50%, preferiblemente 30 
menos de 40%, más preferiblemente menos de 30%, incluso más preferiblemente menos de 20%, incluso más 
preferiblemente menos de 10%, incluso más preferiblemente menos de 5%, incluso más preferiblemente menos de 
4%, incluso más preferiblemente menos de 3%, incluso más preferiblemente menos de 2%, y lo más 
preferiblemente menos de 1% de la eficiencia de transferencia de acilo comparada con la del correspondiente 
polipéptido de tipo silvestre. 35 

Como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos, los genes ARE1 y/o ARE2 pueden ser preferiblemente 
eliminados, en particular son eliminados los genes ARE1 y ARE2. Un gen puede tornarse defectuoso por cualquier 
medio conocido en la técnica. Por ejemplo, el gen puede tornarse defectuoso por mutagénesis no específica, 
causada por un experimentador o por la naturaleza (por ejemplo, por radiación, agentes químicos, o 
espontáneamente) o por mutagénesis dirigida al sitio (por ejemplo, por PCR). Puede ser causado por un 40 
desplazamiento del marco o una mutación puntual (intercambio nucleótido individual). 

A través de la invención, el término "prototrófica" se puede entender en el sentido más amplio como que tiene la 
habilidad para sintetizar un compuesto orgánico particular requerido para el crecimiento de célula. En el contexto de 
la presente invención, la célula de levadura puede ser prototrófica para histidina, leucina y/o uracilo. Por lo tanto, la 
célula es capaz de sintetizar histidina, leucina y/o uracilo por sí misma y es por lo tanto capaz de crecer libre en 45 
medio libre de histidina, leucina y/o uracilo y en placas de cultivo celular libres de histidina, leucina y/o uracilo. Se 
puede entender que una célula de levadura también puede ser prototrófica para otros factores nutrientes. 

En una realización preferida, la célula de levadura de la presente invención es una célula de una línea de célula 
estable, preferiblemente más estable que la célula correspondiente que es por lo menos auxotrófica para histidina, 
leucina o uracilo, más preferiblemente auxotrófica para histidina y leucina, histidina y uracilo, o leucina y uracilo, 50 
incluso más preferiblemente auxotrófica para histidina, leucina y uracilo. 

Como es usado aquí, el término "línea de célula estable" se puede entender como una población de células que 
mantiene sus propiedades fenotípicas que son relevantes en el contexto de la presente invención. Estas 
propiedades relevantes son principalmente viabilidad, crecimiento y/o productividad de terpeno, más 
preferiblemente viabilidad, crecimiento y productividad de terpeno. 55 
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Una persona experta en la técnica entenderá que la línea de célula estable es preferiblemente también estable 
genéticamente. 

Cuando se cultiva por 30 generaciones, la productividad de terpeno preferiblemente disminuye no más de 50%, 
más preferiblemente disminuyen o más de 30%, incluso más preferiblemente no más de 20%, incluso más 
preferiblemente no más de 10%, incluso más preferiblemente no más de 8%, incluso más preferiblemente no más 5 
de 6%, incluso más preferiblemente no más de 4%, y lo más preferiblemente no más de 2% comparados con las 
células de levadura antes del cultivo por 30 generaciones. 

Adicionalmente, cuando se cultiva por 30 generaciones, la rata de reproducción de células preferiblemente 
disminuyó no más de 50%, más preferiblemente no más de 30%, incluso más preferiblemente no más de 20%, 
incluso más preferiblemente no más de 10%, incluso más preferiblemente no más de 8%, incluso más 10 
preferiblemente no más de 6%, incluso más preferiblemente no más de 4%, y más preferiblemente no más de 2% 
comparado con las células de levadura antes del cultivo por 30 generaciones. 

Además, la productividad de terpeno de la célula de levadura de la presente invención preferiblemente no 
disminuye por más de 20% cuando se cultivó por más de 10, más de 20, más de 30, más de 40, más de 50, más de 
60, más de 70, más de 80, más de 90, más de 100, más de 150, o más de 200 generaciones. 15 

Igualmente, la rata de reproducción celular de la célula de levadura de la presente invención preferiblemente no 
disminuye por más de 20% cuando se cultivó por más de 10, más de 20, más de 30, más de 40, más de 50, más de 
60, más de 70, más de 80, más de 90, más de 100, más de 150, o más de 200 generaciones. 

A través de la invención, el término "auxotrófica" se puede entender en su sentido más amplio como la inhabilidad 
de la célula de levadura para sintetizar un compuesto orgánico particular requerido para su crecimiento. En el 20 
contexto de la presente invención, una célula de levadura puede ser auxotrófica para histidina, leucina y/o uracilo. 
Por lo tanto, la célula es incapaz de sintetizar histidina, leucina y/o uracilo por sí misma y por lo tanto no es capaz 
de crecer en medio libre de histidina, leucina y/o uracilo y en placas de cultivo celular libres de histidina, leucina y/o 
uracilo de placas de cultivo. La célula de levadura auxotrófica requiere la respectiva suplementación de histidina, 
leucina y/o uracilo en el medio de cultivo. Se puede entender que una célula de levadura también puede ser 25 
auxotrófica para otros factores nutrientes del grupo que consiste en pero no está limitado a vitaminas, aminoácidos, 
azúcares y ácidos lípidos. 

Como es usado aquí, el término "célula correspondiente que es por lo menos auxotrófica para histidina, leucina o 
uracilo" se refiere a una célula del mismo origen genético que la célula de la presente invención. La célula 
correspondiente que es por lo menos auxotrófica para histidina, leucina o uracilo también comprende un gen 30 
funcional que codifica para reductasa soluble HMG-CoA. Adicionalmente, uno o más genes que codifican para 
esterilaciltransferasas en dicha célula son deficientes o eliminados. La única diferencia genética entre la célula de la 
presente invención y la célula correspondiente que es por lo menos auxotrófica para histidina, leucina y/o uracilo es 
que esta última es por lo menos auxotrófica para histidina, leucina y/o uracilo. Preferiblemente, la célula es una 
célula de Saccharomyces, más preferiblemente una célula de Saccharomyces cerevisiae, incluso más 35 
preferiblemente una célula de Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22, incluso más preferiblemente una célula 
originada de la cepa de levadura AH22tH3 derivada de la cepa AH22, más preferiblemente originada de la cepa 
AH22tH3ura8, incluso más preferiblemente originada de una de las cepas AH22tH3ura8∆arel o AH22tH3ura8∆are2. 
Más preferiblemente, la célula correspondiente que es por lo menos auxotrófica para histidina, leucina o uracilo es 
una célula de levadura de la cepa AH22tH3ura8∆are1 ∆are2 como se muestra en los ejemplos a manera de 40 
ejemplo. 

En una realización preferida, dicha célula es una célula modificada genéticamente. 

Como es usado aquí, el término "célula modificada genéticamente " se puede entender en el sentido más amplio 
como una célula cuyo genoma ha sido modificado por cualquier medio conocido en la técnica también denominado 
como organismo modificado genéticamente (GMO). La célula por sí misma se puede modificar o puede ser una 45 
progenie de una célula modificada genéticamente. Típicamente un GMO se genera por experimentación humana, 
tal como mutagénesis no especifica o específica por medio de radiación (por ejemplo, radiación ultravioleta (UV), 
radiación de rayos X, radiación radioactiva/nuclear (por ejemplo, radiación alfa, beta o gamma) o radiación cósmica) 
o uno o más agentes mutagénicos (por ejemplo, agente de introducción de grupos alquilo (por ejemplo, mostazas 
de nitrógeno (por ejemplo, ciclofosfamida, mecloretamina o mustina (HN2), uramustina o mostoaza de uracilo, 50 
melfalán, clorambucilo, ifosfamida), nitrosoureas (por ejemplo, carmustina, lomustina, estreptozocina), sulfonatos de 
alquilo (por ejemplo, busulfán), tiotepa y sus análogos, derivados de platino (por ejemplo, cisplatino, carboplatino, 
nedaplatino, oxaliplatino, satraplatino, tetranitrato de triplatino), procarbazina, altretamina, aflatoxinas y aflatoxinas y 
productos metabólicos y derivados de los mismos, nitrito, anilina y productos metabólicos y derivados de los 
mismos, benceno y productos metabólicos y sus derivados, compuestos aromáticos policíclicos y productos 55 
metabólicos y derivados de los mismos) a una nucleobase), nitrosaminas, arsénico, asbesto, berilio y sus 
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compuestos, óxido de etileno, compuesto de cromo hexavalente (VI), radón, cloruro de vinilo, fumar, etc.) Sin 
embargo, una mutación también puede ocurrir espontáneamente. 

En una realización preferida, dicha célula es una célula de Saccharomyces, más preferiblemente en la que dicha 
célula es una célula de Saccharomyces cerevisiae, en particular en la que dicha célula es derivada de una célula de 
Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22. 5 

Las células de levadura de la cepa AH22 son obtenibles comercialmente de la American Type Culture Collection 
(ATCC) bajo el número ATCC 38626. Originalmente, la cepa AH22 que tiene una mutación doble leu2- y el genotipo 
a’ leu2-3 leu2-112 his4-519 can1 se derivó de la cepa S288c de tipo silvestre (Hinnen et al., 1978). La cepa S288c 
(Mortimer et al., 1985) está también disponible comercialmente bajo el número ATCC 26108. Preferiblemente, la 
célula de levadura de la presente invención es una célula Saccharomyces cerevisiae originaria de la cepa AH22tH3 10 
que ha sido derivada de una célula de la cepa AH22, más preferiblemente originaria de la cepa AH22tH3ura8, 
incluso más preferiblemente originaria de una de las cepas AH22tH3ura8∆are1, AH22tH3ura8∆are2 o 
AH22tH3ura8∆are1∆are2, incluso más preferiblemente originaria de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2, incluso más 
preferiblemente originaria de una de las cepas AH22tH3ura8∆are1∆are2H, AH22tH3ura8∆are1∆are2U o 
AH22tH3ura8∆are1∆are2L. Más preferiblemente, la célula de levadura de la presente invención es una célula de 15 
levadura de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. Las 
células de levadura de la invención son prototróficas para histidina, leucina y uracilo. 

En una realización adicional preferida, la reductasa soluble HMG-CoA está caracterizada porque 

a)  es una proteína de reductasa soluble HMG-CoA truncada que carece de la región de unión de membrana; 

b)  está codificada en un vector bajo el control transcripcional de un promotor que es activo en dicha célula; y/o 20 

c)  esta expresada bajo el control de un promotor constitutivo, en particular bajo el control de un promotor 
constitutivo fuerte. 

En contexto de la presente invención, el término "proteína de reductasa soluble HMG-CoA truncada" se refiere a 
una proteína de reductasa HMGCoA de una menor longitud que la proteína de reductasa HMG-CoA con respecto a 
la longitud de la cadena de aminoácido constitutiva. Preferiblemente, la proteína de reductasa HMG-CoA carece de 25 
la región de unión de membrana de la proteína de tipo silvestre. 

Como es usado aquí, el término "región de unión de membrana " se refiere a una región en la cadena de polipéptido 
relevante para la integración dentro de la membrana o la unión a la membrana. Es conocido en la técnica que los 
aminoácidos con amino terminal en 525 de la reductasa HMG-CoA están integrados en su mayoría dentro de la 
membrana (Basson et al., 1988). 30 

Por lo tanto, en el contexto la presente invención, preferiblemente los aminoácidos con amino terminal pueden estar 
truncados hasta una posición de aminoácido entre un intervalo de aproximadamente 450 a 500, de 
aproximadamente 500 a 510, de aproximadamente 510 a 520, de aproximadamente 520 a 530, de 
aproximadamente 530 a 540, de aproximadamente 540 a 550, de aproximadamente 550 a 560, de 
aproximadamente 560 a 570 o de aproximadamente 570 a 600 aminoácidos. A manera de ejemplo, pueden ser 35 
truncados los aminoácidos hasta el aminoácido 552, así aminoácidos 1 a 552, (Polakowski et al., 1998). Más 
preferiblemente, la reductasa soluble HMG-CoA truncada es tHMG1 como se describe por Basson et al. (Basson et 
al., 1988). La tHMG1 está codificada por la secuencia de ADN de SEQ ID NO:1. 

En contraste con la forma de tipo silvestre de reductasa HMG-CoA, la reductasa soluble HMG-CoA truncada de la 
presente invención puede no estar inhibida por uno o más de los inhibidores de HMG-CoA de tipo silvestre, tal 40 
como, por ejemplo, mevalonato, glucagón, colesterol, L-hidroxicolesterol, lipoproteínas de densidad baja y ácidos 
biliares. 

Más preferiblemente, la reductasa soluble HMG-CoA es la reductasa HMG-CoA truncada tHMG1 como se muestra 
a manera de ejemplo en los ejemplos. Ésta tHMG1 es descrita adicionalmente por Basson et al. (Basson et al., 
1988) y/o es codificada por la secuencia de ADN de SEQ ID NO:1. 45 

Como se indica anteriormente, se puede entender que la reductasa soluble HMG-CoA de la presente invención 
también puede ser un producto de una o más modificaciones postraslacionales. Las modificaciones 
postraslacionales son bien conocidas en la técnica y pueden comprender pero pueden no estar limitadas a 
formación de lípidos, fosforilación, sulfatación, glicosilación, truncamiento, formación de ciclos de varios restos de 
aminoácidos, formación de ciclos de la cadena de polipéptido, oxidación, reducción, descarboxilación, acetilación, 50 
amidación, desamidación, formación de enlaces disulfuro, formación de piroglutamato, adición de aminoácidos, 
adición de cofactor (por ejemplo, biotinilación, adición de hemo) y la formación de complejos de iones metálicos, 
iones no metálicos, péptidos o pequeñas moléculas y adición de grupos hierro - sulfuro. Evidentemente, cofactores, 
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tal como, por ejemplo, ATP, ADP, NAD+, NADH+H+, NADP+, NADPH+H+, iones de metal, aniones, lípidos, etc. 
pueden estar unidos al polipéptido, con independencia de la influencia biológica de estos cofactores. 

Como es usado en el contexto de la presente invención, el término "vector" puede hacer referencia a cualquier 
composición que transfiere información genética dentro de la célula de levadura. La información genética puede 
estar codificada como ácido desoxirribonucleico (ADN) (ADN de cadena doble (ADNds), ADN de cadena individual 5 
(ADNss)), ácido ribonucleico (ARN), (ARN de cadena individual (ARNss), ARN de cadena doble (ARNds)), o como 
un análogo de ADN análogo tal como, por ejemplo, ácido nucleico de péptido (PNA), morfolino, ácido nucleico de 
glicol (GNA), ácido nucleico de treosa (TNA) o ADN metilado. Preferiblemente, la información genética está 
codificada como ADN. El vector puede ser cualquier vector conocido en la técnica tal como, por ejemplo, un vector 
lineal, un vector circular, un vector viral, o un vector bacteriano. Preferiblemente, el vector comprende ADN lineal o 10 
ADN circular, más preferiblemente ADN circular, en particular un plásmido. El vector puede ser insertado en la 
célula por cualquier medio conocido en la técnica, y puede ser usado en combinación con o sin agentes de 
transfección (por ejemplo, acetato de litio, polietilenoimina (PEI), fugeno , LT - 1, JetPEI , transfectamina, 
lipofectamina, UptiFectina, PromoFectina, GenePORTER, Hilymax, nanofibras de carbono, péptidos que penetran 
en células (CPP) con nanotubos de carbono, dominios de transducción de proteínas (PT ), liposomas, DEAE- 15 
dextrano, dendrímeros), con o sin formación electrónica de poros, o con o sin una pistola de genes, con o sin 
transfección óptica, con o sin electrotransferencia de genes, con o sin impalfección, con o sin magnetofección, y/o 
con o sin transfección asistida por magneto. Preferiblemente, el vector es un vector de ADN circular, más 
preferiblemente, el vector es un plásmido. El plásmido puede ser cualquier plásmido conocido en la técnica tal 
como, por ejemplo, un plásmido YEpH2 o un plásmido de pUC19. El vector también puede ser un casete de 20 
expresión lineal que puede o no estar integrado en el genoma de la célula objetivo. Sin embargo, se puede 
entender que cualquier otro vector también puede ser usado. 

El término "bajo control transcripcional" indica que el promotor regula la rata de transcripción del gen. La rata de 
transcripción es la rata del ARN mensajero (ARNm) complementariamente a un segmento de la cadena antisentido 
del ADN vector generado por intervalo de tiempo. 25 

Como es usado aquí, el término "promotor" se puede entender en el sentido más amplio como una región de ADN 
que facilita la transcripción del gen que codifica para reductasa soluble HMG-CoA. El promotor puede estar 
localizado cerca al gen, y puede estar localizado en la misma cadena y cadena arriba. La cadena arriba indica que 
está localizado hacia la región 5’ de la cadena de sentido que codifica la reductasa soluble HMG-CoA. El promotor 
puede ser un promotor homólogo o un promotor heterólogo. Más preferiblemente, se usan los promotores como se 30 
muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

El término "expresado" se puede entender en el sentido más amplio como la conversión de la información genética 
a una cadena de polipéptido. 

El término "promotor constitutivo" se puede entender como un promotor no regulado extensivamente que permite 
transcripción continua de su gen asociado. El término "promotor constitutivo fuerte" se refiere a un promotor que 35 
tiene una alta rata transcripcional. 

Adicionalmente, en una realización preferida, el uno o más genes que codifican para esterilaciltransferasas es/son 
ARE1 y/o ARE2, preferiblemente ambos genes, ARE1 y ARE2, son defectuosos o eliminados. 

Adicionalmente o alternativamente, otros genes que tienen una influencia en la formación de esteril acil ésteres 
pueden ser defectuosos o eliminados. 40 

En una realización preferida, la productividad de terpeno, preferiblemente la productividad de triterpeno, en 
particular la productividad de escualeno de dicha célula es al menos equivalente, preferiblemente aumentada en 
comparación con la célula de tipo silvestre correspondiente y/o la célula correspondiente que es al menos 
auxotrófica para histidina, leucina o uracilo, preferiblemente auxotrófica para histidina y leucina, histidina y uracilo, o 
leucina y uracilo, más preferiblemente, auxotrófica para histidina, leucina y uracilo. 45 

El término "terpeno" se puede entender en el sentido más amplio como cualquier molécula estructuralmente 
derivada de isopreno. Preferiblemente, el terpeno de la presente invención es un terpeno que comprende al menos 
dos unidades de isopreno, más preferiblemente el terpeno comprende al menos tres unidades de isopreno, incluso 
más preferiblemente el terpeno comprende al menos cuatro unidades de isopreno, incluso más preferiblemente el 
terpeno comprende al menos cinco unidades de isopreno, incluso más preferiblemente el terpeno comprende seis 50 
unidades de isopreno, en particular, el terpeno es un triterpeno. 

[0063] Preferiblemente, el terpeno es un terpeno derivado de la ruta de mevalonato. Estos terpenos comprenden, 
pero no están limitados a escualeno, caroteno (por ejemplo, α-caroteno, β-caroteno, γ-caroteno, δ-caroteno, ε-
caroteno, ζ-caroteno), carotenoide, retinoato, complejo de ácido retinoico, retiniléster, retinal (retinal todo trans, 11-
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cis-retinal), retinol (vitamina A, retinol todo trans, 11-cis-retinol), farneseno, farnesol, geraneno, geranol, isopenteno, 
quinonol (por ejemplo, filoquinonol, plastoquinonol, ubiquinonol, menaquinonol), fiteno, fitenol, geranilgeraneno, 
geranilgeranenol, xantofila (por ejemplo, violaxantina, zeaxantina), isopentol, limoneno, limonol, pineno, pinol, 
hormona juvenil III, undecapreno, undecaprenol, azúcar de undecaprenilo, kaureno, kaurenol, fitoalexina, capsidiol, 
guayaazuleno, giberilina, caucho, tocopmerol, clorofila, quinona (por ejemplo, filoquinona, plastoquinona, 5 
ubiquinona, menaquinona), dolicol, azúcar dolequilo, prefitoeno, fitoeno, fitoenol, fitoflueno, fitofluenol, 
neurosporeno, licopeno, licopenol, licopreno, y licoprenol, cafestol, kahweol, cembreno, cambrenol, taxadieno, 
paclitaxel, taxol, sesterterpeno, cicloartenol, caucho natural, o gutapercha. 

El terpeno puede o puede no comprender uno o más heteroátomos, preferiblemente oxígeno y/o nitrógeno. Se 
entenderá que un terpeno que comprende uno o más grupos hidroxilo, puede también estar esterificado con, por 10 
ejemplo, fosfato, pirofosfato, uno o más ácidos grasos, uno o más aminoácidos, uno o más polipéptidos, y uno o 
más péptidos cortos. Adicionalmente, un terpeno que comprende uno o más grupos amino, puede estar amidado 
con, por ejemplo, fosfato, pirofosfato, uno o más ácidos grasos, uno o más aminoácidos, uno o más polipéptidos, y 
uno o más péptidos cortos. Además, un terpeno que comprende uno o más grupos carboxílicos pueden estar 
amidados con, por ejemplo, uno o más aminoácidos, uno o más polipéptidos, y uno o más péptidos cortos y/o 15 
puede estar esterificado con, una o más coenzimas (por ejemplo, coenzima A (CoA)), uno o más azúcares, uno o 
más aminoácidos, uno o más polipéptidos, y/o uno o más péptidos cortos. Preferiblemente, el terpeno no 
conjugado, o esterificado con fosfato, pirofosfato y/o CoA. Más preferiblemente, el terpeno no conjugado. Más 
preferiblemente, el terpeno es escualeno como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

El término "productividad de terpeno" se puede entender como la productividad de cualquier terpeno por la célula de 20 
levadura. Preferiblemente la productividad de terpeno se refiere a la productividad de un terpeno de la ruta de 
mevalonato, más preferiblemente a productividad de escualeno. 

Como es usado través de la invención, el término “productividad” se puede entender en el sentido más amplio como 
la habilidad de la célula de la presente invención para producir una molécula particular. La productividad puede ser 
cuantificada como la cantidad de dicha molécula que una célula produce en un cierto intervalo de tiempo. Por lo 25 
tanto, la productividad se puede entender como la producción de una molécula particular en el tiempo. 
Preferiblemente, la productividad de un lote de células puede ser cuantificada como la masa de la molécula 
particular por volumen del caldo de cultivo, como masa de dicha molécula por célula o como porcentaje en peso (% 
(w/w)) por masa de célula seca. Si se compara la productividad de dos cepas, tal como, por ejemplo, la cepa de la 
presente invención versus la cepa de tipo silvestre correspondiente con otra, la productividad relativa puede ser 30 
cuantificada como incremento o disminución de la producción de un terpeno en porcentaje en peso. 

Como es usado en el contexto de la presente invención, el término "célula de tipo silvestre" se refiere a una célula 
de levadura de la misma especie que no es modificada genéticamente. La célula de tipo silvestre puede ser 
preferiblemente de la misma cadena de la cual la célula de levadura de la presente invención es derivada. Más 
preferiblemente, la célula de tipo silvestre no comprende un gen funcional que codifica para reductasa soluble 35 
HMG-CoA y/o dicha célula de tipo silvestre comprende un gen ARE1 funcional y/o un gen ARE2 funcional. La célula 
de tipo silvestre puede ser una célula que ocurre naturalmente y/o puede ser obtenible de un banco de célula tal 
como por ejemplo, el American Type Culture Collection (ATCC). 

El término "célula de tipo silvestre correspondiente" se refiere a una célula de tipo silvestre que es originaria del 
mismo origen genético que la célula de la presente invención, pero en la que no ocurren una o más mutaciones 40 
genéticas. La célula de tipo silvestre correspondiente es de la misma especie y es originaria de la misma cepa que 
la célula de levadura de la presente invención. Además, preferiblemente la célula de tipo silvestre correspondiente 
puede no tener eliminación de deficiencia en los genes ARE1 y/o ARE2, en particular en el gen ARE1 y ARE2. 
Preferiblemente, la célula de tipo silvestre es una célula de levadura, más preferiblemente una célula de 
Saccharomyces, incluso más preferiblemente una célula de Saccharomyces cerevisiae, incluso más 45 
preferiblemente una célula de Saccharomyces cerevisiae de una cepa disponible comercialmente, incluso más 
preferiblemente una célula de Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22 o S288c. Mas preferiblemente, la célula 
de tipo silvestre es una célula Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22. 

El término "equivalente" se refiere a una productividad de terpeno que es idéntica a la de la célula de tipo silvestre 
correspondiente y/o a la célula correspondiente auxotrófica como se definió anteriormente dentro de un intervalo de 50 
error de +/- 20%, más preferiblemente dentro del intervalo de error de +/- 10%, incluso más preferiblemente dentro 
de un intervalo de error de menos de +/- 10%. 

En una realización preferida, dicha célula produce cantidades reducidas de esteril acil ésteres, preferiblemente en la 
que dicha célula es deficiente para la producción de esteril acil ésteres. 

Como es usado aquí, el término "cantidad reducida" se refiere a la producción de una cantidad más baja de esteril 55 
éster. La producción de una cantidad reducida puede hacer referencia a una productividad de esteril acil ésteres de 
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menos de 100%, menos de 50%, menos de 40%, menos de 30%, menos de 20%, menos de 10%, menos de 8%, 
menos de 6%, menos de 5%, menos de 4%, menos de 3%, menos de 2%, o incluso menos de 1% de la cantidad 
producida por la célula de tipo silvestre correspondiente. A manera de ejemplo, la célula de tipo silvestre 
correspondiente puede ser una célula de levadura de la cepa AH22 o una célula de levadura de la cepa S288c, en 
particular una célula de la cepa AH22. 5 

El término "deficiente para la producción de esteril acil ésteres" puede ser entendido como la ausencia extensiva de 
la formación de esteril ésteres. Se entenderá que en un sistema biológico siempre habrá un nivel basal de actividad 
no específica. Por lo tanto, como es usado aquí, el término "ausencia extensiva" puede referirse a una 
concentración de menos de 5%, preferiblemente menos de 1%, más preferiblemente menos de 0.5%, incluso más 
preferiblemente menos que 0.1% de la concentración encontrada en una célula de tipo silvestre correspondiente. 10 

Un segundo aspecto de la presente invención se relaciona con un método para generar una célula de la presente 
invención, donde dicho método comprende: 

a.) insertar un gen que codifica para reductasa soluble HMG-CoA en una célula de levadura; 

b.) seleccionar células que comprenden un gen que codifica para dicha reductasa soluble HMG-CoA; 

c.) eliminar o mutar uno o más genes que codifican para esterilaciltransferasas de dicha célula; 15 

d.) convertir dicha célula en una célula que es al menos prototrófica para histidina, leucina y uracilo, por medios de 

(i) insertar casetes de genes que codifican para una o más enzimas para la producción de histidina, leucina y/o 
uracilo, y/o 

(ii) mutagénesis de reversión de uno o más genes defectuosos que codifican para enzimas para la producción de 
histidina, leucina y/o uracilo, en particular por mutagénesis de reversión de un gen defectuoso que codifica para una 20 
enzima, para la producción de histidina y por inserción de casetes de gen que codifican para enzimas para la 
producción de leucina y uracilo; 

e.) seleccionar células que son prototróficas para histidina, leucina y uracilo; y opcionalmente; 

f.) cultivar células del paso e.); y opcionalmente 

g.) aislar y estabilizar las células del paso e.) o f.). 25 

La célula de levadura y sus características funcionales son detalladas anteriormente. Se entenderá que las 
características definidas aquí también aplican a una célula generada por un método de la presente invención. 

Como es usado aquí el término "generar una célula" puede ser entendido en el sentido más amplio como la 
provisión de la célula de la presente invención. Se entenderá que la célula progenitora puede ser cualquier célula 
de levadura. Preferiblemente, la célula es una célula de cepa de tipo silvestre. A manera de ejemplo, como se 30 
detalló anteriormente, la cepa de tipo silvestre puede ser una cepa AH22 o la cepa S288c, preferiblemente la cepa 
AH22. Más preferiblemente, la célula es generada como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

El término "insertar un gen" se refiere a cualquier medio para incorporar un gen en la célula de levadura. El gen 
puede estar codificado en cualquier vehículo de información genética tal como, por ejemplo, ADN (ADN de cadena 
doble (ADNds), ADN de cadena individual (ADNss)), ARN, (ARN de cadena individual (ARNss), ARN de cadena 35 
doble (ARNds)), o como un análogo de ADN tal como, por ejemplo, ácido nucleico de péptido (PNA), morfolino, 
ácido nucleico de glicol (GNA), ácido nucleico de treosa (TNA) o ADN metilado, o un híbrido de los mismos. 
Preferiblemente, el gen es codificado en ADN, más preferiblemente ADN de cadena doble, en particular una cadena 
de ADN de cadena circular doble, en particular un plásmido. El plásmido puede ser cualquier plásmido conocido en 
la técnica. A manera de ejemplo, el plásmido puede ser el YEpH2 o un plásmido pUC. Más preferiblemente, el uno 40 
o más genes pueden ser insertados como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

La información genética puede ser insertada en la célula como un vector. Como es detallado anteriormente, el 
vector puede ser cualquier vector conocido en la técnica tal como, por ejemplo, un vector lineal, un vector circular, 
un vector viral, o un vector bacteriano. Preferiblemente, el vector comprende ADN lineal o ADN circular, más 
preferiblemente ADN circular, en particular un plásmido. El vector puede ser insertado en la célula por cualquier 45 
medio conocido en la técnica, y puede ser usado en combinación con o sin agentes de transfección (por ejemplo, 
polietileno imina (PEI), Fugeno, LT-1, JetPEI, transfectamina, lipofectamina, UptiFectin,a PromoFectina, 
GenePORTER, Hilymax, nanofibras de carbono, péptidos que penetran en células (CPPs) de nanotubos de 
carbono, dominios de transducción de proteína (PTDs), liposomas, DEAE-dextrano, dendrímeros), con o sin 
formación eléctrica de poros, o con o sin una pistola genes, con o sin transfección óptica, con o sin 50 
electrotransferencia de genes, con o sin impalefección, con o sin magnetofección, y/o con o sin transfección asistida 
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por magneto. Preferiblemente, el vector es un vector de ADN circular, más preferiblemente, el vector es un 
plásmido. El plásmido puede ser cualquier plásmido conocido en la técnica tal como, por ejemplo, un plásmido 
YEpH2 o un pUC19. Sin embargo, se puede entender que también cualquier otro vector puede ser usado. 

El gen insertado puede ser activo o pasivo en la célula. Preferiblemente, el gen insertado es transcrito activamente 
y expresado en la célula. El gen puede ser transcrito activamente expresado como un plásmido extranuclear, como 5 
un plásmido intranuclear, como un vector lineal extranuclear, como un vector lineal intranuclear, o puede ser 
insertado dentro del genoma de la célula de levadura. Como es usado aquí, el término "genoma" se refiere a la 
entidad de información genética en la célula de levadura. Preferiblemente, el gen que codifica para reductasa 
soluble HMG-CoA se inserta dentro del genoma de dicha célula de levadura. Opcionalmente, la reductasa HMG-
CoA puede reemplazar otro gen, tal como por ejemplo, un gen para prototrofía de uracilo tal como, por ejemplo, el 10 
gen ura3. La célula resultante es entonces auxotrófica para uracilo. 

Preferiblemente, dicho gen que codifica para reductasa soluble HMG-CoA es expresada en la célula de levadura, 
así, la reductasa soluble HMGCoA es producida por dicha célula. 

Como es usado a través de la invención, el término "células que seleccionan" se refiere al enriquecimiento de la 
fracción deseada de la población de células. Más preferiblemente, las células son seleccionadas como se muestra 15 
a manera de ejemplo en los ejemplos. 

En el contexto de las células que comprenden un gen que codifica para dicha reductasa soluble HMG-CoA, las 
células que comprenden dicho gen están enriquecidas en la población. La selección de las células puede ser 
ejecutada en un cultivo en suspensión o sobre una placa de cultivo de material sólido tal como, por ejemplo, una 
placa de agar. Las células pueden ser seleccionadas por dilución de las células y colocándolas por estrías para 20 
generar colonias originarias de únicamente una célula individual. Preferiblemente, a continuación en estas colonias 
se evalúa la presencia de un gen que codifica para dicha reductasa soluble HMG-CoA. Alternativamente, las células 
pueden ser evaluadas en su funcionalidad por determinación de productividad de terpenos. Alternativamente o 
adicionalmente, las células también pueden ser seleccionadas sometiéndolas a una presión de selección. Esta 
presión de selección puede ser un antibiótico para el cual únicamente la población de célula deseada es resistente 25 
a, o puede ser una condición de crecimiento preferida por la población deseada. En el contexto de selección de 
células que comprenden un gen que codifica para dicha reductasa soluble HMG-CoA, las células pueden haber 
crecido sobre o en un medio preferido por las células que comprenden dicho gen. A manera de ejemplo, sin 
incorporación del gen que codifica para dicha reductasa soluble HMG-CoA, dentro del genoma de las células de 
levadura reemplaza un gen por prototrofía de uracilo, el medio de cultivo celular puede contener 5-FOA (ácido 5-30 
fluoroorótico) (Boeke et al., 1987) que promueve la selección de levaduras de auxotróficas para uracilo. 

Como es usado aquí, el término "eliminar un gen" se puede entender como la remoción de un gen o una o más 
partes de dicho gen. Después, el gen no es transcrito y no se produce producto de gen, por lo tanto no se produce 
polipéptido correspondiente. Se puede entender que no necesariamente todo el gen se ha removido del genoma. 
Preferiblemente más de 50% del gen, más preferiblemente más de 60% del gen, incluso más preferiblemente más 35 
de 70% del gen, incluso más preferiblemente más de 80% del gen, incluso más preferiblemente más de 90% del 
gen, incluso más preferiblemente más de 95% del gen, y lo más preferiblemente 100% del gen es eliminado. La 
eliminación puede ser una eliminación terminal o una eliminación de manera intercalada. Puede ser causada por un 
experimentador o por la naturaleza. Un gen puede ser eliminado por cualquier medio conocido en la técnica. Por 
ejemplo, un gen puede ser eliminado por entrecruzamiento o por uso de procedimientos de crerecombinasa 40 
(Guldener et al, 1996). Más preferiblemente, el uno o más genes pueden ser eliminados como se muestra a manera 
de ejemplo en los ejemplos. 

Como es usado aquí, el término "mutar un gen" se puede entender en el sentido más amplio como una alteración 
de la secuencia de ácido nucleico de dicho gen. La mutación resultante puede ser un intercambio de nucleótido 
individual (mutación de punto) o puede ser una mutación de desplazamiento de marco. Preferiblemente, el gen es 45 
mutado en una forma que no resulta en un producto de gen, es decir, un polipéptido, o en un polipéptido con 
actividad disminuida comparada con la del polipéptido de tipo silvestre. Una mutación puede ser causada por 
cualquier medio conocido en la técnica (por ejemplo, por radiación o agentes químicos), o por mutagénesis dirigida 
al sitio (por ejemplo, por PCR). La mutación puede también ocurrir espontáneamente debido a la rata de mutación 
que ocurre naturalmente. La mutación puede causar un desplazamiento del marco o una mutación de punto 50 
(nucleótido individual). Por ejemplo, la mutación puede ser obtenida por mutagénesis no específica, causada por un 
experimentador o por la naturaleza. Más preferiblemente, el uno o más genes pueden ser mutados como se 
muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

Una mutación puede ser causada por, por ejemplo, radiación (por ejemplo, radiación ultravioleta (UV), radiación de 
rayos X, radiación reactiva/nuclear (por ejemplo, radiación alfa, beta o gamma) o radiación cósmica) o uno o más 55 
agentes mutagénicos (por ejemplo, agente de introducción de grupo alquilo (por ejemplo, mostazas de nitrógeno 
(por ejemplo, por ejemplo, ciclofosfamida, mecloretamina o mustina (HN2), uramustina o mostaza de uracilo, 
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melfalán, clorambucilo, ifosfamida), nitrosoureas (por ejemplo, carmustina, lomustina, estreptozocina), sulfonatos de 
alquilo (por ejemplo, busulfán), tiotepa y sus análogos, derivados de platino (por ejemplo, cisplatino, carboplatino, 
nedaplatino, oxaliplatino, satraplatino, tetranitrato de triplatino), procarbazina, altretamina, aflatoxinas y aflatoxina y 
productos metabólicos y derivados de los mismos, nitrito, anilina y productos metabólicos y derivados de los 
mismos, benceno y productos metabólicos y sus derivados, compuestos aromáticos policíclicos y productos 5 
metabólicos y derivados de los mismos) a una nucleobase), nitrosaminas, arsénico, asbesto, berilio y sus 
compuestos, óxido de etileno, compuesto de cromo hexavalente (VI), radón, cloruro de vinilo, fumar, etc. Una 
mutación también puede ocurrir espontáneamente. 

Preferiblemente, las esterilaciltransferasas es/son ARE1 y/o ARE2. Preferiblemente, los genes ARE1 y/o ARE2 
es/son eliminados, más preferiblemente los genes ARE1 y ARE2 son eliminados. 10 

El término "convertir" se puede entender en el sentido más amplio como alteración de las propiedades genéticas de 
una célula. Uno o más casetes de gen que codifican para una o más enzimas para la producción de histidina, 
leucina y/o uracilo pueden ser insertados dentro de las células por mutagénesis de reversión de uno o más genes 
defectuosos que codifican para enzimas para la producción de histidina, leucina y/o uracilo. Más preferiblemente, 
las células son convertidas como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 15 

Como es usado aquí, el término "casete del gen" se puede entender en el sentido más amplio como una secuencia 
de ADN modular que codifica uno o más genes para una función bioquímica individual. Esto puede hacer referencia 
a un fragmento manipulable de ADN que lleva uno o más genes de interés, siendo capaz de expresar, uno o más 
de dichos genes y puede comprender adicionalmente uno o más conjuntos de sitios de restricción. Preferiblemente, 
el uno o más genes están localizados entre dos o más sitios de restricción. Opcionalmente, el casete del gen puede 20 
ser transferido de una secuencia de ADN (usualmente en un vector) al genoma y reemplazar una secuencia de 
ADN del genoma de la célula de la presente invención. Más preferiblemente, los casetes del gen pueden ser 
eliminados como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

En el contexto de la presente invención, el término "mutagénesis de reversión" se refiere a una mutación que 
restablece el antiguo genotipo o el fenotipo original de la célula correspondiente de tipo silvestre con respecto a 25 
características fenotípicas particulares. Entonces, preferiblemente, se repara un gen defectuoso. A manera de 
ejemplo una mutación de reversión de un gen defectuoso que codifica para una enzima para la producción de 
histidina en una célula auxotrófica para histidina puede conducir a una célula prototrófica para histidina. Más 
preferiblemente, la mutagénesis de reversión puede ser ejecutada como se muestra a manera de ejemplo en los 
ejemplos. 30 

El gen defectuoso que codifica para una enzima para la producción de histidina puede ser reparado por inserción 
de un casete de gen o por mutagénesis de reversión. Preferiblemente, el gen es reparado por mutagénesis de 
reversión, más preferiblemente por mutagénesis de reversión del gen HIS4. 

El gen defectuoso que codifica para una enzima para la producción de leucina puede ser reparado por inserción de 
una casete del gen o por mutagénesis de reversión. Preferiblemente, el gen es reparado por inserción de un casete 35 
de gen que comprende una forma intacta de dicho gen, más preferiblemente por inserción de un casete de gen que 
codifica para el gen LEU2. 

El gen defectuoso que codifica para una enzima para la producción de uracilo puede ser reparado por inserción de 
una casete de gen o por mutagénesis de reversión. Preferiblemente, el gen es reparado por inserción de un casete 
de gen que comprende una forma intacta de dicho gen, más preferiblemente por inserción de un casete de gen que 40 
codifica para un gen URA3. 

En el contexto de las células prototróficas para histidina, leucina y/o uracilo, las células prototróficas están 
enriquecidas en la población. La selección de las células puede ser ejecutada en un cultivo en suspensión o sobre 
una placa de cultivo de material sólido tal como, por ejemplo, una placa de agar. Las células pueden ser 
seleccionadas por dilución de células y colocándolas por estría para generar colonias originarias de una célula 45 
única individual. A continuación puede probarse en estas colonias la presencia de genes respectivos o por sus 
propiedades fenotípicas. Alternativamente o adicionalmente, las células también pueden ser seleccionadas 
sometiéndolas a una presión de selección. Esta presión de selección puede ser un medio que carece del respectivo 
compuesto o de un medio que comprende un antibiótico al cual únicamente la población de célula deseada es 
resistente o puede ser una condición de crecimiento preferida por la población deseada. Preferiblemente, el medio 50 
carece de histidina, leucina y/o uracilo, más preferiblemente dicho medio carece de histidina y leucina, histidina y 
uracilo, o leucina y uracilo, en particular dicho medio carece de histidina, leucina y uracilo. Como es usado aquí, el 
término "carece" indica que la concentración de dicho compuesto no está presente o únicamente está presente en 
trazas. 

El término "cultivar células" se puede entender en el sentido más amplio como mantener las células viables. Las 55 
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células pueden ser cultivadas en condiciones adecuadas para células de levadura. A manera de ejemplo, las 
células de levadura pueden ser cultivadas en cultivo en suspensión o en placas tal como, por ejemplo, placas de 
agar. El medio de suspensión o agar puede contener nutrientes adecuados para las células de levadura tales como, 
por ejemplo, uno o más aminoácidos, uno o más péptidos, uno o más lípidos, una o más vitaminas, elementos de 
traza, y/o sales, uno o más factores de crecimiento y uno o más amortiguadores. Las células pueden ser cultivadas 5 
en condiciones aeróbicas o anaeróbicas. La temperatura puede estar en un intervalo adecuado para las células, 
conocido por aquellos expertos en la técnica. A manera de ejemplo para levaduras, la temperatura puede estar 
típicamente en el intervalo de entre 18°C y 40°C, preferiblemente entre 20°C y 37°C, más preferiblemente en el 
intervalo de entre 20°C y 30°C, incluso más preferiblemente en 25°C a 30°C, más preferiblemente en 30°C. El valor 
de pH del medio puede estar en un intervalo adecuado para la célula de levadura. Para la mayoría de células de 10 
levadura el pH adecuado puede estar en un pH neutro o ligeramente básico. Más preferiblemente, las células son 
cultivadas como se muestra a manera de ejemplo en los ejemplos. 

Preferiblemente, el cultivo de células conduce a la reproducción de las células. La reproducción puede ocurrir desde 
la división celular de las células de levadura, gemación de las células de levadura, formación de esporas, formación 
de uno o más gametos y/o reproducción sexual. Más preferiblemente, la reproducción de las células de levadura es 15 
división celular o gemación. 

El cultivo de células puede incluir el cultivo en escala de laboratorio, es decir, cultivos de varias placas de cultivo o 
cultivos en suspensión de varios mililitros hasta algunos litros de caldo de cultivo. Los cultivos de las células pueden 
incluir adicionalmente cultivos en una escala semitécnica, es decir, cultivo de cultivos en suspensión de varios litros 
de caldo de cultivo y cultivo en una escala industrial, es decir cultivo de cultivos en suspensión de varios litros o 20 
incluso varios metros cuadrados de caldo de cultivo. Como es usado aquí, el término "caldo de cultivo" comprende 
las células y el medio. Un cultivo en suspensión puede opcionalmente ser agitado o sacudido. Un cultivo en 
suspensión puede ser opcionalmente aireado, ventilado y/o se le puede eliminar el gas. Las células pueden ser 
cultivadas a una presión adecuada, la presión puede ser presión atmosférica, exceso de presión o bajo presión. 
Típicamente las células pueden ser cultivadas a presión atmosférica o ligero exceso de presión. 25 

Para producción de terpeno, las células pueden ser cultivadas por cualquier tiempo, preferiblemente por lo menos 
30 min, por lo menos 2 h, por lo menos 10 h, por lo menos 24 h, por lo menos 48 h, por lo menos 72 h, o incluso 
hasta por una semana, hasta por un mes, o hasta por varios meses. Las células pueden ser cultivadas por varias 
generaciones. Las células pueden ser cultivadas por más de 1 generación, por más de 5 generaciones, por más de 
10 generaciones, por más de 15 generaciones, por más de 20 generaciones, por más de 25 generaciones, por más 30 
de 30 generaciones, por más de 35 generaciones, por más de 50 generaciones, por más de 100 generaciones, o 
incluso más. 

Como es usado en el contexto de la presente invención, el término "aislamiento" en el contexto de las células se 
refiere, en el sentido más amplio, a la concentración de células de la presente invención. Las células pueden ser 
cosechadas. Las células pueden ser aisladas por cualquier método conocido en la técnica tal como, por ejemplo, 35 
centrifugación, filtración, filtración de flujo cruzado, cromatografía (por ejemplo, cromatografía de afinidad, exclusión 
por tamaño, intercambio iónico), o abrasión o aplicación de hisopo a una superficie sólida o una placa de cultivo. 
Alternativamente, las células pueden descender con el tiempo o pueden flotar debido a la formación de gases del 
contenedor que comprende dichas células. Alternativamente, las células no son aisladas, sino que las células y el 
medio son tratados adicionalmente juntos. 40 

Las células aisladas pueden ser lavadas adicionalmente con un amortiguador o medio de cultivo adecuados. 
Preferiblemente, las células pueden ser lavadas por centrifugación, filtración, filtración de flujo cruzado, o 
cromatografía (por ejemplo, cromatografía de afinidad, exclusión por tamaño, intercambio iónico). Las células 
aisladas pueden ser analizadas por cualquier medio conocido en la técnica. Las células aisladas pueden ser 
interrumpidas, colocadas en estría sobre placas de cultivo, inoculadas en un cultivo en suspensión o pueden ser 45 
estabilizadas. Más preferiblemente, las células son aisladas como se muestra a manera de ejemplo en los 
ejemplos. 

Como es usado en el contexto de la presente invención, el término "estabilizar" en el contexto de células se refiere, 
a cualquier medio de conservación de células. Preferiblemente, las células son estabilizadas en una forma que 
pueden ser almacenadas por un tiempo comparativamente largo y pueden ser usadas para formar un cultivo de 50 
célula viable posteriormente. 

Las células pueden ser estabilizadas por congelamiento, liofilización o secado. Preferiblemente, las células son 
congeladas. Las células pueden ser congeladas a -20°C, -80°C, en hielo seco o en nitrógeno líquido. 
Preferiblemente, las células pueden ser congeladas en un medio adecuado para congelar las células de levadura. 
Este medio puede contener glicerol. Preferiblemente, las células pueden ser estabilizadas en amortiguadores 55 
acuosos o en agua suplementada con más de 2% (v/v), más de 5% (v/v), más de 10% (v/v), más de 20% (v/v), más 
de 30% (v/v), más de 40% (v/v), o más de 50% (v/v) de glicerol. A manera de ejemplo, las células de levadura 
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pueden ser congeladas en un medio que comprende 50% (v/v) de glicerol en agua. Como es usada través de la 
invención, la abreviación v/v se refiere a volumen por volumen. Un lote de células estabilizadas en una solución de 
glicerol puede ser designado como una solución madre de glicerol. Alternativamente, las células de levadura 
pueden ser secadas o liofilizadas, preferiblemente por la adición de un emulsificante, tal como por ejemplo, un ácido 
cítrico. Las células secadas o liofilizadas pueden ser almacenadas en condiciones secas a cualquier temperatura tal 5 
como, por ejemplo, a temperatura normal, a temperatura ambiente, a -4°C, -20°C, -80°C, en hielo seco o en 
nitrógeno líquido. Más preferiblemente, las células son estabilizadas como se muestra a manera de ejemplo en los 
ejemplos. 

Las células estabilizadas pueden ser estables por lo menos por más de 1 día, preferiblemente más de 5 días, más 
preferiblemente más de 1 semana, incluso más preferiblemente más de 1 mes, e incluso más preferiblemente más 10 
de 1 año. Como se indica anteriormente, "estable" indica que la célula puede ser usada para formar un cultivo de 
célula viable después del tiempo de almacenamiento. 

Alternativamente, las células no son aisladas, sino que las células y el medio son tratadas adicionalmente juntas. 

En una realización preferida, la célula usada en el método de la presente invención es una célula de levadura, 
preferiblemente en la que dicha célula es una célula Saccharomyces, más preferiblemente en la que dicha célula es 15 
una célula Saccharomyces cerevisiae, en particular en la que dicha célula es derivada de una célula 
Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22. 

Las células preferidas de la presente invención son caracterizadas en detalle anteriormente. 

En una realización preferida adicionalmente, el paso de inserción de un gen que codifica para reductasa soluble 
HMG-CoA en una célula de levadura comprende la inserción de un vector que codifica para reductasa soluble 20 
HMG-CoA, en la que la expresión de dicha reductasa soluble HMG-CoA está bajo control de un promotor activo en 
dicha célula, preferiblemente un promotor constitutivo, en particular un promotor constitutivo fuerte. 

En una realización adicional preferida, el uno o más genes que codifican para esterilaciltransferasas es/son ARE1 
y/o ARE2, preferiblemente en la que ambos genes, ARE1 y ARE2, son defectuosos o eliminados. 

Un tercer aspecto de la presente invención se relaciona con el uso de la célula de la presente invención para la 25 
producción de uno o más terpenos, preferiblemente para la producción de uno o más triterpenos, en particular para 
la producción de escualeno. 

Como es usado aquí, el término "producción" puede hacer referencia a cualquier medio para obtener terpenos. La 
producción puede incluir producción a cualquier escala. La producción puede incluir producción a escala de 
laboratorio, es decir, producción de varios microgramos, varios miligramos, o varios gramos de terpenos. La 30 
producción puede incluir producción a escala semitécnica, es decir, producción de varios gramos o varios 
kilogramos de terpenos. Además la producción puede incluir producción a escala industrial, es decir, producción de 
varios kilogramos o toneladas de terpenos. La producción puede incluir adicionalmente uno o más pasos técnicos 
adicionales para la purificación o conservación de terpenos. 

Como la mayoría de terpenos son altamente hidrófobos, los terpenos son típicamente acumulados en células. En 35 
un primer paso, las células pueden ser cosechadas por cualquier medio en la técnica tal como, por ejemplo, 
centrifugación, filtración, filtración de flujo cruzado, cromatografía (por ejemplo, cromatografía de afinidad, exclusión 
por tamaño, intercambio iónico), o abrasión o aplicación de hisopo a una superficie sólida o una placa de cultivo. 
Después, una pella de células puede ser obtenida por cualquier medio, preferiblemente por centrifugación, filtración, 
filtración de flujo cruzado. Alternativamente, las células pueden descender con el tiempo o pueden flotar debido a la 40 
producción de gases del recipiente que comprenden dichas células. Opcionalmente, las células son lavadas por 
cualquier medio conocido en la técnica tal como, por ejemplo, por centrifugación, filtración, filtración de flujo 
cruzado. La pella de células puede ser secada o puede no ser secada. Las células pueden ser lisadas por cualquier 
medio conocido en la técnica. Las células pueden ser lisadas por fuerza mecánica (por ejemplo, por 
homogenización (por ejemplo, por un homogeneizador de Potter o de Downs), por medio de una prensa celular, por 45 
ejemplo, una prensa Francesa), por detergentes, por tratamiento de ultrasonido, o por fagos líticos. Opcionalmente, 
los terpenos pueden ser extraídos por extracción con solvente, por ejemplo, con un solvente orgánico. 
Opcionalmente, el solvente orgánico puede ser evaporado subsecuentemente. Alternativamente o adicionalmente, 
los terpenos pueden ser aislados, dependiendo de su naturaleza química específica, por métodos de cromatografía 
(por ejemplo, cromatografía de fase, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía de fase inversa, 50 
cromatografía de exclusión de tamaño, cromatografía líquida de alto desempeño (HPLC), cromatografía líquida de 
presión ultra alta (UPLC), cromatografía de proteína rápida (FPLC)), por electroforesis, electroforesis capilar (CE), o 
por destilación. 

Un aspecto adicional de la presente invención se relaciona con un método para la producción de uno o más 
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terpenos, preferiblemente triterpenos, más en particular escualeno, donde dicho método comprende: 

a.) cultivo de células de la presente invención en un medio de cultivo adecuado; y 

b.) aislamiento de uno o más terpenos, preferiblemente uno o más triterpenos, más en particular escualeno de las 
células o del cultivo de células del paso a.). 

Será entendido por una persona experta en la técnica, que para la producción eficiente de terpenos, las células 5 
tienen que ser cultivadas por lo menos por varias horas, preferiblemente por lo menos por 12 h, más 
preferiblemente for por lo menos 24 h, incluso más preferiblemente por lo menos por 48 h o por lo menos 72 h o 
incluso más. Las células pueden ser cultivadas por varias generaciones. Las células pueden ser cultivadas por más 
de 5 generaciones, por más de 10 generaciones, por más de 15 generaciones, por más de 20 generaciones, por 
más de 25 generaciones, por más de 30 generaciones, por más de 35 generaciones, por más de 50 generaciones, 10 
por más de 100 generaciones, o incluso más. Un cultivo en suspensión puede ser agitado o sacudido. 

Como es usado aquí, el término "aislamiento de uno o más terpenos" puede ser entendido en el sentido más amplio 
como la purificación de los terpenos del caldo de cultivo. Los terpenos pueden ser acumulados en las células o 
pueden ser secretados por las células y por lo tanto, presentes en el medio de cultivo. 

Las células son cosechadas y lavadas opcionalmente como se describe anteriormente. Subsecuentemente, las 15 
células pueden ser lisadas por cualquier medio conocido en la técnica e indicado anteriormente. Opcionalmente, los 
terpenos pueden ser extraídos por extracción de solvente, con un solvente orgánico. Opcionalmente, el solvente 
orgánico puede ser evaporado subsecuentemente. Alternativamente o adicionalmente, los terpenos pueden ser 
aislados, dependiendo de su naturaleza química específica, por métodos cromatográficos (por ejemplo, 
cromatografía de fase, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía de fase inversa, cromatografía de 20 
exclusión por tamaño, cromatografía líquida de alto desempeño (HPLC), cromatografía líquida de presión ultra alta 
(UPLC), cromatografía de proteína rápida (FPLC)), por electroforesis, electroforesis capilar (CE), o por destilación. 

Un aspecto adicional de la presente invención se relaciona con un método para la producción de una composición 
farmacéutica o cosmética, un lubricante o un aceite de transformador, en particular para la producción de una 
composición de vacuna, donde dicho método comprende: 25 

a.) producir uno o más terpenos de acuerdo con la presente invención; y 

b.) mezclar dichos terpenos hasta dicha composición farmacéutica o cosmética, dicho lubricante o dicho aceite de 
transformador, en particular hasta dicha composición de vacuna; en la que dicho uno o más terpenos es/son 
sometidos además opcionalmente a uno o más pasos de hidrogenación, en los que el dicho uno o más terpenos 
es/son preferiblemente triterpenos hidrogenados, en particular escualeno. 30 

El término "mezclar" puede ser entendido en el sentido más amplio como la adición de los terpenos a una 
composición de interés. 

Una composición farmacéutica puede hacer referencia a cualquier composición farmacéutica que comprende un 
terpeno obtenible por una célula de la presente invención. En una composición farmacéutica, el terpeno puede ser 
usado preferiblemente cómo adyuvante, como humectante de la piel, como agente mucolítico, como hormona, 35 
como fragancia, como lubricante, como agente antimicrobiano, como agente antinflamatorio, o como antioxidante. 

Una composición cosmética puede hacer referencia a cualquier composición cosmética que comprende un terpeno 
obtenible por la célula de la presente invención. En una composición cosmética, el terpeno puede ser usado 
preferiblemente como humectante de la piel, como fragancia, o como antioxidante. El terpeno también puede ser 
usado como aditivo de alimentos. Adicionalmente, el terpeno puede ser usado como feromona (por ejemplo, 40 
feromonas de insectos para el control de plagas), como hormona (por ejemplo, feromonas de insectos para el 
control de plagas), como lubricante, como aislante eléctrico, como aceite de transformador o aditivo de aceite de 
transformador, y como producto químico en bruto en la industria química, industria cosmética y farmacéutica.  

Preferiblemente, el terpeno obtenido por el método de la presente mención es escualeno. El escualeno puede ser 
preferiblemente usado como aditivo en composiciones farmacéuticas y cosméticas, como humectante de piel, como 45 
lubricante, como aceite de transformador o como aditivo de aceite de transformador, como sustancia química en 
bruto en la industria química. Más preferiblemente, el escualeno obtenido por el método de la presente invención 
puede ser usado en composiciones farmacéuticas y cosméticas, en particular en la preparación de una emulsión 
que puede ser usada como un adyuvante de vacuna. 

El terpeno puede ser usado para la producción de uno o más terpenos hidrogenados, preferiblemente uno o más 50 
triterpenos hidrogenados. En particular, el escualeno puede ser usado para la producción de escualeno. Para este 
propósito, el escualeno puede ser sometido a uno o más pasos de hidrogenación por cualquier método conocido en 
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la técnica. 

Como es usado aquí, el término "paso de hidrogenación" se refiere a la hidrogenación de uno o más enlaces dobles 
o triples, preferiblemente uno o más enlaces dobles, en particular uno o más enlaces dobles entre átomos de 
carbono de un terpeno por la adición de hidrógeno. A manera de ejemplo, un terpeno puede ser hidrogenado por 
medio de un convertidor catalítico (por ejemplo, catalizadores basados en platino, paladio, rodio, níquel, iridio y/o o 5 
rutenio), formación de gas con hidrógeno o una mezcla de gases que contiene hidrógeno, reacción con agentes 
reductores tales como, por ejemplo, borohidruro de sodio, un proceso enzimático (por ejemplo por enzimas que 
convierten, nicotinamida adenina dinucleótido (NADH) y/o un fosfato de nicotinamida adenina dinucleótido 
(NADPH)) o una combinación de dos o más de los mismos. Las enzimas que convierten NADH y/o NADPH también 
pueden ser clonadas dentro del genoma de una célula de la presente invención. Preferiblemente, en un terpeno 10 
hidrogenado, están hidrogenados la mayoría o incluso todos los enlaces dobles y/o triples de la molécula de 
terpeno, más preferiblemente están hidrogenados todos los enlaces dobles y/o triples de la molécula de terpeno. 
Preferiblemente, el terpeno hidrogenado es un triterpeno hidrogenado, más preferiblemente escualeno hidrogenado. 
Más preferiblemente, el terpeno hidrogenado es escualeno. El escualeno puede ser usado preferiblemente en una 
composición cosmética o farmacéutica, en particular en un producto cosmético.  15 

Breve descripción de los dibujos 

La figura 1 muestra la estrategia de clonación del vector pPTHTL. El fragmento HMG1 de pUC19-tHMG1 es 
escindido por EcoR1 y BamHI, y es integrado en el plásmido pT2b escindido con EcoRl y BamHI. El gen LEU2 es 
clonado como un fragmento de extremos romos. Por lo tanto, YEpl3 fue escindido con XhoI y SalI y se llenaron los 
extremos pegajosos. Se abrió pPT2btHMG1 por NruI. 20 

La figura 2 muestra una descripción esquemática del vector YEpH2. El casete de expresión de pPT2b-tHMG1 como 
fragmento de EcoRV/NruI está ligado dentro de Yep 13 abierto y llenado con SphI. 

La figura 3 muestra la estrategia de clonación para el vector integrador YDpUHK3. El casete de expresión como 
fragmento EcoRV/NruI de YEpH2 está ligado en YDpU escindido con StuI. El fragmento de HindII de pUCTK23 está 
ligado con YDpUH2/12 escindido con SmaI. 25 

La figura 4 muestra una descripción esquemática del casete de expresión tHMG1 integrado en locus URA3 
(incubada). El vector YDpUHK3 transformado en lineal con EcoRV (A) está integrado dentro del gen cromosómico 
URA3 (B). El plásmido se integra como integración individual (C) o como repetición en tándem. A través de 
recombinación homóloga ya sea el vector completo se pierde (flecha discontinua) o una parte del plásmido se 
pierde (flecha continua). Si el casete de expresión permanece, la situación mostrada abajo D es ejecutada en el 30 
locus URA3. 

La figura 5 muestra una descripción esquemática del procedimiento, que fue usado para eliminar los genes ARE1, 
ARE2 en la cepa AH22tH3ura8 

La figura 6 muestra una descripción esquemática de los plásmidos pUG6 (Fig. 6A) y pSH47 (Fig. 6B). 

La figura 7 muestra los resultados de cultivo de la cepa AH22tH3ura8Aare1∆are2HUL en un fermentador de escala 35 
de laboratorio (5 litros). La figura 7A muestra el crecimiento de la levadura con el tiempo. Se ilustra el peso de 
células secas (CDW) en g/L y la densidad óptica (OD600nm/mL) en el curso de la fermentación. La figura 7B muestra 
la productividad de escualeno después de 66 h y 72 h. Las producciones de escualeno son descritas en porcentaje 
por peso de células secas y productividad volumétrica en g/L de caldo de fermentación en el curso de la 
fermentación. 40 

La figura 8 muestra una cromatografía de capa delgada de extractos de lípidos completos de cepas mutantes 
construidas de la levadura Saccharomyces cerevisiae. 

Ejemplos 

[0122] Los siguientes ejemplos así como las figuras acompañantes pretenden proporcionar realizaciones ilustrativas 
de la presente invención descritas y reivindicadas aquí. Estos ejemplos no pretenden proporcionar cualquier 45 
limitación en el alcance del tema objeto de la invención. 

Ejemplo 1 

Construcción de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 

1.1 Cepa AHZ2tH3ura8 base (Polakowski et al., 1998) 

La AHZ2tH3ura8 está basada en la cepa AH22 (Hinnen et al., 1978) que es un derivado de S288c (Mortimer y 50 
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Johnston, 1986). La cepa S288c y la cepa AH22 pueden ser obtenidas de la American Type Culture Collection 
(ATCC). La cepa S288c es obtenible de la ATCC bajo el número ATCC 26108. La cepa AH22 es obtenible de la 
ATCC bajo el número ATCC: 38626. 

La AH22 está caracterizada como sigue:  

genotipo: MATa leu2-3 leu2-112 his4-519 can1  5 

fenotipo: leu2, his4 

La cepa AH22 de la Saccharomyces cerevisiae de la levadura pertenece al grupo de microorganismos que 
generalmente se reconocen como seguros (nivel 1 de bioseguridad). Se prepararon soluciones madre de glicerol de 
la cepa AH22. 

La cepa AH22tH3ura8 se construyó por integración de un casete de expresión tHMG 1 dentro del locus URA3 10 
(Polakowski et al., 1998). Este casete de expresión comprende una versión truncada, constitutiva del promotor 
ADH1, una versión truncada del gen HMG1 y terminador TRP1 (véase abajo para detalles de construcción). 

La cepa AH22tH3ura8 está caracterizada como sigue:  

genotipo: MATa leu2-3 leu2-112 his4-519 can1 ura3::tHMG1  

fenotipo: ura3, leu2, his4  15 

1.2. Integración del casete de expresión tHMG1 dentro del locus URA3 (Estrategia de clonación e integración) 
Estrategia de clonación para el vector pPTHTL 

La secuencia de ADN para tHMG1 (Basson et al., 1988) fue simplificada través de PCR desde ADN genómico de la 
cepa S288c de Saccharomyces cerevisiae (Mortimer y Johnston, 1986) con uso de métodos estándar. Los 
cebadores que fueron usados para este propósito son los oligómeros tHMG-5’ y tHMG-3’ de ADN (Tabla 1). El 20 
fragmento de ADN que se obtuvo (SEQ ID NO:2) se introdujo dentro del sitio Smal del vector de clonación pUC19 
(Yanisch-Perron et al., 1985) después de un tratamiento de Klenow, y dio el vector pUC19-tHMG1 producido (véase 
figura 1). 

Después del aislamiento del plásmido y restricción de pUC19-tHMG1 con endonucleasas EcoR1 y BamH1, fue 
introducido el fragmento obtenido dentro del vector de expresión de levadura pPT2b (Lang y Looman, 1995), que 25 
también fue tratado con EcoR1 y BamH1. El plásmido resultante pPT2b-tHMG1 contiene el promotor ADH1 
truncado (Bennetzen y Hall, 1982 y el terminador TRP1 (Tschumper y Carbon, 1980) y entre la región tHMG1 que 
codifica. El gen LEU2 fue escindido del vector de levadura YEpl3 (Parent et al., 1985) con XhoI y SalI y se ligaron 
los extremos romos dentro del vector pPT2b-tHMG1 (que contiene el promotor también llamado ADH1 de longitud 
media, el gen THMG1 y el terminador TRP1) restringidos con Nru1 que resulta en vector pPTHTL (véase figura 1).  30 

La estrategia de clonación para el vector YEpH2. 

El vector YEpH2 (véase figura 2) se construyó por ligación de extremos romos del vector (con SphI) transformado 
en lineal YEp13 con el casete de expresión tHMG1 (forma corta del promotor ADH1; corriente abajo del sitio EcoRV, 
Bennetzen y Hall, 1982) cortado desde el vector pPT2b-tHMG1 (figura 1) con EcoRV y NruI.  

La estrategia de clonación para el vector integrador YDpUHK3. 35 

[0131] Se introdujo el casete de expresión tHMG1 cortada del vector YEpH2 (véase figura 2) con EcoRV y NruI 
(ligada) dentro del vector YDpU (Berben et al., 1991)), que fue tratada con Stul. El vector resultante YDpUH2/12 
(véase figura 3) fue tratado con endonucleasa Smal y ligado con un fragmento HindII del vector pUCTK23 que 
codifica para la resistencia de kanamicina (Webster y Dickson, 1983). La estructura que se produce (YDpUHK3, 
véase figura 3) fue tratado con EcoRV antes a la transformación de levadura. La cepa AH22 de levadura de 40 
Saccharomyces cerevisiae (Hinnen et al., 1978) fue transformada con esta estructura a través del método de 
acetato de litio descrito por Gietz et al. (Gietz, D., et al., 1992). La transformación de la levadura con este vector 
transformado en lineal da como resultado una integración cromosómica del vector total en el locus del gen URA3 
(véase figura 4). Para eliminar las áreas del vector integrado que no son parte del casete de expresión (origen E. 
coli, gen de resistencia a la ampicilina de E. coli, promotor TEF y gen de resistencia de kanamicina), las levaduras 45 
transformadas fueran sometidas a la presión de selección por 5-FOA (Boeke et al., 1987) que promueve la levadura 
auxotrófica para uracilo. La cepa auxotrófica para uracilo que fue seleccionada en placas que contienen 5-FOA 
(AH22tH3ura8) exhibe el casete de expresión tHMG1como integración cromosómica en el locus URA3 (véase figura 
4). 

La SEQ ID NO:3 representa la secuencia del casete de expresión tHMG1 integrada dentro del locus URA3 en la 50 
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cepa AH22tH3ura8 (que incluye regiones que codifican URA3 (véase Fig. 4D)).  

1.3. Eliminación de los genes ARE1, ARE2 en la cepa AHZ2tH3ura8 

El casete de eliminación con el gen marcador kanMX (que codifica para la resistencia de geniticina) se amplificó 
desde el plásmido pUG6 (Guldener et al., 1996) (véase figura 6) con cebadores (arelcrelox hacia delante (fw), 
are1crelox en reversa (rev) y are2crelox fw, are2crelox rev, respectivamente; Tabla 1) introduciendo secuencias 5 
cortas de flanque, que son homólogas al objetivo locus ARE1 y ARE2 (véase Figura 5). Los casetes de eliminación 
(secuencias de SEQ ID NO:4 y SEQ ID NO:5) fueron transformados dentro de levaduras a través del método de 
acetato de litio descrito por Gietz et al. (Gietz, D., et al., 1992). 

Después de la integración del casete dentro del locus objetivo, que conduce a una pérdida del gen correspondiente, 
se recuperó el gen marcador kanMX por el procedimiento de crerecombinasa (Guldener et al., 1996) con el fin de 10 
ser capaz de rehusar este marcador para eliminaciones o integraciones cromosómicas, respectivamente. 

El procedimiento de crerecombinasa requiere la transformación de las cepas de levadura con el plásmido pSH47 
(véase figura 6), que porta un gen para la crerecombinasa de enzima. Esta enzima es capaz de recombinar los dos 
sitios loxP flanqueando el gen de resistencia kanMX. Este evento de recombinación conduce a una pérdida de este 
gen marcador dejando un sitio loxP en el locus objetivo. 15 

Las colonias, que han perdido el plásmido pSH47 fueron identificadas a través de selección en contador en placas 
con ácido 5-fluoroorótico (Guldener et al., 1996) y recogidas para propósitos de construcción adicionales o como 
cepas finales. 

Tabla 1: Oligonucleótidos (cebador) usados para construir la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 

Número Nombre Secuencia 

1 tHMG-5’ ACTATG GACCAATTGGTGAAAACTG 

2 tHMG-3’ AGTCACATGGTGCTGTTGTGCTT 

3 are1crelox fw 

  

4 are1crelox rev 

  

5 are2crelox fw 

  

6 are2crelox rev 

  

 20 

Se prepararon 10 soluciones madre de glicerol de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2. Las letras mayúsculas en la 
Tabla 1 representan las áreas homólogas del loci objetivo, en el que el casete de gen integrador respectivo es 
integrado/ha sido integrado. Estas áreas pueden ser responsables de la integración cromosómica del casete de gen 
en el loci objetivo (a través de recombinación homóloga; por ejemplo, ARE1 y ARE2, respectivamente). En 
consecuencia, estas áreas pueden estar localizadas en el inicio y en el final de un casete de integración. 25 

Ejemplo 2 

La composición neutra de lípido y los esteroles libres de las cepas construidas se evaluaron a través de 
cromatografía de capa delgada (TLC). Se ejecutaron la extracción de lípido completa y cromatografía de capa 
delgada de acuerdo al protocolo de abajo.  

Análisis de TLC (cromatografía de capa delgada): 30 

Procedimiento de cultivo: 

El procedimiento de cultivo de las cepas de la levadura Saccharomyces cerevisiae para análisis de TLC fue:  
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Precultivo: se inocularon 20 ml del medio WMVIII en un matraz de agitación de 100 ml, con 50 µl de la 
correspondiente solución madre de glicerol y se cultivaron por 48 h a 30°C y 150 rpm. 

Cultivo principal: se inocularon 50 ml del medio WMVIII en un matraz de agitación de 250 ml con deflectores, con 1 
% del precultivo y se cultivaron por 72 h a 30°C y 150 rpm.  

Preparación de la muestra: 5 

Se cosecharon 3 x 0.5 mL del caldo de cultivo en tubos Eppendorf (triplicados) y se transformaron en pellas través 
de centrifugación a 4000 rpm, 5 min. Se descartó el sobrenadante. Las pellas de levadura fueron suspendidas 
nuevamente en 200 µL de amortiguador TE (pH = 8,0). Se añadieron 200 µL de perlas de vidrio y 200 µL de 
cloroformo)/metanol (80:20 (% en vol.)). 

Las muestras se agitaron en vórtice por 5 x 1 min (en los intervalos enfriados sobre hielo). Se hizo un hueco en el 10 
fondo del tubo de Eppendorf con una aguja. Se colocó el tubo de reacción en otro tubo Eppendorf de 1.5 ml y se 
centrifugó (1000 g por 2 min). Se descartó el tubo Eppendorf superior con las perlas de vidrio. Se cerró el tubo 
Eppendorf inferior y se centrifugó (13,000 g, 15 min). Durante la centrifugación se formó una fase encima y debajo 
de la pella. La fase orgánica inferior fue transferida dentro a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y se analizó a través de 
cromatografía de capa delgada. TLC (cromatografía de capa delgada):  15 

Fase estacionaria: gel de sílica 60 F254, 10 x 20 cm, espesor de la capa de sílica de 0.2 mm. 

Fase móvil: éter de petróleo: dietiléter : ácido acético (90 : 10 :1 (% en vol.)) 

Cantidad de la muestra: 10 µL 

Tiempo de ejecución: hasta 1 cm debajo de la parte superior de la placa. 

Detección: tinción con vapor de yodo (detección de escualeno, triacilgliceroles, esteroles y esteril ésteres). 20 

Resultados: 

La figura 8 muestra la composición de lípido completa/neutra de la cepa de tipo silvestre AH22ura3, la cepa con la 
reductasa HMG-CoA AH22tH3ura8 desregulada y la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 de eliminación doble. La figura 
8 indica que la cepa de tipo silvestre (AH22ura3, carril 1 y 2) produjo cantidades muy bajas de escualeno en 
comparación con las cepas en el carril 3 a 6, que expresa la reductasa HMG-CoA desregulada y produce altas 25 
cantidades de escualeno. La eliminación de los genes que codifican para las enzimas responsables de la formación 
de esteril ésteres (ARE1, ARE2) resultaron en una completa carencia de estos componentes en la cepa 
correspondiente (indicado por el cuadro negro superior en el carril 5 a 6). La eliminación de los genes que codifican 
para las enzimas responsables de la formación de esteril ésteres (ARE1, ARE2) no condujo a una acumulación de 
esteroles libres (comparar carril 3 y 4 con carril 5 y 6; indicado por la caja negra más baja). Esto fue sorprendente, 30 
en la medida que se esperaba que el contenido de esteroles libres incrementara en una cepa que carece de la 
habilidad de guardar esteroles como esteril ésteres.  

Los componentes lípidos fueron identificaron a través de los estándares de escualeno, colesteril 1-oleato, trioleato, 
oleato y ergosterol (no mostrados). 

Ejemplo 3 35 

Construcción de la cepa prototrófica AH22tH3ura8∆are1∆are2 (cepa final 1) y producción y almacenamiento de 
banco de células. 

3.1. Detalles de construcción de la cepa, cebador y secuenciación 

Construcción de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2H (cepa intermedia 1): 

Un clon prototrófico HIS4 (de reversión) de la cepa AH22tH3ura8∆are 1∆are2 fue seleccionado sobre una placa que 40 
carece de histidina después de formar estrías en un cultivo líquido de AH22tH3ura8∆are1∆are2 con un bucle 
inoculante (véase abajo). 

Construcción de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HL (cepa intermedia 2): 

La región que codifica del gen LEU2 fue amplificada desde ADN genómico de la cepa S288c con cebador 1 y 
cebador 2 (véase Tabla 2 para secuencias de cebadores). El casete de gen resultante fue transformada en la cepa 45 
AH22tH3ura8∆are1∆are2 H. La integración correcta dentro del locus objetivo LEU2 (YCL018W) a través de 
recombinación homóloga fue verificada a través de análisis de PCR con cebador 3 y cebador 2 (fusión por PCR en 
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la región 5’ UTR del locus LEU2 y en la región que codifica LEU2; véase Tabla 2 para secuencias de cebadores). 

Construcción de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL (cepa final 1): 

El casete de expresión nativo del gen completo URA3 (que incluye el promotor y terminador nativo) fue amplificado 
desde ADN genómico de la cepa S288c con cebador 4 y cebador 5 que introducen secuencias sobresalientes 5’ y 
3’ (40 pb en longitud), que son homólogas al locus de integración objetivo. El locus nativo del gen URA3 no fue 5 
usado como locus objetivo, porque el casete de expresión tHMG está integrado dentro de este locus en la cepa 
AH22tH3ura8∆are 1∆are2HL. Se escogió como locus de expresión cromosómica alternativo el locus HO. Fue 
transformado el casete de expresión URA3 (que incluyen el promotor y terminador nativo) en la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2 HL. Se verificó la integración correcta dentro del locus objetivo HO (YDL227C) a través de 
recombinación homóloga a través de análisis de PCR con cebador 6 y cebador 7 (fusión por PCR en la región 5’ 10 
UTR y en la región 3’ UTR del locus HO; véase Tabla 2 para secuencias de cebador). 

Secuenciamiento: 

La reversión de la mutación his4-519 (mutación de desplazamiento de marco, contiene inserción base que resulta 
en secuencia 5’-GGGG-3’ mARN en lugar del codón de glicina 5’-CCC-3’ de tipo silvestre (Gaber y Culbertson, 
1982)) se comprobó a través del secuenciamiento de un producto de amplificación por PCR, que fue generado por 15 
amplificación de la secuencia que codifica HIS3 correspondiente desde ADN genómico de la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL con cebador 8 y cebador 9 (fusión por PCR en la mitad de la reacción que codifica 
HIS4 y en la región 3’ UTR del locus HIS4; véase Tabla 2 para secuencias de cebadores).  

Resultado: la secuencia es correcta (corresponde a la secuencia de S288c, que está depositada en 
http://www.yeastgenome. org). Ocurrió reversión de la mutación his4-519. En caso de la mutación his4-519, la 20 
reversión del fenotipo auxotrófico para histidina también puede ocurrir a través de una mutación de supresor 
extragénica en glicina tARN (Gaber y Culbertson, 1982). 

Se comprobó la secuencia correcta de la región que codifica LEU2 en el locus LEU2 (YCL018W) en la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL a través del secuenciamiento de un producto de amplificación de PCR, que fue 
generado por amplificación de toda la secuencia que codifica LEU2 incluyendo una parte del 5’ UTR del locus LEU2 25 
del ADN genómico de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL con cebador 3 y cebador 2 (véase Tabla 2 para 
secuencias de cebadores). 

Resultado:  

La a secuencia es correcta (corresponde a la secuencia de S288c, que está depositada en 
http://www.yeastgenome.org). 30 

Se comprobó la secuencia correcta del casete de expresión nativa del gen URA3 (que incluye el promotor y 
terminador nativo) integrada dentro del locus HO (YDL227C) en la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL a través del 
secuenciamiento de un producto de amplificación por PCR, que fue generado por amplificación del casete de 
expresión del gen URA3 desde ADN genómico de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL con cebador 6 y cebador 7 
(fusión por PCR en la región 5’ UTR y la región 3’ UTR del locus HO; véase la Tabla 2 para secuencias de 35 
cebadores). 

Resultado: 

La secuencia es correcta (corresponde a la secuencia de S288c, que está depositada en 
http://www.yeastgenome.org). 

Tabla 2: Oligonucleótidos (cebador) usados para construir la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 40 

  Nombre Secuencia 

1 LEU2 fw ATGTCTGCCCCTAAGAAGATC 

2 LEU2 rev TTAAGCAAGGATTTTCTTAACTTC 

3 5’ LEU2 fw GGTGGTTAGCAATCGTCTTAC 

4 ho::URA3 fw 
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5 ho::URA3 rev 

  

6 5’ HO fw CATAAGCAGCAATCAATTCTATC 

7 3’ HO rev ATTTCTACTCCAGCATTCTAG 

8 HIS4 fw. 
mitad 

TCTGAATATGAAGCATCTGAAG 

9 3’ HIS4 rev. ATGGCGCTAATGTCTTCAATAC 

 

3.2 Preparación de soluciones madre de glicerol de la cepa intermedia 1 AH22tH3ura8∆are1∆are2H 

Se preparó medio WMVIII como es mostrado por Lang y Looman (Lang y Loomann, 1995). 

Se inoculó la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 con 50 µl de una solución madre de glicerol en 20 mL de medio 
WMVIII suplementado con uracilo (100 mg/L) y leucina (400 mg/L) en un matraz de agitación de 100 mL sin 5 
deflectores y se incubó por 72 h a 30°C y 150 rpm (Inóculo 0). 

El Inóculo 0 fue colocado en estrías con un bucle de inoculación en una placa de agar WMVIII suplementada con 
uracilo (100 mg/L) y leucina (400 mg/L) (no histidina), que fue incubada por 72 h a 30°C (placa 1). El número de 
colonia (número de reversiones) no fue determinado. 

El Inóculo 1 fue inoculado con una colonia recogida de la placa 1 en 20 mL de medio WMVIII suplementado con 10 
uracilo (100 mg/L) y leucina (400 mg/L) en un matraz de agitación de 100 mL sin deflectores y se incubó por 72 h a 
30°C y 150 rpm (Inóculo 1). 

El Inóculo 2 fue inoculado con 350 µl de Inóculo 1 en 35 mL de medio WMVIII suplementado con uracilo (100 mg/L) 
y leucina (400 mg/L) en un matraz de agitación de 100 mL sin deflectores y se incubó por 48 h a 30°C y 150 rpm 
(Inóculo 2). 15 

Se usó el Inóculo 2 para preparar soluciones madre de glicerol de cepa 1 intermedia (AH22tH3ura8∆are1∆are2H). 
Se prepararon las soluciones madre de glicerol por mezcla de 0.5 mL de Inóculo 2 con 0.5 mL de solución de 
glicerol (50% (v/v) glicerol en agua). Se pudieron transportar 10 soluciones madre de glicerol en cepa intermedia 1 
AH22tH3ura8∆are1∆are2H sobre hielo seco.  

Prueba del Inóculo 2: 20 

a) Densidad óptica del Inóculo 2: 

DO600/mL: 39.44 

b) Viabilidad de las células del Inóculo 2 (antes de la preparación de soluciones madre de glicerol): 

Se calculó la viabilidad de las células del Inóculo 2 en % por división de las unidades formadoras de colonia por el 
número de células (x100). El número de células se determina por recuento en una cámara de recuento Thoma. Las 25 
unidades formadoras de colonia se determinaron por colocación de estrías de una dilución apropiada del Inóculo 2 
en una placa de agar WMVIII suplementada con uracilo (100 mg/L) y leucina (400 mg/L).  

c.) La cámara de recuento Thoma: dilución 1:10 del Inóculo 2 

1. recuento: 34; 31; 38; 32; 39 

2. recuento: 31; 37; 31; 33; 31 30 

 

d.) colonias en placa: 

50 µl de una dilución 10-5 del Inóculo 2 aplicada en una placa WMVIII 

contadas: 207 colonias x 105 x 20 = 4.14 x 108 colonias / mL del Inóculo 2 

viabilidad: 4.1 x 108 x 100 / 4.2 x -108 → 98.6% 35 
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Viabilidad de las células del Inóculo 2: 98.6% 

e.) Pureza y fenotipo: 

Tabla 3: 50 µl de Inóculo 2 (diluido a 10-5 con agua o sin diluir como se indicó) fueron colocados en estrías en 
placas indicadas e incubadas por 48 h a temperaturas indicadas para determinar pureza y fenotipo (auxotrofías) 

Cepa (Inóculo 2) Placas Temperatura 
de incubación  

Observación 

AH22tH3ura8∆are1∆ar e2H YE 30°C colonias de levadura 
individuales (Inóculo 2 se diluyo 
a 10-5 antes de aplicación por 

estría en una placa) 

WMVIII + 
Ura + Leu 

30°C colonias de levadura 
individuales (Inóculo 2 se diluyo 
a 10-5 antes de aplicación por 

estría en una placa) 

LB 37°C sin crecimiento (no diluido) 

WMVIII (sin 
aminoácidos) 

30°C sin crecimiento (no diluido) 

  WMVIII + 
Ura + His 

30°C sin crecimiento (no diluido) 

  WMVIII + 
Ura + His 

30°C sin crecimiento (no diluido) 

 5 

En el Inóculo 2 se evaluó también contaminaciones bacterianas bajo el microscopio → No se pudo detectar 
contaminación bacteriana. 

3.3 Construcción de la cepa 2 intermedia y preparación de soluciones madre de glicerol de la cepa 2 intermedia 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HL 

Construcción (procedimiento técnico): 10 

Se ejecuta la transformación y prueba de PCR en integración correcta del casete de expresión LEU2 dentro del 
locus LEU2 por medios bien conocidos en la técnica y descritos abajo. 

Resultados de transformación de levadura: 

La transformación fue llevada a cabo como se describe por Gietz et al. (Gietz, D., et al., 1992). La eficiencia de 
trasformación (transformación integradora) varía entre 102-103 transformante es por µg de ADN. 15 

La muestra 1 cultivada en una placa de control (AH22tH3ura8∆are1∆are2H y sin ADN) no conduce al crecimiento 
de colonia. El cultivo de muestra 2 en el que el casete AH22tH3ura8∆are1∆are2H + LEU2 fue insertado conduce a 
colonias con diferencias detectables. 

Se recogieron 15 colonias en una placa nueva WMVIII y se incubaron por 72 h a 30°C. Se evaluaron cinco colonias 
por PCR. La colonia más grande fue seleccionada para preparación de solución madre de glicerol. La evaluación 20 
experimental de las cinco colonias reveló que todas las cinco colonias eran usables. Todas las cinco muestras 
mostraron que el ADN analizado contenía el gen LEU2.  

PCR: 

Se obtuvo la plantilla de colonias de Transformación de Levadura, del Inóculo 2 en placas de agar nuevas. Se usan 
PuRe Taq Ready To Go-Beads (GE Healthcare: Lot: 384777) como una polimerasa de Taq en un volumen de 25 µl. 25 
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Esto conduce a perlas disueltas en 23 µl de H2O-HPLC estéril y adición de 1 µl de cada cebador fw./ rev. (véase 
Tabla). La máquina de PCR usada fue obtenida de Flex Cycle Analytik, Jena. 

Programa de PCR 

paso 1: 94°C 3 min 

paso 2: 94°C 30 seg 5 

paso 3: 53°C 30 seg 

paso 4: 72°C 2 min a paso 2 40 ciclos  

paso 5: 72°C 3 min 

paso 6: 4°C 

La PCR fue ejecutada con colonias 1, 2, 3, 4 y 5 de AH22tH3ura8∆are 1∆are2HL y cada 1 µl de cebador (10 pmom/ 10 
µl de dilución) de cebadores 5’LEU2 fw y LEU2 rev. El producto de amplificación tiene una longitud de 
aproximadamente 1185 pb. Electroforesis en gel en un gel de agarosa al 1%:  

Se cargaron en un carril 0.5 g de Agarosa Seakem LE de Biozym en un matraz de agitación de 100 mL + 50 mL 1 x 
amortiguador TAE, 6 µL de una escalera de 1 kb (NEB) (500 ng/carril). Adicionalmente 10 µL de la muestra de cada 
amplificación fue mezclada con 2 µL 6 x carga de amortiguador y la mezcla fue cargada en un gel de agarosa. El 15 
gel fue ejecutado a 120 V por 45 min en 1 x amortiguador TAE. A continuación, el gel fue incubado en un baño de 
bromuro de etidio (EtBr) por 20 min (Solución madre de EtBr conc.: 10 mg/ mL: baño: 30 µL /300 mL 1x 
amortiguador TAE). Finalmente, el gel fue analizado por documentación fotográfica (Alfa innotech: OrgBal 48; 
ajustes opcionales: exp. 0.12 s, compartimiento 1x1, b: 0, w: 66, g: 0.95). 

Resultados:  20 

Todos los 5 carriles cargados con la muestra mostraron que la cepa fue una cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HL. Las 
cinco colonias mostraron productos amplificados de aproximadamente 1200 pb. De acuerdo con la electroforesis de 
gel, los resultados para todas las cinco colonias analizadas contienen el inserto correcto. Por lo tanto, la 
amplificación del gen LEU2 dio resultados positivos en todas las 5 colonias de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 
HL. 25 

Preparación de las soluciones madre de glicerol de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HL 

La cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HL fue inoculada con la colonia escogida de una placa de agar WMVIII 
suplementada con uracilo (100 mg/L) (placa 1; véase abajo; no igual a la placa de transformación) en 20 mL de 
medio WMVIII suplementado con uracilo (100 mg/L) en un matraz de agitación de 100 mL sin deflectores e 
incubado por 72 h a 30°C y 150 rpm (Inóculo 1). 30 

La placa 1 fue generada por escogencia de colonias individuales para la placa de transformación (véase figura 1), la 
cual fue generada por transformación de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2H con un fragmento de ADN que 
comprende la secuencia LEU2 que codifica. Se usó la placa uno, no la placa de transformación, para 
procedimientos adicionales. 

El Inóculo 2 fue inoculado con 350 µL del Inóculo 1 en 35 mL de medio WMVIII suplementado con uracilo (100 35 
mg/L) en un matraz de agitación de 100 mL sin deflectores e incubada por 48 h a 30°C y 150 rpm (Inóculo 2). 

El Inóculo 2 se usó para preparar soluciones madre de glicerol de la cepa 2 intermedia 
(AH22tH3ura8∆are1∆are2HL). Las soluciones madre de glicerol fueron preparadas por mezcla de 0.5 mL del 
Inóculo 2 con 0.5 mL de solución de glicerol (50% (v/v) glicerol en agua). Se pudieron transportar 10 soluciones 
madre de glicerol en hielo seco. 40 

Prueba del Inóculo 2: 

a) Densidad óptima del Inóculo 2: 

DO600/ml: 37.04 

b) Viabilidad de las células del Inóculo 2 (antes de preparación de las soluciones madre de glicerol): 

Se calculó la viabilidad de las células del Inóculo 2 en % por división de las unidades formadoras de colonia por el 45 
número de células (x100). El número de células se determina por recuento en una cámara de recuento Thoma. Las 
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unidades formadoras de colonia se determinaron por colocación de estrías de una dilución apropiada del Inóculo 2 
en una placa de agar WMVIII suplementada con uracilo (100 mg/L). 

c.) Cámara de recuento de Thoma: dilución 1:10 del Inóculo 2 

1. recuento: 33; 36; 32; 37; 39 

2. recuento: 28; 37; 41; 33; 31 5 

 

d.) Colonias en placa: 

50 µl de una dilución 10-5 veces del Inóculo 2 aplicado en una placa WMVIII, resulto en: 

recuento de 142 colonias x 105 x 20 = 2.8 x 108 colonias/mL del Inóculo 2, 

viabilidad: 2.8 x 108 x100/4.3 x 108, resultados en 65.1% 10 

Viabilidad de las células del Inóculo 2: 65.1% 

e. Pureza y fenotipo: 

Tabla 4: 50 µl de Inóculo 2 (diluido a 10-5 con agua o sin diluir como se indicó) fueron colocados en estrías en 
placas indicadas e incubadas por 48 h a temperaturas indicadas para determinar pureza y fenotipo (auxotrofías) 

Cepa (Inóculo 2) Placas Temperatura de 
incubación  

Observación 

AH22tH3ura8∆are1∆areHL YE 30°C colonias de levadura individuales 
(Inóculo 2 se diluyo a 10-5 antes 
de colocación de estría en una 

placa) 

WMVIII +Ura 30°C colonias de levadura individuales 
(Inóculo 2 se diluyo a 10-5 antes 

de colocación de estría puesto en 
una placa) 

LB 37°C sin crecimiento (no diluido) 

WMVIII (sin 
aminoácidos) 

30°C sin crecimiento (no diluido) 

 15 

En el Inóculo 2 se evaluó también contaminaciones bacterianas bajo el microscopio. No se pudo detectar 
contaminación bacteriana. 

3.4. Construcción de preparación del terreno de la cepa final de soluciones madre de glicerol de la cepa 1 final 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 

Construcción (procedimiento técnico):  20 

Transformación y prueba de PCR en integración correcta del casete de expresión URA3 dentro del locus HO. 

Resultados de Transformación de Levadura:  

La transformación fue llevada a cabo como se describe por Gietz et al. (Gietz, D., et al., 1992). La eficiencia de 
trasformación (transformación integradora) varía entre 102-103 transformantes por µg de ADN. 
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El cultivo de muestra 1 conduce a una placa de control (AH22tH3ura8∆are1∆are2HL y sin ADN) sin crecimiento de 
colonia, mientras que la muestra 2 que comprende células con el casete AH22tH3ura8∆are1∆are2HL + URA 3 
conduce a la formación de diferentes colonias. 

Se recogieron 15 colonias y se inocularon en una placa nueva WMVIII y se incubaron por 72 h a 30°C. Se usaron 
transformantes positivos para la reparación de soluciones madre de glicerol (colonia 6 y 8). Las colonias grandes 5 
fueron recogidas seleccionadas en otra placa, y evaluadas a través de PCR y usadas para la preparación de 
soluciones madre de glicerol. 

PCR: 

Plantilla: colonias de Transformación de Levadura  

Cepa de levadura: AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 10 

Se usó PuRe Taq Ready To Go-Beads (GE Healthcare: Lot: 384777) como una polimerasa de TAQ en un volumen 
de 25 µl. Las perlas fueron disueltas en 23 µl de H2O-HPLC estéril y se añadió 1 µl de cada cebador fw./ rev.(véase 
Tabla 6). La máquina de PCR usada fue obtenida de Flex Cycle Analytik, Jena. 

Programa de PCR 

1. paso:94°C 3 min 15 

2. paso:94°C 30 seg 

3. paso:51°C 30 seg, nueva temperatura de fusión por PCR 

4. paso:72°C 2 min A paso 2 por 40 ciclos 

5. paso:72°C 3 min 

6. paso:4°C  20 

Tabla 5. Desempeño de PCR 

Muestra Cepa Par de cebadores de cada dirección 1 µl 
de 10pmol/ µl de dilución 

1 AH22tH3 ura8 
∆are1∆are2HUL                  colonia 1 

  

2 "                             colonia 2 5’HO fw. 

3 "                             colonia 3 3’HO rev. 

4 "                             colonia 4 Integración del casete URA 3 en locus HO, 
el fragmento tiene 

1435 pb en caso de integración correcta, si 
no entonces 1902 pb 5 "                             colonia 5 

6                               colonia 6   

7 "                             colonia 7   

8 "                             colonia 8   

9 "                             colonia 9   

10 "                             colonia 10   

11                               colonia 6 3’HO rev. 

12 "                             colonia 7 URA 3 Not 1 fw. 

13 "                             colonia 8   

14 "                             colonia 9   
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Muestra Cepa Par de cebadores de cada dirección 1 µl 
de 10pmol/ µl de dilución 

15 "                             colonia 10   

 

Se preparó gel de 1% de Agarosa: 

Se cargó 1.0 g de Agarosa Seakem LE de Biozym en matraz de agitación de 250 ml + 100 mL 1 x amortiguador 
TAE, 6 mL de una escalera de 1 kb (NEB) (500 ng/carril) en un carril. Adicionalmente 10 µL de la muestra de cada 
amplificación fue mezclada con 2 µL 6 x carga de amortiguador y la mezcla fue cargada en el gel de agarosa. El gel 5 
fue ejecutado a 120 V por 45 min en 1 x amortiguador TAE. A continuación, el gel fue incubado en un baño de 
bromuro de etidio (EtBr) por 20 min (Solución madre de EtBr conc.: 10 mg/ mL: baño: 30 µL /300 mL 1x 
amortiguador TAE). Finalmente, el gel fue analizado por documentación fotográfica. 

Resultados: 

Se usaron adicionalmente los productos de amplificación que tienen el tamaño correcto de aproximadamente 1435 10 
pb.  

Preparación de las soluciones madre de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL: 

La cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL fue inoculada con una colonia recogida de una placa de agar WMVIII 
(colonia 6, véase figura 4 y 5; placa 1; véase abajo; no igual a la placa de transformación, sin suplementación) en 
20 mL de medio WMVIII (sin suplementación) en un matraz de agitación de 100 mL sin deflectores e incubada for 15 
72 h a 30°C y 150 rpm (Inóculo 1). 

La placa 1 fue generada recogiendo colonias individuales de la placa de transformación (véase figura 4), la cual fue 
generada por transformación de la cepa a AH22tH3ura8∆are1∆are2HL con un fragmento de ADN que comprende el 
casete de expresión URA3 nativa que codifica. Se usó la placa uno, no la placa de transformación, para 
procedimientos adicionales. 20 

El Inóculo 2 fue inoculado con 350 µL del Inóculo 1 en 35 mL de medio WMVIII suplementado (sin suplementación) 
en un matraz de agitación de 100 mL sin deflectores e incubada `por 48 h a 30°C y 150 rpm (Inóculo 2). 

El Inóculo 2 se usó para preparar soluciones madre de glicerol de la cepa 1 final (AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL). 
Las soluciones madre de glicerol fueron preparadas por mezcla de 0.5 mL del Inóculo 2 con 0.5 mL de solución de 
glicerol (50% (v/v) glicerol en agua). Se pudieron transportar 10 soluciones madre de glicerol en hielo seco.  25 

Prueba del Inóculo 2: 

a) Densidad óptica del Inóculo 2: 

[0199] DO600/ml: 42.68 

b) Viabilidad de las células del Inóculo 2 (antes de preparación de soluciones madre de glicerol): 

Se calculó la viabilidad de las células del Inóculo 2 en % por división de las unidades formadoras de colonia por el 30 
número de células (x100). El número de células se determina por recuento en una cámara de recuento Thoma. Las 
unidades formadoras de colonia se determinaron por colocación de estrías de una dilución apropiada del Inóculo 2 
en una placa de agar WMVIII suplementada con uracilo (100 mg/L). 

c.) Cámara de recuento de Thoma: dilución 1:10 dilución del Inóculo 2 

1. recuento: 26; 29; 37; 30; 229 35 

2. recuento: 39; 36; 28; 27; 33 

 

d.) Colonias en placa: 

50 µl de una dilución 10-5 del Inóculo 2 aplicado en una placa de WMVIII 

contadas: 280 colonias x 105 x 20= 5.6 x 108 colonias/mL del Inóculo 2 40 
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viabilidad: 5.6 x 108 x100 / 5.9 x 108. Esto conduce a 94.9%. 

Viabilidad de las células del Inóculo 2: 94.9% 

e) Pureza y Fenotipo: 

Tabla 6: 50 µl de Inóculo 2 (diluido a 10-5 con agua o sin diluir como se indicó) fueron colocados en estrías en 
placas indicadas e incubadas por 48 h a temperaturas indicadas para determinar pureza y fenotipo (auxotrofías) 5 

Cepa (Inóculo 2) Placas Temperatura de incubación  Observación 

AH22tH3ura8∆are1∆are2H 
UL 

YE 30°C colonias de levadura 
individuales (Inóculo 2 se 

diluyo 10-5 antes de 
colocación de estría en una 

placa) 

LB 37°C sin crecimiento (no diluido) 

WMVIII (no 
aminoácidos) 

30°C colonias de levadura 
individuales (Inóculo 2 se 

diluyo 10-5 antes de 
colocación de estría en una 

placa) 

 

En el Inóculo 2 se evaluó también contaminaciones bacterianas bajo el microscopio. No se pudo detectar 
contaminación bacteriana. 

3.5 Conclusiones 

Los fragmentos integrados (casete de expresión LEU2 y URA3) fueron evaluados a través de PCR en el lado 10 
correcto y en la integración correcta en el correspondiente loci objetivo (LEU2 y HO). Los resultados de PCR 
mostraron tamaños correctos e integración correcta de fragmentos. 

Los resultados de secuenciación de los fragmentos integrados (casete de expresión LEU2 y URA3) amplificados 
desde el locus de integración (LEU2 y HO) del ADN genómico de la cepa final AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL, 
mostraron que las secuencias son correctas (estos corresponden a las secuencias de S288c, que están 15 
depositadas en http://www.yeastgenome.org). Ocurrió la reversión de mutación de his4-519, en la medida que esta 
secuencia fue evaluada también como se describe anteriormente en la cepa final AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL. La 
cepa final AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL exhibe el fenotipo correcto (prototrófica), se completó satisfactoriamente la 
construcción de la cepa prototrófica final AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL. 

Esta cepa fue construida satisfactoriamente usando genes no heterólogos, que entonces simplifica la ejecución 20 
industrial, en comparación con el caso cuando se usan cepas que llevan genes heterólogos. 

Ejemplo 4 

Evaluación de crecimiento y productividad de escualeno de la cepa de levadura prototrófica 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL en comparación con la cepa de levadura auxotrófica AH22tH3ura8∆are1∆are2 

Se evaluaron dentro del siguiente experimento el desempeño del crecimiento y la productividad de escualeno de la 25 
cepa prototrófica en comparación con la cepa auxotrófica. 

Adicionalmente se evaluó la estabilidad de las dos cepas con referencia al desempeño del crecimiento y 
productividad del escualeno en un ciclo de producción. Para ello se prepararon soluciones madre de glicerol 
(después de las soluciones madre) de cultivos (inoculado con las soluciones madre de glicerol iniciales: soluciones 
madre anteriores), que fueron mantenidas en por lo menos 30 generaciones. Las 30 generaciones representan un 30 
ciclo de producción (cultivo en fermentador a escala industrial). Después de cultivar por 30 generaciones, las 
muestras fueron probadas nuevamente (soluciones madre posteriores). Es una característica preferida la 
estabilidad que hace referencia al crecimiento y productividad durante el cultivo en por lo menos 30 generaciones 
que debería exhibir una cepa para producción industrial. Para la evaluación de la estabilidad, se evaluaron en 
paralelo de cultivos inoculados con cultivos madre anteriores y posteriores.  35 

Determinación de CDW (Peso de Células Secas): 
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Se cosechó 3 x 6 mL de caldo de cultivo en tubos falcon de 15 mL pesados (triplicados) y en forma de pellas a 
través de centrifugación a 4000 rpm, 5 min. Se descartó el sobrenadante y la pella fue usada para análisis 
adicional. Se lavaron las pella 2 veces con 5 mL de agua. Las pellas lavadas se secaron a 80 °C por 24 h y se 
enfriaron en un desecador antes de ser pesadas. 

Extracción y determinación cuantitativa de escualeno a través de análisis de GC-MS: 5 

Extracción: 

Se transfirieron 250 µl de caldo de cultivo a un tubo Eppendorf. El caldo se sometió a vórtice (agitacín) por algunos 
segundos a máxima velocidad (Vortex-Genie 2, Scientific Industries). Se añadieron 250 µl de perlas de vidrio 
(diámetro que varía desde 450 µm hasta 500 µm, Sartorius BBI-8541701). A continuación, se añadieron 400 µl de 
cloroformo:metanol (80:20; v:v). La solución se sometió a vórtice por 5 minutos a máxima velocidad (Vortex-Genie 10 
2, Scientific Industries) antes de la centrifugación por 5 min a 13,200 rpm (centrífuga laboratorio Hettich Mikro 200 
R). Se secaron bajo flujo de nitrógeno 50 µl de la fase orgánica inferior y se disolvieron los residuos en 1.5 ml de 
acetonitrilo. Se transfirió 1 ml de la solución de acetonitrilo a un vial GC y se inyectó. 

Preparación de estándares externos para cuantificación: 

Se colocaron 10 mg de escualeno (Sigma, S3626, pureza mínima de 98%) dentro de un tubo Greiner de 15 ml. Se 15 
añadieron 10 ml de acetonitrilo (solución madre de escualeno, 1 mg/ml) y se prepararon diferentes concentraciones 
como se describe abajo: 

1. 5 µg/mL de escualeno: se transfieren por pipeta 5 µL de solución madre de escualeno a 995 µL acetonitrilo 

2. 10 µg/mL de escualeno: se transfieren por pipeta 10 µL de solución madre de escualeno a 990 µL acetonitrilo 

3. 20 µg/mL de escualeno: se transfieren por pipeta 20 µL de solución madre de escualeno a 980 µL acetonitrilo 20 

4. 40 µg/mL de escualeno: se transfieren por pipeta 40 µL de solución madre de escualeno a 960 µL acetonitrilo 

3. 80 µg/mL de escualeno: se transfieren por pipeta 80 µL de solución madre de escualeno a 920 µL acetonitrilo 

Análisis de GC-MS: 

Se ejecutó el análisis de GC-MS en un sistema Agilent 6890N GC acoplado a un detector selectivo de masa 
cuadrupolo Agilent 5975B VL MSD. La columna usada para análisis fue una Agilent HP-5MS. Se operó el MS a 25 
modo de barrido (iniciar después de 4 min, intervalo de masa de 29 a 500 u.m.a a 3,1 barridos/s). La temperatura 
fue sostenida inicialmente a 70 °C por 0.5 min y después fue elevada a 120 °C con un gradiente de 20 °C /min 
seguido por un incremento a 325 °C con un gradiente de 10 °C/min, que fue sostenido por 20 min. El flujo a través 
de la columna se mantuvo constante a 1 ml He/min. El volumen de inyección fue 1 µl (modo de no división). La 
temperatura de entrada y la temperatura en la interfaz fue 280 °C. 30 

4.1 Generación de soluciones madre de glicerol posteriores desde soluciones madre de glicerol anteriores después 
de cultivo por lo menos por 30 generaciones: 

a.) Procedimiento de cultivo 

Tabla 7: Cepas usadas por generación de soluciones madre posteriores 

No. Cepa Fenotipo Suplementos 

1 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL prototrófica --- 

4 AH22tH3ura8∆are1∆are2 auxotrófica, (his ura leu) His;Ura;Leu 

 35 

El Inóculo 1 fue inoculado desde las soluciones madre de glicerol (100 µl) en 20 mL de medio WMVIII en un matraz 
de agitación de 100 mL sin deflectores e incubado por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido 
listada en la Tabla 7). 

El Inóculo 2 fue inoculado desde el Inóculo 1 (1%) en 20 mL de medio WMVIII en un matraz de agitación de 100 mL 
sin deflectores e incubado por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada en la Tabla 7). 40 

El Inóculo 3 fue inoculado desde el Inóculo 2 (1%) en 50 mL de medio WMVII en 250 mL de un matraz de agitación 
con deflectores e incubada por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada en la Tabla 7). 
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El Inóculo 4 fue inoculado desde el Inóculo 3 (1%) en 50 mL de medio WMVIII en 250 mL de un matraz de agitación 
con deflectores e incubada por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada en la Tabla 7). 

El Inóculo 5 fue inoculado desde el Inóculo 4 (1%) en 50 mL de medio WMVIII en 250 mL de un matraz de agitación 
con deflectores e incubada por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada en la Tabla 7). 

El Inóculo 6 fue inoculado desde el Inóculo 5 (1%) en 50 mL de medio WMVIII en 250 mL de un matraz de agitación 5 
con deflectores e incubada por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada en la Tabla 7). 

b.) recuento de células para determinar el número de generaciones: 

Tabla 8: Número de células por mL de cultivo (Inóculo 1-6) a 0 horas (t=0 h; después de inoculación) y 48 horas 
(t=48 h) de cultivo 

Número de cepa 1 2 3 4 

Inóculo 1, t = 48 h 3.68 x 108 3.78 x 108 3.50 x 108 4.89 x 108 

Inóculo 2, t = 0 h 6.38 x 106 6.38 x 106 6.50 x 106 7.63 x 106 

Inóculo 2, t = 48 h 3.4.6 x 108 3.58 x 108 3.86 x 108 3.66 x 108 

Inóculo 3, t = 0 h 8.13 x 106 9.00 x 106 9.75 x 106 10.38 x 106 

Inóculo 3, t = 48 h 3.39 x 108 3.41 x 108 3.44 x 108 5.15 x 108 

Inóculo 4, t = 48 h 3.03 x 108 3.04 x 108 2.99 x 108 3.87 x 108 

Inóculo 5, t = 48 h 3.09 x 168 3.46 x 108 3.79 x 108 4.15 x 108 

Inóculo 6, t = 48 h 5.61 x 108 5.39 x 108 5.74 x 108 6.73 x 108 

 10 

Número total de generaciones: 

Inóculos 1 a 5: aproximadamente 5.5 generaciones 
Inóculo 6: aproximadamente 6.0 generaciones 
Suma: aproximadamente 33.5 generaciones 

c.) Preparación de soluciones madre de glicerol después de la producción: 15 

Se prepararon las soluciones madre de glicerol después de la producción por mezcla de 0.5 mL del Inóculo 6 
después de 48 horas de cultivo (de cepas listadas en la Tabla 7) con 0.5 mL de solución de glicerol (50% (v/v) 
glicerol en agua). 

Tabla 9: Denotación de soluciones madre de glicerol después de la producción 

No. Cepa (soluciones madre posteriores a la 
producción) 

Fenotipo Suplementos 

1 AH22tH3ura8∆are1∆ are2 posterior auxotrófica His;Ura;Leu 

2 AH22tH3ura8∆are1∆ are2HUL posterior prototrófica --- 

 20 

Se almacenaron la soluciones madre de glicerol después de la producción por lo menos por 24 horas a -80°C antes 
del cultivo para el análisis de estabilidad. 

4.2. Análisis (producción anterior y posterior) de estabilidad de la cepa 

a.) Procedimiento de cultivo 

–El Inóculo 1 fue inoculado desde la solución madre de glicerol (100 µl) listadas en las tablas 7 y 3 (producción 25 
anterior y posterior de células de 2 cepas = 4 soluciones madre) en 20 mL de medio WMVIII en un matraz de 
agitación de 100 mL sin deflectores e incubado por 48 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada 
en la Tabla 7). 
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–El Inóculo 2 fue inoculado desde el Inóculo 1 (1%) en 50 mL de medio WMVII en un matraz de agitación de 250 
mL con deflectores e incubado por 72 h a 30°C y 150 rpm (suplementación de aminoácido listada en la Tabla 7). 

Tabla 10: Cepas usadas para crecimiento y análisis de productividad de escualeno  

No. Cepa 

1 AH22tH3ura8∆are1∆are2 anterior (cepa auxotrófica; solución 
madre anterior) 

2 AH22tH3ura8∆are1∆are2 posterior (cepa auxotrófica; solución 
madre posterior) 

3 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL anterior (cepa prototrófica ; solución 
madre anterior) 

4 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL posterior (cepa prototrófica ; solución 
madre posterior) 

 

b.) Resultados 5 

Después de 72 horas las células (Inóculo 2) se cosecharon y evaluaron haciendo referencia al crecimiento y 
productividad. Para este propósito, fue determinado el peso de células secas (CDW): 

Se cosechó 3 x 6 mL de caldo de cultivo en tubos falcon de 15 mL pesados (triplicados) y en forma de pellas a 
través de centrifugación a 4000 rpm, 5 min. Se descartó el sobrenadante y la pella fue usada para análisis 
adicional. Se lavaron la pellas 2 veces con 5 mL de agua. Las pellas lavadas se secaron a 80 °C por 24 h y se 10 
enfriaron en un desecador antes de ser pesadas. 

La determinación de peso de células secas (CDW) se llevó a cabo en triplicados y extracción, y la extracción y 
análisis de escualeno fue llevada a cabo en triplicados. 

La medición de la densidad óptica a 600 nm (DO600nm) de las cepas ilustradas en la Tabla 10 muestra que la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL prototrófica fue más estable que la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 auxotrófica. 15 
Después de 72 h, se obtuvieron los siguientes resultados: 

Tabla 11: Crecimiento de las cepas después de la incubación 

No. Cepa Densidad óptica a 600 nm (DO600nm) / mL 

1 AH22tH3ura8∆are1∆are2 anterior 58 

2 AH22tH3ura8∆are1∆are2 posterior 51 

3 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL anterior 58 

4 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL posterior 59 

 

La medición de peso de células secas (CDW) de las cepas listadas en la Tabla 10 muestra que la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL prototrófica fue más estable que la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 auxotrófica. 20 
Después de 72 h, se obtuvieron los siguientes resultados: 

Tabla 12: Peso de células secas (CDW) después de la incubación 

No. Cepa Peso de célula seca 
[g/L] 

1 AH22tH3ura8∆are1∆are2 anterior 12.4 

2 AH22tH3ura8∆are1∆are2 posterior 10.2 
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No. Cepa Peso de célula seca 

[g/L] 

3 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL anterior 13.0 

4 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL posterior 13.1 

 

La medición de la productividad de escualeno de las cepas listadas en la Tabla 10 muestra que la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL prototrófica fue más estable que la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2 auxotrófica y 
produce cantidades mayores de escualeno. Después de 72 h, se obtuvieron los siguientes resultados: 5 

Tabla 13: Peso de células secas (CDW) después de la incubación 

No. Cepa Escualeno [g/L de caldo 
de cultivo] 

Escualeno [% por peso de célula seca ] 

1 AH22tH3ura8∆are1∆are2 anterior 0.68 5.48 

2 AH22tH3ura8∆are1∆are2 
posterior 

0.49 4.81 

3 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 
anterior 

0.90 6.97 

4 AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 
posterior 

0.88 6.84 

 

4.3 Conclusiones 

[0227] La cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL prototrófica produjo más escualeno en comparación con la cepa 
AH22tH3ura8∆are1∆are2 auxotrófica con referencia al rendimiento volumétrico, específico y total. Adicionalmente, 10 
el peso de células secas de la cepa prototrófica al final del cultivo, fue más alto comparado con la cepa auxotrófica. 
En contraste con la cepa auxotrófica, la cepa prototrófica fue estable con referencia al desempeño de crecimiento y 
productividad de escualeno en por lo menos 33 generaciones. 

Ejemplo 5 

Evaluación de AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 15 

5.1. Fermentación de escala de laboratorio de AH22tH3ura8∆are1∆re2HUL 

Cepa: Saccharomyces cerevisiae AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL 

Medio: medio básico WMVIII esterilizado (20 min/121°C) suplementada con filtrado esteril (0.22 µm) de elementos 
de traza y vitaminas 

Precultivo: 20 

Inóculo 1: 20 mL de medio WMVIII (matraz de Erlenmeyer de 100 mL con deflectores) inoculado con 20 µL de 
solución madre de glicerol de la cepa AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL. Incubación: 48 h / 30°C /150 rpm 

Inóculo 2: 150 mL de medio WMVIII (matraz de Erlenmeyer de 500 mL con deflectores) inoculado con 1.5 mL (1%) 
de Inóculo 1. Incubación: 48 h / 30°C /150 rpm 

Cultivo principal: 25 

3 L de medio WMVIII (fermentador Applikon de 5 L) inoculado con 100 mL (3.33%) de Inóculo 2 e incubado por 72 h 
a 30°C y 250-585 rpm. No hubo control de pH. Se aplicaron a la incubadora 10 L/h de aire comprimido. 

Agitación: controlada por pO2 (si el valor de pO2 fue menos de 25%, la agitación fue incrementada 
satisfactoriamente hasta el máximo de 700 rpm). 
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Fermentación 

Las células de AH22tH3ura8∆are1∆are2HUL se fermentaron en la semana 39 del calendario (2010). 

parámetros registrados: pH y pO2 al inicio de la incubación 

inicio: 0 h 

pH: 5.24 5 

pO2: 99% 

rata de agitación: 250 rpm 

ventilación: 10 L/h de aire comprimido  

Se analizaron durante la incubación de muestras para análisis químico y medición de densidad óptica. Los tiempos 
de muestreo fueron después de 0 h, 11 h, 15 h, 19 h, 22 h, 37 h, 40 h, 44 h, 62 h, 66 h, 1 y 72 h.  10 

parámetros registrados: pH y pO2 al final de la incubación 

final: 72 h 
pH: 5.26 
pO2: 59% 
rata de agitación: 250 rpm 15 
ventilación: 10 L/h de aire comprimido  

Resultados 

Los resultados son dibujados en la figura 7. La cinética de crecimiento fue extensivamente lineal por más de 60 h 
de incubación. La productividad de escualeno del cultivo aumentó hasta 60 h. La productividad de escualeno fue 
1.07 g L-1 (título) respectivamente 7.8% (escualeno por CDW) después de 72 horas del tiempo de fermentación. 20 

Listado de secuencias  
 
<110> Organobalance GmbH 
 
<120> Una Célula de Levadura Para la Producción de Terpenos y Usos de los Mismos  25 
 
<130> S67598PCEP 

<150> EP 11001629.2 

<151> 2011-02-28 

<160> 7 30 

<170> version 3.5 de PatentIn 

<210> 1 

<211> 1578 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 35 

<220> 

<223> reductasa HMG CoA truncada 

<400> 1 
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<210> 2 

<211> 1635 

<212> ADN 5 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 
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<223> basado en el vector pUC19 

<400> 2 
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<210> 3 

<211> 4820 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> casete de expresión integrado dentro del locus URA3 

<400> 3 
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<210> 4 

<211> 1694 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> casete integrador usado para la eliminación del gen ARE1 

<400> 4 
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<210> 5 

<211> 1694 

<212> ADN 5 
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<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> casete integrador usado para la eliminación del gen ARE2 

<400> 5 

 5 

<210> 6 

<211> 1095 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 10 

<223> casete integrador integrado dentro del locus LEU2 

<400> 6 
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<210> 7 

<211> 1295 

<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 5 

<220> 

<223> casete integrador integrado dentro del locus HO 

<400> 7 
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REIVINDICACIONES 

1.  Una célula de levadura, en la que 

a)  dicha célula comprende un gen funcional que codifica para hidroximetilglutaril-coenzima-A (HMG-CoA) 
reductasa soluble; 

b)  uno o más genes que codifican para esterilaciltransferasas en dicha célula son defectuosos o eliminados; y 5 

c)  dicha célula es prototrófica para histidina, leucina y uracilo. 

2.  La célula de acuerdo con la reivindicación 1, en la que dicha célula es una célula de una línea de células 
estables, preferiblemente más estables que la célula correspondiente que es por lo menos auxotrófica para 
histidina, leucina o uracilo, más preferiblemente auxotrófica para histidina y leucina, histidina y uracilo, o leucina y 
uracilo, incluso más preferiblemente auxotrófica para histidina, leucina y uracilo. 10 

3.  La célula de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en la que dicha célula es una célula modificada genéticamente. 

4.  La célula de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha célula es una célula 
Saccharomyces, más preferiblemente en la que dicha célula es una célula Saccharomyces cerevisiae, en particular 
en la que dicha célula es derivada de una célula Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22. 

5.  La célula de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la reductasa soluble HMG-15 
CoA está caracterizada porque  

a)  es una proteína de reductasa soluble HMG-CoA truncada que carece de la región de unión de membrana; 

b)  está codificada en un vector bajo el control transcripcional de un promotor que es activo en dicha célula; y/o 

c)  esta expresada bajo el control de un promotor constitutivo, en particular bajo el control de un promotor 
constitutivo fuerte. 20 

6.  La célula de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 a 5, en la que el uno o más genes que 
codifican para esterilaciltransferasas es/son ARE1 y/o ARE2, preferiblemente en la que ambos genes, ARE1 y 
ARE2, son defectuosos o eliminados. 

7.  La célula de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la productividad de terpeno, 
preferiblemente la productividad de triterpeno, en particular la productividad de escualeno de dicha célula es por lo 25 
menos equivalente, preferiblemente incrementada en comparación con la de la célula correspondiente de tipo 
silvestre y/o la célula correspondiente que es por lo menos auxotrófica para histidina, leucina o uracilo, 
preferiblemente auxotrófica para histidina y leucina, histidina y uracilo, o leucina y uracilo, más preferiblemente 
auxotrófica para histidina, leucina y uracilo. 

8.  La célula de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 1 a 7, en la que dicha célula produce 30 
cantidades reducidas de esteril acil ésteres, preferiblemente en la que dicha célula es deficiente para la producción 
de esteril acil ésteres. 

9.  Un método de generación de una célula de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde dicho método 
comprende: 

a)  insertar un gen que codifica para reductasa soluble HMG-CoA dentro de una célula de levadura; 35 

b)  seleccionar células que comprenden un gen que codifica para dicha reductasa soluble HMG-CoA ; 

c)  eliminar o mutar uno o más genes que codifican para esterilaciltransferasas de dicha célula; 

d)  convertir dicha célula dentro de una célula que es por lo menos prototrófica para histidina, leucina y uracilo, por 
medio de 

(i) insertar casetes de genes que codifican para una o más enzimas para la producción de histidina, leucina y/o 40 
uracilo, y/o 

(ii)  mutagénesis de reversión de uno o más genes defectuosos que codifican para enzimas para la producción de 
histidina, leucina y/o uracilo, en particular por mutagénesis de reversión de un gen defectuoso que codifica para una 
enzima para la producción de histidina y por inserción de casetes de genes que codifican para enzimas para la 
producción de leucina y uracilo; 45 
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e)  seleccionar células que son prototróficas para histidina, leucina y uracilo; y opcionalmente 

f)  cultivar células del paso e.); y opcionalmente 

g)  aislar y estabilizar las células del paso e.) o f.). 

10.  El método acuerdo con la reivindicación 9, en el que dicha célula es una célula Saccharomyces, más 
preferiblemente en el que dicha célula es una célula Saccharomyces cerevisiae, en particular en el que dicha célula 5 
es derivada de una célula Saccharomyces cerevisiae de la cepa AH22. 

11. El método de acuerdo con la reivindicación 9 o 10, en el que el paso a.) comprende la inserción de un vector 
que codifica para reductasa soluble HMGCoA, en la que la expresión de dicha reductasa soluble HMG-CoA está 
bajo control de un promotor activo en dicha célula, preferiblemente un promotor constitutivo, en particular un 
promotor constitutivo fuerte. 10 

12.  El método de acuerdo con por lo menos una de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el uno o más genes que 
codifican para esterilaciltransferasas es/son ARE1 y/o ARE2, preferiblemente en el que ambos genes, ARE1 y 
ARE2, son defectuosos o eliminados. 

13.  El uso de la célula de por lo menos una de las reivindicaciones 1 a 8 o una célula generada por el método de 
por lo menos una de las reivindicaciones 9 a 12 para la producción de uno o más terpenos, preferiblemente para la 15 
producción de uno o más triterpenos, en particular para la producción de escualeno. 

14. Un método para la producción de uno o más terpenos, preferiblemente triterpenos, más en particular 
escualeno, donde dicho método comprende: 

a)  cultivar las células de por lo menos una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o una célula generada por el 
método de por lo menos una o una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12 en un medio de cultivo adecuado; y 20 

b)  aislar uno o más terpenos, preferiblemente uno o más triterpenos, más en particular escualeno de las células o 
del cultivo de célula del paso a.). 

15. Un método para la producción de una composición farmacéutica o cosmética, un lubricante o aceite de 
transformador, en particular para la producción de una composición de vacuna, donde dicho método comprende: 

a)  producir uno o más terpenos de acuerdo con la reivindicación 14; y 25 

b)  mezclar dichos terpenos con dicha composición farmacéutica o cosmética, dicho lubricante o dicho aceite de 
transformador, en particular con dicha composición de vacuna; en la que dicho uno o más terpenos es/son 
opcionalmente sometidos además a uno o más pasos de hidrogenación, en el que dicho uno o más terpenos es/son 
preferiblemente triterpenos hidrogenados, en particular escualeno. 

30 
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