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DESCRIPCIÓN

Zymomonas con utilización de arabinosa mejorada

Declaración de derechos gubernamentales

La presente invención se realizó con el apoyo del gobierno de Estados Unidos con el n.° de Contrato DE-FC36-
07GO17056 otorgado por el Departmento de Energía. El gobierno estadounidense tiene determinados derechos con 5
respecto a la presente invención.

Campo de la invención

La invención refiere se refiere a los campos de la microbiología y la fermentación. Más específicamente, se describe 
el diseño genético de cepas de Zymomonas para conferir utilización de arabinosa mejorada, y métodos para 
elaborar etanol usando las cepas.10

Antecedentes de la invención

La producción de etanol mediante microorganismos proporciona una fuente de energía alternativa a los 
combustibles fósiles y, por lo tanto, un área importante de investigación actual. Es conveniente que los 
microorganismos que producen etanol, así como otros productos útiles, puedan usar xilosa y arabinosa como 
fuentes de carbono ya que son azúcares pentosa predominantes en materiales lignocelulósicos hidrolizados, que 15
pueden proporcionar una fuente de sustrato de carbono disponible en abundancia y de bajo costo para que los 
biocatalizadores lo usen en la fermentación.

Zymomonas mobilis y otros etanológenos bacterianos que no utilizan xilosa y arabinosa de forma natural pueden 
diseñarse genéticamente para que utilicen estos azúcares. Para proporcionar la utilización de xilosa, las cepas han 
sido diseñadas genéticamente para que expresen los genes que codifican las siguientes proteínas: 1) xilosa 20
isomerasa, que cataliza la conversión de xilosa en xilulosa; 2) xilulocinasa, que fosforila xilulosa para formar xilulosa 
5-fosfato; 3) transcetolasa; y 4) transaldolasa (US 5514583, US 6566107; Zhang et ál. (1995) Science 267:240-243). 
Para proporcionar la utilización de arabinosa, se han introducido genes adicionales que codifican las siguientes 
proteínas: 1) L-arabinosa isomerasa para convertir L-arabinosa en L-ribulosa, 2) L-ribulocinasa para convertir L-
ribulosa en L-ribulosa-5-fosfato, y 3) L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa para convertir L-ribulosa-5-fosfato en D-25
xilulosa (US5843760).

Aunque algunas cepas de Z mobilis se han diseñado genéticamente para la utilización de arabinosa, típicamente 
solo un bajo porcentaje de arabinosa presente en un medio de fermentación es utilizado por estas cepas diseñadas 
genéticamente. Todavía existe una necesidad de mejorar la utilización de arabinosa en Zymomonas y otros 
etanológenos bacterianos para mejorar la producción de etanol cuando la fermentación se da en un medio que 30
contiene arabinosa.

Compendio de la invención

La presente invención se refiere a cepas deZymomonas y Zymobacter que están diseñadas genéticamente para que 
presenten una capacidad mejorada para utilizar arabinosa mediante la introducción de un gen para la expresión de 
un simportador de protones de arabinosa, y para producir etanol usando estas cepas. Estas cepas presentan una 35
producción mejorada de etanol cuando se cultivan en un medio que contiene arabinosa.

Por consiguiente, la invención proporciona un microorganismo recombinante del género Zymomonas o Zymobacter
que utiliza arabinosa para producir etanol, dicho microorganismo comprende al menos un gen heterólogo que 
codifica un simportador de protones de arabinosa, donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo.

Además, la invención proporciona un proceso para generar un microorganismo recombinante del género 40
Zymomonas o Zymobacter que tiene mayor utilización de arabinosa que comprende: 

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utilice arabinosa para producir etanol en 
condiciones adecuadas; y

b) introducir al menos un gen que codifique un simportador de protones de arabinosa heterólogo en la cepa de (a) 
para la expresión de dicho simportador.45

En otra realización, la invención proporciona un proceso para producir etanol que comprende: 

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanol, 
dicha cepa comprende al menos un gen heterólogo que codifica un simportador de protones de arabinosa, donde 
dicho simportador es expresado por dicho microorganismo;

b) cultivar la cepa de (a) en un medio que comprende arabinosa a través del cual la arabinosa es convertida por 50
dicha cepa en etanol.

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



3

En otra realización, la invención proporciona un método para mejorar la utilización de arabinosa mediante un 
microorganismo que utiliza arabinosa que comprende: 

(a) proporcionar un microorganismo que utiliza arabinosa, donde dicho microorganismo se selecciona del grupo que 
consiste en una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanol;

(b) introducir en el genoma de dicho microorganismo al menos un gen heterólogo que codifica un simportador de 5
protones de arabinosa, donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo; y

(c) poner en contacto el microorganismo de (b) con un medio que comprende arabinosa, donde dicho 
microorganismo metaboliza dicha arabinosa con una mayor velocidad en comparación con dicho microorganismo 
que no presenta el simportador de protones de arabinosa.

Breve descripción de las figuras y descripciones de secuencias10

La invención se entenderá mejor a partir de la siguiente descripción detallada, las Figuras y las descripciones de 
secuencias adjuntas que forman parte de la presente solicitud. 

La Figura 1 muestra un diagrama de la vía de fermentación de etanol en Zymomonas diseñada genéticamente para 
la utilización de xilosa y arabinosa, donde glf significa transportador de difusión facilitado por glucosa.

La Figura 2 es un dibujo de un mapa de plásmidos de pARA205.15

La Figura 3 es un dibujo de un mapa de plásmidos de pARA354.

La Figura 4 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705 (A), ZW705-ara354 (B), y ZW705-
ara354A7 (C) en MRM3A5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 5 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705 (A), ZW705-ara354 (B), y ZW705-
ara354A7 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.20

La Figura 6 es un dibujo de un mapa de plásmidos de pARA112.

La Figura 7 es un dibujo de un mapa de plásmidos de pARA113.

La Figura 8 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354A7 (A), ZW705-ara354A7-
ara112-2 (B), y ZW705-ara354A7-ara112-3 (C) en MRM3A5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 9 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354A7 (A), ZW705-ara354A7-25
ara112-2 (B), y ZW705-ara354A7-ara112-3 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 10 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354 (A), ZW705-ara354-
ara112-1 (B), y ZW705-ara354-ara112-2 (C) en MRM3A5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 11 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW705-ara354 (A), ZW705-ara354-
ara112-1 (B), y ZW705-ara354-ara112-2 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.30

La Figura 12 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW801-ara354 (A), ZW801-ara354-
ara112-5 (B), y ZW801-ara354-ara112-6 (C) en MRM3A5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

La Figura 13 muestra gráficas de perfiles de crecimiento y metabolitos de ZW801-ara354 (A), ZW801-ara354-
ara112-5 (B), y ZW801-ara354-ara112-6 (C) en MRM3A2.5X2.5G5 durante un transcurso de tiempo de 96 horas.

Las siguientes secuencias cumplen con los artículos 1.821-1.825 del Título 37 del C.F.R. (Código de Regulaciones 35
Federales) ("Requisitos para las solicitudes de patente que contienen descripciones de secuencias de nucleótidos 
y/o secuencia de aminoácidos - las regulaciones de secuencia") y son consistentes con la Norma ST.25 (1998) 
Organización Mundial de la Propiedad Intelectual (OMPI) y los requisitos del listado de secuencias de la EPO y PCT 
(Normas 5.2 y 49.5(a-bis), y Sección 208 y Anexo C de las Instrucciones Administrativas). Los símbolos y formato 
utilizado para los datos de secuencias de aminoácidos y nucleótidos cumples con las regulaciones establecidas en 40
el artículo 1.822 del Título 37 del C.F.R. 

Tabla 1. SEQ ID NO de región codificante y de proteína para los simportadores de protones de arabinosa 
codificados por araE

Organismo Región codificante de SEQ ID NO: Péptido de SEQ ID NO:

E. coli 1 2

Shigella flexneri 3 4
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Organismo Región codificante de SEQ ID NO: Péptido de SEQ ID NO:

Shigella boydii 5 6

Shigella dysenteriae 7 8

Salmonella typhimurium 9 10

Salmonella enterica 11 12

Klebsiella pneumoniae 13 14

Klebsiella oxytoca 15 16

Enterobacter cancerogenus 17 18

Bacillus amyloliquefaciens 19 20

Las SEQ ID NO:21 y 22 son la secuencia de aminoácidos y región codificante, respectivamente, para el gen araA de 
E. coli.

Las SEQ ID NO:23 y 24 son la secuencia de aminoácidos y región codificante, respectivamente, para el gen araB de 
E. coli.

Las SEQ ID NO:25 y 26 son la secuencia de aminoácidos y región codificante, respectivamente, para el gen araD de 5
E. E. Coli.

La SEQ ID NO:27 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araB-araA.

Las SEQ ID NO:28 y 29 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de araB-araA.

La SEQ ID NO:30 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araD, que incluye 10
RBS y 3' UTR.

Las SEQ ID NO:31 y 32 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de araD, que incluye RBS y 3' UTR.

La SEQ ID NO:33 es la secuencia de nucleótidos del promotor Pgap de Z. mobilis.

Las SEQ ID NO:34 y 35 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 15
fragmento del promotor Pgap.

La SEQ ID NO:36 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN del promotor Pgap.

Las SEQ ID NO:37 y 38 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
cassette de resistencia a espectinomicina.

Las SEQ ID NO:39 y 40 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la mutagénesis de Pgap para 20
retirar el sitio de Ncol agregado.

La SEQ ID NO:41 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pARA205.

Las SEQ ID NO:42 y 43 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de LDH-L.

La SEQ ID NO:44 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de LDH-L.25

Las SEQ ID NO:45 y 46 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de LDH-R.

La SEQ ID NO:47 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de LDH-R.

La SEQ ID NO:48 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de LoxPw-aadA-
LoxPw.30

La SEQ ID NO:49 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pARA354.

Las SEQ ID NO:50 y 51 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR para 
verificar la integración en 5' de Pgap-araBAD-aadA.
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Las SEQ ID NO:52 y 53 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR para 
verificar la integración en 3' de Pgap-araBAD-aadA.

Las SEQ ID NO:54 y 55 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de la región codificante de araE.

La SEQ ID NO:56 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araE.5

Las SEQ ID NO:57 y 58 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de araFGH.

La SEQ ID NO:59 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de araFGH.

Las SEQ ID NO:60 y 61 son las secuencias de nucleótidos de los cebadores para la amplificación de PCR del 
fragmento de ADN de Actinoplanes missouriensis Pgi.10

La SEQ ID NO:62 es la secuencia de nucleótidos del promotor GI de Actinoplanes missouriensis en el plásmido 
usado como la plantilla de PCR.

La SEQ ID NO:63 es la secuencia de nucleótidos del producto de PCR del fragmento de ADN de Actinoplanes 
missouriensis Pgi.

La SEQ ID NO:64 es la secuencia de nucleótidos del marcador de resistencia a cloranfenicol.15

La SEQ ID NO:65 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pARA112.

La SEQ ID NO:66 es la secuencia de nucleótidos del plásmido pARA113.

Descripción detallada

La presente invención describe cepas de Zymomonas o Zymobacter recombinantes con utilización de arabinosa 
mejorada que se diseñan genéticamente de manera adicional para que expresen un simportador de protones de 20
arabinosa, y un proceso para diseñar genéticamente las cepas mediante la introducción de un gen que codifica un 
simportador de protones de arabinosa. En otros aspectos, la presente invención describe procesos para mejorar la
utilización de arabinosa y para producir etanol en medio que comprende arabinosa, usando dichas cepas. Las cepas 
que utilizan arabinosa que expresan un simportador de protones de arabinosa tienen utilización de arabinosa 
mejorada y son útiles para producir etanol en medio que comprende arabinosa.25

El etanol producido por las cepas de la presente con utilización de arabinosa mejorada se puede utilizar como una 
fuente de energía alternativa a los combustibles fósiles.

Las siguientes abreviaturas y definiciones se utilizarán para la interpretación de la memoria descriptiva y las 
reivindicaciones.

Como se emplea en esta memoria, se pretende que los términos “comprende”, “que comprende”, “incluye”, “que 30
incluye”, “tiene”, “que tiene”, “contiene” o “que contiene” o cualquier otra variación de estos, cubran una inclusión no 
exclusiva. Por ejemplo, una composición, una mezcla, un proceso, un método, un artículo o un aparato que 
comprende una lista de elementos, no se encuentra necesariamente limitado a esos elementos únicamente sino que 
puede incluir otros elementos que no se enumeran expresamente o que son inherentes a dicha composición, 
mezcla, proceso, método, artículo o aparato. Adicionalmente, a menos que se indique lo contrario, “o” hace 35
referencia a un o inclusivo y no a un o exclusivo. Por ejemplo, una condición A o B se cumple por cualquiera de los 
siguientes: A es verdadero (o presente) y B es falso (o no presente), A es falso (o no presente) y B es verdadero (o 
presente), y ambos A y B son verdaderos (o presentes).

También, los artículos indefinidos “un” y “una” que preceden a un elemento o componente de la invención no 
pretenden ser restrictivos en cuanto a la cantidad de instancias (es decir, apariciones) del elemento o componente. 40
Por lo tanto, debe interpretarse que “un” o “una” incluyen al menos uno y la forma en singular del elemento o 
componente también incluye el plural a menos que la cantidad indique obviamente el singular.

“Gen” hace referencia a un fragmento de ácido nucleico que expresa una proteína específica, que puede incluir 
secuencias reguladoras que preceden (secuencias no codificantes 5') y que siguen (secuencias no codificantes 3') a 
la secuencia codificante. “Gen natural” o “gen de tipo salvaje” hace referencia a un gen tal como se encuentra 45
naturalmente con sus propias secuencias reguladoras. “Gen quimérico” hace referencia a cualquier gen que no es 
un gen natural, que comprende secuencias reguladoras y codificantes que no se encuentran juntas de forma natural. 
Por consiguiente, un gen quimérico puede comprender secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas 
de diferentes fuentes o secuencias reguladoras y secuencias codificantes derivadas de la misma fuente, pero 
organizadas de manera diferente a la que se encuentran de forma natural. “Gen endógeno” se refiere a un gen 50
natural en su ubicación natural dentro del genoma de un organismo. Un gen “foráneo” hace referencia a un gen no 
encontrado normalmente en el organismo hospedador, pero que se introduce en el organismo hospedador mediante 
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transferencia génica. Los genes foráneos comprenden genes naturales insertados en un organismo no natural o 
genes quiméricos.

El término “araE” se refiere a un gen o construcción genética que codifica una proteína simportadora de protones de 
arabinosa bacteriana que es una transportadora de arabinosa de baja afinidad y alta capacidad con una Km de 1,25 
x 10-4 M. Los genes que codifican la proteína simportadora de protones de arabinosa pueden aislarse de múltiples 5
bacterias y aquellos de bacterias entéricas, tal como Escherichia, Klebsiella, Salmonella y Shigella son 
particularmente útiles en la presente invención.

El término “utilización de arabinosa” cuando se utiliza en el contexto de un microorganismo se refiere a la capacidad 
que presente ese microorganismo de utilizar arabinosa para la producción de productos, particularmente etanol.

El término “cepa adaptada” se refiere a un microorganismo que se ha seleccionado para cultivarse en una fuente de 10
carbono particular con el fin de mejorar su capacidad de usar esa fuente de carbono para la producción de 
productos. Una “cepa adaptada de arabinosa” por ejemplo, es una cepa de un microorganismo que se ha 
seleccionado para cultivarse en altas concentraciones de arabinosa.

El término “construcción genética” se refiere a un fragmento de ácido nucleico que codifica para la expresión de una 
o más proteínas específicas. En la construcción genética el gen puede ser natural, quimérico o foráneo. 15
Típicamente, una construcción genética comprenderá una “secuencia codificante”. Una “secuencia codificante” hace 
referencia a una secuencia de ADN que codifica una secuencia de aminoácidos específica.

“Promotor” o “regiones de control de iniciación” se refiere a una secuencia de ADN capaz de controlar la expresión 
de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se ubica 3' respecto de una 
secuencia promotora. Los promotores pueden derivar en su totalidad de un gen natural, o estar compuestos por 20
diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso comprender 
segmentos de ADN sintéticos. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden dirigir la 
expresión de un gen en diferentes tipos de células o tejidos, o en diferentes etapas de desarrollo, o en respuesta a 
diferentes condiciones ambientales. Los promotores que provocan que un gen se exprese en la mayoría de los tipos 
de células en la mayoría de los casos, se denominan comúnmente “promotores constitutivos”.25

El término “expresión” como se emplea en esta memoria, se refiere a la transcripción y acumulación estable de ARN 
sentido (ARNm) o antisentido derivado de un gen. Expresión también puede hacer referencia a la traducción de 
ARNm en un polipéptido. “Inhibición antisentido” se refiere a la producción de transcripciones de ARN antisentido 
capaces de suprimir la expresión de la proteína objetivo. “Sobreexpresión” hace referencia a la producción de un 
producto génico en organismos transgénicos que excede los niveles de producción en organismos normales o no 30
transformados. “Supresión conjunta” se refiere a la producción de fragmentos o transcripciones de ARN sentido 
capaces de suprimir la expresión de genes endógenos o foráneos idénticos o sustancialmente similares (U.S. 
5,231,020).

El término “transformación”, como se emplea en esta memoria, se refiere a la transferencia de un fragmento de 
ácido nucleico en un organismo hospedador que resulta en herencia genéticamente estable. El ácido nucleico 35
transferido puede encontrarse en forma de un plásmido mantenido en la célula hospedadora, o algún ácido nucleico 
transferido puede integrarse al genoma de la célula hospedadora. Los organismos hospedadores que contienen los 
fragmentos de ácido nucleico transformados se denominan organismos “transgénicos” o “recombinantes” o 
“transformados”.

Los términos “plásmido” y “vector”, como se emplea en esta memoria, se refieren a un elemento extracromosómico 40
que a menudo porta genes que no son parte del metabolismo central de la célula, y normalmente tiene forma de 
moléculas de ADN de cadena doble circular. Dichos elementos pueden ser secuencias que se replican 
autónomamente, secuencias que integran genomas, secuencias de nucleótidos o fagos, lineales o circulares, de un 
ADN o ARN de cadena doble o simple, derivadas de cualquier fuente, donde se unió o recombinó una cantidad de 
secuencias de nucleótidos en una única construcción que es capaz de introducir un fragmento de promotor y 45
secuencia de ADN para un producto génico seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' adecuada en una 
célula.

El término “unido de forma operativa” se refiere a la asociación de secuencias de ácido nucleico en un único 
fragmento de ácido nucleico de forma que la función de uno se vea afectado por el otro. Por ejemplo, un promotor 
está unido de forma operativa a una secuencia codificante cuando es capaz de afectar la expresión de esa 50
secuencia codificante (es decir, que la secuencia codificante está bajo el control transcripcional del promotor). Las 
secuencias codificantes pueden estar unidas de forma operativa a las secuencias reguladoras en orientación sentido 
o antisentido.

El término “marcador seleccionable” significa un factor identificador, a menudo un gen de resistencia química o 
antibiótico, que puede seleccionarse en función del efecto del gen marcador, es decir, la resistencia a un antibiótico, 55
donde el efecto se utiliza para monitorear la herencia de un ácido nucleico de interés y/o para identificar una célula u 
organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés.
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Como se emplea en esta memoria, el término “degeneración de codones” hace referencia a la naturaleza en el 
código genético que permite la variación de la secuencia de nucleótidos sin afectar la secuencia de aminoácidos de 
un polipéptido codificado. El experto en la técnica conoce la “preferencia codónica” exhibida por una célula 
hospedadora específica en el uso de codones de nucleótidos para especificar un aminoácido dado. Por lo tanto, 
cuando se sintetiza un gen para mejorar la expresión en una célula hospedadora, es conveniente diseñar el gen de 5
modo que su frecuencia del uso de codones se aproxime a la frecuencia del uso de codones preferida de la célula 
hospedadora.

El término “optimizado por codones” cuando se refiere a genes o regiones codificantes de moléculas de ácido 
nucleico para la transformación de varios hospedadores, hace referencia a la alteración de codones en el gen o 
regiones codificantes de las moléculas de ácido nucleico para que reflejen el uso de codones típico del organismo 10
hospedador sin alterar el polipéptido codificado por el ADN.

El término “fuente de carbono” se refiere a azúcares tales como oligosacáridos y monosacáridos que se pueden 
utilizar por un microorganismo en un proceso de fermentación (“azúcar fermentable”) para producir un producto tal 
como etanol. Un microorganismo puede tener la capacidad de usar una sola fuente de carbono para la producción 
de un producto y, como tal, la fuente de carbono se denomina en la presente memoria fuente de carbono “única”.15

El término “lignocelulósico” se refiere a una composición que comprende tanto lignina como celulosa. El material 
lignocelulósico también puede comprender hemicelulosa.

El término “celulósico” hace referencia a una composición que comprende celulosa y componentes adicionales, que 
incluyen hemicelulosa.

El término “sacarificación” se refiere a la producción de azúcares fermentables o fuentes de carbono de 20
polisacáridos.

El término “biomasa pretratada” significa biomasa que se ha sometido a pretratamiento ante de la sacarificación.

“Biomasa” se refiere a cualquier material celulósico o lignocelulósico e incluye materiales que comprenden celulosa, 
y opcionalmente comprenden además hemicelulosa, lignina, almidón, oligosacáridos y/o monosacáridos. La biomasa 
también puede comprender componentes adicionales, tal como proteína y/o lípido. La biomasa puede derivar de una 25
sola fuente, o la biomasa puede comprender una mezcla derivada de más de una fuente; por ejemplo, la biomasa 
podría comprender una mezcla de mazorcas de maíz y forraje de maíz, o una mezcla de pasto y hojas. La biomasa 
incluye, pero no se limita a, cultivos de bioenergía, residuos agrícolas, desechos sólidos municipales, desechos 
sólidos industriales, aguas residuales de la fabricación de papel, desechos de jardín, desechos de madera y 
forestación. Los ejemplos de biomasa incluyen, pero no se limitan a, mazorcas de maíz, residuos de cultivos tal 30
como cáscaras de maíz, forraje de maíz, hierbas, trigo, paja de trigo, paja de cebada, heno, paja de arroz, pasto 
varilla, desechos de papel, bagazo de caña de azúcar, bagazo o forraje de sorgo, forraje de soja, componentes 
obtenidos a partir de la molienda de granos, árboles, ramas, raíces, hojas, virutas de madera, aserrín, arbustos y 
matorrales, vegetales, frutas, flores y estiércol de animales.

“Hidrolizado de biomasa” se refiere al producto resultante de la sacarificación de la biomasa. La biomasa también se 35
puede pretratar o preprocesar antes de la sacarificación.

El término “heterólogo” significa no encontrado de forma natural en la ubicación de interés. Por ejemplo, un gen 
heterólogo hace referencia a un gen que no se encuentra naturalmente en el organismo hospedador, pero que se 
introduce en el organismo hospedador mediante transferencia génica. Por ejemplo, una molécula de ácido nucleico 
heteróloga que está presente en un gen quimérico es una molécula de ácido nucleico que no se encuentra asociada 40
de forma natural a los otros segmentos del gen quimérico, tal como las moléculas de ácido nucleico que tienen la 
región codificante y segmentos de promotor no asociados de forma natural entre sí.

Como se emplea en esta memoria, una “molécula de ácido nucleico aislada” es un polímero de ARN o ADN de 
cadena doble o simple, que opcionalmente contiene bases de nucleótidos alteradas, no naturales o sintéticas. Una 
molécula de ácido nucleico aislada en forma de un polímero de ADN puede comprender uno o más segmentos de 45
ADNc, ADN genómico o ADN sintético.

Un fragmento de ácido nucleico puede “hibridarse” con otro fragmento de ácido nucleico, tal como un ADNc, ADN 
genómico o molécula de ARN, cuando una forma monocatenaria de un fragmento de ácido nucleico puede 
hibridarse con otro fragmento de ácido nucleico en las condiciones adecuadas de temperatura y fuerza iónica de la 
solución. Las condiciones de hibridación y lavado son conocidas y se ejemplifican en Sambrook, J., Fritsch, E. F. y 50
Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2.a ed.; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY 
(1989), particularmente el Capítulo 11 y la Tabla 11.1 en este. Las condiciones de temperatura y fuerza iónica 
determinan la “rigurosidad” de la hibridación. Las condiciones de rigurosidad pueden ajustarse para seleccionar 
fragmentos moderadamente similares (tal como secuencias homólogas de organismos con parentezco lejano), a 
fragmentos altamente similares (tal como genes que duplican enzimas funcionales de organismos con parentezco 55
cercano). Los lavados posteriores a la hibridación determinan las condiciones de rigurosidad. Un conjunto de
condiciones preferidas utiliza una serie de lavados comenzando con 6X SSC, SDS al 0,5% a temperatura ambiente 
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durante 15 min, luego repetir con 2X SSC, SDS al 0,5% a 45°C durante 30 min, y luego repetir dos veces con 0,2X 
SSC, SDS al 0,5% a 50°C durante 30 min. Un conjunto de condiciones de rigurosidad más preferidas utiliza 
temperaturas mayores en las que los lavados son idénticos a los anteriores excepto por la temperatura de los dos 
lavados finales de 30 min en 0,2X SSC, SDS al 0,5% que se aumentó a 60°C. Otro conjunto preferido de 
condiciones de alta rigurosidad utiliza dos lavados finales en 0,1 X SSC, SDS al 0,1% a 65°C. Un conjunto adicional 5
de condiciones de rigurosidad incluye la hibridación a 0,1 X SSC, SDS al 0,1%, 65°C y lavados con 2X SSC, SDS al 
0,1% seguido de 0,1 X SSC, SDS al 0,1%, por ejemplo.

La hibridación requiere que los dos ácidos nucleicos contengan secuencias complementarias aunque, dependiendo 
de la rigurosidad de la hibridación, son posibles los malapareamientos entre bases. La rigurosidad adecuada para la 
hibridación de ácidos nucleicos depende de la longitud de los ácidos nucleicos y el grado de complementación, 10
variables que son conocidas en la técnica. Cuanto mayor sea el grado de similitud u homología entre dos secuencias 
de nucleótidos, mayor será el valor de Tm para los híbridos de ácidos nucleicos que tienen esas secuencias. La 
estabilidad relativa (que corresponde a mayor Tm) de hibridaciones de ácido nucleico disminuye en el siguiente 
orden: ARN:ARN, ADN:RNA, ADN:ADN. Para híbridos con una longitud mayor que 100 nucleótidos, se han derivado 
las ecuaciones para calcular Tm (véase Sambrook et ál., supra, 9.50-9.51). Para la hibridación con ácidos nucleicos 15
más cortos, es decir, oligonucleótidos, la posición de malapareamientos se vuelve más importante, y la longitud del 
oligonucleótido determina su especificidad (véase Sambrook et ál., supra, 11.7-11.8). En una realización, la longitud 
para un ácido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 10 nucleótidos. Preferiblemente, una longitud 
mínima para un ácido nucleico hibridable es al menos aproximadamente 15 nucleótidos; más preferiblemente, al 
menos aproximadamente 20 nucleótidos; y lo más preferiblemente, la longitud es al menos aproximadamente 30 20
nucleótidos. Además, el experto en la técnica reconocerá que la temperatura y la concentración de sal en solución 
de lavado pueden ajustarse según sea necesario según factores tal como longitud de la sonda.

Una “parte sustancial” de una secuencia de aminoácidos o nucleótidos es esa parte que comprende lo suficiente de 
la secuencia de aminoácidos de un polipéptido o la secuencia de nucleótidos de un gen para identificar de manera 
putativa ese polipéptido o gen, ya sea mediante evaluación manual de la secuencia por parte de un experto en la 25
técnica o mediante comparación e identificación de secuencias automatizada por computadora usando algoritmos tal 
como BLAST (Altschul, S. F., et ál., J. Mol. Biol., 215:403-410 (1993)). En general, una secuencia de diez o más 
aminoácidos contiguos o treinta o más nucleótidos es necesaria para identificar de manera putativa una secuencia 
de ácido nucleico o polipéptido como homóloga a una proteína o gen conocido. Además, con respecto a secuencias 
de nucleótidos, se pueden utilizar sondas de oligonucleótidos específicas del gen que comprenden 20-30 30
nucleótidos contiguos en métodos que dependen de la secuencia de identificación génica (p. ej., hibridación 
Southern) y aislamiento (p. ej., hibridación in situ de colonias bacterianas o placas bacteriófagas). Además, los 
oligonucleótidos cortos de 12-15 bases se pueden utilizar como cebadores de amplificación en PCR con el fin de 
obtener un fragmento de ácido nucleico particular que comprenda los cebadores. Por consiguiente, una “parte 
sustancial” de una secuencia de nucleótidos comprende lo suficiente de la secuencia para identificar y/o aislar 35
específicamente un fragmento de ácido nucleico que comprenda la secuencia. La presente memoria descriptiva 
describe la secuencia de nucleótidos y aminoácidos completa que codifica proteínas fúngicas particulares. El experto 
en la técnica que cuente con el beneficio de las secuencias indicadas en la presente memoria, ahora puede usar la 
totalidad o una parte sustancial de las secuencias descritas con propósitos conocidos por los expertos en esta 
técnica.40

El término “complementariedad” se utiliza para describir la relación entre bases de nucleótidos que pueden 
hibridarse entre sí. Por ejemplo, con respecto al ADN, adenosina es complementaria a timina y citosina es 
complementaria a guanina.

Los términos “homología” y “homólogo” se utilizan de manera intercambiable en la presente memoria. Se refieren a 
fragmentos de ácido nucleico en donde los cambios en una o más bases de nucleótidos no afectan la capacidad del 45
ácido nucleico de mediar la expresión génica o de producir un determinado fenotipo. Estos términos también hacen 
referencia a modificaciones de los fragmentos de ácido nucleico descritos en la presente memoria tal como 
eliminación o inserción de uno o más nucleótidos que no alteran sustancialmente las propiedades funcionales del 
fragmento de ácido nucleico resultante con respecto al fragmento inicial no modificado. Se entiende, por lo tanto, tal 
como lo entenderán los expertos en la técnica, que se puede utilizar otras además de las secuencias de ejemplo 50
específicas en las cepas y métodos de la invención.

Además, el experto en la técnica reconoce que las secuencias de ácido nucleico homólogas descritas en la presente 
memoria también se definen por su capacidad de hibridarse, en condiciones de rigurosidad moderada (p. ej., 0,5 X 
SSC, SDS al 0,1%, 60°C) con las secuencias ejemplificadas en la presente memoria, o con cualquier parte de las 
secuencias de nucleótidos descritas en la presente memoria y que son funcionalmente equivalentes a cualquiera de 55
las secuencias de nucleótidos descritas en la presente memoria.

El término “porcentaje de identidad”, tal como se conoce en el técnica, es una relación entre dos o más secuencias 
de polipéptidos o dos o más secuencia de polinucleótidos, tal como se determina mediante comparación de 
secuencias. En la técnica, “identidad” también implica el grado de relación de secuencia entre las secuencias de 
polipéptidos o polinucleótidos, según sea el caso, determinada por la coincidencia entre cadenas de dichas 60
secuencias. La “identidad” y “similitud” pueden calcularse fácilmente mediante métodos conocidos, que incluyen 
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pero no se limitan a los descritos en: 1.) Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., Ed.) Oxford University: NY 
(1988); 2.) Biocomputing: Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., Ed.) Academic: NY (1993); 3.) Computer 
Analysis of Sequence Data, Parte I (Griffin, A. M., Y Griffin, H. G., Eds.) Humania: NJ (1994); 4.) Sequence Analysis 
in Molecular Biology (von Heinje, G., Ed.) Academic (1987); y 5.) Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y 
Devereux, J., Eds.) Stockton: NY (1991).5

Los métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para proporcionar la mayor coincidencia entre 
las secuencias analizadas. Los métodos para determinar la identidad y similitud se codifican en programas 
informáticos de disponibilidad pública. Se pueden realizar alineaciones de secuencias y cálculos de porcentajes de 
identidad mediante el uso del programa MegAlign™ del paquete informático LASERGENE de bioinformática 
(DNASTAR, Inc., Madison, WI). El alineamiento múltiple de secuencias se realiza usando el “Método Clustal de 10
alineamiento” que abarca diversas variedades del algoritmo que incluye el "Método Clustal V de alineamiento" que 
corresponde al método de alineamiento denominado Clustal V (descrito por Higgins y Sharp, CABIOS. 5:151-153 
(1989); Higgins, D.G. et ál., Comput. Appl. Biosci., 8:189-191 (1992)) y encontrado en el programa MegAlign™ del 
paquete informático LASERGENE de bioinformática (DNASTAR Inc.). Para alineamientos múltiples, los valores 
predeterminados corresponden a PENALIZACIÓN DE HUECO=10 y PENALIZACIÓN DE LONGITUD DE 15
HUECO=10. Los parámetros predeterminados para los alineamientos en pares y el cálculo del porcentaje de 
identidad de secuencias de proteínas usando el método Clustal son KTUPLE=1, PENALIZACIÓN DE HUECO=3, 
VENTANA=5 y DIAGONALES GUARDADAS=5. Para los ácidos nucleicos estos parámetros son KTUPLE=2, 
PENALIZACIÓN DE HUECO=5, VENTANA=4 y DIAGONALES GUARDADAS=4. Después del alineamiento de las 
secuencias usando el programa Clustal V, es posible obtener un “porcentaje de identidad” al observar la tabla de 20
“distancias de secuencia” en el mismo programa. De manera adicional, el “Método Clustal W de alineamiento” está 
disponible y corresponde al método de alineamiento denominado Clustal W (descrito por Higgins y Sharp, CABIOS. 
5:151-153 (1989); Higgins, D.G. et ál., Comput. Appl. Biosci. 8:189-191 (1992)) y encontrado en el programa 
MegAlign™ v6.1 del paquete informático LASERGENE de bioinformática (DNASTAR Inc.). Los parámetros 
predeterminados para el alineamiento múltiple (PENALIZACIÓN DE HUECO=10, PENALIZACIÓN DE LONGITUD 25
HUECO=0,2, Retardo de las secuencias divergentes(%)=30, Peso de transición de ADN=0,5, Matriz de peso de 
proteína=Serie Gonnet, Matriz de peso de ADN=IUB). Después del alineamiento de las secuencias usando el 
programa Clustal W, es posible obtener un “porcentaje de identidad” al observar la tabla de “distancias de 
secuencia” en el mismo programa.

Los expertos en la técnica entienden que muchos niveles de identidad de secuencia son útiles en la identificación de 30
polipéptidos, de otras especies, en donde dichos polipéptidos tienen la misma función o actividad o una similar. Los 
ejemplos útiles de porcentaje de identidad incluyen, pero no se limitan a: 24%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90% o 95%, o cualquier porcentaje entero de 24% a 100% puede ser útil en la 
descripción de la presente invención, tal como 25%, 26%, 27%, 28%, 29%, 30%, 31%, 32%, 33%, 34%, 35%, 36%, 
37%, 38%, 39%, 40%, 41%, 42%, 43%, 44%, 45%, 46%, 47%, 48%, 49%, 50%, 51%, 52%, 53%, 54%, 55%, 56%, 35
57%, 58%, 59%, 60%, 61%, 62%, 63%, 64%, 65%, 66%, 67%, 68%, 69%, 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 
77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 
97%, 98% o 99%. Los fragmentos de ácido nucleico adecuados no solo tienen las homologías anteriores sino que 
típicamente codifican un polipéptido que tiene al menos 50 aminoácidos, preferiblemente al menos 100 aminoácidos, 
más preferiblemente al menos 150 aminoácidos, aun más preferiblemente al menos 200 aminoácidos, y lo más 40
preferiblemente al menos 250 aminoácidos.

El término “software de análisis de secuencias” se refiere a cualquier algoritmo informático o programa de software 
que es útil para el análisis de secuencias de aminoácidos o nucleótidos. El “software de análisis de secuencias” 
puede encontrarse comercialmente disponible o puede desarrollarse de forma independiente. Un software de 
análisis de secuencias típico incluirá, pero no se limita a: 1.) el paquete de programas GCG (Wisconsin Package 45
Versión 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI); 2.) BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et ál., J. Mol. 
Biol., 215:403-410 (1990)); 3.) DNASTAR (DNASTAR, Inc. Madison, WI); 4.) Sequencher (Gene Codes Corporation, 
Ann Arbor, MI); y 5.) el programa FASTA que incorpora el algortimo Smith-Waterman (W. R. Pearson, Comput. 
Methods Genome Res., [Proc. Int. Symp.] (1994), Meeting Date 1992, 111-20. Editor/es: Suhai, Sandor. Plenum: 
Nueva York, NY). En el contexto de la presente solicitud, se comprenderá que en los casos en que se usa software 50
de análisis de secuencias para el análisis, los resultados del análisis se basarán en los “valores predeterminados” 
del programa al que se hace referencia, a menos que se especifique lo contrario. Como se emplea en esta memoria, 
“valores predeterminados” significa cualquier conjunto de valores o parámetros que se carga originalmente con el 
software cuando se inicia por primera vez.

Las técnicas de clonación molecular y ADN recombinante estándar utilizadas en la presente memoria son conocidas 55
en la técnica y fueron descritas por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2.a ed.; Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, New York, 1989 (de aquí en adelante 
"Maniatis"); y por Silhavy, T. J., Bennan, M. L. y Enquist, L. W. Experiments with Gene Fusions; Cold Spring Harbor 
Laboratory: Cold Spring Harbor, Nueva York, 1984; y por Ausubel, F. M. et ál., In Current Protocols in Molecular 
Biology, publicado por Greene Publishing y Wiley-Interscience, 1987.60

La presente invención se refiere a cepas diseñadas genéticamente de Zymomonas o Zymobacter que utilizan 
arabinosa que tienen utilización de arabinosa mejorada cuando se fermentan en un medio que contiene arabinosa, y 
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a procesos para la producción de etanol usando estas cepas. Un desafío para mejorar la producción de etanol 
mediante la fermentación de un biocatalizador en un medio que incluye un hidrolizado de biomasa, producido 
típicamente mediante pretratamiento y sacarificación de la biomasa, es obtener una utilización eficaz de arabinosa. 
La arabinosa es una de las azúcares pentosa predominantes en materiales lignocelulósicos hidrolizados, la otra es 
xilosa. Los solicitantes han descubierto que la expresión de un simportador de protones de arabinosa conduce a una 5
mayor eficacia en la utilización de arabinosa mediante cepas que utilizan arabinosa y, por lo tanto, a mayores 
rendimientos de etanol cuando la fermentación se produce en un medio que contiene arabinosa.

Cepa hospedadora que utiliza arabinosa

Cualquier cepa de Zymomonas o Zymobacter que pueda utilizar arabinosa como una fuente de carbono puede 
utilizarse como un hospedador para preparar las cepas de la presente invención. Las cepas de Zymomonas, tal 10
como Z. mobilis que han sido diseñadas genéticamente para fermentación de arabinosa en etanol son 
particularmente útiles. Zymomonas ha sido diseñada genéticamente para utilización de arabinosa mediante la 
introducción de genes que codifican 1) L-arabinosa isomerasa para convertir L-arabinosa en L-ribulosa, 2) L-
ribulocinasa para convertir L-ribulosa en L-ribulosa-5-fosfato, y 3) L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa para convertir L-
ribulosa-5-fosfato en D-xilulosa (US5843760 y descrito en los Ejemplos 1 y 2 en la presente memoria; véase 15
diagrama en la Figura 1). Las secuencias de ADN que codifican estas enzimas pueden obtenerse a partir de 
microorganismos que tienen la capacidad de metabolizar la arabinosa. Las fuentes para las regiones codificantes 
incluyen Klebsiella, Escherichia, Rhizobium, Agrobacterium y Salmonella. Las regiones codificantes de E. coli son 
particularmente útiles, que son para L-arabinosa isomerasa: región codificante de araA (región codificante SEQ ID 
NO:21; proteína SEQ ID NO:22), para L-ribulocinasa: región codificante de araB (región codificante SEQ ID NO:23; 20
proteína SEQ ID NO:24), y para L-ribulosa-5-fosfato-4-epimerasa: región codificante de araD (región codificante 
SEQ ID NO:25; proteína SEQ ID NO:26). Estas proteínas y sus regiones codificantes pueden identificarse fácilmente 
en otros microorganismos que utilizan arabinosa, tal como los indicados anteriormente, por un experto en la técnica 
mediante el uso de bioinformática o métodos experimentales tal como se describe más adelante para araE.

Además, las actividades de transcetolasa y transaldolasa se utilizan en la vía biosintética de arabinosa a etanol 25
(véase la Figura 1). La transcetolasa y transaldolasa son dos enzimas de la vía de la pentosa fosfato que convierten 
xilulosa 5-fosfato en intermedios que acoplan el metabolismo pentosa a la vía glucolítica de Entner-Douderoff lo que 
permite el metabolismo de arabinosa o xilosa en etanol. Estas pueden ser actividades endógenas, o las actividades 
endógenas pueden complementar las actividades introducidas para estas enzimas.

Típicamente, la Zymomonas que utiliza arabinosa también está diseñada genéticamente para utilización de xilosa. 30
Típicamente, se han introducido cuatro genes en Z mobilis para la expresión de cuatro enzimas que participan en el 
metabolismo de xilosa (Figura 1) tal como se describe en US 5514583. Estas incluyen genes que codifican 
transcetolasa y transaldolasa tal como se describió anteriormente, así como también xilosa isomerasa, que cataliza 
la conversión de xilosa en xilulosa y xilulocinasa, que fosforila xilulosa para formar xilulosa 5-fosfato (véase la Figura 
1). Las secuencias de ADN que codifican estas enzimas pueden obtenerse de numerosos microorganismos que son 35
capaces de metabolizar xilosa, tal como bacterias entéricas, y algunas levaduras y hongos. Las fuentes para las 
regiones codificantes incluyen Xanthomonas, Klebsiella, Escherichia, Rhodobacter, Flavobacterium, Acetobacter, 
Gluconobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Salmonella, Pseudomonads y Zymomonas. Las regiones codificantes de 
E. coli son particularmente útiles.

Para la expresión, las secuencias de ADN codificantes para proteínas que utilizan arabinosa y proteínas que utilizan 40
xilosa están unidas de forma operativa a promotores que se expresan en células de Z. mobilis, y terminadores de 
transcripción. Los ejemplos de promotores que se pueden utilizar incluyen los promotores del gen codificador de 
gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa de Z. mobilis (promotor GAP; Pgap), del gen codificador de enolasa de Z. 
mobilis (promotor ENO; Peno), y del gen codificador de xilosa isomerasa de Actinoplanes missouriensis (promotor 
GI, Pgi). Las regiones codificantes pueden expresarse individualmente a partir de un promotor, típicamente como un 45
gen quimérico, o dos o más regiones codificantes pueden unirse en un operón con expresión a partir del mismo 
promotor. Los operones y/o genes quiméricos resultantes típicamente se construyen en o se transfieren a un vector 
para manipulaciones adicionales.

Los vectores son ampliamente conocidos en la técnica. Para la expresión en Zymomonas son particularmente útiles 
los vectores que pueden replicarse tanto en E. coli como en Zymomonas, tal como pZB188 que se describe en la 50
patente de EE.UU. n.° 5.514.583. Los vectores pueden incluir plásmidos para la replicación autónoma en una 
célula, y plásmidos para llevar construcciones que se integrarán al genoma celular. Los plásmido para la integración 
de ADN pueden incluir transposones, regiones de secuencia de ácido nucleico homólogas al genoma celular 
objetivo, secuencias de integración dirigidas al sitio u otras secuencias que apoyan la integración. En la 
recombinación homóloga, las secuencias de ADN que flanquean un sitio de integración objetivo se colocan unidas a 55
un gen de resistencia a espectinomicina, u otro marcador seleccionable, y el gen quimérico conduce la inserción del 
marcador seleccionable y gen quimérico en el sitio genómico objetivo tal como se describe en el Ejemplo 2 en la 
presente memoria. Además, el marcador seleccionable puede estar unido mediante sitios de recombinación 
específicos del sitio, de modo que luego de la expresión de la recombinasa específica del sitio correspondiente, el 
gen de recombinación pueda extraerse del genoma.60
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Las cepas que utilizan xilosa que son de uso particular incluyen CP4(pZB5) (US 5514583), ATCC31821/pZBS (US 
6566107), 8b (US 20030162271; Mohagheghi et ál., (2004) Biotechnol. Lett. 25; 321-325), y ZW658 con derivados 
ZW800 y ZW801-4 (publicación de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitación con la presente, 
#US20080286870; depositado, ATTCC # PTA-7858). También se puede utilizar ZW705, que se describe en la 
publicación de solicitud de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitación con la presente, #US 5
20110014670. Las cepas que utilizan arabinosa que se pueden utilizar se describen en US5843760, y también se 
describen en la presente memoria en los Ejemplos 1 y 2.

Adaptación para utilización de arabinosa

Los solicitantes descubrieron que una cepa de Z. mobilis diseñada genéticamente para utilización de xilosa y 
arabinosa tal como se describió anteriormente utiliza aproximadamente 33% de arabinosa en un medio donde la 10
arabinosa es la única fuente de carbono (a 50 g/L), y aproximadamente 68% de arabinosa en un medio que incluye 
azúcares mezclados de 25 g/L de arabinosa, 25 g/L de xilosa y 50 g/L de glucosa en condiciones de cultivo de 
prueba. En un intento de derivar una cepa con utilización de arabinosa mejorada, los solicitantes adaptaron células 
de la cepa que utiliza xilosa y arabinosa mediante cultivo en seria en un medio con 50 g/L de arabinosa como la 
única fuente de carbono tal como se describe en la presente memoria en el Ejemplo 2. Usando este proceso, se 15
obtuvieron cepas aisladas que tenías una mejora sustancial en la utilización de arabinosa en un medio donde la 
arabinosa es la única fuente de carbono, que son cepas adaptadas a arabinosa. Por ejemplo, una cepa utilizó 
aproximadamente 83% de arabinosa donde 50 g/L de arabinosa es la única fuente de carbono. En el medio de 
azúcares mezclados que contenía 25 g/L de arabinosa, 25 g/L de xilosa y 50 g/L de glucosa, hubo una mejora 
menor: se utilizó aproximadamente 74% de arabinosa. También en el medio de azúcares mezclados, la utilización 20
de arabinosa se retrasó en comparación con la utilización de glucosa y xilosa.

Para obtener cepas con utilización de arabinosa mejorada, las cepas diseñadas genéticamente para la expresión de 
genes con utilización de arabinosa tal como se describió anteriormente pueden adaptarse mediante cultivo en seria 
en un medio que contiene arabinosa como la única fuente de carbono en concentraciones entre aproximadamente 
20 g/L y 100 g/L, o mayores. La adaptación puede realizarse en concentraciones de arabinosa, pero con cultivo 25
inicial en aproximadamente 20 g/L o más. El cultivo en serie es típicamente para al menos aproximadamente 25 
duplicaciones. La adaptación puede realizarse antes o después de introducir un simportador de protones de 
arabinosa heterólogo, que se describe más adelante, en una cepa que utiliza arabinosa. Además, las células pueden 
adaptarse tanto antes como después de la introducción de un simportador de protones de arabinosa heterólogo.

Descubrimiento para diseñar genéticamente la utilización de arabinosa mejorada30

Los solicitantes diseñaron genéticamente cepas de Zymomonas que utilizan xilosa y arabinosa para la expresión de 
los dos sistemas de transporte de arabinosa diferentes presentes en E. coli. Los dos sistemas son 1) un 
transportador ABC que consiste en tres proteínas codificadas por araFGH: proteína de unión a arabinosa 
periplasmática de 33 kD codificada por araF, ATPasa unida a la membrana de 55 kD codificada por araG, y proteína 
unida a la membrana de 34 kD codificada por araH; y 2) un simportador de protones de arabinosa que consiste en 35
una proteína: simportador de protones de arabinosa de 52 kD codificado por araE. El transportador ABC es un 
transportador de arabinosa de alta afinidad y baja capacidad con una Km de 3 x 10-4 M, mientras el simportador de 
protones de arabinosa es un transportador de arabinosa de baja afinidad y alta capacidad con una Km of 1,25 x 10

-4

M. Los solicitantes descubrieron que la expresión del transportador ABC en realidad dio como resultado una 
utilización de arabinosa reducida en medio solamente con arabinosa. La expresión del simportador de protones de 40
arabinosa aumentó la utilización de arabinosa tanto en el medio solamente con arabinosa como en el medio con 
azúcares mezclados. Por lo tanto, los solicitantes han descubierto que el transportador ABC de E. coli no mejora la 
utilización de arabinosa, mientras el simportador de protones de arabinosa mejora la utilización de arabinosa en 
Zymomonas. Con la expresión del simportador de protones de arabinosa, la utilización de arabinosa aumentó 
ampliamente tanto en el medio solamente con arabinosa como en el medio con azúcares mezclados.45

La expresión de un simportador de protones de arabinosa aumentó la utilización de arabinosa en todas las cepas 
analizadas. Estas incluyen una cepa de Z. mobilis que utiliza arabinosa y xilosa sin adaptación, una cepa de Z. 
mobilis que utiliza arabinosa y xilosa que ha sido adaptada para utilización de xilosa en condiciones de estrés 
(descrita en la publicación de solicitud de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitación con la presente, 
#US 20110014670), y una cepa de Z. mobilis que utiliza arabinosa y xilosa que ha sido adaptada para utilización de 50
xilosa en condiciones de estrés y también para utilización de arabinosa tal como se describió anteriormente en la 
presente memoria y en el Ejemplo 2. En cepas sin adaptación de arabinosa, la utilización de arabinosa aumentó en 
al menos aproximadamente 28% en el medio solamente con arabinosa así como también en el medio con azúcares 
mezclados. También en una cepa adaptada a arabinosa, la utilización de arabinosa aumentó en al menos 
aproximadamente 28% en el medio con azúcares mezclados. En el medio solamente con arabinosa el nivel de 55
utilización de arabinosa en la cepa original adaptada a arabinosa sin expresión del simportador de protones de 
arabinosa ya se encuentra a aproximadamente 80% y, por lo tanto, el aumento en la utilización de arabinosa no 
puede exceder 20%, y es de aproximadamente 18%.

Por lo tanto, cualquier cepa de Zymomonas o Zymobacter que sea capaz de utilizar arabinosa, también denominada 
cepa que utiliza arabinosa, se puede utilizar para crear las cepas de la presente. Son particularmente útiles las 60
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cepas que utilizan adicionalmente xilosa y glucosa. En estas cepas la utilización de arabinosa se mejora en al menos 
aproximadamente 10% mediante la expresión de un simportador de protones de arabinosa. La utilización de 
arabinosa puede mejorarse en al menos aproximadamente 10%, 12%, 16%, 18%, 20%, 24%, 28% o más. El % de 
mejora puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo utilizadas que  incluyen el tipo de medio y el 
microorganismo original utilizado para diseñar genéticamente la expresión del simportador de protones de 5
arabinosa, así como también la cepa específica diseñada genéticamente resultante. Los factores que provocan la 
variación incluyen el nivel de expresión del simportador de protones de arabinosa introducido y el nivel de actividad 
del transportador resultante, que puede variar entre transformantes.

Expresión de un simportador de protones de arabinosa

En las células diseñadas genéticamente de Zymomonas o Zymobacter de la presente puede expresarse cualquier 10
simportador de protones de arabinosa para proporcionar utilización de arabinosa mejorada. Las proteínas 
bacterianas simportadoras de protones de arabinosa y sus secuencias codificantes para la expresión en 
Zymomonas o Zymobacter son heterólogas, ya que no se encuentran de forma natural en Zymomonas o 
Zymobacter. Los ejemplos de proteínas simportadoras de protones de arabinosa y secuencias codificantes que 
pueden expresarse incluyen las codificadas por los genes araE de E. coli (región codificante SEQ ID NO:1; proteína 15
SEQ ID NO:2), Shigella flexneri (región codificante SEQ ID NO:3; proteínaSEQ ID NO:4), Shigella boydii (región 
codificante SEQ ID NO:5; proteína SEQ ID NO:6), Shigella dysenteriae (región codificante SEQ ID NO:7; proteína 
SEQ ID NO:8), Salmonella typhimurium (región codificante SEQ ID NO:9; proteína SEQ ID NO:10), Salmonella 
enterica (región codificante SEQ ID N0:11; proteína SEQ ID NO:12), Klebsiella pneumoniae (coding region SEQ ID 
NO13; protein SEQ ID NO:14), Klebsiella oxytoca (región codificante SEQ ID NO:15; proteína SEQ ID NO:16), 20
Enterobacter cancerogenus (región codificante SEQ ID NO:17; proteína SEQ ID NO:18) y Bacillus amyloliquefaciens
(región codificante SEQ ID NO:19; proteína SEQ ID NO:20).

Dado que las secuencias de las regiones codificantes del simportador de protones de arabinosa y las proteínas 
codificadas son ampliamente conocidas, tal como se ejemplifica en las SEQ ID NO indicadas anteriormente en la 
Tabla 1, un experto en la técnica puede identificar fácilmente simportadores de protones de arabinosa adecuados 25
adicionales en función de la similitud de secuencia usando enfoques de bioinformática. Típicamente, la búsqueda 
BLAST (descrita anteriormente) de bases de datos de disponibilidad pública con secuencias de aminoácidos del 
simportador de protones de arabinosa, tal como las proporcionadas en la presente memoria, se utiliza para 
identificar simportadores de protones de arabinosa adicionales, y sus secuencias codificantes que se pueden utilizar 
en las cepas de la presente. Estas proteínas pueden tener al menos aproximadamente 80-85%, 85%-90%, 90%-30
95% o 95%-99% de identidad de secuencia con cualquiera de los simportadores de protones de arabinosa de las 
SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 o 20 y al mismto tiempo presentan actividad del simportador de protones de 
arabinosa. Las identidades se basan en el método de alineamiento Clustal W usando los parámetros 
predeterminados de PENALIZACIÓN DE HUECO=10, PENALIZACIÓN DE LONGITUD HUECO=0,1, y serie Gonnet 
250 de matriz de peso de proteína.35

Además de usar la secuencia de región codificante o de proteína y los métodos de bioinformática para identificar 
simportadores de protones de arabinosa adicionales, se pueden utilizar las secuencias descritas en la presente 
memoria o las indicadas en la técnica para identificar experimentalmente otros homólogos en la naturaleza. Por 
ejemplo, cada uno de los fragmentos de ácido nucleico que codifican simportadores de protones de arabinosa 
descritos en la presente memoria se puede utilizar para aislar los genes que codifican proteínas homólogas. El 40
aislamiento de genes homólogos usando protocolos que dependen de la secuencia es ampliamente conocido en la 
técnica. Los ejemplos de protocolos que dependen de la secuencia incluyen, pero no se limitan a: 1.) métodos de 
hibridación de ácido nucleico; 2.) métodos de amplificación de ADN y ARN, tal como se ejemplifica mediante 
diversos usos de las tecnologías de amplificación de ácido nucleico [por ejemplo, reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), Mullis et ál., patente de EE.UU. 4.683.202; reacción en cadena de la 45
ligasa (LCR, por sus siglas en inglés), Tabor, S. et ál., Proc. Acad. Sci. USA 82:1074 (1985); o amplificación por 
desplazamiento de hebra (SDA, por sus siglas en inglés), Walker, et ál., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 89:392 
(1992)]; y 3.) métodos de construcción de biblioteca y selección mediante complementación.

Por ejemplo, las regiones codificantes para proteínas o polipéptidos similares a las de las secuencias que codifican 
el simportador de protones de arabinosa descritas en la presente memoria pueden aislarse directamente usando la 50
totalidad o una parte de los fragmentos de ácido nucleico de la presente como sondas de hibridación de ADN para 
seleccionar bibliotecas a partir de cualquier organismo deseado usando metodología conocida por los expertos en la 
técnica. Las sondas de oligonucleótidos específicos basadas en las secuencias de ácido nucleico descritas pueden 
diseñarse y sintetizarse mediante métodos conocidos en la técnica (Maniatis, supra). Además, las secuencias 
enteras se pueden utilizar directamente para sintetizar sondas de ADN mediante métodos conocidos por el experto 55
en la técnica (p. ej., etiquetado de ADN de cebadores aleatorios, traducción de mellas y técnicas de etiquetado de 
extremos), o cebadores de ARN que utilizan sistemas de transcripción in vitro disponibles. Además, pueden 
diseñarse cebadores específicos y utilizarse para amplificar una parte (o la longitud completa) de las secuencias de 
la presente. Los productos de amplificación resultantes pueden etiquetarse directamente durante las reacciones de 
amplificación o etiquetarse después de las reacciones de amplificación, y utilizarse como sondas para aislar 60
fragmentos de ADN de longitud completa en condiciones de rigurosidad adecuada.
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Típicamente, en las técnicas de amplificación tipo PCR, los cebadores tienen diferentes secuencias y no son 
complementarias entre sí. Dependiendo de las condiciones de prueba deseadas, las secuencias de los cebadores 
deberían diseñarse para proporcionar una replicación eficaz y fiel del ácido nucleico objetivo. Los métodos de diseño 
de sonda de PCR son comunes y conocidos en la técnica (Thein y Wallace, "The use of oligonucleotides as specific 
hybridization probes in the Diagnosis of Genetic Disorders", in Human Genetic Diseases: A Practical Approach, K. E. 5
Davis Ed., (1986) pp 33-50, IRL: Hemdon, VA; y Rychlik, W., In Methods in Molecular Biology, White, B. A. Ed., 
(1993) Vol. 15, pp 31-39, PCR Protocols: Current Methods and Applications. Humania: Totowa, NJ).

Generalmente, dos segmentos cortos de las secuencias descritas se pueden utilizar en los protocolos de reacción 
en cadena de la polimerasa para amplificar fragmentos de ácido nucleico más largos que codifican genes homólogos 
de ADN o ARN. La reacción en cadena de la polimerasa también se puede realizar en una biblioteca de fragmentos 10
de ácido nucleico clonados en donde la secuencia de un cebador deriva de los fragmentos de ácido nucleico 
descritos, y la secuencia del otro cebador se aprovecha de la presencia de los tramos de ácido poliadenílico en el 
extremo 3' del precursor de ARNm que codifica genes microbianos.

De manera alternativa, la segunda secuencia de cebador puede basarse en las secuencias derivadas del vector de 
clonación. Por ejemplo, el experto en la técnica puede seguir el protocolo RACE (Frohman et ál., PNAS USA 15
85:8998 (1988)) para generar ADNc mediante el uso de PCR para amplificar copias de la región entre un solo punto 
en la transcripción y el extremo 3' o 5'. Los cebadores orientados en las direcciones 3' y 5' pueden diseñarse a partir 
de las secuencias de la presente. Usando los sistemas RACE 3' o RACE 5' comercialmente disponibles (p. ej., BRL, 
Gaithersburg, MD), se pueden aislar fragmentos de ADNc 3' o 5' específicos (Ohara et ál., PNAS USA 86:5673 
(1989); Loh et ál., Science 243:217 (1989)).20

De manera alternativa, las secuencias que codifican el simportador de protones de arabinosa descritas pueden 
emplearse como agentes de hibridación para la identificación de homólogos. Los componentes básicos de una 
prueba de hibridación de ácido nucleico incluyen una sonda, una muestra que se sospecha que contiene el gen o 
fragmento génico de interés y un método de hibridación específico. Típicamente, las sondas son secuencias de 
ácido nucleico de cadena simple que son  complementarias a las secuencias de ácido nucleico que se detectarán. 25
Las sondas son “hibridables” con las secuencias de ácido nucleico que se detectarán. La longitud de la sonda puede 
variar de 5 bases a decenas de miles de bases, y dependerá de la prueba específica que se realizará. Típicamente, 
la longitud de una sonda de aproximadamente 15 bases a aproximadamente 30 bases es adecuada. Solo una parte 
de la molécula de la sonda debe ser complementaria a la secuencia de ácido nucleico que se detectará. Además, la 
complementariedad entre la sonda y la secuencia objetivo no es necesariamente perfecta. La hibridación no se 30
produce entre moléculas de complementariedad imperfecta con el resultado de que una fracción determinada de las 
bases en la región hibridada no se empareja con la base complementaria adecuada.

Los métodos de hibridación están bien definidos. Típicamente, la sonda y la muestra deben mezclarse en 
condiciones que permitirán la hibridación de ácido nucleico. Esto implica que la sonda y la muestra entren en 
contacto en presencia de una sal orgánica o inorgánica en las condiciones de concentración y temperatura 35
adecuadas. Los ácidos nucleicos de la sonda y la muestra deben estar en contacto por un tiempo lo suficientemente 
prolongado para que pueda producirse cualquier hibridación posible entre el ácido nucleico de la sonda y la muestra. 
La concentración de la sonda u objetivo en la mezcla determinará el tiempo necesario para que se produzca la 
hibridación. Cuanto mayor sea la concentración de la sonda u objetivo, menor será el tiempo de incubación de 
hibridación necesario. De manera opcional, se puede incluir un agente caotrópico. El agente caotrópico estabiliza los 40
ácidos nucleicos al inhibir la actividad de la nucleasa. Además, el agente caotrópico permite una hibridación sensible 
y rigurosa de las sondas de oligonucleótidos cortas a temperatura ambiente (Van Ness y Chen, Nucl. Acids Res. 
19:5143-5151 (1991)). Los agentes caotrópicos adecuados incluyen cloruro de guanidinio, tiocianato de guanidinio, 
tiocianato de sodio, tetracloroacetato de litio, perclorato de sodio, tetracloroacetato de rubidio, yoduro de potasio y 
trifluoroacetato de cesio, entre otros. Típicamente, el agente caotrópico estará presente a una concentración final de 45
aproximadamente 3 M. Si se desea, se puede agregar formamida a la mezcla de hibridación, típicamente 30-50%
(v/v).

Se pueden emplear varias soluciones de hibridación. Típicamente, estas comprenden de aproximadamente 20 a 
60% en volumen, preferiblemente 30%, de un solvente orgánico polar. Una solución de hibridación común emplea 
aproximadamente 30-50% v/v de formamida, aproximadamente 0,15 a 1 M de cloruro de sodio, aproximadamente 50
0,05 a 0,1 M de amortiguadores (p. ej., citrato de sodio, Tris-HCl, PIPES o HEPES (intervalo de pH de 
aproximadamente 6-9)), aproximadamente 0,05 a 0,2% de detergente (p. ej., dodecilsulfato de sodio), o entre 0,5-20 
mM de EDTA, FICOLL (Pharmacia Inc.) (aproximadamente 300-500 kdal), polivinilpirrolidona (aproximadamente 
250-500 kdal) y albúmina en suero. En la solución de hibridación típica también se incluirán los ácidos nucleicos 
portadores no etiquetados de aproximadamente 0,1 a 5 mg/mL, ADN nucelico fragmentado (p. ej., ADN de timo de 55
becerro o esperma de salmón, o ARN de levadura), y opcionalmente de aproximadamente 0,5 a 2% p/vol de glicina. 
También se pueden incluir otros aditivos, tal como agentes de exclusión de volumen que incluyen una variedad de 
agentes polares solubles en agua o dilatables (p. ej., polietilenglicol), polímeros aniónicos (p. ej., poliacrilato o 
polimetilacrilato) y polímeros sacarídicos aniónicos (p. ej., sulfato de dextrano).

La hibridación de ácido nucleico se puede adaptar a una variedad de formatos de ensayos. Uno de los más 60
adecuados es el formato de ensayo tipo sándwich. El ensayo tipo sándwich se puede adaptar particularmente a la 
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hibridación en condiciones no desnaturalizantes. Un componente principal de un ensayo tipo sándwich es un soporte 
sólido. El soporte sólido se ha adsorbido o unido de forma covalente a su sonda de ácido nucleico inmovilizado que 
no está etiquetada y es complementaria a una parte de la secuencia.

La expresión del simportador de protones de arabinosa se logra mediante la transformación con una secuencia que 
codifica un simportador de protones de arabinosa. Tal como se conoce en la técnica, puede haber variaciones en 5
secuencias de ADN que codifican una secuencia de aminoácidos debido a la degeneración del código genético. La 
secuencia codificante puede estar optimizadas por codones para lograr la máxima expresión en la célula 
hospedadora de Zymomonas o Zymobacter objetivo, tal como lo conocen los expertos en la técnica. Típicamente, un 
gen quimérico que incluye un promotor activo en células de Zymomonas que está unido de forma operativa a la 
región codificante deseada, así como también un terminador de transcripción, se utiliza para la expresión. Se puede 10
utilizar cualquier promotor que sea activo en células de Zymomonas, tal como los ejemplos indicados anteriormente 
para la expresión de proteínas para la utilización de arabinosa. Un gen quimérico construido con un promotor y 
región codificante de simportador de arabinosa es un gen heterólogo para la expresión en Zymomonas o 
Zymobacter ya que la región codificante es de un organismo diferente al descrito anterioremente. Los vectores para 
la expresión y/o integración son tal como se describieron anteriormente para la expresión de proteínas para la 15
utilización de arabinosa.

Producción mejorada de etanol

Las cepas de la presente tienen utilización de arabinosa mejorada en medio con arabinosa como la única fuente de 
carbohidratos y en medio con azúcares mezclados que incluyen arabinosa. Las cepas de la presente también 
presentan mejor producción de etanol. En comparación con la cepa original antes de la introducción de un gen de 20
expresión del simportador de protones de arabinosa, la producción de la cepa que expresa un simportador de 
protones de arabinosa se ve aumentada. El aumento en la producción de etanol puede variar dependiendo del 
medio y las condiciones de cultivo utilizadas en la fermentación así como también el simportador de protones de 
arabinosa que expresa la cepa utilizada como el biocatalizador. Típicamente, la producción de etanol puede 
aumentar en al menos aproximadamente 10%, puede aumentar al menos aproximadamente 10%, 12%, 16%, 18%, 25
20%, 24%, 28% o más.

Fermentación de la cepa que utiliza arabinosa mejorada

Se puede utilizar una cepa diseñada genéticamente que utiliza arabinosa que expresa un simportador de protones 
de arabinosa y genes u operones para la expresión de L-arabinosa isomerasa, L-ribulocinasa, L-ribulosa-5-fosfato-4-
epimerasa, transaldolasa y transcetolasa en la fermentación para producir un producto que sea un producto natural 30
de la cepa, o un producto cuya cepa fue diseñada genéticamente para que produzca. Por ejemplo, Zymomonas 
mobilis y Zymobacter palmae son etanológenos naturales. Se prefieren las cepas que también utilizan xilosa y están 
diseñadas genéticamente además para la expresión de xilosa isomerasa y xilulocinasa. Como ejemplo, se describe 
la producción de etanol mediante una cepa de Z. mobilis de la invención, que utiliza xilosa y arabinosa. Z mobilis
también utiliza glucosa de forma natural.35

Para la producción de etanol, Z. mobilis recombinante que utiliza xilosa y arabinosa que expresa un simportador de 
protones de arabinosa se pone en contacto con un medio que contiene arabinosa. Típicamente, el medio contiene 
azúcares mezclados que incluyen azúcar, xilosa y glucosa. El medio puede contener hidrolizado de biomasa que 
incluye estos azúcares que derivan de biomasa lignocelulósica o celulósica tratada.

Cuando la concentración de azúcares mezclados es tan alta que inhibe el crecimiento, el medio incluye sorbitol, 40
manitol, o una mezcla de estos tal como se describe en la publicación de patente de EE.UU., de titularidad conjunta 
y en tramitación con la presente, #US20080081358 A1. Galactitol o ribitol pueden reemplazarse o combinarse con 
sorbitol o manitol. La Z. mobilis crece en el medio donde ocurre la fermentación y se produce etanol. La 
fermentación ocurre sin complemento de aire, oxígeno u otros gases (que puede incluir condiciones tal como 
fermentación anaeróbica, microaeróbica o microaerofílica), durante al menos 24 horas, y puede producirse durante 45
30 horas o más. El tiempo para alcanzar la máxima producción de etanol es variable, dependiendo de las 
condiciones de fermentación. Típicamente, si hay inhibidores presentes en el medio, se necesita un período de 
fermentación mayor. La fermentación puede producirse a temperaturas que se encuentran entre aproximadamente 
30° C y aproximadamente 37° C, a un pH de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 7,5.

La Z. mobilis de la presente puede crecer en medio que contiene azúcares mezclados que incluyen arabinosa en 50
fermentadores de laboratorio, y en fermentación a gran escala, donde se producen cantidades comerciales de 
etanol. Cuando se desea una producción comercial de etanol, se pueden aplicar diversas metodologías de cultivo. 
Por ejemplo, la producción a gran escala de las cepas de Z. mobilis de la presente pueden producirse mediante 
metodologías de cultivo continuo o en lotes. Un método clásico de cultivo en lotes es un sistema cerrado donde la 
composición del medio se establece al comienzo del cultivo y no se somete a alteraciones artificiales durante el 55
proceso de cultivo. Por lo tanto, al comienzo del proceso de cultivo el medio se inocula con el organismo deseado y 
se deja que se produzca la actividad metabólica o crecimiento sin agregarle nada al sistema. Típicamente, sin 
embargo, un cultivo “en lotes” es un lote con respecto a la adición de una fuente de carbono y a menudo se intenta 
controlar factores tales como el pH y la concentración de oxígeno. En los sistemas en lotes, las composiciones de 
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biomasa y metabolito del sistema cambian de manera constante hasta el momento en que se termina el cultivo. 
Dentro de los cultivos en lotes, las células moderan a través de una fase latente estática a una fase logarítmica de 
alto crecimiento y, finalmente, a una fase estacionaria donde la velocidad de crecimiento disminuye o se detiene. Si 
no se tratan, las células en la fase estacionaria morirán eventualmente. Las células en la fase logarítmica a menudo 
son responsables de la producción a granel del producto final o intermedio en algunos sistemas. La producción de 5
fase posexponencial o estacionaria puede obtenerse en otros sistemas.

Una variación del sistema en lotes estándar es el sistema de lote alimentado. Los procesos de cultivo de lote 
alimentado también son adecuados para el crecimiento de las cepas de Z. mobilis de la presente y comprenden un 
sistema en lotes típico con la excepción de que el sustrato se agrega en incrementos a medida que el cultivo 
evoluciona. Los sistemas de lote alimentado son útiles cuando la represión de catabolitos está apta para inhibir el 10
metabolismo de las células y cuando se desea tener cantidades limitadas de sustrato en el medio. La medición de la 
concentración real del sustrato en los sistemas de lote alimentado es difícil y, por lo tanto, se calcula en base a los 
cambios de los factores medibles tales como el pH y la presión parcial de los gases residuales tal como CO2. Los 
métodos de cultivo en lote y en lote alimentado son comunes y ampliamente conocidos en la técnica y se pueden 
encontrar ejemplos en Biotechnology: A Textbook of Industrial Microbiology, Crueger, Crueger, y Brock, Segunda 15
Edición (1989) Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA, o Deshpande, Mukund V., Appl. Biochem. Biotechnol., 36, 
227, (1992).

La producción comercial de etanol también puede lograrse con un cultivo continuo. Los cultivos continuos son 
sistemas abiertos donde un medio de cultivo definido se agrega continuamente a un biorreactor y simultáneamente 
se retira una cantidad igual de medio acondicionado para su procesamiento. Los cultivos continuos generalmente 20
mantienen las células a una densidad de fase líquida alta constante, donde las células se encuentran principalmente 
en crecimiento de fase logarítmica. De manera alternativa, el cultivo continuo puede realizarse con células 
inmovilizadas donde se agrega carbono y nutrientes de manera continua, y se retiran productos valiosos, 
subproductos o productos residuales de manera continua de la masa celular. La inmovilización celular puede 
realizarse usando una amplia variedad de soportes sólidos compuestos de materiales naturales y/o sintéticos 25
conocidos por el experto en la técnica.

El cultivo continuo o semicontinuo permite la modulación de un factor o cualquier cantidad de factores que afectan el 
crecimiento celular o la concentración del producto final. Por ejemplo, un método mantendrá a un nutriente limitante 
tal como la fuente de carbono o nivel de nitrógeno a una velocidad fija y permitirá la moderación de todos los otros 
parámetros. En otros sistemas, se puede alterar de manera continua una cantidad de factores que afectan el 30
crecimiento mientras la concentración celular, medida por la turbidez del medio, se mantiene constante. Los 
sistemas continuos se esfuerzan para mantener condiciones de crecimiento de estado estable y, por lo tanto, la 
pérdida de células debido a la extracción del medio debe equilibrarse contra la velocidad de crecimiento celular en el 
cultivo. Los métodos para modular los nutrientes y los factores de crecimiento para los procesos de cultivo continuo 
así como otras técnicas para maximizar la velocidad de formación del producto son ampliamente conocidas en la 35
técnica de microbiología industrial y Brock, supra, detalla una variedad de métodos.

El régimen de fermentación a continuación es particularmente adecuado para la producción de etanol. La cepa de Z. 
mobilis deseada de la presente invención se cultiva en matraces de agitación en medio semicomplejo a 
aproximadamente 30°C a aproximadamente 37°C con agitación a aproximadamente 150 rpm en matraces orbitales 
y luego se transfiere a un fermentador de siembra de 10 L que contiene un medio similar. El cultivo de siembra crece 40
en el fermentador de siembra anaeróbicamente hasta que la OD600 se encuentre entre 3 y 6, momento en el que se 
transfiere al fermentador de producción donde los parámetros de fermentación se optimizan para la producción de 
etanol. Los volúmenes de inoculación típicos transferidos del tanque de siembra al tanque de producción oscilan de 
aproximadamente 2% a aproximadamente 20% v/v. Un medio de fermentación típico contiene componentes de 
medio mínimos tal como fosfato de potasio (1,0-10,0 g/L), sulfato de amonio (0- 2,0 g/L), sulfato de magnesio (0-5,0 45
g/L), una fuente compleja de nitrógeno tal como extracto de levadura o productos a base de soja (0-10 gL). Una 
concentración final de sorbitol o mannitol de aproximadamente 5 mM está presente en el medio. Los azúcares 
mezclados que incluyen arabinosa y al menos un azúcar adicional tal como glucosa (o sacarosa), que proporcionan 
una fuente de carbono, se agregan de forma continua al recipiente de fermentación tras el agotamiento de la fuente 
de carbono inicial en lotes (50-200 g/l) para maximizar la titulación y velocidad del etanol. Las velocidades de 50
alimentación de la fuente de carbono se ajustan de forma dinámica para garantizar que el cultivo no esté 
acumulando glucosa en exceso, lo que podría provocar la acumulación de subproductos tóxicos tal como ácido 
acético. Con el fin de maximizar el rendimiento del etanol producido a partir de un sustrato utilizado, el crecimiento 
de la biomasa es restringido por la cantidad de fosfato que se colocó en lotes inicialmente o que es alimentado 
durante el transcurso de la fermentación. La fermentación se controlla a pH 5,0-6,0 usando solución cáustica (tal 55
como hidróxido de amonio, hidróxido de potasio o hidróxido de sodio) y ácido fosfórico o sulfúrico. La temperatura 
del fermentador se controla a 30°C-35°C. Para minimizar el espumado, se agregan agentes antiespumantes (de 
cualquier clase, con base de silicio, con base orgánica, etc) al recipiente según sea necesario. Un antibiótico, para el 
cual hay un marcador resistente a antibióticos en la cepa, tal como kanamicina, se puede utilizar opcionalmente para 
minimizar la contaminación.60
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Además, la fermentación puede darse al mismo tiempo que la sacarificación usando un proceso de SSF 
(sacarificación y fermentación simultánea). En este proceso, se producen azúcares a partir de la biomasa a medida 
que son metabolizadas por el biocatalizador de producción.

Cualquier conjunto de condiciones descrito anteriormente y las variaciones adicionales de estas condiciones que son 
ampliamente conocidas en la técnica, son condiciones adecuadas para la producción de etanol mediante una cepa 5
de Zymomonas o Zymobacter recombinante que utiliza arabinosa, que está diseñada genéticamente para que 
exprese un simportador de protones de arabinosa mediante la introducción de una región codificante heteróloga de 
un simportador de protones de arabinosa.

Ejemplos

La presente invención se define adicionalmente en los siguientes Ejemplos. Debería entenderse que estos Ejemplos, 10
aunque indican realizaciones preferidas de la invención, se proporcionan únicamente a modo ilustrativo. A partir de 
lo indicado anteriormente y de estos Ejemplos, un experto en la técnica puede determinar las características 
esenciales de esta invención y puede realizar varios cambios y modificaciones de la invención para adaptarla a los 
diversos usos y condiciones que se encuentran dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Métodos Generales15

Las técnicas de clonación molecular y ADN recombinante estándar utilizadas en la presente memoria son conocidas 
en la técnica y fueron descritas por Sambrook, J., Fritsch, E. F. y Maniatis, T. Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, 2.a ed., Cold Spring Harbor Laboratory: Cold Spring Harbor, NY (1989) (de aquí en adelante “Maniatis”); y 
por Silhavy, T. J., Bennan, M. L. y Enquist, L. W., Experiments with Gene Fusions, Cold Spring Harbor Laboratory: 
Cold Spring Harbor, NY (1984); y por Ausubel, F. M. et ál., Current Protocols in Molecular Biology, publicado por 20
Greene Publishing Assoc. y Wiley-Interscience, Hoboken, NJ (1987).

Los significados de las abreviaciones son los siguientes: “kb” significa kilobase/s, “pb” significa pares de base, “nt” 
significa nucleótido/s, “hr” significa hora/s, “min” significa  minuto/s, “s” significa segundo/s, “d” significa día/s, “L” 
significa litro/s, “ml” significa mililitro/s, “µL” significa  microlitro/s, “µg” significa microgramo/s, “ng” significa 
nanogramo/s, “mM” significa milimolar, “µM” significa micromolar, “nm” significa nanómetro/s, “µmol” significa 25
micromol/es, “pmol” significa picomol/es, “Cm” significa cloranfenicol, “Cmr” significa resistente a cloranfenicol, “Cms” 
significa sensible a cloranfenicol, “Spr” significa  resistencia a espectinomicina, “Sps” significa sensible a 
espectinomicina, “UTR” significa región no traducida, “RBS” significa sitio de unión a ribosoma.

Los cebadores fueron sintetizados por Sigma (St. Luis, MO) a menos que se especifique lo contrario.

Ejemplo 130

Construcción y expresión de operón para proteínas con utilización de arabinosa en Zymomonas

Para diseñar genéticamente Zymomonas mobilis para utilización de arabinosa, las regiones codificantes  araA, araB 
y araC de E.coli se construyeron en un operón con un promotor de Z. mobilis y se expresó en un plásmido en células 
de Z. mobilis. AraB, araA y araD codifican las proteínas L-ribulosa cinasa, L-arabinosa isomerasa y L-ribulosa-5-
fosfato-4-epimerasa, respectivamente, que proporcionan una vía de asimilación de arabinoss, junto con actividades 35
de transcetolasa y transaldolasa (véase la Figura 1).

1. Clonación de secuencias codificantes araBAD de E. coli y promotor Pgap de Z. mobilis

Las regiones codificantes araB, araA y araD de E. coli (SEQ ID NO:23, 21 y 25, respectivamente) están presentes 
en el operón araBAD. Se preparó un fragmento de ADN de araB-araA (araBA; SEQ ID NO:27) usando los cebadores 
de oligonucleótido ara1 (SEQ ID NO:28) y ara2 (SEQ ID NO:29) que son cebadores directo e inverso, 40
respectivamente. El cebador ara1 agrega los nucleótidos CC antes del codón de inicio ATG de la región codificante 
araB para crear un sitio Ncol. El cebador ara2 agrega un sitio XbaI después del codón de terminación de la región 
codificante araA. Se preparó un fragmento de ADN de araD (SEQ ID NO:30) usando los cebadores de 
oligonucleótido ara3 (SEQ ID NO:31) y cebador ara4 (SEQ ID NO:32) que son cebadores directo e inverso,
respectivamente. El cebador ara3 agrega un sitio Xba en el extremo 5' de la secuencia 5’ del sitio de unión al 45
ribosoma (RBS, por sus siglas en inglés) con respecto a la región codificante araD. El cebador ara4 agrega un sitio 
Hindlll después de la región no traducida 3’ (UTR) que se encuentra en 3' con respecto a la región codificante araD. 
Cada par de cebadores se utilizó en una reacción PCR estándar, que incluye 50 µL de mezcla AccuPrime Pfx 
SuperMix (Invitrogene, Carlsbad, CA), 1 µL de cebadores directo e inverso 10 µM y 2 µL (aprox. 50 a 100 ng) de 
ADN genómico de E. coli preparado a partir de MG1655 (ATCC# 700926; un cepa de K12) usando un kit de 50
purificación de ADN genómico Wizard (Promega, Madison, WI). Se llevó a cabo una reacción usando los cebadores 
ara1 y ara2 durante 5 min a 95°C, seguido de 35 ciclos de 30 s a 95°C/30 s a 56°C/3,5 min a 68°C, y finalizó durante 
7 min a 68°C. Dio como resultado un fragmento de araB-araA de 3226 pb con un sitio Ncol 5' y un sitio Xbal 3' (SEQ 
ID NO:27). Se llevó a cabo otra reacción usando los cebadores ara3 y ara4 usando un programa similar, excepto 
que la extensión de tiempo a 68°C se redujo a 1,5 min. Produjo un fragmento de araD de 889 pb (que incluye la 3' 55
UTR de araD) con un sitio XbaI 5' y un sitio HindIII 3' (SEQ ID NO:30).
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El promotor de E. coli natural para el operón araBAD es un promotor inducible que no es adecuado para la expresión 
deseada en Z. mobilis. Se utilizó el promotor GAP (Gliceraldehídos-3-fosfato deshidrogenasa)  (Pgap; SEQ ID NO:33) 
de Z. mobilis ya que es un fuerte promotor constitutivo para la expresión en Z. mobilis. Se preparó un fragmento de 
ADN que contiene el Pgap de Z. mobilis usando los cebadores de oligonucleótido ara10 y ara11. El cebador ara10 
(SEQ ID NO:34) es un cebador directo que agrega un sitio SacI y Apel en el extremo 5' del fragmento de ADN del 5
promotor. El cebador ara11 (SEQ ID NO:35) es un cebador inverso que cambia los últimos dos nucleótidos del 
promotor de AC a CC, por lo tanto, agrega un sitio Ncol en el extremo 3' del fragmento de ADN del promotor. Estos 
dos cebadores se utilizaron en una reacción PCR estándar, tal como se describió anteriormente, usando un 
plásmido que contiene el Pgap como la plantilla de ADN para producir un fragmento de ADN del promotor Pgap de 323 
pb con sitios Sacl y Spel 5' y un sitio NcoI 3' (SEQ ID NO:36).10

Cada uno de estos productos de PCR se clonó en el vector TOPO Blunt Zero  (Invitrogen, Calsbad, CA) siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Los plásmidos resultantes pTP-araB-araA, pTP-araD y pTP-Pgap se propagaron en 
las células DH5a de E. coli (Invitrogen) y cada una se preparó usando un Kit Qiagen DNA Miniprep. Sus secuencias 
se confirmaron mediante secuenciamiento de ADN. 2. Ensamblaje de un operón Pgap-araBAD en un vector 
transportador.15

Se ensambló un operón Pgap-araBAD en un vector transportador de Zymomonas-E. coli denominado pZB188aada, 
que se basa en el vector pZB188 (Zhang et ál. (1995) Science 267:240-243; US 5514583) que incluye un fragmento 
de ADN genómico de 2582 pb de Z. mobilis que contiene una región de replicación que permite que el vector se 
replique en células de Zymomonas. En pZB188aada el cassette de resistencia a tetraciclina (Tcr-cassette) de 
pZB188 se reemplazó con un cassette de resistencia a espectinomicina (Specr-cassette). El Specr-cassette se 20
generó mediante PCR usando el plásmido pHP15578 (Cahoon et ál, (2003) Nature Biotechnology 21: 1082-1087) 
como la plantilla y los cebadores 1 (SEQ ID NO:32 de CL4236) y 2 (SEQ ID NO:33 de CL4236). El plásmido 
pHP15578 contiene la secuencia de nucleótidos completa para el Specr-cassette y su promotor, que se basa en la 
secuencia publicada del gen de aadA Tranposon Tn7 (número de acceso GenBank X03043) que codifica la 3' (9)-O-
nucleotidiltransferasa. 25

Cebador 1 (SEQ ID NO:37):

CTACTCATTTatcgatGGAGCACAGGATGACGCCT

Cebador 2 (SEQ ID NO:38):

CATCTTACTacgcgtTGGCAGGTCAGCAAGTGCC

Las bases subrayadas del cebador 1 (cebador directo) se hibridan corriente arriba del promotor para el SpeC
r
-30

Cassette (a los nts 4-22 del número de acceso GenBank X03043), mientras las letras en minúscula corresponden a 
un sitio Clal que se agregó en el extremo 5' del cebador. Las bases subrayadas del cebador 2 (cebador inverso) se 
hibridan aproximadamente 130 bases corriente abajo del codón de terminación para el SpeCr-Cassette (a los nts 
1002-1020 del número de acceso GenBank X03043), mientras las letras en minúscula corresponden a un sitio AflIII 
que se agregó en el extremo 5' del cebador. El Specr-cassette generado por PCR de 1048 pb se digirió doblemente 35
con Clal y AflIII, y el fragmento de ADN resultante se purificó usando el kit de purificación de PCR QIAquick (Qiagen, 
Cat. n.° 28104) y el protocolo recomendado del vendedor. El plásmido pZB188 (aislado de E. coli SSC110 (dcm-, 
dam-) para obtener ADN de plásmido no metilado para cortar con Clal (que es sensible a la metilación dam) se 
digirió doblemente con Clal y BssHII para retirar el Tcr-cassette, y el gran vector resultante se purificó mediante 
electroforesis en gel de agarosa. Este fragmento de ADN y el producto de PCR limpio luego se ligaron entre sí, y la 40
mezcla de reacción de transformación se introdujo en JM110 de E. coli usando células químicamente competentes 
que se obtuvieron de Stratagene (Cat. n.° 200239). Debe observarse que BssHII y AflIII generan “extremos 
pegajosos” compatibles, pero ambos sitios se destruyen cuando están ligados entre sí. Los transformantes se 
colocaron en placas en medio LB que contenía espectinomicina (100 µg/ml) y se cultivaron a 37°C. Un transformante 
resistente a espectinomicina que contenía un plásmido con una inserción del tamaño correcto se identificó mediante 45
el análisis de digestión de restricción con Notl y denominaado pZB188/aada.

El fragmento pTP-Pgap Spel - NcoI Pgap, el fragmento pTP-araB-araA Ncol - XbaI araB-araA y el fragmento pTP-araD 
Xbal - Notl araD se clonaron en un vector de NotI-SpeI pZB188/aada, formando un vector transportador basado en 
pZB188aada que contenía un operón Pgap-araBAD. El plásmido resultante, denominado pARA201, se propagó en 
DH5a de E. coli y se preparó usando un kit Qiagen DNA Miniprep. Se preparó pARA205 (Figura 2; SEQ ID NO:41) a 50
partir de pARA201 mediante restauración de los nucleótidos en el extremo 3' de Pgap desde CC nuevamente hasta 
los nucleótidos AC originales. Esto se realizó usando un kit de mutagénesis de sitio dirigido QickChange XL 
(Stratagene, La Jolla, CA). Para esta mutagénesis, el cebador directo ara31 (SEQ ID NO:30) y el cebador inverso 
ara32 (SEQ ID NO:40) se utilizaron para realizar los cambios siguiendo las instrucciones del fabricante. pARA205 se 
propagó en DH5a de E. coli y se preparó usando un kit Qiagen DNA Miniprep.55

3. Expresión de araBAD en Z. mobilis

Para confirmar que Pgap-araBAD es un operón funcional en Z. mobilis, se introfujo pARA205 en la cepa ZW801-4 de 
Z. mobilis para su expresión. ZW801-4 es un cepa de Z. mobilis que utiliza xilosa. La construcción y caracterización 
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de las cepas ZW658, ZW800 y ZW801-4 se describió en la publicación de solicitud de patente de EE.UU., de 
titularidad conjunta y en tramitación con la presente US20080286870 A1. Se construyó ZW658 (ATCC # PTA-7858) 
mediante la integración de dos operones, PgapxyIAB y Pgaptaitkt, que contienen cuatro genes que utilizan xilosa que 
codifican la xilosa isomerasa, xilulocinasa, transaldolasa y transcetolasa, dentro del genoma de ZW1 (ATCC #31821) 
a través de eventos de transposición secuencial, y seguido de la adaptación en medio selectivo que contiene xilosa. 5
ZW800 es un derivado de ZW658 que tiene una inserción de entrecruzamiento doble de un cassette de resistencia a 
espectinomicina en la secuencia que codifica la enzima glucosa-fructosa oxidorreductasa (GFOR) para inactivar esta 
actividad. ZW801-4 es un derivado de ZW800 en el cual se ha eliminado el cassette de resistencia a 
espectinomicina mediante recombinación específica del sitio dejando un codón de terminación en el marco que 
trunca la proteína de forma prematura.10

Las células competentes de ZW801-4 se prepararon mediante cultivo de las células de siembra durante la noche en 
MRM3G5 (extracto de levadura al 1%, KH2PO4 15 mM, MgSO4 4 mM y 50 g/L de glucosa) a 30°C con agitación a 
150 rpm, hasta un valor de OD600 cercano a 5. Las células se cosecharon y se volvieron a suspender en medio 
fresco hasta un valor de OD600 de 0,05. Se cultivaron adicionalmente en las mismas condiciones hasta la fase 
logarítmica temprana o media (OD600 cercana a 0,5). Las células se cosecharon y se lavaron dos veces con agua 15
helada y luego una vez con glicerol helado al 10%. Las células competentes resultantes se recolectaron y se 
volvieron a suspender en glicerol helado al 10% hasta un valor de OD600 cercano a 100. Dado que la transformación 
de Z. mobilis requiere ADN no metilado, el plásmido pARA205 se transformó en células competentes SCS110 de E. 
coli (Stratagene). Una colonia de células transformadas se cultivó en 10 mL de LB-Amp100 (caldo LB que contiene 
100 mg/L de ampicilina) durante la noche a 37°C. Se preparó ADN a partir del cultiv de 10 mL, usando un kit Qiagen 20
DNA Miniprep.

Aproximadamente 500 ng de ADN de plásmido pARA205 no metilado se mezcló con 50 µL de células competentes 
ZW801-4 en una cubeta de electroporación 1 MM (VWR, West Chester, PA). El ADN de plásmido se sometió a 
electroporación en las células a 2,0 KV usando un BT720 Transporater Plus (BTX-Genetronics, San Diego, CA). Las 
células transformadas se recuperaron en 1 mL de medio MMG5 (50 g/L de glucosa, 10 g/L de extracto de levadura, 25
5 g/L de triptona, 2,5 g/L de (NH4)2SO4, 0,2 g/L de K2HPO4 y 1 mM de MgSO4) durante 4 horas a 30°C y se 
cultivaron en placas MMG5-Spec250 (MMG5 con 250 mg/L de espectinomicina y 15 g/L de agar) durante 2 días a 
30°C, dentro de un frasco anaeróbico con AnaeroPack (Mitsubishi Gas Chemical, Nueva York, NY). Las colonias 
individuales se estriaron en una placa MMA5-Spec250 (igual que MMG5-Spec250 pero la glucosa se reemplazó con 
50 g/L de arabinosa) y una nueva placa MMG5-Spec250 en duplicado. En las mismas condiciones que se 30
describieron anteriormente, las estrías crecieron bien aunque el crecimiento en la placa MMA5-Spec250 llevó más 
tiempo. Esto indicó la expresión del operón Pgap-araBAD.

Dos estrías de las células transformadas que crecían en la placa MMG5-Spec250 (ZW801-ara205-4 y ZW801-
ara205-5) se seleccionaron para un ensayo de crecimiento de 72 horas. En el ensayo, las células de cada estría se 
cultivaron durante la noche en 2 mL de MRM3G5-Spec250 (MRM3G5 con 250 mg/L de espectinomicina) a 30°C con 35
agitación de 150 rpm. Las células se cosecharon, se lavaron con MRM3A5 (igual que MRM3G5 pero la glucosa se 
reemplazó con arabinosa), y se volvieron a suspender en MRM3A5-Spec250 (MRM3A5 que contiene 250 mg/L de 
espectinomicina) para tener una OD600 de inicio a 0,1. Se colocaron cuatro mL de la suspensión en un tubo Falcon 
con tapa de 14 mL y se cultivaron durante 72 horas a 30°C con agitación de 150 rpm. Al finalizar el crecimiento, se 
midió la OD600. Luego, 1 mL del cultivo se centrifugó a 10.000x g para retirar las células. El sobrenadante se filtró a 40
través de un filtro de tubo de centrífuga Costar Spin-X de 0,22 µm (Corning Inc, Corning, NY) y se analizó mediante 
una columna de exclusión iónica BioRad Aminex HPX-A7H (BioRad, Hercules, CA) con H2SO4 0,01 N a una 
velocidad de 0,6 mL/min a 55°C en un sistema de HPLC Agilent 1100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) para 
determinar las concentraciones de etanol y azúcar. En paralelo, se cultivó ZW801-4 (sin antibióticos) y se analizó 
como control. Los resultados proporcionados en la Tabla 2 demuestran que la expresión de araBAD permitió que 45
ZW801-4 de Z. mobilis creciera y produjera etanol usando arabinosa como la única fuente de carbono. 

Tabla 2 Ensayo de crecimiento de 72 horas para cepas ZW801-ara205 en MRM3A5

Cepa Crecimiento (OD600) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)

ZW801-4 0,106 0 51,20

ZW801-ara205-4 1,75 7,22 33,15

ZW801-ara205-5 1,96 10,68 27,16

Ejemplo 2

Integración de operón de utilización de arabinosa en el genoma de Z. mobilis y caracterización de las cepas 
resultantes50

Este ejemplo describe la integraión estable del operón Pgap-araBAD en dos cepas de Z. mobilis que utilizan xilosa. 1. 
Construcción del operón Pgap-araBAD en un vector suicida.
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Para integrar el operón Pgap-araBAD dentro del genoma de Z. mobilis, se preparó un vector suicida para 
recombinación homóloga de DCO (entrecruzamiento doble). Además de Pgap-araBAD, este vector incluía fragmentos 
de recombinación homóloga de DCO para dirigir la integración de Pgap-araBAD y un gen aadA para proporcionar un 
marcador selectivo para la resistencia a espectinomicina. Se eligió el locus de IdhA como el sitio de inserción. Dos 
fragmentos de ADN de IdhA para DCO, LDH-L y LDH-R, se sintetizaron mediante PCR usando el ADN de ZW801-4 5
de Z. mobilis como plantilla. La reacción utilizó la mezcla AccuPrime y siguió el procedimiento de PCR estándar 
descrito en el Ejemplo 1. El fragmento de ADN LDH-L DNA se sintetizó utilizando el cebador directo ara20 (SEQ ID 
NO:42) y el cebador inverso ara21 (SEQ ID NO:43). El producto resultante fue un fragmento de ADN de 895 pb que 
incluye la secuencia 5' con respecto a la región codificante de IdhA y los nucleótidos 1-493 de la región codificante 
de IdhA, con un sitio SacI 5' y un sitio Spel 3' (SEQ ID NO:44). El fragmento de ADN LDH-R DNA se sintetizó 10
utilizando el cebador directo ara22 (SEQ ID NO:45) y el cebador inverso ara23 (SEQ ID NO:46). El producto 
resultante fue un fragmento de 1169 pb que incluye los nucleótidos 494-996 de la región codificante de IdhA y la 
secuencia 3' con respecto a la región codificante de IdhA, con un sitio EcoRI 5' y un sitio NotI 3' (SEQ ID NO:47).

Se utilizó pBS SK(+) (un plásmido Bluescript plasmid; Stratagene) como un vector suicida ya que los vectores pBS 
no pueden replicarse en Zymomonas. Se construyó pARA354 (SEQ ID NO:49) al clonar el operón Pgap-araBAD de 15
pARA205, el fragmento LDH-L y el fragmento LDH-R en pBS SK(+). Además, un fragmento de ADN que contiene el 
marcador aadA  (para resistencia a espectinomicina) unido mediante sitios LoxP de tipo salvaje (fragmento LoxPw-
aadA-LoxPw; SEQ ID NO:48) se incluyó en pARA354. pARA354 tiene el operón Pgap -araBAD y el fragmento de 
marcador LoxPw-aadA-LoxPw ubicados entre las secuencias de LDH-L y LDH-R.

La Figura 3 muestra un mapa de pARA354 de 10.441 pb.  Tiene un origen de f1(+) y un gen de resistencia a 20
ampicilina para la propagación del plásmido en E. coli. Dado que LDH-L y LDH-R contenían los primeros 493 pares 
de bases y los 503 pares de bases restantes de la secuencia codificante de IdhA, respectivamente, se diseñó 
pARA354 para dirigir la inserción de Pgap-araBAD y aadA en la secuencia codificante de IdhA de Z. mobilis entre los 
nucleótidos #493 y #494 mediante recombinación por entrecruzamiento.

2. Desarrollo de las cepas de integración de Pgap-araBAD25

La cepa ZW705 de Z. mobilis es una cepa de Z. mobilis diseñada genéticamente,  con utilización de xilosa mejorada 
en condiciones de estrés que derivó de ZW801-4 mediante adaptación en cultivo continuo tal como se describe en la 
solicitud de patente de EE.UU., de titularidad conjunta y en tramitación con la presente, US 20110014670. Las 
células de ZW801-4 de Zymomonas que utilizan xilosa se cultivaron de forma continua en medio que comprende al 
menos aproximadamente 50 g/L de xilosa para producir un cultivo que comprende etanol, luego se agregó amoníaco 30
y ácido acético, creando un cultivo de estrés. Las células se cultivaron adicionalmente de forma continua en el 
cultivo de estrés y se aislaron las células con utilización de xilosa mejorada, incluyendo la cepa ZW705.

Para transformar pARA354 en ambas, las cepas ZW705 y ZW801-4, se sometieron a electroporación 800 ng de 
ADN de plásmido no metilado en 50 µL de células competentes preparados de cada cepas. La desmetilación de 
ADN, la preparación de células competentes y la electroporación se realizaron tal como se describe en el Ejemplo 1. 35
Las colonias de células transformadas de cada cepa se cultivaron en una placa MMG5-Spec250 durante 2 días a 
30°C dentro de un frasco anaeróbico con un AnaeroPack. Dado que pARA354 no pudo replicarse en Z. mobilis, la 
resistencia a espectinomicina indicó que estas colonias eran cepas de  integración. Las colonias se estriaron en una 
nueva placa MMG5-Spec250 y una placa MMA5-Spec250, en duplicado, y se cultivaron durante 2 días y 4 días 
respectivamente. Su crecimiento en la placa MMA5-Spec250 también indicó la integración. Para demostrar 40
adicionalmente la integración, las uniones entre el fragmento Pgap-araBAD-aadA y el ADN genómico de Z. mobilis se 
inspeccionaron mediante la reacción PCR de 35 ciclos estándar, que contenía la mezcla PCR Super Mix 
(Invitrogen), un par de cebadores y las células transformadas analizadas. Un ciclo de PCR incluía 45 segundos de 
desnaturalización a 95°C, 45 segundos de hibridación a 58°C y 2 minutos de extensión a 72°C. El cebador ara45 
(SEQ ID NO:50) y cebador ara42 (SEQ ID NO:51) eran un cebador directo ubicado corriente arriba de la secuencia 45
de LDH-L en el ADN genómico de Z. mobilis y un cebador inverso ubicado en el gen araB de pARA354, 
respectivamente. Este par de cebadores amplificó un fragmento de 1694 pb de todas las colonias inspeccionadas 
mediante PCR. También se utilizó el cebador ara46 (SEQ ID NO:52) y el cebador ara43 (SEQ ID NO:53) que son un 
cebador directo ubicado en el gen aadA de pARA354 y un cebador inverso ubicado corriente abajo de la secuencia 
de LDH-R en el  ADN genómico de Z. mobilis, respectivamente. Este par de cebadores amplificó un fragmento de 50
1521 pb de todas las colonias inspeccionadas mediante PCR. Por lo tanto, el fragmento Pgap-araBAD-aadA se ha 
integrado en los genomas de ZW801-4 y ZW705 de manera satisfactoria mediante el enfoque de DCO. Dado que la 
recombinación homóloga de DCO fue una integración específica objetivo, cada colonia que resulta de la integración 
en ZW801-4 o ZW705 tendría el genotipo idéntico. Una colonia de cada una de las integraciones se cultivó en 5 mL 
de MRMG5-Spec250 durante la noche a 30°C con agitación de 150 rpm. Las células se recolectaron mediante 55
centrifugación, se volvieron a suspender en 0,5 mL de glicerol al 50%, y luego se almacenaron a -80°C. Las cepas 
se denominaron ZW705-ara354 y ZW801-ara354.

Para mejorar aun más la función del operón Pgap-araBAD integrado, la cepa ZW705-ara354 se sometió a adaptación. 
Con este propósito, se recolectó un cultivo de ZW705-ara354 durante la noche mediante centrifugación, se lavó con 
MRM3A5 y se volvió a suspender en MRM3A5-Spec250 con OD600 a 0,1. Cuatro mL de esta suspensión se 60
colocaron en un tubo Falcon con tapa de 14 mL y se cultivaron durante 72 horas en un agitador a 30°C y 150 rpm, 
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hasta que la OD600 quedara por encima de 1. Luego, el cultivo se inoculó en un nuevo tubo falcon que contenía 4 mL 
de MRM3A5-Spec250 fresco para lograr una OD600 de partida cercana a 0,1 para una segunda ronda de 
crecimiento. En total, se completaron 9 rondas sucesivas. Cada ronda llevó la OD600 de aproximadamente 0,1 a por 
encima 1 y tomó 3 a 4 días, excepto la 4.a ronda que tomó 6 días ya que las células crecían más lentamente. Para 
caracterizar las cepas adaptadas, la 9.a ronda se diluyó 100 veces, y se dispersaron 10 µL de la dilución y se 5
cultivaron en una placa MMA5-Spec250 durante 3 días a 30°C en un frasco anaeróbico con un AnaeroPack. Se 
seleccionaron colonias individuales (es decir, cepas de adaptación) y se cultivaron durante la noche en 3 mL de 
MRM3G5-Spec250 en un agitador a 30°C y 150 rpm. Se sometieron al ensayo de crecimiento de 72 horas en 
MRM3A5-Spec250, tal como se describe en el Ejemplo 1. Se utilizó la cepa ZW705-ara354 como control en el 
ensayo. Los datos del análisis para 5 cepas de adaptación (ZW705-ara354A4 a A8) se presentan en la Tabla 3, que 10
demuestran que todas las cepas de adaptación tuvieron un mejor rendimiento que ZW705-ara354. ZW705-ara354A7 
fue la mejor cepa en términos de crecimiento, producción de etanol y utilización de arabinosa. 

Tabla 3. Ensayo de crecimiento de 72 horas para cepas de adaptación de ZW705-ara354 en MRM3A5

Cepa Crecimiento (OD600) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)

ZW705-ara354 1,03 9,10 32,71

ZW705-ara354A4 3,29 19,03 10,31

ZW705-ara354A5 3,71 18,56 10,07

ZW705-ara354A6 3,61 18,47 9,23

ZW705-ara354A7 4,04 19,73 7,36

ZW705-ara354A8 2,96 17,37 12,18

3. Caracterización de perfiles de crecimiento y metabolitos de las cepas de integración de Pgap-araBAD, con y sin 
adaptación.15

Las cepas de integración de Pgap-araBAD se caracterizaron adicionalmente por su capacidad de utilizar arabinosa 
para permitir el crecimiento celular y la producción de etanol en medio que contiene arabinosa como la única fuente 
de carbono y en medio que contiene azúcares mezclados. Para caracterizar estas cepas en medio que contiene 
arabinosa como la única fuente de carbono, primero se cultivaron células de ZW705-ara354 y ZW705-ara354A7 
durante la noche en 2 mL de MRM3G5-Spec250 en un agitador a 30°C y 150 rpm. Las células se cosecharon, se 20
lavaron con MRM3A5 y se volvieron a suspender en MRM3A5-Spec250 a una OD600 de partida de 0,1. Veinte mL de 
la suspensión se colocaron en un tubo de centrífuga VWR con tapa a rosca de 50 mL y se cultivaron a 30°C con 
agitación de 150 rpm durante un período de tiempo de 96 horas. Durante el período de tiempo, se midió la OD600 a 
las 0, 24, 48, 72 y 96 horas, respectivamente. En cada punto de tiempo, se extrajo 1 mL del cultivo y se centrifugó a 
10.000x g para retirar las células. El sobrenadante se filtró a través de un filtro de tubo de centrífuga Costar Spin-X 25
de 0,22 µm y se analizó para determinar las concentraciones de azúcar y etanol mediante una columna de exclusión 
iónica BioRad Aminex HPX-A7H con H2SO4 0,01 N utilizando una velocidad de 0,6 mL/min a 55°C en un sistema de 
HPLC Agilent 1100. En paralelo, se cultivó ZW705 en medio sin antibióticos y se analizó como control. Los 
resultados se muestran en la Figura 4. Estos resultados indican que, sin Pgap-araBAD, ZW705 no podría metabolizar 
la arabinosa y no podría crecer cuando la arabinosa es la única fuente de carbono (Figura 4A). Después de la 30
integración of Pgap-araBAD, ZW705-ara354 pudo utilizar arabinosa para permitir el crecimiento y producir etanol 
(Figura 4B). La velocidad máxima de consumo de arabinosa fue 0,2 g/L/hr. Al final del período de tiempo, la 
concentración de arabinosa en el medio se redujo en 32,8%, a 34 g/L. La adaptación mejoró ampliamente la 
utilización de arabinosa, el crecimiento celular y la producción de etanol en ZW705-ara354A7. La velocidad máxima 
de consumo de arabinosa fue 0,73 g/L/hr. Al final del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio 35
se redujo en 83,4%, a 8,4 g/L.

Para caracterizar las cepas en un medio que contiene azúcares mezclados, se cultivaron ZW705, ZW705-ara354 y 
ZW705-ara354A7 y se analizaron tal como se describió anteriormente, pero el medio MRM3A5 utilizado en el 
experimento previo se reemplazó con medio MRM3A2.5X2.5G5 (MRM3 con 25 g/L de arabinosa, 25 g/L de xilosa y 
50 g/L de glucosa). Debido al rápido crecimiento en MRM3A2.5X2.5G5, se agregó un punto de tiempo a las 10 40
horas. El análisis se realizó tal como se describió anteriormente para el experimento usando medio de arabinosa. 
Los resultados se muestran en la Figura 5. Estos resultados muestran que ZW705 utilizó glucosa y xilosa de forma 
eficaz para permitir el fuerte crecimiento celular y producción de etanol, pero no pudo metabolizar arabinosa (Figura 
5A). Después de la integración of Pgap-araBAD, ZW705-ara354 pudo utilizar arabinosa para mejorar el crecimiento 
celular y la producción de etanol (Figura 5B). La velocidad máxima de consumo de arabinosa fue 0,3 g/L/hr. Al final 45
del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo en 67,9%, a 8,8 g/L. En la cepa 
adaptada ZW705-ara354A7 hubo cierta mejora con respecto a la cepa ZW705-ara354 en utilización de arabinosa, 
que permitió mejor crecimiento y producción de etanol. La velocidad máxima de consumo de arabinosa fue 0,36 
g/L/hr. Al final del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo en 74,1%, a 7,1 g/L.
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Ejemplo 3

Construcciones para la expresión de dos sistemas de transporte de arabinosa de E. coli en Zymomonas

Cada uno de los dos sistemas de transporte de arabinosa que están presentes en E. coli, codificado por araE o por 
araFGH, se expresó en Zymomonas y se analizó la utilización de arabinosa. araE codifica un simportador de 
protones de arabinosa mientras araFGH codifica tres proteínas que forman un transportador ABC.5

1. Construcción del gen quimérico araE y el operón araFGH para la expresión en Zymomonas

Se prepararon fragmentos de ADN de secuencia codificante de araFGH y araE de E. coli mediante PCR de 30 ciclos 
estándar, tal como se describe en el Ejemplo 1, usando el ADN de MG1655 de E. coli (una cepa de K12: ATCC 
#700926) como plantilla. Cada ciclo incluía 45 s de desnaturalización a 94°C, 45 s de hibridación a 60°C y 4 min de 
extensión a 72°C. Se utilizó un cebador directo ara135 (SEQ ID NO :54) y un cebador inverso ara136 (SEQ ID NO 10
:55) en PCR para sintetizar un fragmento de araE de 1550 pb, que incluye la secuencia codificante de araE (1419 
pb) y su 3'UTR (121 bp), agregando un sitio Ncol en el extremo 5' y un sitio EcoRI en el extremo 3' (SEQ ID NO :56). 
Se utilizó un cebador directo ara137 (SEQ ID NO :57) y un cebador inverso ara138 (SEQ ID NO :58) en PCR para 
sintetizar un fragmento de araFGH de 3744 pb (SEQ ID NO :59). Este fragmento era idéntico al  operón araFGH de 
E. coli pero sin el promotor. Incluía la secuencia codificante de araF, secuencia codificante de araG, secuencia 15
codificante de araH, 3'UTR de araH y regiones intergénicas intactas. Los cebadores agregaron un sitio Ncol 5' y un 
sitio EcoRI 3'.

El promotor GI de Actinoplanes missouriensis (Pgi) se seleccionó para dirigir la expresión de araE y araFGH. Es el 
promotor del gen de xilosa isomerasa y se ha demostrado que funciona en Z. mobilis como un promotor constitutivo 
débil. Para clonar un Pgi de A. missouriensis, se diseñó un par de cebadores de oligonucleótido. El cebador ara12 20
(SEQ ID NO :60) era el cebador directo para PCR de Pgi que agregaba un sitio SacI y Spel en el extremo 5' del 
promotor. El cebador ara13 (SEQ ID NO :61) era el cebador inverso para PCR de Pgi que agregaba un sitio Ncol en 
el extremo 3' del promotor. Estos dos cebadores se utilizaron en una reacción PCR estándar y se utilizó un plásmido 
que contiene el promotor GI de Actinoplanes missouriensis (SEQ ID NO:62) como el ADN plantilla. La reacción PCR 
produjo un fragmento de ADN de Pgi de 201 pb (SEQ ID NO:63) con los sitios Sacl y Spel 5’ y un sitio NcoI 3’ que se 25
clonó en el vector TOPO Blunt Zero  (Invitrogen, Calsbad, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. El plásmido 
resultante pTP-Pgi se propagó en DH5a de E. coli y se preparó el ADN de plásmido usando un kit Qiagen DNA 
Miniprep.

El fragmento Spel - Nool Pgi de pTP-Pgi y el fragmento de PCR de araE Ncol - EcoRI se combinaron en un vector 
pZB188/aada junto con un marcador de resistencia a cloranfenicol (CM-R; SEQ ID NO:64) creando pARA112 30
(Figura 6; SEQ ID NO:65). pARA112 contiene un gen quimérico Pgi-araE en el vector transportador de E. 
coli/Zymomonasderivado por pZB188. El fragmento SpeI - Ncol Pgi de pTP-Pgi y el fragmento de PCR NcoI - EcoRI 
araFGH se combinaron en un vector pZB188/aada junto con un marcador de resistencia a cloranfenicol creando 
pARA113 (Figura 7; SEQ ID NO:66). Los vectores transportadores resultantes se propagaron en DH5a de E. coli y 
se preparó el ADN de plásmido usando un kit Qiagen DNA Miniprep. El gen Pgi-araE y operón Pgi-araFGH se 35
confirmaron mediante secuenciamiento.

Ejemplo 4

Expresión de los sistemas de transporte de arabinosa de E. coli en ZW705-ara354A7 de Zymomonas

Se analizaron los efectos de los dos sistemas de transporte de arabinosa de E. coli en células de Zymomonas que 
utilizan arabinosa mediante la expresión del gen Pgi-araE y operón Pgi-araFGH construidos.40

1. Transformación de ZW705-ara354A con pARA112 y pARA113.

pARA112 que contiene el gen Pgi-araE y pARA113 que contiene el operón Pgi-araFGH, ambos preparados en el 
Ejemplo 3, se transformaron en células de ZW705-ara354A7 (preparadas en los Ejemplos 1 y 2). Las células 
competentes de la cepa ZW705-ara354A7 se prepararon tal como se describió en el Ejemplo 1. Dado que la 
transformación de Z. mobilis requiere ADN no metilado, pARA112 y pARA113 fueron transformados cada uno en 45
células competentes SCS110 de E. coli y se preparó el ADN de plásmido no metilado a partir de un cultivo de 10 mL 
de una sola colonia usando un kit Qiagen DNA Miniprep. Aproximadamente 500 ng de cada ADN de plásmido se 
mezcló por separado con 50 µL de células competentes ZW705-ara354A7 en una cubeta de electroporación VWR 1 
MM y se sometió a electroporación en las células a 2,0 KV usando un BT720 Transporater Plus.

Las células transformadas por pARA112 o pARA113  (ZW705-ara354A7-ara112 y ZW705-ara354A7-ara113) se 50
recuperaron en 1 mL de medio MMG5 durante 4 horas a 30°C y luego se cultivaron en placas MMG5-CM120 
(MMG5 con 120 mg/L de cloranfenicol y 15 g/L de agar) durante 2 días a 30°C dentro de un frasco anaeróbico con 
un AnaeroPack. Las colonias individuales se estriaron en una nueva placa MMG5-CM120 y se dejaron crecer en las 
mismas condiciones que la última etapa. Las estrías crecieron en las placas que contenían cloranfenicol, lo que 
indica una transformación satisfactoria. 2. Expresión de Pgi-araE y Pgi-araFGH en las cepas transformadas.55
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Se seleccionaron varias estrías de las cepas transformadas de las placas MMG5-CM120 para representar ZW705-
ara354A7-ara112 y ZW705-ara354A7-ara113. Se inspeccionó la expresión de Pgi-araE o Pgi-araFGH mediante el 
ensayo de crecimiento de 72 horas descrito en el Ejemplo 1. En este ensayo, las células de cada estría se cultivaron 
durante la noche en 2 mL de MRM3G5-CM120 (MRM3G5 con 120 mg/L de cloranfenicol) a 30°C con agitación de 
150 rpm. Las células se cosecharon, se lavaron con MRM3A5 y se volvieron a suspender en  MRM3A5-CM120 5
(MRM3A5 que contiene 120 mg/L de cloranfenicol) a una OD600 de partida de 0,1. Se cultivaron cuatro mL de la 
suspensión durante 72 horas a 30°C con agitación de 150 rpm. Al final del crecimiento, se midió la OD600 y se 
analizaron los perfiles de metabolitos usando una columna de exclusión iónica BioRad Aminex HPX-A7H en un 
sistema de HPLC Agilent 1100 tal como se describió en el Ejemplo 1. Como control, la cepa ZW705-ara354A7 se 
cultivó y analizó en paralelo con Spec250 reemplazando a CM120. Los resultados para 3 cepas en cada 10
transformación se proporcionan en la Tabla 4. 

Tabla 4. Ensayo de crecimiento de 72 horas para ZW705-ara354A7-ara112 y ZW705-ara354A7-ara113 en 
MRM3A5.

Cepa Crecimiento (OD600) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)

ZW705-ara354A7 3,01 18,57 5,98

ZW705-ara354A7-ara112-1 3,28 19,22 0,43

ZW705-ara354A7-ara112-2 3,33 21,38 0,34

ZW705-ara354A7-ara112-3 3,20 19,65 0,40

ZW705-ara354A7-ara113-5 2,51 16,64 11,95

ZW705-ara354A7-ara113-6 2,12 15,65 15,97

ZW705-ara354A7-ara113-7 2,17 15,32 13,91

En comparación con sus originales, todas las cepas ZW705-ara354A7-ara112 utilizaron más arabinosa durante 72 
horas de cultivo, lo que permitió un mayor nivel de crecimiento y producción de etanol. De hecho, estas cepas 15
ZW705-ara354A7-ara112 consumieron casi toda la arabinosa disponible en el medio. Esto indica que araE facilitó la 
utilización de arabinosa en las cepas diseñadas genéticamente. Por otro lado, parece que la expresión de araFGH 
tuvo un impacto negativo. Dio como resultado menor utilización de arabinosa, un menor nivel de crecimiento y menor 
producción de etanol en las cepas ZW705-ara354A7-ara113 durante 72 horas de cultivo.

3. Caracterización de perfiles de crecimiento y metabolitos de la cepa ZW705-ara354A7-ara112.20

Dado que las cepas ZW705-ara354A7-ara112 mostraron un metabolismo de arabinosa facilitado, estas cepas se 
analizaron adicionalmente. La caracterización se realizó siguiendo el procedimiento descrito en el Ejemplo 2.3. Dado 
que araE se expresó a partir de un vector transportador, el nivel de expresión puede variar entre cepas diferentes. 
Por lo tanto, se examinaron dos cepas (ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-ara112-3) una al lado de la 
otra Para caracterizar las cepas en el medio de azúcar único (arabinosa), los cultivos de ZW705-ara354A7-ara112-2 25
y ZW705-ara354A7-ara112-3 cultivados durante la noche se cosecharon, se lavaron con MRM3A5 y se volvieron a 
suspender en MRM3A5-CM120 hasta una OD600 de partida de 0,1. Veinte mL de las suspensiones se cultivaron a 
30°C con agitación de 150 rpm durante un período de tiempo de 96 horas. La OD600 se midió a las 0, 6, 12, 24, 48, 
72 y 96 horas. En cada punto de tiempo, se analizaron los perfiles de metabolitos usando una columna de exclusión 
iónica BioRad Aminex HPX-A7H en un sistema de HPLC Agilent 1100. En paralelo, la cepa original de ZW705-30
ara354A7 se cultivó en 250 mg/L de espectinomicina en lugar de 120 mg/L de cloranfenicol y se analizó como 
control. Los resultados se muestran en la Figura 8. Estos resultados indican que, sin Pgi-araE, ZW705-ara354A7 
utilizó arabinosa con una velocidad máxima de 0,93 g/L/hr. Al final del período de tiempo, la concentración de 
arabinosa en el medio se redujo en 80,4%, a 9,81 g/L. Con expresión de araE, ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-
ara354A7-ara112-3 utilizaron arabinosa de forma más eficaz, lo que permitió mayores niveles de crecimiento y 35
producción de etanol. Las velocidades máximas del consumo de arabinosa aumentó a 1,18 g/Uhr y 1,28 g/Uhr en las 
cepas 112-2 y 112-3, respectivamente. Al final del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se 
redujo en 98%, a 1,02 g/L para ZW705-ara354A7-ara112-2 y en 99,2%, a 0,41 g/L para ZW705-ara354A7-ara112-3. 
De hecho, ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-ara112-3 casi agotaron toda la arabinosa disponible 
después del cultivo de 72 horas y 48 horas, respectivamente.40

Para caracterizar las cepas en un medio que contiene azúcares mezclados, se cultivaron ZW705- ara354A7, 
ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-ara112-3 y analizaron tal como se describió anteriormente pero 
usando el medio MRM3A2.5X2.5G5. Los resultados se muestran en la Figura 9. Estos resultados muestran que 
ZW705-ara354A7 agotó de manera eficaz toda la glucosa y xilosa dentro de 24 horas para permitir un fuerte 
crecimiento y producción de etanol. Su metabolismo de arabinosa fue relativamente más lento e incompleto. La 45
velocidad máxima de consumo de arabinosa fue 0,43 g/L/hr. Al final del período de tiempo, la concentración de 
arabinosa en el medio se redujo en 62,4%, a 9 g/L. Sin embargo, ZW705-ara354A7-ara112-2 y ZW705-ara354A7-
ara112-3 utilizaron arabinosa de forma mucho más eficaz. Las velocidades máximas de consumo de arabinosa 
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aumentaron a 0,73 g/L/hr y 0,78 g/L/hr, respectivamente. Al final del período de tiempo, la concentración de 
arabinosa en el medio se redujo en 90,3%, a 2,33 g/L para ZW705-ara354A7-ara112-2 y en 90,1%, a 2,38 g/L para 
ZW705-ara354A7-ara112-3. En realidad se había reducido cercano a este nivel dentro de 48 horas en ambas cepas. 
Por lo tanto, la expresión de araE también facilitó la utilización de arabinosa en el medio de azúcares mezclados, lo 
que contribuyó a la producción de etanol en la Figura 9. La expresión no tuvo un efecto significativo en el 5
metabolismo de glucosa, pero enlenteció el metabolismo de xilosa de modo que a ambas cepas ZW705-ara354A7-
ara112 le tomó 48 horas agotar toda la xilosa en el medio mientras que a la cepa ZW705-ara354A7  le tomó solo 24 
horas.

Ejemplo 5

Expresión de araE en ZW705-ara354 y ZW801-ara354 de Zymomonas 10

En este ejemplo, se analizan los efectos de la expresión de araE en las cepas ZW705-ara354 y ZW801-ara354 de Z. 
mobilis no adaptadas que utilizan arabinosa.

1. Transformación de ZW705-ara354 y ZW801-ara354 con pARA112.

Tal como se describe en el Ejemplo 2, ZW705-ara354 y ZW801-ara354 son cepas de Z. mobilis diseñadas 
genéticamente desarrolladas a partir de ZW705 y ZW801-4 mediante la introducción de Pgap-araBAD en el locus de 15
IdhA. ZW705-ara354 es la cepa original de ZW705-ara354A7 que no se adaptó en MRM3A5. Se prepararon células 
competentes de ambas cepas. El ADN no metilado de pARA112 se sometió a electroporación en las células 
competentes tal como se describió en los ejemplos previos.

La ZW705-ara354 (ZW705-ara354-ara112) y ZW801-ara354 ((ZW801-ara354-ara112) transformadas por pARA112 
se recuperaron en 1 mL de medio MMG5 durante 4 horas a 30°C y luego se cultivaron en placas MMG5-CM120 20
durante 2 días a 30°C dentro de un frasco anaeróbico con un AnaeroPack. Las colonias individuales se estriaron en 
una nueva placa MMG5-CM120 y crecieron en las mismas condiciones que la última etapa. Las estrías crecieron en 
las placas que contenían cloranfenicol, lo que indica una transformación satisfactoria.

2. Expresión de Pgi-araE en las cepas transformadas.

Se seleccionaron varias estrías de las cepas transformadas de las placas MMG5-CM120 para representar ZW705-25
ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112, respectivamente. Se inspeccionó la expresión de Pgi-araE mediante el 
ensayo de crecimiento de 72 horas en MRM3A5. Los detalles del ensayo son los mismos que en los ejemplos 
anteriores. Como controles, las cepas ZW705-ara354 y ZW801-ara354 se cultivaron y analizaron en paralelo con 
250 mg/L de espectrinomicina reemplazando 120 mg/L de cloranfenicol en el medio de cultivo. Los resultados para 3 
cepas de cada transformación se proporcionan en la Tabla 5. En comparación con sus cepas originales, todas las 30
cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112 utilizaron significativamente más arabinosa durante 72 horas 
de cultivo, lo que permitió un mayor nivel de crecimiento y producción de etanol. Por lo tanto, araE también facilitó la 
utilización de arabinosa en ambas cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112. 

Tabla 5. Ensayo de crecimiento de 72 horas para ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112 en MRM3A5

Cepa Crecimiento (OD600) Etanol (g/L) Arabinosa (g/L)

ZW705-ara354 1,15 9,56 27,88

ZW705-ara354-ara112-1 1,56 14,18 17,24

ZW705-ara354-ara112-2 1,67 16,71 10,93

ZW705-ara354-ara112-3 1,47 13,76 19,06

ZW801-ara354 1,39 9,65 27,08

ZW801-ara354-ara112-4 1,95 15,01 15,12

ZW801-ara354-ara112-5 2,07 15,51 12,94

ZW801-ara354-ara112-5 2,29 15,79 13,05

3. Caracterización de perfiles de crecimiento y metabolitos de las cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-35
ara112 

Las cepas ZW705-ara354-ara112 y ZW801-ara354-ara112 se caracterizaron adicionalmente para determinar sus 
perfiles de crecimiento y metabolitos durante un período de tiempo de 96 horas. La caracterización se realizó 
siguiendo el mismo procedimiento descrito en el Ejemplo 4.3. ZW705-ara354-ara112-1 y ZW705-ara354-ara112-2 se 
examinaron y se compararon con su original ZW705-ara354, mientras ZW801-ara354-ara112-5 y ZW801-ara354-40
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ara112-6 se examinaron y se compararon con su original ZW801-ara354. Las mediciones y análisis se realizaron a 
los puntos de tiempo de 0, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas.

La Figura 10 muestra los resultados obtenidos a partir de las cepas ZW705-ara354 y ZW705-ara354-ara112 
cultivadas en MRM3A5. Los resultados muestran que, sin Pgi-araE, ZW705-ara354 utilizó poca arabinosa, con una 
velocidad máxima de 0,25 g/L/hr. Al final del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo 5
solamente en 38,19%, a 30,22 g/L. Con expresión de araE, ZW705-ara354-ara112-1 y ZW705-ara354-ara112-2 
utilizaron arabinosa de forma más eficaz, lo que permitió mayores niveles de crecimiento y producción de etanol. La 
velocidad máxima de consumo de arabinosa aumentó a 0,46 g/L/hr y 0,48 g/L/hr, respectivamente. Al final del 
período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo en 65,8%, a 16,73 g/L para ZW705-ara354-
ara112-1 y en 69,61%, a 14,86 g/L para ZW705-ara354-ara112-2.10

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos a partir de las cepas ZW705-ara354 y ZW705-ara354-ara112 
cultivadas en el medio de azúcares mezclados MRM3A2.5X2.5G5. Los resultados muestran que ZW705-ara354 
utilizó de manera eficaz glucosa y xilosa para permitir un fuerte crecimiento y producción de etanol. Su metabolismo 
de arabinosa fue lento e incompleto. La velocidad máxima de consumo de arabinosa fue 0,29 g/L/hr. Al final del 
período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo en 57,32%, a 10,21 g/L. Sin embargo, 15
ZW705-ara354-ara112-1 y ZW705-ara354-ara112-2 utilizaron arabinosa de forma más eficaz. La velocidad máxima 
de consumo de arabinosa aumentó a 0,32 g/L/hr y 0,35 g/L/hr, respectivamente. Al final del período de tiempo, la 
concentración de arabinosa en el medio se redujo en 86,33%, a 3,27 g/L para ZW705-ara354-ara112-1 y en 85,2%, 
a 3,54 g/L para ZW705-ara354-ara112-2. Estos resultados demostraron que la expresión de araE facilitó la 
utilización de arabinosa en las cepas ZW705-ara354-ara112 tanto en medio de azúcar único (arabinosa) como en el 20
medio de azúcares mezclados. Por lo tanto, el efecto de araE no requirió un antecedente genético adquirido durante 
la adaptación de ZW705-ara354A7. De manera similar a los resultados en ZW705-ara354A7-ara112, la expresión de 
araE enlenteció ligeramente el metabolismo de xilosa en ZW705-ara354-ara112 cultivada en el medio de azúcares 
mezclados.

La Figura 12 muestra los resultados obtenidos a partir de las cepas ZW801-ara354 y ZW801-ara354-ara112 25
cultivadas en MRM3A5. Los resultados indican que, sin Pgi-araE, ZW801-ara354 utilizó poca arabinosa, con una 
velocidad máxima de 0,25 g/L/hr. Al final del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo 
solamente en 32,99%, a 32,76 g/L. Con expresión de araE, ZW801-ara354-ara112-5 y ZW801-ara354-ara112-6 
utilizaron arabinosa de forma más eficaz, lo que permitió mayores niveles de crecimiento y producción de etanol. La 
velocidad máxima de consumo de arabinosa aumentó a 0,49 g/Uhr y 0,47 g/L/hr, respectivamente. Al final del 30
período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se redujo en 69,52%, a 14,90 g/L para ZW801-
ara354-ara112-5 y en 65,92%, a 16,66 g/L para ZW801-ara354-ara112-6. La Figura 13 muestra los resultados 
obtenidos a partir de las cepas ZW801-ara354 y ZW801-ara354-ara112 cultivadas en el medio de azúcares 
mezclados MRM3A2.5X2.5G5. Esto muestran que ZW801-ara354 utilizó de manera eficaz glucosa y xilosa para 
permitir un fuerte crecimiento y producción de etanol. Su metabolismo de arabinosa fue lento e incompleto. La 35
velocidad máxima de consumo de arabinosa fue 0,22 g/Uhr. Al final del período de tiempo, la concentración de 
arabinosa en el medio se redujo en 45,48%, a 13,04 g/L. Sin embargo, ZW801-ara354-ara112-5 y ZW801-ara354-
ara112-6 utilizaron arabinosa de forma más eficaz. La velocidad máxima de consumo de arabinosa aumentó a 0,35 
g/L/hr y 0,36 g/L/hr, respectivamente. Al final del período de tiempo, la concentración de arabinosa en el medio se 
redujo en 89,92%, a 2,41 g/L para ZW801-ara354-ara112-5 y en 88,38%, a 2,78 g/L para ZW801-ara354-ara112-6. 40
Estos resultados demostraron adicionalmente que la expresión de araE facilitó la utilización de arabinosa en las 
cepas ZW801-ara354-ara112 tanto en medio de azúcar único como en el medio de azúcares mezclados. Por lo 
tanto, el efecto de araE no se limitó a ZW705-ara354 y las cepas derivadas. De manera similar a ZW705-ara354A7-
ara112 y ZW705-ara354-ara112, la expresión de araE enlenteció ligeramente el metabolismo de xilosa en ZW801-
ara354-ara112 cultivada en el medio de azúcares mezclados.45

Listado de secuencias

<110> E. I. du Pont de Nemours and Company

<120> Zymomonas con utilización de arabinosa mejorada

<130> CL4545PCT

<160> 6650

<170> PatentIn versión 3.4

<210> 1
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<213> Escherichia coli55
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<210> 2
<211> 472
<212> PRT
<213> Escherichia coli5

<400> 2
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<210> 3
<211> 1416
<212> ADN
<213> Shigella flexneri5

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



28

<400> 3

<210> 4
<211> 472
<212> PRT5
<213> Shigella flexneri

<400> 4
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<210> 5
<211> 1416
<212> ADN
<213> Shigella boydii5

<400> 5
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<210> 6
<211> 472
<212> PRT
<213> Shigella boydii5

<400> 6
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<210> 7
<211> 1416
<212> ADN
<213> Shigella dysenteriae5

<400> 7
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<210> 8
<211> 472
<212> PRT
<213> Shigella dysenteriae5

<400> 8

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



35

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



36

<210> 9
<211> 1416
<212> ADN
<213> Salmonella typhimurium5

<400> 9
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<210> 10
<211> 472
<212> PRT
<213> Salmonella typhimurium5

<400> 10
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<210> 11
<211> 1431
<212> ADN
<213> Salmonella enterica5

<400> 11

<210> 12
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<211> 477
<212> PRT
<213> Salmonella enterica

<400> 12

5
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<210> 13
<211> 1419
<212> ADN
<213> Klebsiella pneumoniae5
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<400> 13

<210> 14
<211> 473
<212> PRT5
<213> Klebsiella pneumoniae

<400> 14

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



43

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



44

<210> 15
<211> 1416
<212> ADN
<213> Klebsiella oxytoca5

<400> 15
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<210> 16
<211> 472
<212> PRT
<213> Klebsiella oxytoca5

<400> 16
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<210> 17
<211> 1413
<212> ADN
<213> Enterobacter cancerogenus5

<400> 17
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<210> 18
<211> 471
<212> PRT
<213> Enterobacter cancerogenus5

<400> 18
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<210> 19
<211> 1392
<212> ADN
<213> Bacillus amyloliquefaciens5

<400> 19
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<210> 20
<211> 464
<212> PRT
<213> Bacillus amyloliquefaciens5

<400> 20
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<210> 21
<211> 1500
<212> ADN
<213> Escherichia coli5

<400> 21

<210> 22
<211> 500
<212> PRT10

E10789964
10-10-2016ES 2 599 579 T3

 



54

<213> Escherichia coli

<400> 22
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<210> 23
<211> 1698
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<212> ADN
<213> Escherichia coli

<400> 23

5

<210> 24
<211> 566
<212> PRT
<213> Escherichia coli
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<400> 24
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<210> 25
<211> 693
<212> ADN
<213> Escherichia coli5

<400> 25

<210> 26
<211> 231
<212> PRT10
<213> Escherichia coli

<400> 26
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<210> 27
<211> 3226
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento de PCR de araA-araB

<400> 27
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<210> 28
<211> 25
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 28

aaccatggcg attgcaattg gcctc 25

<210> 2910
<211> 32
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 29
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ctctagactt agcgacgaaa tccgtaatac ac 32

<210> 30
<211> 889
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> fragmento de PCR de araD

<400> 30

<210> 3110
<211> 32
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 31

gtctagagaa ggagtcaaca tgttagaaga tc 32

<210> 32
<211> 28
<212> ADN20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 32

ccaagcttgg cccgttgtcc gtcgccag 2825

<210> 33
<211> 303
<212> ADN
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<213> Zymomonas mobilis

<400> 33

<210> 34
<211> 345
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 3410

gggagctcac tagttcgatc aacaacccga atcc 34

<210> 35
<211> 29
<212> ADN
<213> secuencia artificial15

<220>
<223> cebador

<400> 35

agccatggtt attctcctaa cttattaag 29

<210> 3620
<211> 323
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR de Pgap25

<400> 36

<210> 37
<211> 3530
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador
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<400> 37

ctactcattt atcgatggag cacaggatga cgcct 35

<210> 38
<211> 34
<212> ADN5
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 38

catcttacta cgcgttggca ggtcagcaag tgcc 3410

<210> 39
<211> 36
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>15
<223> oligo de mutagénesis 

<400> 39

aagttaggag aataaacatg gcgattgcaa ttggcc 36

<210> 40
<211> 3620
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> oligo de mutagénesis

<400> 4025

ggccaattgc aatcgccatg tttattctcc taactt 36

<210> 41
<211> 9884
<212> ADN
<213> secuencia artificial30

<220>
<223> plásmido construido 

<400> 41
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<210> 42
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<211> 34
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador5

<400> 42

atgggagctc gtttttctat ccccatcacc tcgg 34

<210> 43
<211> 35
<212> ADN10
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 43

atcgactagt gggtcataat atgggcaaag acgct 3515

<210> 44
<211> 895
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>20
<223> fragmento de PCR LDH-L 

<400> 44

<210> 45
<211> 3325
<212> ADN
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 45

gcgaattcat ggttttggtg ccaatgttat cgc 33

<210> 465
<211> 35
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador10

<400> 46

ttaggcggcc gcgcggctga catacatctt gcgaa 35

<210> 47
<211> 1169
<212> ADN15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR LDH-R

<400> 47

20
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<210> 48
<211> 1098
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>5
<223> fragmento de PCR LoxPw-aadA-LoxPw

<400> 48

<210> 49
<211> 1044110
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> plásmido construido

<400> 4915
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<210> 50
<211> 20
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 50

gccttgggct tttaaagcct 20

<210> 5110
<211> 22
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 51

tcaatccacg atgcggcaga tt 22

<210> 52
<211> 20
<212> ADN20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 52

ccagtatcag cccgtcatac 2025

<210> 53
<211> 26
<212> ADN
<213> secuencia artificial
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<220>
<223> cebador

<400> 53

tctcggagag atagaggtca gtcgac 26

<210> 545
<211> 27
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador10

<400> 54

aaccatggtt actatcaata cggaatc 27

<210> 55
<211> 27
<212> ADN15
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 55

ttgaattcct gatgtgtgtt accgcaa 2720

<210> 56
<211> 1550
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>25
<223> fragmento de PCR de araE

<400> 56
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<210> 57
<211> 32
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> cebador

<400> 57

aaccatggcg cacaaattta ctaaagccct gg 32

<210> 5810
<211> 30
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador15

<400> 58

ccgaattcct tctcttttct tattgtgttg 30

<210> 59
<211> 3744
<212> ADN20
<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR de araFGH

<400> 59
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<210> 60
<211> 27
<212> ADN
<213> secuencia artificial5
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<220>
<223> cebador

<400> 60

gggagctcac tagtcgatct gtgctgt 27

<210> 615
<211> 23
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador10

<400> 61

agccatggtt acctccggga aac 23

<210> 62
<211> 181
<212> ADN15
<213> Actinoplanes missouriensis

<400> 62

<210> 63
<211> 20120
<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> fragmento de PCR Pgi

<400> 6325

<210> 64
<211> 911
<212> ADN
<213> secuencia artificial30

<220>
<223> marcador de resistencia a cloranfenicol

<400> 64
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<210> 65
<211> 7224
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> plásmido construido

<400> 65
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<210> 66
<211> 9418
<212> ADN
<213> secuencia artificial5

<220>
<223> plásmido construido

<400> 66
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REIVINDICACIONES

1. Un microorganismo recombinante del género Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir 
etanol, dicho microorganismo comprende al menos un gen heterólogo que codifica un simportador de protones de 
arabinosa, en donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo.

2. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1 en donde el simportador de protones de arabinosa 5
está codificado por la región codificante de un gen araE.

3. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en donde la utilización de arabinosa se mejora en al 
menos aproximadamente 10% en comparación con un microorganismo original en donde dicho microorganismo 
original carece del al menos un gen heterólogo que codifica un simportador de protones de arabinosa.

4. El microorganismo recombinante de la reivindicación 1, en donde la cepa utiliza adicionalmente xilosa para 10
producir etanol.

5. Un proceso para generar un microorganismo recombinante del género Zymomonas o Zymobacter que tiene 
mayor utilización de arabinosa que comprende: 

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utilice arabinosa para producir etanol en 
condiciones adecuadas; y15

b) introducir al menos un gen heterólogo que codifique un simportador de protones de arabinosa en la cepa de (a) 
para la expresión de dicho simportador.

6. El proceso según la reivindicación 5, que comprende además adaptar la cepa ya sea antes o después de la 
etapa (b), o tanto antes como después de la etapa (b), mediante cultivo en serie en medio que contiene arabinosa 
como la única fuente de carbono mediante el cual se produce una cepa adaptada y en donde dicha cepa ha 20
mejorado adicionalmente la utilización de arabinosa en comparación con la cepa sin adaptación.

7. El proceso según la reivindicación 6, en donde la cepa adaptada utiliza de manera adicional xilosa y 
glucosa para la producción de etanol en medio de azúcares  mezclados que comprende arabinosa, xilosa y glucosa.

8. Un proceso para producir etanol que comprende: 

a) proporcionar una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanol, 25
dicha cepa comprende al menos un gen heterólogo que codifica un simportador de protones de arabinosa, en donde 
dicho simportador es expresado por dicha cepa; y

b) cultivar la cepa de (a) en un medio que comprende arabinosa a través del cual la arabinosa es convertida en 
etanol.

9. El proceso según la reivindicación 8 en donde el simportador de protones de arabinosa está codificado por 30
la región codificante de un gen araE.

10. El proceso según la reivindicación 8, en donde la utilización de arabinosa se mejora en al menos 
aproximadamente 10% en comparación con un microorganismo original en donde dicho microorganismo original 
carece de un gen heterólogo que codifica un simportador de protones de arabinosa.

11. El proceso según la reivindicación 8 en donde la cepa de (a) además es capaz de utilizar xilosa y glucosa 35
para producir etanol.

12. El proceso según la reivindicación 8 en donde la cepa de (a) se ha adaptado mediante cultivo en serie en 
medio que contiene arabinosa como la única fuente de carbono mediante el cual se produce una cepa adaptada 
para arabinosa en donde dicha cepa adaptada para arabinosa ha aumentado la producción de etanol en 
comparación con la cepa de (a) que no ha sido adaptada.40

13. El proceso según la reivindicación 8 en donde la conversión de arabinosa en etanol se ve aumentada con 
respecto a la conversión de arabinosa en etanol mediante una cepa original recombinante sin al menos un gen 
heterólogo que codifica un simportador de protones de arabinosa.

14. El proceso de la reivindicación 8 en donde el medio comprende ya sea una mezcla de azúcares que 
comprende arabinosa o arabinosa como azúcar único.45

15. Un método para mejorar la utilización de arabinosa mediante un microorganismo que utiliza arabinosa que 
comprende: 

(a) proporcionar un microorganismo que utiliza arabinosa, donde dicho microorganismo se selecciona del grupo que 
consiste en una cepa recombinante de Zymomonas o Zymobacter que utiliza arabinosa para producir etanol;
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(b) introducir en el genoma de dicho microorganismo al menos un gen heterólogo que codifica un simportador de 
protones de arabinosa, donde dicho simportador es expresado por dicho microorganismo; y

(c) poner en contacto el microorganismo de (b) con un medio que comprende arabinosa, donde dicho 
microorganismo metaboliza dicha arabinosa con una mayor velocidad en comparación con dicho microorganismo 
que no presenta el simportador de protones de arabinosa.5
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