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DESCRIPCIÓN

Ingeniería metabólica de células de levadura que fermentan arabinosa

Campo de la invención

La invención se refiere a una célula de levadura que tiene la capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-
arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentación deseado y a un proceso para 5
producir un producto de fermentación en el que se usa esta célula.

Antecedentes de la invención

El etanol para combustible es conocido como una valiosa alternativa a los combustibles fósiles. La producción de 
etanol económicamente viable a partir de la fracción de hemicelulosa de la biomasa vegetal requiere la conversión
fermentativa simultánea de tanto pentosas como hexosas a velocidades comparables y con altos rendimientos. Las 10
levaduras, en particular Saccharomyces spp., son los candidatos más apropiados para este proceso, ya que pueden 
crecer y fermentar rápido sobre las hexosas, tanto aerobia como anaerobiamente. Además, son mucho más
resistentes al entorno tóxico de los hidrolizados de lignocelulosa que las bacterias (genéticamente modificadas).

El documento EP 1 499 708 describe un proceso de producción de cepas de S. cerevisiae capaces de producir 
etanol a partir de L-arabinosa. Estas cepas se modificaron introduciendo el gen araA (L-arabinosa isomerasa) de 15
Bacillus subtilis, los genes araB (L-ribulocinasa) y araD (L-ribulosa-5-P4-epimerasa) de Escherichia coli. Además, 
estas cepas estaban tanto llevando mutaciones adicionales en su genoma como expresando en exceso un gen de
TAL1 (transaldolasa). Sin embargo, estas cepas tienen varios inconvenientes. Fermentan arabinosa en condiciones 
de oxígeno limitado. Además, tienen una baja velocidad de producción de etanol de 0,05 g.g-1.h-1 (Becker y Boles, 
2003). Además, estas cepas no son capaces de usar L-arabinosa en condiciones anaerobias. Finalmente, estas 20
cepas de S. cerevisiae tiene un antecedente no mutante, por tanto no pueden usarse para co-fermentar varios
azúcares C5.

Los documentos WO 03/062430 y WO 06/009434 desvelan cepas de levadura capaces de convertir xilosa en etanol. 
Estas cepas de levadura son capaces de isomerizar directamente xilosa en xilulosa.

Sin embargo, existe la necesidad de cepas alternativas que produzcan etanol, que den mejor rendimiento y sean25
más robustas y resistentes a condiciones de producción relativamente agresivas.

Descripción de las figuras

Figura 1. Mapas de plásmidos de pRW231 y pRW243.

Figura 2. Patrón de crecimiento de cultivos en matraz oscilante de la cepa RWB219 (○) y IMS0001 (●) en 
medio sintético que contiene 0,5 % de galactosa (A) y 0,1 % de galactosa + 2 % de L-arabinosa (B). Los 30
cultivos se cultivaron durante 72 horas en medio sintético con galactosa (A) y luego se transfirieron a medio 
sintético con galactosa y arabinosa (B). El crecimiento se determinó midiendo la DO660.

Figura 3. Velocidad de crecimiento durante transferencias en serie de IMS0001 de S. cerevisiae en cultivos de 
matraz oscilante que contienen medio sintético con 2 % (peso/volumen) de L-arabinosa. Cada punto de datos
representa la velocidad de crecimiento estimada a partir de la DO660 medida durante el crecimiento 35
(exponencial). Los círculos negros y blancos representan experimentos de transferencia en serie por duplicado.

Figura 4. Velocidad de crecimiento durante una fermentación en SBR anaerobia de IMS0001 de S. cerevisiae
en medio sintético con 2 % (peso/volumen) de L-arabinosa. Cada punto de datos representa la velocidad de 
crecimiento estimada a partir del perfil de CO2 (línea continua) durante el crecimiento exponencial.

Figura 5. Consumo de azúcar y formación de productos durante las fermentaciones discontinuas anaerobias de 40
la cepa IMS0002. Las fermentaciones se realizaron en 1 medio sintético complementado con: 20 g l-1 de
arabinosa (A); 20 g l-1 de glucosa y 20 g l-1 de arabinosa (B); 30 g l-1 de glucosa, 15 g l-1 de xilosa y 15 g l-1 de 
arabinosa (C); Consumo de azúcar y formación de productos durante las fermentaciones discontinuas 
anaerobias con una mezcla de cepas IMS0002 y RWB218. Las fermentaciones se realizaron en 1 litro de 
medio sintético complementado con 30 g l-1 de glucosa, 15 g l-1 de xilosa y 15 g l-1 de arabinosa (D). Símbolos: 45
glucosa (●); xilosa (○); arabinosa (■); etanol calculado a partir de la producción acumulada de CO2 (□); etanol 
medido por HPLC (▲); producción acumulada de CO2 (Δ); xilitol (▼)

Figura 6. Consumo de azúcar y formación de productos durante una fermentación discontinua anaerobia de
células de la cepa IMS0002 seleccionadas para el crecimiento anaerobio sobre xilosa. La fermentación se 
realizó en 1 litro de medio sintético complementado con 20 g l-1 de xilosa y 20 g l-1 de arabinosa. Símbolos: 50
xilosa (○); arabinosa (■); etanol medido por HPLC (▲); producción acumulada de CO2 (Δ); xilitol (▼).

Figura 7. Consumo de azúcar y formación de productos durante una fermentación discontinua anaerobia de la 
cepa IMS0003. La fermentación se realizó en 1 litro de medio sintético complementado con: 30 g l-1 de glucosa, 

E07834562
31-10-2016ES 2 601 052 T3

 



3

15 g l-1 de xilosa y 15 g l-1 de arabinosa. Símbolos: glucosa (●); xilosa (○); arabinosa (■); etanol calculado a 
partir de la producción acumulada de CO2 (□); etanol medido por HPLC (▲); producción acumulada de CO2

(Δ);

Descripción de la invención

Célula de levadura5

En un primer aspecto, la invención se refiere a una célula de levadura capaz de expresar las siguientes secuencias 
de nucleótidos, por lo que la expresión de estas secuencias de nucleótidos confiere a la célula de levadura la 
capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en etanol:

(a) una secuencia de nucleótidos que codifica una arabinosa isomerasa (araA), en la que dicha secuencia 
de nucleótidos está seleccionada del grupo que consiste en:10

(i) secuencias de nucleótidos que codifican una araA, comprendiendo dicha araA una secuencia 
de aminoácidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 1.

(ii) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 
el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2.15

(iii) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de ácido 
nucleico de secuencia de (i) o (ii);

(b) una secuencia de nucleótidos que codifica una L-ribulocinasa (araB), en la que dicha secuencia de 
nucleótidos está seleccionada del grupo que consiste en:

(i) secuencias de nucleótidos que codifican una araB, comprendiendo dicha araB una secuencia 20
de aminoácidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 3.

(ii) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 
el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.

(iii) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de ácido 25
nucleico de secuencia de (i) o (ii);

(c) una secuencia de nucleótidos que codifica una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa (araD), en la que dicha 
secuencia de nucleótidos está seleccionada del grupo que consiste en:

(i) secuencias de nucleótidos que codifican una araD, comprendiendo dicha araD una secuencia 
de aminoácidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de 30
aminoácidos de SEQ ID NO: 5.

(ii) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 
el 70 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6.

(iii) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de ácido 
nucleico de secuencia de (i) o (ii);35

(iv)

en la que en los puntos (iii) la hibridación se determina bajo condiciones de hibridación que permiten que una 
secuencia de ácidos nucleicos de 200 nucleótidos se hibride a una temperatura de 65 ºC en una disolución que 
comprende sal aproximadamente 1 M, y lavar a 65 ºC en una disolución de aproximadamente 0,1 M, en la que la 
hibridación se realiza durante 10 horas y el lavado se realiza una hora con dos cambios de la disolución de lavado.40

BLANCO

Identidad y similitud de secuencias

La identidad de secuencias se define en el presente documento como una relación entre dos o más secuencias de 
aminoácidos (polipéptidos o proteínas) o dos o más secuencias de ácidos nucleicos (polinucleótidos), como se 
determina comparando las secuencias. Normalmente, las identidades o similitudes de secuencia se comparan a lo 45
largo de la longitud completa de las secuencias comparadas. En la materia, "identidad" también significa el grado de 
relación de secuencias entre secuencias de aminoácidos o de ácidos nucleicos, según sea el caso, como se ha 
determinado por la coincidencia entre lazos de tales secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoácidos 
se determina comparando la secuencia de aminoácidos y sus sustitutos de aminoácido conservados de un
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polipéptido con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y "similitud" pueden ser fácilmente calculadas 
por diversos métodos, conocidos para aquellos expertos en la materia.

Métodos preferidos para determinar la identidad se diseñan para dar la mayor coincidencia entre las secuencias 
probadas. Los métodos de determinación de la identidad y similitud están codificados en programas informáticos 
públicamente disponibles. Métodos de programas informáticos preferidos para determinar la identidad y similitud 5
entre dos secuencias incluyen, por ejemplo, BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 
215:403-410 (1990), públicamente disponibles de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI 
NLM NIH Bethesda, MD 20894). Un algoritmo más preferido usado es EMBOSS (http://www.ebi.ac.uk/emboss/align). 
Parámetros preferidos para la comparación de secuencias de aminoácidos usando EMBOSS son abertura por hueco
10,0, extensión por hueco 0,5, matriz Blosum 62. Parámetros preferidos para la comparación de secuencias de 10
ácidos nucleicos usando EMBOSS son abertura por hueco 10,0, extensión por hueco 0,5, matriz completa de ADN
(matriz de identidad de ADN).

Opcionalmente, en la determinación del grado de similitud de aminoácidos, el experto también puede tener en 
cuenta las llamadas sustituciones de aminoácidos "conservativas", como será evidente para el experto. 
Sustituciones de aminoácidos conservativas se refieren a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas 15
laterales similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas es glicina, alanina, 
valina, leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifáticas es serina y 
treonina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un 
grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina y triptófano; un grupo de 
aminoácidos que tienen cadenas laterales básicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoácidos que 20
tienen cadenas laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Grupos de sustitución de aminoácidos 
conservativa preferidos son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y 
asparagina-glutamina. Variantes de sustitución de la secuencia de aminoácidos desveladas en el presente 
documento son aquellas en las que se ha eliminado al menos un resto en las secuencias desveladas y en su lugar 
se ha insertado un resto diferente. Preferentemente, el cambio de aminoácido es conservativo. Sustituciones 25
conservativas preferidas para cada uno de los aminoácidos que existen de forma natural son las siguientes: Ala por 
ser; Arg por lys; Asn por gln o his; Asp por glu; Cys por ser o ala; Gln por asn; Glu por asp; Gly por pro; His por asn o 
gln; Ile por leu o val; Leu por ile o val; Lys por arg; gln o glu; Met por leu o ile; Phe por met, leu o tyr; Ser por thr; Thr
por ser; Trp por tyr; Tyr por trp o phe; y, Val por ile o leu.

Hibridación de secuencias de ácidos nucleicos30

También pueden definirse secuencias de nucleótidos que codifican las enzimas expresadas en la célula de la 
invención por su capacidad para hibridarse con las secuencias de nucleótidos de SEQ ID NO. 2, 4, 6, 8, 16, 18, 20, 
22, 24, 26, 28, 30 respectivamente, bajo condiciones de hibridación rigurosas. Condiciones de hibridación rigurosas 
se definen en el presente documento como las condiciones que permiten que una secuencia de ácidos nucleicos de 
200 nucleótidos se hibride a una temperatura de 65 ºC en una disolución que comprende sal 1 M y lavar a 65 ºC en 35
una disolución que comprende sal aproximadamente 0,1 M. La hibridación se realiza durante 10 horas y el lavado se 
realiza durante una hora con dos cambios de la disolución de lavado.

AraA

Una secuencia de nucleótidos preferida que codifica una arabinosa isomerasa (araA) expresada en la célula de la 
invención está seleccionada del grupo que consiste en:40

(a) secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido araA, comprendiendo dicha araA una secuencia 
de aminoácidos que tiene al menos el 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO. 1;

(b) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos el 80, 90, 
95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 2;45

(c) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de 
ácido nucleico de (a) o (b);

La secuencia de nucleótidos que codifica araA puede codificar tanto una araA procariota como una eucariota, es 
decir, una araA con una secuencia de aminoácidos que es idéntica a la de una araA que se produce naturalmente en 
el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han encontrado que la capacidad de una araA50
particular para conferir a una célula huésped eucariota la capacidad de usar arabinosa y/o de convertir arabinosa en
L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentación deseado tal como etanol cuando se co-expresa 
con araB y araD no depende tanto de si la araA es de origen procariota o eucariota. Más bien, esto depende de la
relación de la secuencia de aminoácidos de araA con la de la secuencia SEQ ID NO. 1.

55
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AraB

Una secuencia de nucleótidos preferida que codifica una L-ribulocinasa (AraB) expresada en la célula de la 
invención está seleccionada del grupo que consiste en:

(a) secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos el 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de 5
aminoácidos de SEQ ID NO. 3;

(b) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos el 80, 90, 
95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 4;

(c) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de 
ácido nucleico de (a) o (b);10

La secuencia de nucleótidos que codifica una araB puede codificar tanto una araB procariota como una eucariota, es 
decir, una araB con una secuencia de aminoácidos que es idéntica a la de una araB que se produce naturalmente en 
el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han encontrado que la capacidad de una araB 
particular para conferir a una célula huésped eucariota la capacidad de usar arabinosa y/o de convertir arabinosa en
L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentación deseado cuando se co-expresa con araA y araD 15
no depende tanto de si la araB es de origen procariota o eucariota. Más bien, esto depende de la relación de la 
secuencia de aminoácidos de araB con la de la secuencia SEQ ID NO. 3.

AraD

Una secuencia de nucleótidos preferida que codifica una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa (araD) expresada en la célula 
de la invención está seleccionada del grupo que consiste en:20

(d) secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos 
que tiene al menos el 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 5;

(e) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos el 80, 85, 
90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 6;25

(f) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de 
ácido nucleico de (a) o (b);

(g) secuencias de nucleótidos cuya secuencia se diferencia de la secuencia de una molécula de ácido 
nucleico de (c) debido a la degeneración del código genético.

La secuencia de nucleótidos que codifica una araD puede codificar tanto una araD procariota como una eucariota, es 30
decir, una araD con una secuencia de aminoácidos que es idéntica a la de una araD que se produce naturalmente 
en el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han encontrado que la capacidad de una araD 
particular para conferir a una célula huésped eucariota la capacidad de usar arabinosa y/o de convertir arabinosa en
L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de fermentación deseado cuando se co-expresa con araA y araB 
no depende tanto de si la araD es de origen procariota o eucariota. Más bien esto depende de la relación de la 35
secuencia de aminoácidos de araD con la de la secuencia SEQ ID NO. 5.

Sorprendentemente, el índice codónico preferido indicó que la expresión de los genes araA, araB y araD de
Lactobacillus plantarum fue más favorable para la expresión en levadura que los genes araA, araB y araD
procariotas descritos en el documento EP 1 499 708.

Debe observarse que L. plantarum es un organismo Generalmente Considerado como Seguro (GRAS), que es 40
reconocido como seguro por las autoridades de registro alimentario. Por tanto, una secuencia de nucleótidos 
preferida codifica una araA, araB o araD, respectivamente, que tiene una secuencia de aminoácidos que está 
relacionada con las secuencias SEQ ID NO: 1, 3 o 5, respectivamente, como se ha definido anteriormente. Una 
secuencia de nucleótidos preferida codifica una araA, araB o araD fúngica, respectivamente (por ejemplo, de un 
Basidiomycete), más preferentemente una araA, araB o araD, respectivamente, de un hongo anaerobio, por ejemplo, 45
un hongo anaerobio que pertenece a las familias Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Orpinomyces o 
Ruminomyces. Alternativamente, una secuencia de nucleótidos preferida codifica una araA, araB o araD bacteriana, 
respectivamente, preferentemente de una bacteria Gram-positiva, más preferentemente del género Lactobacillus, lo 
más preferentemente de especies de Lactobacillus plantarum. Preferentemente, una, dos o tres o las secuencias de 
nucleótidos de araA, araB y araD se originan a partir de un género de Lactobacillus, más preferentemente una 50
especie de Lactobacillus plantarum. La araA bacteriana expresada en la célula de la invención no es la araA de
Bacillus subtilis desvelada en el documento EP 1 499 708 y dada como SEQ ID NO: 9. SEQ ID NO: 10 representa la
secuencia de ácido nucleótido que codifica SEQ ID NO: 9. Las araB y araD bacterianas expresadas en la célula de 
la invención no son las de Escherichia coli (E. coli) como se ha desvelado en el documento EP 1 499 708 y dada 
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como SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 13. SEQ ID NO: 12 representa la secuencia de ácido nucleótido que codifica
SEQ ID NO: 11. SEQ ID NO: 14 representa la secuencia de ácido nucleótido que codifica SEQ ID NO: 13.

Para aumentar la probabilidad de que las enzimas araA, araB y araD (bacterianas), respectivamente, se expresen en 
forma activa en una célula huésped eucariota de la invención tal como levadura, la secuencia de nucleótidos 
codificante correspondiente puede adaptarse para optimizar su uso de codones al de la célula huésped eucariota5
elegida. La adaptabilidad de una secuencia de nucleótidos que codifica las enzimas araA, araB y araD (u otras
enzimas de la invención, véase más adelante) al uso de codones de la célula huésped elegida puede expresarse 
como el índice de adaptación de codones (CAI). El índice de adaptación de codones se define en el presente 
documento como una medición de la adaptabilidad relativa del uso de codones de un gen hacia el uso de codones 
de genes altamente expresados. La adaptabilidad relativa (w) de cada codón es la relación del uso de cada codón, 10
con la del codón más abundante para el mismo aminoácido. El índice CAI se define como la media geométrica de 
estos valores de la adaptabilidad relativa. Se excluyen codones no sinónimos y codones de terminación 
(dependientes del código genético). Los valores de CAI oscilan de 0 a 1, indicando valores más altos una mayor
proporción de los codones más abundantes (véase Sharp y Li, 1987, Nucleic Acids Research 15: 1281-1295; véase
también: Jansen et al., 2003, Nucleic Acids Res. 31(8):2242-51). Una secuencia de nucleótidos adaptada tiene15
preferentemente un CAI de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6 o 0,7.

En una realización preferida, la expresión de las secuencias de nucleótidos que codifican una ara A, una ara B y una
ara D como se definen anteriormente en el presente documento confiere a la célula la capacidad de usar L-
arabinosa y/o de convertirla en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato. Sin desear quedar ligado a teoría alguna, se espera 
que la L-arabinosa se convierta primero en L-ribulosa, que posteriormente se convierte en xilulosa-5-fosfato que es 20
la principal molécula que entra en la vía de pentosa fosfato. En el contexto de la invención, "usar L-arabinosa" 
significa preferentemente que la densidad óptica medida a 660 nm (DO660) de células transformadas cultivadas bajo 
condiciones aerobias o anaerobias en presencia de al menos 0,5 % de L-arabinosa durante al menos 20 días 
aumenta de aproximadamente 0,5 hasta 1,0 o más. Más preferentemente, la DO660 aumenta de 0,5 hasta 1,5 o más. 
Más preferentemente, las células se cultivan en presencia de al menos 1 %, al menos 1,5 %, al menos 2 % de L-25
arabinosa. Lo más preferentemente, las células se cultivan en presencia de aproximadamente 2 % de L-arabinosa.

En el contexto de la invención, una célula es capaz "de convertir L-arabinosa en L-ribulosa" cuando cantidades 
detectables de L-ribulosa se detectan en células cultivadas bajo condiciones aerobias o anaerobias en presencia de 
L-arabinosa (mismas concentraciones preferidas que en el párrafo previo) durante al menos 20 días usando un
ensayo adecuado. Preferentemente, el ensayo es HPLC para L-ribulosa.30

En el contexto de la invención, una célula es capaz "de convertir L-arabinosa en xilulosa-5-fosfato" cuando se 
detecta un aumento de al menos el 2 % de xilulosa-5-fosfato en células cultivadas bajo condiciones aerobias o 
anaerobias en presencia de L-arabinosa (mismas concentraciones preferidas que en el párrafo previo) durante al 
menos 20 días usando un ensayo adecuado. Preferentemente, un ensayo basado en HPLC para xilulosa-5-fosfato
se ha descrito en Zaldivar J., et al ((2002), Appl. Microbiol. Biotechnol., 59:436-442). Este ensayo se describe35
brevemente en la parte experimental. Más preferentemente, el aumento es de al menos el 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 
25 % o más.

En otra realización preferida, la expresión de las secuencias de nucleótidos que codifican una ara A, ara B y ara D 
como se define anteriormente en el presente documento confiere a la célula la capacidad de convertir L-arabinosa 
en un producto de fermentación deseado cuando se cultiva bajo condiciones aerobias o anaerobias en presencia de 40
L-arabinosa (mismas concentraciones preferidas que en el párrafo previo) durante al menos un mes hasta un año. 
Más preferentemente, una célula es capaz de convertir L-arabinosa en un producto de fermentación deseado
cuando cantidades detectables de un producto de fermentación deseado se detectan usando un ensayo adecuado y 
cuando las células se cultivan en las condiciones dadas en la frase previa. Incluso más preferentemente, el ensayo 
es HPLC. Incluso más preferentemente, el producto de fermentación es etanol.45

Una célula para la transformación con las secuencias de nucleótidos que codifican las enzimas araA, araB y araD, 
respectivamente, como se ha descrito anteriormente, es preferentemente una célula huésped capaz de transporte 
activo o pasivo de xilosa dentro de e isomerización de xilosa dentro de la célula. La célula es preferentemente capaz 
de glicólisis activa. La célula puede contener adicionalmente una vía de pentosa fosfato endógena y puede contener 
actividad de xilulosa cinasa endógena de manera que la xilulosa isomerizada a partir de xilosa pueda metabolizarse 50
a piruvato. La célula contiene preferentemente adicionalmente enzimas para la conversión de piruvato en un 
producto de fermentación deseado tal como etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido 
acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-propano-diol, etileno, 
glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámico o una cefalosporina. Puede hacerse que la célula sea capaz de producir 
butanol por introducción de uno o más genes de la vía de butanol como se desvela en el documento 55
WO2007/041269.

Una célula preferida es naturalmente capaz de fermentación alcohólica, preferentemente, fermentación alcohólica 
anaerobia. La célula huésped tiene preferentemente adicionalmente una alta tolerancia al etanol, una alta tolerancia 
a pH bajo (es decir, capaz de crecer a un pH inferior a 5, 4, 3 o 2,5) y hacia ácidos orgánicos como ácido láctico, 
ácido acético o ácido fórmico, y productos de degradación de azúcares tales como furfural e hidroxi-metilfurfural, y 60

E07834562
31-10-2016ES 2 601 052 T3

 



7

una alta tolerancia a temperaturas elevadas. Cualquiera de estas características o actividades de la célula huésped 
puede estar naturalmente presente en la célula huésped o puede introducirse o modificarse mediante selección
genética o por modificación genética. Una célula huésped adecuada es un microorganismo eucariota como, por 
ejemplo, un hongo, sin embargo, la más adecuada como célula huésped son levaduras u hongos filamentosos.

Levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies de 5
la subdivisión Eumycotina (Alexopoulos, C. J., 1962, en: Introductory Mycology, John Wiley & Sons, Inc., New York) 
que crecen predominantemente en forma unicelular. Las levaduras pueden tanto crecer por gemación de un talo 
unicelular como pueden crecer por fisión del organismo. Levaduras preferidas como células huésped pertenecen a 
uno de los géneros Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, 
Schwanniomyces o Yarrowia. Preferentemente, la levadura es capaz de fermentación anaerobia, más 10
preferentemente fermentación alcohólica anaerobia.

Los hongos filamentosos se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas que incluyen todas 
las formas filamentosas de la subdivisión Eumycotina. Estos hongos se caracterizan por un micelio vegetativo 
compuesto de quitina, celulosa y otros polisacáridos complejos. Los hongos filamentosos de la presente invención 
son morfológica, fisiológica y genéticamente distintos de las levaduras. El crecimiento vegetativo por hongos 15
filamentosos es por alargamiento de hifas y el catabolismo de carbono de la mayoría de los hongos filamentosos es 
aerobio estricto. Hongos filamentosos preferidos como células huésped pertenecen a uno de los géneros
Aspergillus, Trichoderma, Humicola, Acremonium, Fusarium o Penicillium.

Con los años se han hecho sugerencias para la introducción de diversos organismos para la producción de bioetanol 
a partir de azúcares de cultivo. En la práctica, sin embargo, todos los principales procesos de producción de20
bioetanol han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como productor de etanol. Esto es 
debido a las muchas características atractivas de las especies de Saccharomyces para procesos industriales, es 
decir, una alta tolerancia a ácidos, a etanol y osmo-tolerancia, capacidad de crecimiento anaerobio y, por supuesto,
su alta capacidad fermentativa alcohólica. Especies de levadura preferidas como células huésped incluyen S. 
cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus, K. fragilis.25

En una realización preferida, la célula huésped de la invención es una célula huésped que ha sido transformada con 
una construcción de ácidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleótidos que codifica las enzimas araA, 
araB y arad, como se han definido anteriormente. En una realización más preferida, la célula huésped se co-
transforma con tres construcciones de ácidos nucleicos, comprendiendo cada construcción de ácidos nucleicos la 
secuencia de nucleótidos que codifica araA, araB o araD. La construcción de ácidos nucleicos que comprende la30
secuencia codificante de araA, araB y/o araD es capaz de expresión de las enzimas araA, araB y/o araD en la célula 
huésped. Para este fin, la construcción de ácidos nucleicos puede construirse como se describe en, por ejemplo, el 
documento WO 03/0624430. La célula huésped puede comprender una única copia, pero preferentemente 
comprende múltiples copias, de cada construcción de ácidos nucleicos. La construcción de ácidos nucleicos puede 
mantenerse episómicamente y así comprender una secuencia para la replicación autónoma, tal como una secuencia 35
ARS. Construcciones de ácidos nucleicos episómicas adecuadas pueden, por ejemplo, basarse en la plásmidos 2µ o 
pKD1 de levadura (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9:968-975). Preferentemente, sin embargo, cada construcción 
de ácidos nucleicos se integra en una o más copias dentro del genoma de la célula huésped. La integración dentro 
del genoma de la célula huésped puede producirse al azar por recombinación ilegítima, pero preferentemente la 
construcción de ácidos nucleicos se integra dentro del genoma de la célula huésped por recombinación homóloga,40
como es muy conocido en la técnica de la genética molecular fúngica (véanse, por ejemplo, los documentos WO 
90/14423, EP-A-0 481 008, EP-A-0 635 574 y US 6.265.186). Por consiguiente, en una realización más preferida, la 
célula de la invención comprende una construcción de ácidos nucleicos que comprende la secuencia codificante de 
araA, araB y/o araD y es capaz de expresión de las enzimas araA, araB y/o araD. En una realización incluso más 
preferida, las secuencias codificantes de araA, araB y/o araD están cada una operativamente enlazadas a un 45
promotor que produce la expresión suficiente de las secuencias de nucleótidos correspondientes en una célula para 
conferir a la célula la capacidad de usar L-arabinosa, y/o para convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-
fosfato. Preferentemente, la célula es una célula de levadura. Por consiguiente, en otro aspecto, la invención 
también engloba una construcción de ácidos nucleicos como se ha expuesto brevemente anteriormente en el 
presente documento. Preferentemente, una construcción de ácidos nucleicos comprende una secuencia de ácidos 50
nucleicos que codifica araA, araB y/o araD. Las secuencias de ácidos nucleicos que codifican araA, araB o araD se 
han definido todas anteriormente en el presente documento.

Incluso más preferentemente, la expresión de las secuencias de nucleótidos correspondientes en una célula confiere
a la célula la capacidad de convertir L-arabinosa en un producto de fermentación deseado como se define después 
en el presente documento. En una realización incluso más preferida, el producto de fermentación es etanol. Incluso 55
más preferentemente, la célula es una célula de levadura.

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente enlazado" se refiere a un enlace de elementos 
de polinucleótidos (o secuencias codificantes o secuencia de ácidos nucleicos) en una relación funcional. Una 
secuencia de ácidos nucleicos está "operativamente enlazada" cuando se pone en una relación funcional con otra 
secuencia de ácidos nucleicos. Por ejemplo, un promotor o potenciador está operativamente enlazado a una 60
secuencia codificante si afecta la transcripción de la secuencia codificante. Operativamente enlazado significa que 
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las secuencias de ácidos nucleicos que están enlazadas normalmente son contiguas y, si fuera necesario unir dos 
regiones codificantes de proteína, contiguas y en marco de lectura.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" se refiere a un fragmento de ácido nucleico que 
funciona controlando la transcripción de uno o más genes, localizados en la dirección 5' con respecto a la dirección 
de transcripción del sitio de iniciación de la transcripción del gen, y se identifica estructuralmente por la presencia de 5
un sitio de unión para ARN polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciación de la transcripción y cualquier otra
secuencia de ADN, que incluye, pero no se limita a, sitios de unión del factor de transcripción, sitios de unión de la 
proteína represora y activadora, y cualquier otra secuencias de nucleótidos conocida para un experto en la materia 
para actuar directa o indirectamente para regular la cantidad de transcripción de un promotor. Un promotor 
"constitutivo" es un promotor que es activo bajo la mayoría de las condiciones ambientales y de desarrollo. Un 10
promotor "inducible" es un promotor que es activo bajo regulación ambiental y de desarrollo.

El promotor que podría usarse para lograr la expresión de las secuencias de nucleótidos que codifican araA, araB 
y/o araD puede ser no nativo para la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que va a expresarse, es decir, 
un promotor que es heterólogo a la secuencia de nucleótidos (secuencia codificante) con la que está operativamente 
enlazado. Aunque un promotor preferentemente es heterólogo para la secuencia codificante con la que está 15
operativamente enlazado, también se prefiere que un promotor sea homólogo, es decir, endógeno para la célula 
huésped. Preferentemente, un promotor heterólogo (para la secuencia de nucleótidos) es capaz de producir un
mayor nivel en estado estacionario del transcrito que comprende la secuencia codificante (o es capaz de producir 
más moléculas de transcrito, es decir, moléculas de ARNm, por unidad de tiempo) que es un promotor que es nativo 
para la secuencia codificante, preferentemente en condiciones en las que la arabinosa, o arabinosa y glucosa, o 20
xilosa y arabinosa o xilosa y arabinosa y glucosa están disponibles como fuentes de carbono, más preferentemente 
como fuentes de carbono principales (es decir, más del 50 % de la fuente de carbono disponible consiste en 
arabinosa, o arabinosa y glucosa, o xilosa y arabinosa o xilosa y arabinosa y glucosa), lo más preferentemente como
fuentes de carbono únicas. Promotores adecuados en este contexto incluyen tanto promotores naturales
constitutivos como inducibles, además de promotores manipulados por ingeniería. Un promotor preferido para su uso 25
en la presente invención será además insensible a la represión de catabolitos (glucosa) y/o preferentemente no 
requerirá arabinosa y/o xilosa para la inducción.

Los promotores que tienen estas características están ampliamente disponibles y son conocidos para el experto. 
Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen, por ejemplo, promotores de genes glicolíticos, tales como los 
promotores de fosfofructocinasa (PPK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 30
(GPD, TDH3 o GAPDH), piruvato cinasa (PYK), fosfoglicerato cinasa (PGK) de levaduras u hongos filamentosos; 
más detalles sobre tales promotores de levadura pueden encontrarse en (documento WO 93/03159). Otros
promotores útiles son proteína ribosómica que codifica promotores de gen, el promotor del gen de lactasa (LAC4), 
promotores de alcohol deshidrogenasa (ADH1, ADH4, y similares), el promotor de enolasa (ENO), el promotor de
glucosa-6-fosfato isomerasa (PGI1, Hauf et al, 2000) o el promotor del transportador de hexosa (glucosa) (HXT7) o 35
la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (TDH3). La secuencia del promotor de PGI1 se da en SEQ ID NO: 51. La 
secuencia del promotor de HXT7 se da en SEQ ID NO: 52. La secuencia del promotor de TDH3 se da en SEQ ID 
NO: 49. Otros promotores, tanto constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias activantes en la 
dirección 5' serán conocidos para aquellos expertos en la materia. Los promotores usados en las células huésped de 
la invención pueden modificarse, si se desea, para afectar sus características de control. Una célula preferida de la 40
invención es una célula eucariota transformada con los genes araA, araB y araD de L. plantarum. Más 
preferentemente, la célula eucariota es una célula de levadura, incluso más preferentemente una cepa de S.
cerevisiae transformada con los genes araA, araB y araD de L. plantarum. Lo más preferentemente, la célula es
tanto CBS 120327 como CBS 120328, ambas depositadas en el CBS Institute (Los Países Bajos) el 27 de 
septiembre de 2006.45

El término "homólogo", cuando se usa para indicar la relación entre un ácido nucleico (recombinante) dado o
molécula de polipéptido y un organismo huésped dado o célula huésped, se entiende que significa que en la 
naturaleza el ácido nucleico o molécula de polipéptido se produce por una célula huésped u organismos de la misma 
especie, preferentemente de la misma variedad o cepa. Si es homóloga a una célula huésped, una secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente estará operativamente enlazada a otra secuencia50
promotora o, si es aplicable, otra secuencia señal secretora y/o secuencia terminadora que esté en su entorno 
natural. Cuando se usa para indicar la relación de dos secuencias de ácidos nucleicos, el término "homólogo" 
significa que una secuencia de ácidos nucleicos monocatenaria puede hibridarse con una secuencia de ácidos 
nucleicos monocatenaria complementaria. El grado de hibridación puede depender de varios factores que incluyen la 
cantidad de identidad entre las secuencias y las condiciones de hibridación tales como temperatura y concentración 55
de sales como se ha presentado anteriormente. Preferentemente, la región de identidad es mayor de
aproximadamente 5 pb, más preferentemente la región de identidad es mayor de 10 pb.

El término "heterólogo", cuando se usa con respecto a un ácido nucleico (ADN o ARN) o proteína, se refiere a un 
ácido nucleico o proteína que no se produce naturalmente como parte del organismo, célula, genoma o secuencia de 
ADN o ARN en la que está presente, o que se encuentra en una célula o localización o localizaciones en el genoma 60
o secuencia de ADN o ARN que se diferencian de aquellas que se encuentran en la naturaleza. Los ácidos nucleicos 
heterólogos o proteínas no son endógenos a la célula dentro de la que se introduce, pero han sido obtenidos de otra 
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célula o producido sintética o recombinantemente. Generalmente, aunque no necesariamente, tales ácidos nucleicos 
codifican proteínas que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o expresa. 
Similarmente, el ARN exógeno codifica proteínas normalmente no expresadas en la célula en la que el ARN 
exógeno está presente. Los ácidos nucleicos heterólogos y proteínas también pueden denominarse ácidos nucleicos 
extraños o proteínas. Cualquier ácido nucleico o proteína que un experto en la materia reconocería como heterólogo 5
o extraño a la célula en la que se expresa está englobado en el presente documento por el término ácido nucleico 
heterólogo o proteína. El término heterólogo también se aplica a combinaciones no naturales de secuencias de 
ácidos nucleicos o de aminoácidos, es decir, combinaciones en las que al menos dos de las secuencias combinadas 
son extrañas la una con respecto a la otra.

Célula eucariota preferida capaz de usar y/o convertir L-arabinosa y xilosa10

En una realización más preferida, la célula de la invención que expresa araA, araB y araD es capaz de usar L-
arabinosa y/o convertirla en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de fermentación deseado como se ha 
definido anteriormente en el presente documento y presenta adicionalmente la capacidad de usar xilosa y/o convertir
xilosa en xilulosa. La conversión de xilosa en xilulosa es preferentemente una etapa de isomerización de una etapa
(isomerización directa de xilosa en xilulosa). Este tipo de célula es, por tanto, capaz de usar tanto L-arabinosa como15
xilosa. "Usar" xilosa tiene preferentemente el mismo significado que "usar" L-arabinosa como se ha definido
anteriormente en el presente documento.

Las definiciones de enzima son como se usan en el documento WO 06/009434, para xilosa isomerasa (EC 5.3.1.5), 
xilulosa cinasa (EC 2.7.1.17), ribulosa 5-fosfato epimerasa (5.1.3.1), ribulosa 5-fosfato isomerasa (EC 5.3.1,6), 
transcetolasa (EC 2.2.1.1), transaldolasa (EC 2.2.1.2) y aldosa reductasa" (EC 1.1.1.21).20

En una realización preferida, la célula eucariota de la invención que expresa araA, araB y araD, como se ha definido 
anteriormente en el presente documento, tiene la capacidad de isomerizar xilosa a xilulosa como se ha descrito, por 
ejemplo, en el documento WO 03/0624430 o en el documento WO 06/009434. La capacidad de isomerizar xilosa a
xilulosa se confiere a la célula huésped por la transformación de la célula huésped con una construcción de ácidos 
nucleicos que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa. La capacidad de la célula 25
huésped transformada para isomerizar xilosa en xilulosa es la isomerización directa de xilosa a xilulosa. Esto se 
entiende que significa que la xilosa se isomeriza en xilulosa en una reacción única catalizada por una xilosa
isomerasa, a diferencia de la conversión de dos etapas de xilosa en xilulosa mediante un producto intermedio de 
xilitol como se cataliza por xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

La secuencia de nucleótidos codifica una xilosa isomerasa que se expresa preferentemente en forma activa en la30
célula huésped transformada de la invención. Así, la expresión de la secuencia de nucleótidos en la célula huésped 
produce una xilosa isomerasa con una actividad específica de al menos 10 U de actividad de xilosa isomerasa por 
mg de proteína a 30 ºC, preferentemente al menos 20, 25, 30, 50, 100, 200, 300 o 500 U por mg a 30 ºC. La 
actividad específica de la xilosa isomerasa expresada en la célula huésped transformada se define en el presente 
documento como la cantidad de unidades de actividad de xilosa isomerasa por mg de proteína de lisado libre de 35
células de la célula huésped, por ejemplo, un lisado libre de células de levadura. La determinación de la actividad de 
xilosa isomerasa ya se ha descrito anteriormente en el presente documento.

Preferentemente, la expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa en la célula huésped 
produce una xilosa isomerasa con una Km para xilosa que es inferior a 50, 40, 30 o 25 mM, más preferentemente, la
Km para xilosa es aproximadamente 20 mM o menos.40

Una secuencia de nucleótidos preferida que codifica la xilosa isomerasa puede seleccionarse del grupo que consiste 
en:

(e) secuencias de nucleótidos que codifican un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene 
al menos el 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO. 7 o SEQ ID NO: 15;45

(f) secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos el 40, 50, 60, 70, 
80, 90, 95, 97, 98 o el 99 % de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 8 o SEQ ID 
NO: 16;

(g) secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una secuencia de la molécula de ácido 
nucleico de (a) o (b);50

(h) secuencias de nucleótidos cuya secuencia se diferencia de la secuencia de una molécula de ácido nucleico de 
(c) debido a la degeneración del código genético.

La secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa puede codificar tanto una xilosa isomerasa procariota
como una eucariota, es decir, una xilosa isomerasa con una secuencia de aminoácidos que es idéntica a la de una 
xilosa isomerasa que se produce naturalmente en el organismo procariota o eucariota. Los presentes inventores han 55
encontrado que la capacidad de una xilosa isomerasa particular para conferir a una célula huésped eucariota la 
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capacidad de isomerizar xilosa en xilulosa no depende tanto de si la isomerasa es de origen procariota o eucariota. 
Más bien, esto depende de la relación de la secuencia de aminoácidos de la isomerasa con la de la secuencia de 
Piromyces (SEQ ID NO. 7). Sorprendentemente, la isomerasa de Piromyces eucariota está más relacionada con 
isomerasas procariotas que con otras isomerasas eucariotas conocidas. Por tanto, una secuencia de nucleótidos 
preferida codifica una xilosa isomerasa que tiene una secuencia de aminoácidos que está relacionada con la 5
secuencia de Piromyces como se ha definido anteriormente. Una secuencia de nucleótidos preferida codifica una 
xilosa isomerasa fúngica (por ejemplo, de un Basidiomycete), más preferentemente una xilosa isomerasa de un
hongo anaerobio, por ejemplo, una xilosa isomerasa de un hongo anaerobio que pertenece a las familias 
Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces, Orpinomyces o Ruminomyces. Alternativamente, una secuencia de 
nucleótidos preferida codifica una xilosa isomerasa bacteriana, preferentemente una bacteria Gram-negativa, más 10
preferentemente una isomerasa de la clase Bacteroides, o del género Bacteroides, lo más preferentemente de B. 
thetaiotaomicron (SEQ ID NO. 15).

Para aumentar la probabilidad de que la xilosa isomerasa se exprese en forma activa en una célula huésped 
eucariota tal como levadura, la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa puede adaptarse para
optimizar su uso de codones al de la célula huésped eucariota como se ha definido anteriormente en el presente 15
documento.

Una célula huésped para transformación con la secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa, como se 
ha descrito anteriormente, es preferentemente un huésped capaz de transporte activo o pasivo de xilosa dentro de la 
célula. La célula huésped contiene preferentemente glicólisis activa. La célula huésped puede contener 
adicionalmente una vía de pentosa fosfato endógena y puede contener actividad de xilulosa cinasa endógena de 20
manera que la xilulosa isomerizada a partir de xilosa pueda metabolizarse a piruvato. El huésped contiene 
preferentemente adicionalmente enzimas para la conversión de piruvato a un producto de fermentación deseado tal 
como etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, 
ácido málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámico o 
una cefalosporina. Una célula huésped preferida es una célula huésped que es naturalmente capaz de fermentación 25
alcohólica, preferentemente fermentación alcohólica anaerobia. La célula huésped tiene preferentemente 
adicionalmente una alta tolerancia a etanol, una alta tolerancia a pH bajo (es decir, capaz de crecimiento a un pH 
inferior a 5, 4, 3 o 2,5) y hacia ácidos orgánicos como ácido láctico, ácido acético o ácido fórmico, y productos de 
degradación de azúcares tales como furfural e hidroxi-metilfurfural, y una alta tolerancia a temperaturas elevadas. 
Cualquiera de estas características o actividades de la célula huésped puede estar naturalmente presente en la 30
célula huésped o puede introducirse o modificarse por modificación genética. Una célula adecuada es un
microorganismo eucariota como, por ejemplo, un hongo, sin embargo, lo más adecuado como célula huésped son
levaduras u hongos filamentosos. Levaduras y hongos filamentosos preferidos ya se han definido en el presente 
documento.

Como se usa en el presente documento, el término célula huésped tiene el mismo significado que célula.35

La célula de la invención se transforma preferentemente con una construcción de ácidos nucleicos que comprende la 
secuencia de nucleótidos que codifica la xilosa isomerasa. La construcción de ácidos nucleicos que se usa
preferentemente es la misma que la usada que comprende la secuencia de nucleótidos que codifica araA, araB o 
araD.

En otra realización preferida de la invención, la célula de la invención:40

- que expresa araA, araB y araD, y que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en 
xilulosa, como se ha definido anteriormente en el presente documento

comprende además una modificación genética que aumenta el flujo de la vía de pentosa fosfato, como se describe
en el documento WO 06/009434. En particular, la modificación genética produce un elevado flujo de la vía de 
pentosa fosfato de parte no oxidativa. Una modificación genética que produce un elevado flujo de la parte no 45
oxidativa de la vía de pentosa fosfato se entiende en el presente documento que significa una modificación que 
aumenta el flujo al menos un factor de 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con el flujo en una cepa que es
genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa el aumento de flujo. El flujo de la parte no 
oxidativa de la vía de pentosa fosfato puede medirse cultivando el huésped modificado sobre xilosa como la única
fuente de carbono, determinándose la tasa específica de consumo de xilosa y restándose la tasa específica de 50
producción de xilitol de la tasa específica de consumo de xilosa, si se produce cualquier xilitol. Sin embargo, el flujo 
de la parte no oxidativa de la vía de pentosa fosfato es proporcional a la velocidad de crecimiento sobre xilosa como 
única fuente de carbono, preferentemente con la velocidad de crecimiento anaerobia sobre xilosa como única fuente 
de carbono. Hay una relación lineal entre la velocidad de crecimiento sobre xilosa como única fuente de carbono
(µmáx) y el flujo de la parte no oxidativa de la vía de pentosa fosfato. La tasa específica de consumo de xilosa (Qs) es 55
igual a la velocidad de crecimiento (µ) dividida entre el rendimiento de biomasa sobre azúcar (Yxs) debido a que el 
rendimiento de biomasa sobre azúcar es constante (bajo un conjunto dado de condiciones: anaerobias, medio de 
crecimiento, pH, antecedentes genéticos de la cepa, etc.; es decir, Qs = µ/ Yxs). Por tanto, el elevado flujo de la parte 
no oxidativa de la vía de pentosa fosfato puede deducirse del aumento en la máxima velocidad de crecimiento bajo 
estas condiciones. En una realización preferida, la célula comprende una modificación genética que aumenta el flujo 60
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de la vía de pentosa fosfato y tiene una tasa específica de consumo de xilosa de al menos 346 mg de xilosa/g de 
biomasa/h.

Las modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la vía de pentosa fosfato pueden introducirse en la célula 
huésped de diversas formas. Incluyendo éstas, por ejemplo, lograr mayores niveles de actividad en estado 
estacionario de xilulosa cinasa y/o una o más de las enzimas de la vía de pentosa fosfato de parte no oxidativa y/o 5
un nivel en estado estacionario reducido de actividad no específica de aldosa reductasa. Estos cambios en los 
niveles de actividad en estado estacionario pueden efectuarse por selección de mutantes (espontánea o inducida por
productos químicos o radiación) y/o por tecnología de ADN recombinante, por ejemplo, por expresión en exceso o 
inactivación, respectivamente, de genes que codifican las enzimas o factores que regulan estos genes.

En una célula huésped más preferida, la modificación genética comprende la expresión en exceso de al menos una10
enzima de la vía de pentosa fosfato (de parte no oxidativa). Preferentemente, la enzima está seleccionada del grupo 
que consiste en las enzimas que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa
y transaldolasa, como se describen en el documento WO 06/009434.

Pueden expresarse en exceso diversas combinaciones de enzimas de la vía de pentosa fosfato (de parte no 
oxidativa). Por ejemplo, las enzimas que se expresan en exceso pueden ser al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 15
isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transcetolasa; o al 
menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 
epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las 
enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y 
transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y transaldolasa; o al menos las 20
enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-
5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa y transcetolasa. En una realización de la invención, cada una de 
las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa se expresan 
en exceso en la célula huésped. Es más preferida una célula huésped en la que la modificación genética comprende 
al menos la expresión en exceso de tanto las enzimas transcetolasa como transaldolasa, ya que una célula huésped 25
tal ya es capaz de crecimiento anaerobio sobre xilosa. En realidad, bajo algunas condiciones, los presentes 
inventores han encontrado que las células huésped que expresan en exceso solo la transcetolasa y la transaldolasa
ya tienen la misma velocidad de crecimiento anaerobia sobre xilosa que las células huésped que expresan en 
exceso las cuatro las enzimas, es decir, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa
y transaldolasa. Además, se prefieren las células huésped que expresan en exceso ambas enzimas ribulosa-5-30
fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato epimerasa con respecto a las células huésped que expresan en exceso solo la
isomerasa o solo la epimerasa, ya que la expresión en exceso de solo una de estas enzimas puede producir
desequilibrios metabólicos.

Hay diversos medios disponibles en la materia para la expresión en exceso de enzimas en las células de la 
invención. En particular, una enzima puede expresarse en exceso aumentando el número de copias del gen que 35
codifica la enzima en la célula huésped, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la 
célula huésped, expresando el gen a partir de un vector de expresión de múltiples copias episómico o introduciendo 
un vector de expresión episómico que comprende múltiples copias del gen.

Alternativamente, la expresión en exceso de enzimas en las células huésped de la invención puede lograrse usando 
un promotor que no es nativo para la secuencia que codifica la enzima que va a expresarse en exceso, es decir, un 40
promotor que es heterólogo a la secuencia codificante a la que está operativamente enlazado. Promotores 
adecuados para este fin ya se han definido en el presente documento.

La secuencia codificante usada para la expresión en exceso de las enzimas es preferentemente homóloga a la 
célula huésped de la invención. Sin embargo, asimismo pueden aplicarse secuencias codificantes que son 
heterólogas a la célula huésped de la invención, como se ha mencionado en el documento WO 06/009434.45

Una secuencia de nucleótidos usada para la expresión en exceso de ribulosa-5-fosfato isomerasa en la célula 
huésped de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-
fosfato isomerasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
el 50, 60, 70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 17 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de 
hibridarse con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 18, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo 50
condiciones rigurosas.

Una secuencia de nucleótidos usada para la expresión en exceso de ribulosa-5-fosfato epimerasa en la célula 
huésped de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de ribulosa-5-
fosfato epimerasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
el 50, 60, 70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 19 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de 55
hibridarse con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 20, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo 
condiciones rigurosas.
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Una secuencia de nucleótidos usada para la expresión en exceso de transcetolasa en la célula huésped de la 
invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de transcetolasa, por lo que 
preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos el 50, 60, 70, 80, 90 o el 
95 % de identidad con SEQ ID NO. 21 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse con la 
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 22, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo condiciones 5
rigurosas.

Una secuencia de nucleótidos usada para la expresión en exceso de transaldolasa en la célula huésped de la 
invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de transaldolasa, por lo que 
preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos el 50, 60, 70, 80, 90 o el 
95 % de identidad con SEQ ID NO. 23 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse con la 10
secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 24, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo condiciones 
rigurosas.

Expresión en exceso de una enzima, cuando se refiere a la producción de la enzima en una célula huésped 
genéticamente modificada, significa que la enzima se produce a un nivel más alto de actividad enzimática específica 
en comparación con la célula huésped no modificada bajo condiciones idénticas. Normalmente, esto significa que la15
proteína enzimáticamente activa (o proteínas en el caso de enzimas de múltiples subunidades) se produce en 
mayores cantidades, o más bien a un mayor nivel en estado estacionario en comparación con la célula huésped sin 
modificar bajo condiciones idénticas. Similarmente, esto normalmente significa que el ARNm que codifica la proteína 
enzimáticamente activa se produce en cantidades mayores, o nuevamente más bien a un mayor nivel en estado 
estacionario en comparación con la célula huésped sin modificar bajo condiciones idénticas. La expresión en exceso 20
de una enzima se determina así preferentemente midiendo el nivel de actividad específica de la enzima en la célula 
huésped usando ensayos enzimáticos apropiados como se describen en el presente documento. Alternativamente, 
la expresión en exceso de la enzima puede determinarse indirectamente cuantificando el nivel en estado 
estacionario específico de la proteína de enzima, por ejemplo, usando anticuerpos específicos para la enzima, o 
cuantificando el nivel estacionario específico del ARNm que codifica la enzima. Lo último puede ser particularmente25
adecuado para enzimas de la vía de pentosa fosfato para las que los ensayos enzimáticos no son fácilmente 
factibles, ya que los sustratos para las enzimas no están comercialmente disponibles. Preferentemente, en las 
células huésped de la invención, una enzima que va a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos un 
factor de 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la 
modificación genética que causa la expresión en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresión en 30
exceso pueden aplicarse al nivel en estado estacionario de la actividad de la enzima, el nivel en estado estacionario
de la proteína de la enzima, además de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En otra realización preferida, la célula huésped de la invención:

- que expresa araA, araB y araD, y que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa, 
y opcionalmente35

- que comprende una modificación genética que aumenta el flujo de la vía de pentosa como se ha definido 
anteriormente en el presente documento

comprende además una modificación genética que aumenta la actividad específica de xilulosa cinasa. 
Preferentemente, la modificación genética produce la expresión en exceso de una xilulosa cinasa, por ejemplo, por
expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos que codifica una xilulosa cinasa. El gen que codifica la 40
xilulosa cinasa puede ser endógeno a la célula huésped o puede ser una xilulosa cinasa que es heteróloga a la 
célula huésped. Una secuencia de nucleótidos usada para la expresión en exceso de xilulosa cinasa en la célula 
huésped de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de xilulosa 
cinasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos el 50, 60, 
70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 25 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de 45
hibridarse con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 26, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo 
condiciones rigurosas.

Una xilulosa cinasa particularmente preferida es una xilosa cinasa que está relacionada con la xilulosa cinasa xylB
de Piromyces como se ha mencionado en el documento WO 03/0624430. Una secuencia de nucleótidos más 
preferida para su uso en la expresión en exceso de xilulosa cinasa en la célula huésped de la invención es una 50
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de xilulosa cinasa, por lo que preferentemente el 
polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos el 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90 o el 95 % de 
identidad con SEQ ID NO. 27 o por lo que la secuencia de nucleótidos es capaz de hibridarse con la secuencia de 
nucleótidos de SEQ ID NO. 28, bajo condiciones moderadas, preferentemente bajo condiciones rigurosas.

En las células huésped de la invención, la modificación genética que aumenta la actividad específica de xilulosa 55
cinasa puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de la vía de pentosa fosfato
como se ha descrito anteriormente, pero esta combinación no es esencial para la invención. Así, una célula huésped 
de la invención que comprende una modificación genética que aumenta la actividad específica de xilulosa cinasa,
además de la expresión de las enzimas araA, araB y araD como se define en el presente documento, se incluye 
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específicamente en la invención. Los diversos medios disponibles en la materia para alcanzar y analizar la expresión 
en exceso de una xilulosa cinasa en las células huésped de la invención son los mismos que se han descrito 
anteriormente para enzimas de la vía de pentosa fosfato. Preferentemente en las células huésped de la invención,
una xilulosa cinasa que va a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 
20 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa la 5
expresión en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresión en exceso pueden aplicarse al nivel en 
estado estacionario de la actividad de la enzima, el nivel en estado estacionario de la proteína de la enzima, además 
de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En otra realización preferida, la célula huésped de la invención:

- que expresa araA, araB y araD, y que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa, 10
y opcionalmente

- que comprende una modificación genética que aumenta el flujo de la vía de pentosa y/o

- que comprende además una modificación genética que aumenta la actividad específica de xilulosa cinasa, 
todas como se ha definido anteriormente en el presente documento

comprende además una modificación genética que reduce la actividad no específica de aldosa reductasa en la 15
célula huésped. Preferentemente, la actividad no específica de aldosa reductasa se reduce en la célula huésped por 
una o más modificaciones genéticas que reducen la expresión de o inactivan un gen que codifica una aldosa 
reductasa no específica, como se describe en el documento WO 06/009434. Preferentemente, las modificaciones 
genéticas reducen o inactivan la expresión de cada copia endógena de un gen que codifica una aldosa reductasa no 
específica en la célula huésped. Las células huésped pueden comprender copias múltiples de genes que codifican 20
aldosas reductasas no específicas como resultado de di-, poli- o aneu-ploidía, y/o la célula huésped puede contener 
varias (iso)enzimas diferentes con actividad de aldosa reductasa que se diferencian en la secuencia de aminoácidos 
y que están cada una codificada por un gen diferente. También en tales casos, preferentemente la expresión de 
cada gen que codifica una aldosa reductasa no específica se reduce o inactiva. Preferentemente, el gen se inactiva 
por la deleción de al menos parte del gen o por la rotura del gen, por lo que en este contexto el término gen también 25
incluye cualquier secuencia no codificante en la dirección 5' o en la dirección 3' de la secuencia codificante, 
produciendo la deleción o inactivación (parcial) una reducción de la expresión de la actividad no específica de aldosa 
reductasa en la célula huésped. Una secuencia de nucleótidos que codifica una aldosa reductasa cuya actividad va a
reducirse en la célula huésped de la invención es una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con la 
actividad de aldosa reductasa, por lo que preferentemente el polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que 30
tiene al menos el 50, 60, 70, 80, 90 o el 95 % de identidad con SEQ ID NO. 29, o por lo que la secuencia de 
nucleótidos es capaz de hibridarse con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO. 30 bajo condiciones moderadas, 
preferentemente bajo condiciones rigurosas.

En las células huésped de la invención, la expresión de las enzimas araA, araB y araD, como se define en el 
presente documento, se combina con la modificación genética que reduce la actividad no específica de aldosa 35
reductasa. La modificación genética que conduce a la reducción de la actividad no específica de aldosa reductasa
puede combinarse con cualquiera de las modificaciones que aumentan el flujo de la vía de pentosa fosfato y/o con 
cualquiera de las modificaciones que aumentan la actividad específica de xilulosa cinasa en las células huésped 
como se ha descrito anteriormente, pero estas combinaciones no son esenciales para la invención. Así, una célula 
huésped que expresa araA, araB y araD, que comprende una modificación genética adicional que reduce la 40
actividad no específica de aldosa reductasa, está específicamente incluida en la invención.

En una realización preferida, la célula huésped es CBS 120327 depositada en el CBS Institute (Los Países Bajos) el 
27 de septiembre de 2006.

En otra realización preferida, la invención se refiere a células huésped modificadas que se adaptan adicionalmente a 
L-arabinosa (usan L-arabinosa y/o la convierten en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un producto de 45
fermentación deseado y opcionalmente utilización de xilosa por selección de mutantes, tanto espontáneos como 
inducidos (por ejemplo, por radiación o productos químicos), para el crecimiento sobre L-arabinosa y opcionalmente 
xilosa, preferentemente sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa como única fuente de carbono, y más 
preferentemente en condiciones anaerobias. La selección de mutantes puede realizarse sometiendo a pases en 
serie cultivos como, por ejemplo, se describe por Kuyper et al. (2004, FEMS Yeast Res. 4: 655-664) y/o por cultivo 50
bajo presión selectiva en un cultivo en quimiostato como se describe en el Ejemplo 4 del documento WO 06/009434. 
Este proceso de selección puede continuarse en tanto que sea necesario. Este proceso de selección se lleva a cabo 
preferentemente durante una semana hasta un año. Sin embargo, el proceso de selección puede llevarse a cabo 
durante un periodo de tiempo más largo, si fuera necesario. Durante el proceso de selección, las células se cultivan
preferentemente en presencia de aproximadamente 20 g/l de L-arabinosa y/o aproximadamente 20 g/l de xilosa. Se 55
espera que la célula obtenida al final de este proceso de selección mejore en cuanto a sus capacidades de uso de L-
arabinosa y/o xilosa, y/o de conversión de L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de 
fermentación deseado tal como etanol. En este contexto "célula mejorada" puede significar que la célula obtenida es 
capaz de usar L-arabinosa y/o xilosa de una forma más eficiente que la célula de la que se deriva. Por ejemplo, se 
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espera que la célula obtenida crezca mejor: aumento de la velocidad de crecimiento específica de al menos el 2 %
con respecto a la célula de la que se deriva bajo las mismas condiciones. Preferentemente, el aumento es de al 
menos el 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o más. La velocidad de crecimiento específica puede calcularse a 
partir de la DO660 como se conoce por el experto. Por tanto, monitorizando la DO660, puede deducirse la velocidad de 
crecimiento específica. En este contexto, "célula mejorada" puede también significar que la célula obtenida convierte 5
L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de fermentación deseado tal como etanol de una 
forma más eficiente que la célula de la que se deriva. Por ejemplo, se espera que la célula obtenida produzca
mayores cantidades de L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o un producto de fermentación deseado tal como etanol: 
aumento de al menos uno de estos compuestos de al menos el 2 % con respecto a la célula de la que se deriva bajo 
las mismas condiciones. Preferentemente, el aumento es de al menos el 4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o 10
más. En este contexto, "célula mejorada" también puede significar que la célula obtenida convierte xilosa en xilulosa
y/o un producto de fermentación deseado tal como etanol de una forma más eficiente que la célula de la que se 
deriva. Por ejemplo, se espera que la célula obtenida produzca mayores cantidades de xilulosa y/o un producto de 
fermentación deseado tal como etanol: aumento de al menos uno de estos compuestos de al menos el 2 % con 
respecto a la célula de la que se deriva bajo las mismas condiciones. Preferentemente, el aumento es de al menos el 15
4 %, 6 %, 8 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 % o más.

En una célula huésped preferida de la invención, al menos una de las modificaciones genéticas descritas 
anteriormente, que incluye modificaciones obtenidas por selección de mutantes, confiere a la célula huésped la 
capacidad de crecer sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa como fuente de carbono, preferentemente como la 
única fuente de carbono, y preferentemente en condiciones anaerobias. Preferentemente, la célula huésped 20
modificada no produce esencialmente xilitol, por ejemplo, el xilitol producido está por debajo del límite de detección
o, por ejemplo, inferior al 5, 2, 1, 0,5 o 0,3 % del carbono consumido en una base molar.

Preferentemente, la célula huésped modificada tiene la capacidad de crecer sobre L-arabinosa y opcionalmente 
xilosa como la única fuente de carbono a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1

bajo condiciones aerobias, o, si es aplicable, a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,07, 0,08, 0,09, 25
0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h-1 en condiciones anaerobias Preferentemente, la célula huésped modificada tiene la 
capacidad de crecer sobre una mezcla de glucosa y L-arabinosa y opcionalmente xilosa (en una relación 1:1 de 
peso) como única fuente de carbono a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1

bajo condiciones aerobias, o, si es aplicable, a una tasa de al menos 0,001, 0,005, 0,01, 0,03, 0,05, 0,1, 0,12, 0,15 o 
0,2 h

-1
en condiciones anaerobias.30

Preferentemente, la célula huésped modificada tiene una tasa de consumo de L-arabinosa y opcionalmente xilosa
específica de al menos 346, 350, 400, 500, 600, 650, 700, 750, 800, 900 o 1000 mg/g de células/h. Preferentemente, 
la célula huésped modificada tiene un rendimiento de producto de fermentación (tal como etanol) sobre L-arabinosa
y opcionalmente xilosa que es al menos el 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95 o el 98 % del 
rendimiento de la célula huésped del producto de fermentación (tal como etanol) sobre glucosa. Más 35
preferentemente, el rendimiento de producto de fermentación (tal como etanol) de la célula huésped modificada 
sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa es igual al rendimiento de producto de fermentación (tal como etanol) de la 
célula huésped sobre glucosa. Asimismo, el rendimiento de biomasa de la célula huésped modificada sobre L-
arabinosa y opcionalmente xilosa es preferentemente al menos el 55, 60, 70, 80, 85, 90, 95 o 98 % del rendimiento 
de biomasa de la célula huésped sobre glucosa. Más preferentemente, el rendimiento de biomasa de la célula 40
huésped modificada sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa es igual al rendimiento de biomasa de la célula 
huésped sobre glucosa. Se entiende que en la comparación de rendimiento sobre glucosa y L-arabinosa y 
opcionalmente xilosa ambos rendimientos se comparan en condiciones aerobias o ambos en condiciones 
anaerobias.

En una realización más preferida, la célula huésped es CBS 120328 depositada en el CBS Institute (Los Países 45
bajos) el 27 de septiembre de 2006 o CBS 121879 depositada en el CBS Institute (Los Países bajos) el 20 de 
septiembre de 2007.

En una realización preferida, la célula expresa una o más enzimas que confieren a la célula la capacidad de producir 
al menos un producto de fermentación seleccionado del grupo que consiste en etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-
propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, un aminoácido, 50
1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámico y una cefalosporina. En una realización más 
preferida, la célula huésped de la invención es una célula huésped para la producción de etanol. En otra realización 
preferida, la invención se refiere a una célula huésped transformada para la producción de productos de 
fermentación distintos de etanol. Tales productos de fermentación no etanólicos incluyen en principio cualquier 
producto químico a granel o fino que pueda producirse por un microorganismo eucariota tal como una levadura o un55
hongo filamentoso. Tales productos de fermentación incluyen, por ejemplo, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, 
ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-
propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámico y una cefalosporina. Una célula huésped preferida 
de la invención para la producción de productos de fermentación no etanólicos es una célula huésped que contiene 
una modificación genética que produce actividad de alcohol deshidrogenasa disminuida.60
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Método

En otro aspecto, la invención se refiere a procesos de fermentación en los que una célula huésped de la invención 
se usa para la fermentación de una fuente de carbono que comprende una fuente de L-arabinosa y opcionalmente 
una fuente de xilosa. Preferentemente, la fuente de L-arabinosa y la fuente de xilosa son L-arabinosa y xilosa. 
Además, la fuente de carbono en el medio de fermentación también puede comprender una fuente de glucosa. La 5
fuente de L-arabinosa, xilosa o glucosa puede ser L-arabinosa, xilosa o glucosa como tales o puede ser cualquier 
oligo- o polímero de hidrato de carbono que comprende unidades de L-arabinosa, xilosa o glucosa, tales como, por 
ejemplo, lignocelulosa, xilanos, celulosa, almidón, arabinano y similares. Para la liberación de las unidades de xilosa
o glucosa de tales hidratos de carbono, carbohidrasas apropiadas (tales como xilanasas, glucanasas, amilasas y 
similares) pueden añadirse al medio de fermentación o pueden producirse por la célula huésped modificada. En el 10
último caso, la célula huésped modificada puede ser genéticamente manipulada para producir y excretar tales
carbohidrasas. Una ventaja adicional de uso de fuentes de glucosa oligo- o poliméricas es que permite mantener una 
concentración (más) baja de glucosa libre durante la fermentación, por ejemplo, usando cantidades limitantes de la 
velocidad de las carbohidrasas. Esto, a su vez, prevendrá la represión de sistemas requeridos para el metabolismo y 
el transporte de azúcares no de glucosa tales como xilosa. En un proceso preferido, la célula huésped modificada15
fermenta tanto la L-arabinosa (opcionalmente xilosa) como la glucosa, preferentemente simultáneamente, en cuyo 
caso se usa preferentemente una célula huésped modificada que es insensible a la represión de glucosa para 
prevenir el crecimiento diaúxico. Además de una fuente de L-arabinosa, opcionalmente xilosa (y glucosa) como
fuente de carbono, el medio de fermentación comprenderá además el componente apropiado requerido para el 
crecimiento de la célula huésped modificada. Composiciones de medios de fermentación para el crecimiento de 20
microorganismos tales como levaduras u hongos filamentosos son muy conocidas en la técnica.

En un proceso preferido, se proporciona un proceso de producción de un producto de fermentación seleccionado del 
grupo que consiste en etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, 
ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico 
β-lactámico y una cefalosporina, por el cual el proceso comprende las etapas de:25

(a) fermentar un medio que contiene una fuente de L-arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula 
huésped modificada como se define en el presente documento, por el cual la célula huésped fermenta L-
arabinosa y opcionalmente xilosa en el producto de fermentación, y opcionalmente,

(b) recuperar el producto de fermentación.

El proceso de fermentación es un proceso para la producción de un producto de fermentación tal como, por ejemplo, 30
etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido 
málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámico, tal 
como penicilina G o penicilina V y derivados fermentativos de los mismos, y/o una cefalosporina. El proceso de 
fermentación puede ser un proceso de fermentación aerobio o anaerobio. Un proceso de fermentación anaerobio se 
define en el presente documento como un proceso de fermentación realizado en ausencia de oxígeno o en el que 35
sustancialmente no se consume oxígeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o 1 mmol/l/h, más preferentemente se 
consumen 0 mmol/l/h (es decir, el consumo de oxígeno no es detectable), y en el que las moléculas orgánicas sirven 
de tanto donante de electrones como de aceptores de electrones. En ausencia de oxígeno, la NADH producida en la 
glicólisis y formación de biomasa no puede oxidarse por fosforilación oxidativa. Para resolver este problema, muchos 
microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como aceptor de electrones y de hidrógeno, regenerando así40
NAD+. Así, en un proceso de fermentación anaerobio preferido se usa piruvato como electrón (y aceptor de 
hidrógeno) y se reduce dando productos de fermentación tales como etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, 
ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-
propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámicos y una cefalosporina. En una realización preferida, 
el proceso de fermentación es anaerobio. Un proceso anaerobio es ventajoso ya que es más barato que los 45
procesos aerobios: se necesita equipo menos especial. Además, se espera que los procesos anaerobios den un 
mayor rendimiento de producto que los procesos aerobios. Bajo condiciones aerobias, normalmente el rendimiento 
de la biomasa es superior a en condiciones anaerobias. Como consecuencia, normalmente bajo condiciones 
aerobias, el rendimiento de producto esperado es más bajo que bajo condiciones anaerobias. Según los inventores, 
el proceso de la invención es el primer proceso de fermentación anaerobio con un medio que comprende una fuente 50
de L-arabinosa que ha sido desarrollado hasta la fecha.

En otra realización preferida, el proceso de fermentación es bajo condiciones limitadas de oxígeno. Más 
preferentemente, el proceso de fermentación es aerobio y bajo condiciones limitadas de oxígeno. Un proceso de 
fermentación limitado en oxígeno es un proceso en el que el consumo de oxígeno está limitado por la transferencia 
de oxígeno del gas al líquido. El grado de limitación de oxígeno se determina por la cantidad y composición del flujo 55
de gas entrante, además de las propiedades de mezcla/transferencia de masa reales del equipo de fermentación 
usado. Preferentemente, en un proceso bajo condiciones limitadas de oxígeno, la tasa de consumo de oxígeno es al 
menos 5,5, más preferentemente al menos 6, e incluso más preferentemente al menos 7 mmol/l/h.

El proceso de fermentación se realiza preferentemente a una temperatura que es óptima para la célula modificada. 
Así, para la mayoría de las levaduras o células fúngicas, el proceso de fermentación se realiza a una temperatura 60
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que es inferior a 42 ºC, preferentemente inferior a 38 ºC. Para levadura o células huésped fúngicas filamentosas, el 
proceso de fermentación se realiza preferentemente a una temperatura que es inferior a 35, 33, 30 o 28 ºC y a una 
temperatura que es superior a 20, 22 o 25 ºC.

Un proceso preferido es un proceso para la producción de etanol, por el cual el proceso comprende las etapas de: 
(a) fermentar un medio que contiene una fuente de L-arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula huésped 5
modificada como se define en el presente documento, por el cual la célula huésped fermenta L-arabinosa y 
opcionalmente xilosa en etanol; y opcionalmente, (b) recuperación del etanol. El medio de fermentación también 
puede comprender una fuente de glucosa que también se fermenta en etanol. En una realización preferida, el 
proceso de fermentación para la producción de etanol es anaerobio. Anaerobio ya se ha definido anteriormente en el 
presente documento. En otra realización preferida, el proceso de fermentación para la producción de etanol es10
aerobio. En otra realización preferida, el proceso de fermentación para la producción de etanol es bajo condiciones 
limitadas de oxígeno, más preferentemente aerobio y bajo condiciones limitadas de oxígeno. Las condiciones 
limitadas de oxígeno ya se han definido anteriormente en el presente documento.

En el proceso, la productividad volumétrica del etanol es preferentemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 5,0 o 
10,0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento de etanol sobre L-arabinosa y opcionalmente xilosa y/o glucosa en 15
el proceso es preferentemente al menos el 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 95 o el 98 %. El rendimiento de 
etanol se define en el presente documento como un porcentaje del máximo rendimiento teórico que, para glucosa y 
L-arabinosa y opcionalmente xilosa, es 0,51 g de etanol por g de glucosa o xilosa. En otra realización preferida, la 
invención se refiere a un proceso de producción de un producto de fermentación seleccionado del grupo que 
consiste en ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, ácido succínico, ácido cítrico, ácido 20
málico, ácido fumárico, un aminoácido, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, un antibiótico β-lactámico y una 
cefalosporina. El proceso comprende preferentemente las etapas de (a) fermentar un medio que contiene una fuente 
de L-arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula huésped modificada como se define en el presente documento 
anteriormente, por el cual la célula huésped fermenta L-arabinosa y opcionalmente xilosa en el producto de 
fermentación, y opcionalmente, (b) recuperación del producto de fermentación. En un proceso preferido, el medio 25
también contiene una fuente de glucosa.

En el proceso de fermentación de la invención que conduce a la producción de etanol, pueden citarse varias 
ventajas por comparación con procesos de fermentación de etanol conocidos:

- son posibles procesos anaerobios.

- también son posibles condiciones limitadas de oxígeno.30

- pueden obtenerse mayores rendimientos de etanol y velocidades de producción de etanol.

- la cepa usada puede ser capaz de usar L-arabinosa y opcionalmente xilosa.

Alternativamente a los procesos de fermentación descritos anteriormente, otro proceso de fermentación se 
proporciona como otro aspecto de la invención en el que al menos dos células distintas se usan para la fermentación 
de una fuente de carbono que comprende al menos dos fuentes de carbono seleccionadas del grupo que consiste 35
en, pero no se limita a: una fuente de L-arabinosa, una fuente de xilosa y una fuente de glucosa. En este proceso de 
fermentación, "al menos dos células distintas" significa que este proceso es preferentemente un proceso de co-
fermentación. En una realización preferida, se usan dos células distintas: siendo una la de la invención como se ha 
definido anteriormente capaz de usar L-arabinosa, y/o de convertirla en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en un 
producto de fermentación deseado tal como etanol y siendo opcionalmente capaz de usar xilosa, siendo la otra, por 40
ejemplo, una cepa que es capaz de usar xilosa y/o de convertirla en un producto de fermentación deseado tal como 
etanol como se define en los documentos WO 03/062430 y/o WO 06/009434. Una célula que es capaz de usar
xilosa es preferentemente una cepa que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa (en una 
etapa) como se ha definido anteriormente en el presente documento. Estas dos cepas distintas se cultivan 
preferentemente en presencia de una fuente de L-arabinosa, una fuente de xilosa y opcionalmente una fuente de 45
glucosa. Pueden co-cultivarse tres células distintas o más y/o pueden usarse tres o más fuentes de carbono, 
siempre que al menos una célula sea capaz de usar al menos una fuente de carbono presente y/o convertirla en un 
producto de fermentación deseado tal como etanol. La expresión "uso de al menos una fuente de carbono" tiene el 
mismo significado que la expresión "uso de L-arabinosa". La expresión "convertirla (es decir, una fuente de carbono) 
en un producto de fermentación deseado tiene el mismo significado que la expresión "convierten L-arabinosa en un 50
producto de fermentación deseado".

En una realización preferida, la invención se refiere a un proceso de producción de un producto de fermentación
seleccionado del grupo que consiste en etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, ácido acético, 
ácido succínico, ácido cítrico, ácido málico, ácido fumárico, aminoácidos, 1,3-propano-diol, etileno, glicerol, butanol, 
antibióticos β-lactámicos y cefalosporinas, por el cual el proceso comprende las etapas de:55

(a) fermentar un medio que contiene al menos una fuente de L-arabinosa y una fuente de xilosa con una 
célula de la invención como se ha definido anteriormente en el presente documento y una célula capaz de
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usar xilosa y/o que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa, por el cual cada
célula fermenta L-arabinosa y/o xilosa en el producto de fermentación, y opcionalmente,

(b) recuperar el producto de fermentación.

Todas las realizaciones preferidas de los procesos de fermentación que se han descrito anteriormente también son
realizaciones preferidas de estos procesos de fermentación adicionales: identidad del producto de fermentación, 5
identidad de la fuente de L-arabinosa y fuente de xilosa, condiciones de fermentación (condiciones aerobias o 
anaerobias, condiciones limitadas de oxígeno, temperatura a la que se está llevando a cabo el proceso, 
productividad de etanol, rendimiento de etanol).

Modificaciones genéticas

Para la expresión en exceso de enzimas en las células huésped de la invención como se ha descrito anteriormente, 10
además de para modificación genética adicional de células huésped, preferentemente levaduras, las células 
huésped se transforman con las diversas construcciones de ácidos nucleicos de la invención por métodos muy 
conocidos en la técnica. Tales métodos son conocidos, por ejemplo, de libros de texto estándar, tales como
Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, o F. Ausubel et al, eds., "Current protocols in molecular biology", Green 15
Publishing and Wiley Interscience, New York (1987). Métodos de transformación y modificación genética de células 
huésped fúngicas se conocen de, por ejemplo, los documentos EP-A-0 635 574, WO 98/46772, WO 99/60102 y WO 
00/37671.

Se han descrito anteriormente promotores para su uso en las construcciones de ácidos nucleicos para la expresión 
en exceso de enzimas en las células huésped de la invención. En las construcciones de ácidos nucleicos para la 20
expresión en exceso, el extremo 3' de la secuencia de ácido nucleótido que codifica la(s) enzima(s) está 
preferentemente operativamente enlazado a una secuencia terminadora de la transcripción. Preferentemente, la 
secuencia terminadora es operable en una célula huésped de elección tal como, por ejemplo, la especie de levadura 
de elección. En cualquier caso, la elección del terminador no es crítica; puede, por ejemplo, ser de cualquier gen de 
levadura, aunque los terminadores pueden algunas veces funcionar si son de un gen eucariota no de levadura. La 25
secuencia de terminación de la transcripción comprende preferentemente adicionalmente una señal de 
poliadenilación. Secuencias terminadoras preferidas son los terminadores de alcohol deshidrogenasa (ADH1) y de 
PGI1. Más preferentemente, los terminadores de ADH1 y de PGI1 son ambos de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 50 y 
SEQ ID NO: 53, respectivamente).

Opcionalmente, un marcador de selección puede estar presente en la construcción de ácidos nucleicos. Como se 30
usa en el presente documento, el término "marcador" se refiere a un gen que codifica un rasgo o un fenotipo que 
permite la selección de, o el cribado de, una célula huésped que contiene el marcador. El gen marcador puede ser
un gen de resistencia a antibiótico, por el cual el antibiótico apropiado puede usarse para seleccionar células 
transformadas de entre células que no están transformadas. Preferentemente, sin embargo, se usan marcadores de 
resistencia no de antibiótico, tales como marcadores auxotróficos (URA3, TRP1, LEU2). En una realización 35
preferida, las células huésped transformadas con las construcciones de ácidos nucleicos están libres de gen
marcador. Métodos de construcción de células huésped microbianas libres de gen marcador recombinante se 
desvelan en el documento EPA-0 635 574 y se basan en el uso de marcadores bidireccionales. Alternativamente, un
marcador que puede cribarse tal como la proteína verde fluorescente, lacZ, luciferasa, cloranfenicol acetiltransferasa, 
beta-glucuronidasa puede incorporarse en las construcciones de ácidos nucleicos de la invención permitiendo cribar40
células transformadas.

Elementos adicionales opcionales que pueden estar presentes en las construcciones de ácidos nucleicos de la 
invención incluyen, pero no se limitan a, una o más secuencias conductoras, potenciadores, factores de integración
y/o genes indicadores, secuencias de intrones, centrómeros, telómeros y/o secuencias de unión a matriz (MAR). Las 
construcciones de ácidos nucleicos de la invención pueden comprender además una secuencia para la replicación45
autónoma, tal como una secuencia ARS. Construcciones de ácidos nucleicos episómicas adecuadas pueden, por 
ejemplo, basarse en los plásmidos 2µ o pKD1 de levadura (Fleer et al., 1991, Biotechnology 9:968-975). 
Alternativamente, la construcción de ácidos nucleicos puede comprender secuencias para la integración, 
preferentemente por recombinación homóloga. Tales secuencias pueden así ser secuencias homólogas al sitio diana 
para la integración en el genoma de la célula huésped. Las construcciones de ácidos nucleicos de la invención 50
pueden proporcionarse de un modo por sí conocido, que generalmente implica técnicas tales como restringir y 
enlazar ácidos nucleicos/secuencias de ácidos nucleicos, para lo que se hace referencia a los libros de texto 
estándar, tales como Sambrook y Russel (2001) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3ª edición), Cold Spring 
Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Métodos de inactivación y rotura de genes en levadura u hongos son muy conocidos en la técnica (véase, por 55
ejemplo, Fincham, 1989, Microbiol Rev. 53(1):148-70 y el documento EP-A-0 635 574).

En este documento y en sus reivindicaciones, el verbo "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no 
limitante para significar que las cosas que siguen a la palabra están incluidas, pero las cosas no específicamente 
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mencionadas no se excluyen. Además, referencia a un elemento por el artículo indefinido "un" o "una" no excluye la 
posibilidad de que más de un elemento esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya uno y 
solo uno de los elementos. El artículo indefinido "un" o "una" significa así normalmente "al menos uno".

La invención se describe adicionalmente por los siguientes ejemplos, que no deben interpretarse como limitantes del 
alcance de la invención.5

Ejemplos

Construcción de plásmidos y de cepas

Cepas

La cepa de Saccharomyces cerevisiae que consume L-arabinosa descrita en este trabajo se basa en la cepa 
RWB220, que es ella misma un derivado de RWB217. RWB217 es una cepa CEN.PK en la que cuatro genes que 10
codifican la expresión de enzimas en la vía de pentosa fosfato han sido expresados en exceso, TAL1, TKL1, RPE1, 
RKI1 (Kuyper et al., 2005a). Además, se ha delecionado el gen que codifica una aldosa reductasa (GRE3). La cepa 
RWB217 también contiene dos plásmidos, una plásmido de copia única con un marcador LEU2 para la expresión en 
exceso de la xilulocinasa (XKS1) y un plásmido episómico de copias múltiples con URA3 como marcador para la 
expresión de la xilosa isomerasa, XylA. Se sometió RWB217 a un procedimiento de selección para crecimiento15
mejorado sobre xilosa que se describe en Kuyper et al. (2005b). El procedimiento produjo dos cepas puras, RWB218 
(Kuyper et al., 2005b) y RWB219. La diferencia entre RWB218 y RWB219 es que después del procedimiento de 
selección, RWB218 se obtuvo sembrando y volviendo a cultivar en línea sobre medio mineral con glucosa como 
fuente de carbono, mientras que para RWB219 se usó xilosa.

La cepa RWB219 se cultivó no selectivamente sobre YP con glucosa (YPD) como fuente de carbono con el fin de 20
facilitar la pérdida de ambos plásmidos. Después de sembrar sobre YPD, se probaron colonias individuales para la 
pérdida de plásmidos estudiando cuidadosamente la auxotropía de uracilo y leucina. Una cepa que había perdido 
ambos plásmidos se transformó con pSH47, que contiene la recombinasa cre, con el fin de eliminar un casete 
KanMX (Guldener et al., 1996), todavía presente después de integrar la construcción de expresión en exceso RKI1. 
Colonias con el plásmido se resuspendieron en medio de peptona de levadura (YP) (10 g/l de extracto de levadura y 25
20 g/l de peptona, ambos de BD Difco Belgium) con 1 % de galactosa y se incubaron durante 1 hora a 30 ºC. Se 
sembraron aproximadamente 200 células sobre YPD. Las colonias resultantes se comprobaron para pérdida del
marcador KanMX (resistencia a G418) y pSH47 (URA3). Una cepa que había perdido tanto el marcador KanMX 
como el plásmido pSH47 se llamó entonces RWB220. Para obtener la cepa probada en esta patente, RWB220 se 
transformó con pRW231 y pRW243 (Tabla 2), produciendo la cepa IMS0001.30

Durante la construcción, las cepas se mantuvieron sobre YP complejo: 10 g l-1 de extracto de levadura (BD Difco), 20 
g l-1 de peptona (BD Difco) o medio sintético (MY) (Verduyn et al., 1992) complementado con glucosa (2 %) como
fuente de carbono (YPD o MYD) y 1,5 % de agar en el caso de placas. Después de la transformación con plásmidos, 
las cepas se sembraron sobre MYD.

Las transformaciones de levadura se hicieron según Gietz y Woods (2002). Los plásmidos se amplificaron en la cepa 35
XL-1 blue de Escherichia coli (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.). La transformación se realizó según Inoue et al. 
(1990). Se cultivó E. coli sobre placas de LB (Luria-Bertani) o en medio TB líquido (caldo Terrific) para el aislamiento 
de plásmidos (Sambrook et al, 1989).

Plásmidos

Con el fin de cultivar sobre L-arabinosa, la levadura necesita expresar tres genes diferentes, una L-arabinosa40
isomerasa (AraA), una L-ribulocinasa (AraB) y una L-ribulosa-5-P 4-epimerasa (AraD) (Becker y Boles, 2003). En 
este trabajo, los presentes inventores han elegido expresar AraA, AraB y AraD a partir de la bacteria ácido láctica
Lactobacillus plantarum en S. cerevisiae. Debido a que el objetivo eventual es consumir L-arabinosa en combinación 
con otros azúcares, como D-xilosa, los genes que codifican la vía de L-arabinosa bacteriana se combinaron sobre el 
mismo plásmido con los genes que codifican el consumo de D-xilosa.45

Con el fin de conseguir un alto nivel de expresión, los genes AraA y AraD de L. plantarum se ligaron dentro del
plásmido pAKX002, el plásmido que lleva 2µ XylA.

Se construyó el casete de AraA amplificando una versión truncada del promotor de TDH3 con SpeI5'Ptdh3 y 
5'AraAPtdh3 (SEQ ID NO: 49), el gen AraA con Ptdh5'AraA y Tadh3'AraA y el terminador ADH1 (SEQ ID NO: 50) 
con 3'AraATadh1 y 3'Tadh1-SpeI. Los tres fragmentos se extrajeron del gel y se mezclaron en cantidades 50
aproximadamente equimolares. Sobre esta mezcla se realizó una PCR usando los oligonucleótidos SpeI-5'Ptdh3 y 
3'Tadh1SpeI. El casete PTDH3-AraA-TADH1 resultante se purificó en gel, se cortó en los sitios SpeI de 5' y 3' y 
entonces se ligó en pAKX002 cortado con NheI, produciendo el plásmido pRW230.

La construcción de AraD se produjo amplificando primero una versión truncada del promotor de HXT7 (SEQ ID NO:
52) con los oligonucléotidos SalI5'Phxt7 y 5'AraDPhxt, el gen AraD con Phxt5' AraD y Tpgi3'AraD y la región 55
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terminadora GPI1 (SEQ ID NO: 53) con los oligonucleótidos 3'AraDTpgi y 3'TpgiSalI. Los fragmentos resultantes se 
extrajeron del gel y se mezclaron en cantidades aproximadamente equimolares, después de lo cual se realizó una 
PCR usando los oligonucleótidos SalI5'Phxt7 y 3'Tpgi1SalI. El casete PHXT7-AraD-TPGI1 resultante se purificó en gel, 
se cortó en los sitios SalI de 5' y 3' y entonces se ligó en pRW230 cortado con XhoI, produciendo el plásmido 
pRW231 (Figura 1).5

Debido a que una expresión demasiado alta de la L-ribulocinasa es perjudicial para el crecimiento (Becker y Boles, 
2003), el gen AraB se combinó con el gen XKS1, que codifica xilulocinasa, sobre un plásmido de integración. Para 
esto, p415ADHXKS (Kuyper et al., 2005a) se cambió primero a pRW229, cortando tanto p415ADHXKS como
pRS305 con PvuI y ligando el fragmento de PvuI que contiene ADHXKS de p415ADHXKS al esqueleto de vector de
pRS305, produciendo pRW229.10

Se produjo un casete, que contiene el gen AraB de L. plantarum entre el promotor de PGI1 (SEQ ID NO: 51) y el 
terminador de ADH1 (SEQ ID NO: 50) amplificando el promotor de PGI1 con los oligonucleótidos SacI5'Ppgi1 y 
5'AraBPpgi1, el gen AraB con los oligonucleótidos Ppgi5'AraB y Tadh3'AraB y el terminador de ADH1 con los 
oligonucleótidos 3'AraBTadhl y 3'Tadh1SacI. Los tres fragmentos se extrajeron del gel y se mezclaron en cantidades 
aproximadamente equimolares. Sobre esta mezcla se realizó una PCR usando los oligonucleótidos SacI-5'Ppgi1 y 15
3'Tadh1SacI. El casete PPGI1-AraB-TADH1 resultante se purificó en gel, se cortó en los sitios SacI de 5' y 3' y entonces 
se ligó en pRW229 cortado con SacI, produciendo el plásmido pRW243 (Figura 1).

La cepa RWB220 se transformó con pRW231 y pRW243 (Tabla 2), produciendo la cepa IMS0001.

Se usaron endonucleasas de restricción (New England Biolabs, Beverly, MA, EE.UU. y Roche, Basilea, Suiza) y 
ADN ligasa (Roche) según las especificaciones del fabricante. El aislamiento del plásmido de E. coli se realizó con el 20
kit Qiaprep spin miniprep (Qiagen, Hilden, Alemania). Los fragmentos de ADN se separaron sobre un gel de 1 % de 
agarosa (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) en 1×TBE (Sambrook et al, 1989). El aislamiento de fragmentos de gel se 
llevó a cabo con el kit de extracción en gel Qiaquick (Quiagen). La amplificación de los (elementos de los) casetes de 
AraA, AraB y AraD se hizo con ADN polimerasa VentR (New England Biolabs) según la especificación del fabricante. 
El molde fue ADN cromosómico de S. cerevisiae CEN.PK113-7D para los promotores y terminadores, o 25
Lactobacillus plantarum DSM20205 para los genes Ara. La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se realizó en 
un ciclador térmico Biometra TGradient (Biometra, Göttingen, Alemania) con los siguientes parámetros: 30 ciclos de 
1 min de hibridación a 55 ºC, 60 ºC o 65 ºC, 1 a 3 min de extensión a 75 ºC, dependiendo del tamaño de fragmento 
esperado, y 1 min de desnaturalización a 94 ºC.

Cultivo y medios30

Se realizaron cultivos en matraces con agitación a 30 ºC en un medio sintético (Verduyn et al., 1992). El pH del 
medio se ajustó a 6,0 con KOH 2 M antes de la esterilización. Para medio sintético sólido se añadió 1,5 % de agar.

Se prepararon pre-cultivos inoculando 100 ml de medio que contenía el azúcar apropiado en un matraz oscilante de 
500 ml con un cultivo madre congelado. Después de la incubación a 30 ºC en un agitador orbital (200 rpm), este
cultivo se usó para inocular tanto los cultivos de matraz agitado como los cultivos de fermentador. El medio sintético 35
para el cultivo anaerobio se complementó con 0,01 g l-1 de ergosterol y 0,42 g l-1 de Tween 80 disuelto en etanol 
(Andreasen y Stier, 1953; Andreasen y Stier, 1954). El cultivo discontinuo anaerobio (secuenciación) se llevó a cabo 
a 30 ºC en fermentadores de laboratorio de 2 l (Applikon, Schiedam, Los Países Bajos) con un volumen de trabajo 
de 1 l. El pH del cultivo se mantuvo a pH 5,0 por adición automática de KOH 2 M. Los cultivos se agitaron a 800 rpm 
y se burbujearon con 0,5 1 min-1 de gas nitrógeno (<10 ppm de oxígeno). Para minimizar la difusión de oxígeno, los 40
fermentadores se equiparon con tubos de Norprene (Col Palmer Instrument company, Vernon Hills, EE.UU.). El 
oxígeno disuelto se monitorizó con un electrodo de oxígeno (Applisens, Schiedam, Los Países Bajos). Se lograron 
las condiciones limitadas de oxígeno en la misma configuración experimental por aireación del espacio de cabeza a 
aproximadamente 0,05 l min-1.

Determinación del peso seco45

Se filtraron muestras de cultivo (10,0 ml) sobre filtros de nitrocelulosa previamente pesados (tamaño de poro 0,45 lm; 
Gelman laboratory, Ann Arbor, EE.UU.). Después de eliminar el medio, los filtros se lavaron con agua 
desmineralizada y se secaron en un horno microondas (Bosch, Stuttgart, Alemania) durante 20 min a 360 W y se 
pesaron. Las determinaciones por duplicado variaron menos del 1 %.

Análisis de gases50

Se enfrió gas de escape en un condensador (2 ºC) y se secó con una secadora Permapure tipo MD-110-48P-4 
(Permapure, Toms River, EE.UU.). Se determinaron las concentraciones de O2 y CO2 con un analizador NGA 2000
(Rosemount Analytical, Orrville, EE.UU.). Se determinaron el flujo del gas de escape y las tasas específicas de 
consumo de oxígeno y de producción de dióxido de carbono como se ha descrito previamente (Van Urk et al., 1988;
Weusthuis et al., 1994). En el cálculo de estas tasas específicas de biomasa, se tuvieron en cuenta los cambios de 55
volumen producidos por la extracción de muestras de cultivo.
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Análisis de metabolitos

Se analizaron glucosa, xilosa, arabinosa, xilitol, ácidos orgánicos, glicerol y etanol por HPLC usando un Waters
Alliance 2690 HPLC (Waters, Milford, EE.UU.) suministrado con una columna BioRad HPX 87H (BioRad, Hercules, 
EE.UU.), un detector del índice de refracción 2410 de Waters y un detector de UV 2487 de Waters. La columna se 
eluyó a 60 ºC con 0,5 g l-1 de ácido sulfúrico a un caudal de 0,6 ml min-1.5

Ensayo para xilulosa-5-fosfato (Zaldivar J., et al, Appl. Microbiol. Biotechnol., (2002), 59:436-442)

Para el análisis de metabolitos intracelulares tales como xilulosa-5-fosfato, se recogieron 5 ml de caldo por duplicado 
de los reactores, antes del agotamiento de la glucosa (a las 22 y 26 h de cultivo) y después del agotamiento de la 
glucosa (42, 79 y 131 h de cultivo). Los procedimientos para la parada metabólica, extracción de metabolitos en fase 
sólida y análisis se han descrito en detalle por Smits H.P. et al. (Anal. Biochem., 261:36-42, (1998)). Sin embargo, el 10
análisis por cromatografía de intercambio iónico a alta presión acoplado a detección amperométrica pulsada usado 
para analizar extractos celulares se modificó ligeramente. Las disoluciones usadas fueron eluyente A, NaOH 75 mM, 
y eluyente B, NaAc 500 mM. Para prevenir la contaminación de carbonato en las disoluciones de eluyente, se usó 
una disolución al 50 % de NaOH con baja concentración de carbonato (Baker Analysed, Deventer, Los Países Bajos) 
en lugar de lentejas de NaOH. Los eluyentes se desgasificaron con helio (He) durante 30 min y a continuación se 15
mantuvieron bajo una atmósfera de He. La bomba de gradiente se programó para generar los siguientes gradientes: 
100 % de A y 0 % de B (0 min), una disminución lineal de A al 70 % y un aumento lineal de B al 30 % (0-30 min), una 
disminución lineal de A al 30 % y un aumento lineal de B al 70 % (30-70 min), una disminución lineal de A al 0 % y 
un aumento lineal de B al 100 % (70-75 min), 0 % de A y 100 % de B (75-85 min), un aumento lineal de A al 100 % y 
una disminución lineal de B al 0 % (85-95 min). La fase móvil se ejecutó a un caudal de 1 ml/min. Otras condiciones 20
fueron según Smits et al. (1998).

Recuperación de carbono

Se calcularon las recuperaciones de carbono como carbono en los productos formados dividido entre la cantidad 
total de carbono de azúcar consumido, y se basaron en un contenido de carbono de la biomasa del 48 %. Para 
corregir para la evaporación de etanol durante las fermentaciones, la cantidad de etanol producida se supuso que 25
era igual a la producción acumulada medida de CO2 menos la producción de CO2 que se produjo debido a la síntesis 
de biomasa (5,85 mmoles de CO2 por gramo de biomasa (Verduyn et al., 1990)) y el CO2 asociado a la formación de 
acetato.

Selección para el crecimiento sobre L-arabinosa

Se construyó la cepa IMS0001 (CBS 120327 depositada en CBS el 27/09/06), que contiene los genes que codifican30
las vías para tanto la metabolización de xilosa (XylA y XKS1) como de arabinosa (AraA, AraB, AraD), según el 
procedimiento descrito anteriormente. Aunque es capaz de crecer sobre xilosa (datos no mostrados), la cepa 
IMS0001 no pareció ser capaz de crecer sobre medio sintético sólido complementado con 2 % de L-arabinosa. Se 
seleccionaron mutantes de IMS0001 capaces de utilizar L-arabinosa como fuente de carbono para el crecimiento por
transferencia en serie en matraces con agitación y por cultivo discontinuo secuencial en fermentadores (SBR).35

Para los experimentos de transferencia en serie, un matraz oscilante de 500 ml que contiene 100 ml de medio 
sintético que contiene 0,5 % de galactosa se inoculó con cualquiera de la cepa IMS0001, o la cepa de referencia 
RWB219. Después de 72 horas, a una densidad óptica a 660 nm de 3,0, los cultivos se usaron para inocular un 
nuevo matraz oscilante que contenía 0,1 % de galactosa y 2 % de arabinosa. Basándose en la determinación por
HPLC con D-ribulosa como patrón de calibración, se determinó que ya en los primeros cultivos de la cepa IMS0001,40
sobre medio que contiene una mezcla de galactosa/arabinosa, parte de la arabinosa se convirtió en ribulosa y 
posteriormente se secretó al sobrenadante. Estos análisis de HPLC se realizaron usando un Waters Alliance 2690 
HPLC (Waters, Milford, EE.UU.) suministrado con una columna BioRad HPX 87H (BioRad, Hercules, EE.UU.), un 
detector del índice de refracción 2410 de Waters y un detector de UV 2487 de Waters. La columna se eluyó a 60 ºC
con 0,5 g l-1 de ácido sulfúrico a un caudal de 0,6 ml min-1. A diferencia de la cepa de referencia RWB219, la DO66045
del cultivo de la cepa IMS0001 aumentó después del agotamiento de la galactosa. Cuando después de 
aproximadamente 850 horas se observó el crecimiento sobre arabinosa por la cepa IMS0001 (Figura 2), este cultivo 
se transfirió a una DO660 de 1,7 a un matraz oscilante que contenía 2 % de arabinosa. Entonces, los cultivos se 
transfirieron secuencialmente a medio fresco que contenía 2 % de arabinosa a una DO660 de 2-3. La utilización de 
arabinosa se confirmó midiendo ocasionalmente concentraciones de arabinosa por HPLC (datos no mostrados). La 50
velocidad de crecimiento de estos cultivos aumentó de 0 a 0,15 h-1 en aproximadamente 3600 horas (Figura 3).

Se empezó una fermentación discontinua bajo condiciones limitadas de oxígeno inoculando 1 l de medio sintético 
complementado con 2 % de arabinosa con un matraz oscilante de 100 ml de cultivo de células IMS0001 cultivadas 
con arabinosa con una velocidad de crecimiento máxima sobre 2 % de L-arabinosa de aproximadamente 0,12 h-1. 
Cuando se observó crecimiento sobre arabinosa, el cultivo se sometió a condiciones anaerobias burbujeando con 55
gas nitrógeno. Los ciclos secuenciales de cultivo discontinuo anaerobio empezaron por sustitución tanto manual 
como automatizada del 90 % del cultivo con medio sintético con 20 g l-1 de arabinosa. Para cada ciclo durante la
fermentación en SBR, la velocidad de crecimiento exponencial se estimó a partir del perfil de CO2 (Figura 4). En 13 
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ciclos, la velocidad de crecimiento exponencial aumentó de 0,025 a 0,08 h-1. Después de 20 ciclos se tomó una 
muestra, y se sembró sobre medio sintético sólido complementado con 2 % de L-arabinosa y se incubó a 30 ºC
durante varios días. Volvieron a cultivarse en línea dos veces colonias separadas sobre medio sintético sólido con L-
arabinosa. Finalmente, un matraz oscilante que contenía medio sintético con 2 % de L-arabinosa se inoculó con una 
única colonia, y se incubó durante 5 días a 30 ºC. Este cultivo se designó la cepa IMS0002 (CBS 120328 depositada 5
en Centraal Bureau voor Schimmelculturen (CBS) el 27/09/06). Se tomaron muestras de cultivo, se añadió 30 % de 
glicerol y las muestras se almacenaron a -80 ºC.

Fermentación de cultivos mixtos

Los hidrolizados de biomasa, una materia prima deseada para la biotecnología industrial, contienen mezclas 
complejas que consisten en diversos azúcares entre los que la glucosa, xilosa y arabinosa están comúnmente 10
presentes en fracciones significativas. Para realizar la fermentación etanólica de no solo glucosa y arabinosa, sino 
también xilosa, se realizó una fermentación discontinua anaerobia con un cultivo mixto de la cepa IMS0002 que 
fermenta arabinosa, y la cepa RWB218 que fermenta xilosa. Un fermentador discontinuo anaerobio que contiene 800 
ml de medio sintético suministrado con 30 g l-1 de D-glucosa, 15 g l-1 de D-xilosa y 15 g l-1 de L-arabinosa se inoculó 
con 100 ml de pre-cultivo de la cepa IMS0002. Después de 10 horas, se añadió un inóculo de 100 ml de RWB218. A 15
diferencia de la fermentación de azúcares mixtos con solo la cepa IMS0002, tanto la xilosa como la arabinosa se
consumieron después del agotamiento de la glucosa (Fig. 5D). El cultivo mixto consumió completamente todos los
azúcares, y en el plazo de 80 horas se produjeron 564,0 ± 6,3 mmol l-1 de etanol (calculado a partir de la producción 
de CO2) con un alto rendimiento global de 0,42 g g-1 de azúcar. El xilitol se produjo solo en pequeñas cantidades, a
una concentración de 4,7 mmol l-1.20

Caracterización de la cepa IMS0002

El crecimiento y la formación de productos de la cepa IMS0002 se determinó durante las fermentaciones 
discontinuas anaerobias sobre medio sintético con tanto L-arabinosa como la única fuente de carbono, como una 
mezcla de glucosa, xilosa y L-arabinosa. Los pre-cultivos para estas fermentaciones discontinuas anaerobias se 
prepararon en matraces con agitación que contenían 100 ml de medio sintético con 2 % de L-arabinosa, inoculando 25
con reservas congeladas a -80 ºC de la cepa IMS0002, e incubando durante 48 horas a 30 ºC.

La Figura 5A muestra que la cepa IMS0002 es capaz de fermentar 20 g l-1 de L-arabinosa a etanol durante una
fermentación discontinua anaerobia de aproximadamente 70 horas. La velocidad de crecimiento específica en 
condiciones anaerobias con L-arabinosa como única fuente de carbono fue 0,05 ± 0,001 h-1. Teniendo en cuenta la 
evaporación de etanol durante la fermentación discontinua, el rendimiento de etanol a partir de 20 g l-1 de arabinosa30
fue 0,43 ± 0,003 g g-1. Sin corrección por la evaporación, el rendimiento del etanol fue 0,35 ± 0,01 g g-1 de arabinosa. 
No se observó formación de arabinitol durante el crecimiento anaerobio sobre arabinosa.

En la Figura 5B se muestra la fermentación etanólica de una mezcla de 20 g l-1 de glucosa y 20 g l-1 de L-arabinosa
por cepa IMS0002. El consumo de L-arabinosa empezó después del agotamiento de glucosa. En el plazo de 70 
horas, tanto la glucosa como la L-arabinosa se habían consumido completamente. El rendimiento de etanol a partir 35
del total de los azúcares fue 0,42 ± 0,003 g g

-1
.

En la Figura 5C se muestra el perfil de fermentación de una mezcla de 30 g l-1 de glucosa, 15 g l-1 de D-xilosa y 15 g 
l-1 de L-arabinosa por cepa IMS0002. El consumo de arabinosa empezó después del agotamiento de glucosa. En el 
plazo de 80 horas, tanto la glucosa como la arabinosa se habían consumido completamente. Solo se consumieron 
20 mM de 100 mM de xilosa por la cepa IMS0002. Además, se observó la formación de 20 mM de xilitol. 40
Aparentemente, la xilosa se convirtió en xilitol por la cepa IMS0002. Por lo tanto, el rendimiento de etanol del total de 
azúcares fue más bajo que para las fermentaciones anteriormente descritas: 0,38 ± 0,001 g g-1. El rendimiento de 
etanol a partir del total de glucosa y arabinosa fue similar al de otras fermentaciones: 0,43 ± 0,001 g g

-1
.

La Tabla 1 muestra las tasas de consumo de arabinosa y las tasas de producción de etanol observadas para la
fermentación discontinua anaerobia de la cepa IMS0002. La arabinosa se consumió con una tasa de 0,23 - 0,75 g h-145
g-1 de peso seco de biomasa. La tasa de etanol producida a partir de la arabinosa varió de 0,08 - 0,31 g h-1 g-1 de 
peso seco de biomasa.

Inicialmente, la cepa IMS0001 construida fue capaz de fermentar xilosa (datos no mostrados). A diferencia de las 
expectativas de los presentes inventores, la cepa seleccionada IMS0002 no fue capaz de fermentar xilosa a etanol 
(Fig. 5C). Para recuperar la capacidad de fermentar xilosa, una colonia de la cepa IMS0002 se transfirió a medio 50
sintético sólido con 2 % de D-xilosa, y se incubó en un recipiente anaerobio a 30 ºC durante 25 días. Posteriormente, 
una colonia se transfirió otra vez a medio sintético sólido con 2 % de arabinosa. Después de 4 días de incubación a
30 ºC, se transfirió una colonia a un matraz oscilante que contenía medio sintético con 2 % de arabinosa. Después 
de la incubación a 30 ºC durante 6 días, se añadió 30 % de glicerol, se tomaron muestras y se guardaron a -80 ºC. 
Se inoculó un matraz oscilante que contenía 100 ml de medio sintético con 2 % de arabinosa con una reserva 55
congelada, y se usó como precultivo para una fermentación discontinua anaerobia sobre medio sintético con 20 g l-1

de xilosa y 20 g l-1 de arabinosa. En la Figura 6 se muestra el perfil de fermentación de esta fermentación 
discontinua. La xilosa y la arabinosa se consumieron simultáneamente. La arabinosa se completó en el plazo de 70 
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horas, mientras que la xilosa se consumió completamente en 120 horas. Se produjeron al menos 250 mM de etanol 
a partir del total de azúcares, no teniendo en cuenta la evaporación del etanol. Suponiendo un peso seco de 
biomasa final de 3,2 g l-1 (suponiendo un rendimiento de la biomasa de 0,08 g g-1 de azúcar), la concentración de
etanol final estimada a partir de la producción de CO2 acumulada (355 mmol l-1) fue aproximadamente 330 mmol l-1, 
correspondiente a un rendimiento de etanol de 0,41 g g-1 de azúcar pentosa. Además de etanol, glicerol y ácidos 5
orgánicos, se produjo una pequeña cantidad de xilitol (aproximadamente 5 mM).

Selección de la cepa IMS0003

Inicialmente, la cepa construida IMS0001 fue capaz de fermentar xilosa (datos no mostrados). A diferencia de las 
expectativas de los presentes inventores, la cepa seleccionada IMS0002 no fue capaz de fermentar xilosa a etanol 
(Fig. 5C). Para recuperar la capacidad de fermentar xilosa, una colonia de la cepa IMS0002 se transfirió a medio 10
sintético sólido con 2 % de D-xilosa, y se incubó en un recipiente anaerobio a 30 ºC durante 25 días. Posteriormente, 
una colonia se transfirió otra vez a medio sintético sólido con 2 % de arabinosa. Después de 4 días de incubación a 
30 ºC, se transfirió una colonia a un matraz oscilante que contenía medio sintético con 2 % de arabinosa. Después 
de la incubación a 30 ºC durante 6 días, se añadió 30 % de glicerol, se tomaron muestras y se guardaron a -80 ºC.

A partir de la reserva congelada, las muestras se extendieron sobre medio sintético sólido con 2 % de L-arabinosa y 15
se incubaron a 30 ºC durante varios días. Volvieron a cultivarse dos veces en línea colonias separadas sobre medio 
sintético sólido con L-arabinosa. Finalmente, un matraz oscilante que contenía medio sintético con 2 % de L-
arabinosa se inoculó con una única colonia, y se incubó durante 4 días a 30 ºC. Este cultivo se designó la cepa 
IMS0003 (CBS 121879 depositada en CBS el 20/09/07). Se tomaron muestras de cultivo, se añadió 30 % de glicerol 
y las muestras se almacenaron a -80 ºC.20

Caracterización de la cepa IMS0003

Se determinó el crecimiento y la formación de productos de la cepa IMS0003 durante una fermentación discontinua 
anaerobia sobre medio sintético con una mezcla de 30 g l-1 de glucosa, 15 g l-1 de D-xilosa y 15 g l-1 de L-arabinosa. 
El pre-cultivo para esta fermentación discontinua anaerobia se preparó en un matraz con agitación que contenía 100 
ml de medio sintético con 2 % de L-arabinosa, inoculando con una reserva congelada a -80 ºC de la cepa IMS0003, 25
y se incubó durante 48 horas a 30 ºC.

En la Figura 7 se muestra el perfil de fermentación de una mezcla de 30 g l-1 de glucosa, 15 g l-1 de D-xilosa y 15 g l-1

de L-arabinosa por cepa IMS0003. El consumo de arabinosa empezó después del agotamiento de la glucosa. En el 
plazo de 70 horas, la glucosa, la xilosa y la arabinosa se consumieron completamente. La xilosa y la arabinosa se 
consumieron simultáneamente. Se produjo al menos 406 mM de etanol a partir del total de azúcares, no teniendo en 30
cuenta la evaporación del etanol. La concentración de etanol final calculada a partir de la producción de CO2

acumulada fue 572 mmol l-1, correspondiente a un rendimiento de etanol de 0,46 g g-1 de azúcar total. A diferencia 
de la fermentación de una mezcla de glucosa, xilosa y arabinosa por cepa IMS0002 (Figura 5C) o un cultivo mixto de 
las cepas IMS0002 y RWB218 (Figura 5D), la cepa IMS0003 no produjo cantidades detectables de xilitol.

TABLAS35

Tabla 1: Cepas de S. cerevisiae usadas.

Cepa Características Referencia

RWB217 MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-
TKL1 pUGPTPI-RPE1 KanloxP-PTPI::(-?,-1)RKI1 {p415ADHXKS, pAKX002}

Kuyper et al. 
2005a

RWB218 MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-
TKL1 pUGPTPI-RPE1 KanloxP-PTPI::(-?,-1)RKI1 {p415ADHXKS1, pAKX002}

Kuyper et al. 
2005b

RWB219 MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-
TKL1 pUGPTPI-RPE1 KallloxP-PTPI::(-?-1)RKI1 {p415ADHXKS1, pAKX002}

Este trabajo

RWB220 MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-
TKL1 pUGPTPI-RPE1 loxP-PTPI::(-?,-1)RKI1

Este trabajo

IMS0001 MATA ura3-52 leu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3::hphMX pUGPTPI-TKLI 
pUGPTPI-RPE1 loxP-PTPI::(-?,-1)RKI1 {pRW231, PRW243}

Este trabajo

IMS0002 MATA ura3-52 /eu2-112 loxP-PTPI::(-266,-1)TAL1 gre3:: hphMX pUGPTPI-
TKL1 pUGPTPI-RPE1 loxP-PTPI::(-?,-1)RKI1 {pRW231, PRW243} 
seleccionada para crecimiento anaerobio sobre L-arabinosa

Este trabajo
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Tabla 2: Plásmidos usados

plásmido características Referencia

pRS305 Integración, LEU2 Gietz and Sugino, 1988

pAKX002 2µ, URA3, PTPI1-Piromyces xylA Kuyper et al. 2003

p415ADHXKS1 CEN, LEU2, PADH1-S.cerXKS1 Kuyper et al., 2005a

pRW229 integración, LEU2, PADH1-S.cerXKS1 Este trabajo

pRW230 pAKX002 con PTDH3-AraA Este trabajo

pRW231 pAKX002 con PTDH3-AraA y PHXT7-AraD Este trabajo

pRW243 LEU2, integración, PADH1-ScXKS1-TCYC, 
PPGI1-L. plantarum AraB-TADH1

Este trabajo

Tabla 3: oligonucléotidos usados en este trabajo

Oligonucleótido Secuencia de ADN

Casete de expresión de AraA 

SpeI5'Ptdh3 SEQ ID NO:31 5'GACTAGTCGAGTTTATCATTATCAATACTGC3'

5'AraAPtdh SEQ ID NO:32 5'CTCATAATCAGGTACTGATAACATTTTGTTTGTTTATGTGTGTTTATTC3'

Ptdh5' AraA SEQ ID NO:33 5'GAATAAACACACATAAACAAACAAAATGTTATCAGTACCTGATTATGAG3

Tadh3'AraA SEQ ID NO:34 5'AATCATAAATCATAAGAAATTCGCTTACTTTAAGAATGCCTTAGTCAT3'

3'AraATadh1 SEQ ID NO:35 5'ATGACTAAGGCATTCTTAAAGTAAGCGAATTTCTTATGATTTATGATT3'

3'Tadh1SpeI SEQ ID NO:36 5'CACTAGTCTCGAGTGTGGAAGAACGATTACAACAGG3'

Casete de expresión de AraB

SacI5'Ppgi1 SEQ ID NO:37 5'CGAGCTCGTGGGTGTATTGGATTATAGGAAG3'

5'AraBPpgi1 SEQ ID NO:38 5'TTGGGCTGTTTCAACTAAATTCATTTTTAGGCTGGTATCTTGATTCTA3'

Ppgi5' AraB SEQ ID NO:39 5'TAGAATCAAGATACCAGCCTAAAAATGAATTTAGTTGAAACAGCCCAA3'

Tadh3'AraB SEQ ID NO:40 5'AATCATAAATCATAAGAAATTCGCTCTAATATTTGATTGCTTGCCCAG3'

3'AraBTadh1 SEQ ID NO:41 5'CTGGGCAAGCAATCAAATATTAGAGCGAATTTCTTATGATTTATGATT3'

3'Tadh1SacI SEQ ID NO:42 5'TGAGCTCGTGTGGAAGAACGATTACAACAGG3'

Casete de expresión de AraD

SalI5'Phxt7 SEQ ID NO:43 5'ACGCGTCGACTCGTAGGAACAATTTCGG3'

5'AraDPhxt SEQ ID NO:44 5'CTTCTTGTTTTAATGCTTCTAGCATTTTTTGATTAAAATTAAAAAAACTT3'

Phxt5'AraD SEQ ID NO:45 5'AAGTTTTTTTAATTTTAATCAAAAAATGCTAGAAGCATTAAAACAAGAAG3'

Tpgi3'AraD SEQ ID NO:46 5'GGTATATATTTAAGAGCGATTTGTTTACTTGCGAACTGCATGATCC3'

3'AraDTpgi SEQ ID NO:47 5'GGATCATGCAGTTCGCAAGTAAACAAATCGCTCTTAAATATATACC3'

3'TpgiSalI SEQ ID NO:48 5'CGCAGTCGACCTTTTAAACAGTTGATGAGAACC3'

5
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Tabla 4.

Tasas específicas de consumo de glucosa y arabinosa observadas máximas y tasas de producción de etanol 
durante las fermentaciones discontinuas anaerobias de IMS0002 de S. cerevisiae.

qglu: tasa específica de consumo de glucosa

qara: tasa específica de consumo de arabinosa5

qet,glu: tasa específica de producción de etanol durante el crecimiento sobre glucosa

qet,ara: tasa específica de producción de etanol durante el crecimiento sobre arabinosa

Fuente de C qglu

g h-1 g-1 de PS

qara

g h-1 g-1 de PS

qet,glu

g h-1 g-1 de PS

qet,ara

g h-1 g-1 de PS

20 g l-1 de arabinosa - 0,75 ± 0,04 - 0,31 ± 0,02

20 g l-1 de glucosa

20 g l-1 de arabinosa

2,08 ± 0,09 0,41 ± 0,01 0,69 ± 0,00 0,19 ± 0,00

30 g l-1 de glucosa

15 g l-1 de xilosa

15 g l
-1

de arabinosa

1,84 ± 0,04 0,23 ± 0,01 0,64 ± 0,03 0,08 ± 0,01
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<210> 8

<211> 1669
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<213> Especie de Piromyces
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<210> 9

<211> 496

<212> PRT5

<213> Bacillus subtilis
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<211> 1511

<212> ADN

<213> Bacillus subtilis
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<400> 10 
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<211> 566

<212> PRT

<213> E. coli
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<210> 12

<211> 1453

<212> ADN5

<213> E. coli
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<210> 13

<211> 231

<212> PRT5

<213> E. coli

<400> 13 
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<210> 14

<211> 696

<212> ADN

<213> E. coli

5

<400> 14 

<210> 1510

<211> 438

<212> PRT

<213> Bacteroides thetaiotaomicron

<400> 15 15
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<211> 1317

<212> ADN5

<213> Bacteroides thetaiotaomicron

<400> 16 
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<210> 17

<211> 258

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
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<210> 18

<211> 2467

<212> ADN5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 18 
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<210> 19

<211> 238

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae
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<211> 1328
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<213> Saccharomyces cerevisiae
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<213> Saccharomyces cerevisiae
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<211> 2046
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<213> Saccharomyces cerevisiae
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<210> 23

<211> 335

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae
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<211> 2046

<212> ADN5

<213> Saccharomyces cerevisiae
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<213> Saccharomyces cerevisiae
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<213> Saccharomyces cerevisiae
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<211> 327

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
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<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 30 
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<210> 31

<211> 31

<212> ADN5

<213> ARTIFICIAL

<220>

<223> cebador

10

<400> 31

gactagtcga gtttatcatt atcaatactg c 31

<210> 32

<211> 4915

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador20

<400> 32

ctcataatca ggtactgata acattttgtt tgtttatgtg tgtttattc 49

<210> 3325

<211> 49

<212> ADN

<213> artificial

<220>30

<223> cebador

<400> 33

gaataaacac acataaacaa acaaaatgtt atcagtacct gattatgag 49
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<210> 34

<211> 48

<212> ADN

<213> artificial

5

<220>

<223> cebador

<400> 34

aatcataaat cataagaaat tcgcttactt taagaatgcc ttagtcat 4810

<210> 35

<211> 48

<212> ADN

<213> artificial15

<220>

<223> cebador

<400> 3520

atgactaagg cattcttaaa gtaagcgaat ttcttatgat ttatgatt 48

<210> 36

<211> 36

<212> ADN25

<213> artificial

<220>

<223> cebador

30

<400> 36

cactagtctc gagtgtggaa gaacgattac aacagg 36

<210> 37

<211> 3135

<212> ADN

<213> artificial
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<220>

<223> cebador

<400> 37

cgagctcgtg ggtgtattgg attataggaa g 315

<210> 38

<211> 48

<212> ADN
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<220>
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<400> 3815

ttgggctgtt tcaactaaat tcatttttag gctggtatct tgattcta 48

<210> 39

<211> 48

<212> ADN20
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<220>

<223> cebador

25

<400> 39

tagaatcaag ataccagcct aaaaatgaat ttagttgaaa cagcccaa 48

<210> 40

<211> 4830

<212> ADN
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<220>

<223> cebador35

<400> 40
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aatcataaat cataagaaat tcgctctaat atttgattgc ttgcccag 48

<210> 41

<211> 48

<212> ADN5

<213> artificial

<220>

<223> cebador

10

<400> 41

ctgggcaagc aatcaaatat tagagcgaat ttcttatgat ttatgatt 48

<210> 42

<211> 3115

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador20

<400> 42

tgagctcgtg tggaagaacg attacaacag g 31

<210> 4325

<211> 28

<212> ADN

<213> artificial

<220>30

<223> cebador

<400> 43

acgcgtcgac tcgtaggaac aatttcgg 28

35

<210> 44

<211> 50
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<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> cebador5

<400> 44

cttcttgttt taatgcttct agcatttttt gattaaaatt aaaaaaactt 50

<210> 4510

<211> 50

<212> ADN

<213> artificial

<220>15

<223> cebador

<400> 45

aagttttttt aattttaatc aaaaaatgct agaagcatta aaacaagaag 50

20

<210> 46

<211> 46

<212> ADN

<213> artificial

25

<220>

<223> cebador

<400> 46

ggtatatatt taagagcgat ttgtttactt gcgaactgca tgatcc 4630

<210> 47

<211> 46

<212> ADN

<213> artificial35

<220>
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<223> cebador

<400> 47

ggatcatgca gttcgcaagt aaacaaatcg ctcttaaata tatacc 46

5

<210> 48

<211> 33

<212> ADN

<213> artificial

10

<220>

<223> cebador

<400> 48

cgcagtcgac cttttaaaca gttgatgaga acc 3315

<210> 49

<211> 676

<212> ADN

<213> artificial20

<220>

<223> promotor

<400> 49 25
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<210> 50

<211> 326

<212> ADN

<213> artificial

5

<220>

<223> terminador

<400> 50 

10

<210> 51

<211> 37415

<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor20

<400> 51 

25

<210> 52

<211> 390
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<212> ADN

<213> artificial

<220>

<223> promotor5

<400> 52 

10

<210> 53

<211> 302

<212> ADN

<213> artificial

15

<220>

<223> terminador

<400> 53 

20
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de levadura capaz de expresar las siguientes secuencias de nucleótidos, en la que la expresión de 
estas secuencias de nucleótidos confiere a la célula de levadura la capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-
arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en etanol, en cuya célula de levadura se expresan:

(a) una secuencia de nucleótidos que codifica una arabinosa isomerasa (araA), en la que dicha secuencia de 5
nucleótidos está seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleótidos que codifican una araA, comprendiendo dicha araA una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 1.

ii. secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos 80 % de 10
identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 2;

iii. secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de ácido nucleico 
de secuencia de (i) o (ii);

(b) una secuencia de nucleótidos que codifica una L-ribulocinasa (araB), en la que dicha secuencia de 
nucleótidos está seleccionada del grupo que consiste en:15

i. secuencias de nucleótidos que codifican una araB, comprendiendo dicha araB una secuencia de 
aminoácidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 3.

ii. secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos el 80 %
de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 4.20

iii. secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de ácido nucleico 
de secuencia de (i) o (ii); y

(c) una secuencia de nucleótidos que codifica una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa (araD), en la que dicha 
secuencia de nucleótidos está seleccionada del grupo que consiste en:

i. secuencias de nucleótidos que codifican una araD, comprendiendo dicha araD una secuencia de 25
aminoácidos que tiene al menos el 80 % de identidad de secuencias con la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 5.

ii. secuencias de nucleótidos que comprenden una secuencia de nucleótidos que tiene al menos el 80 %
de identidad de secuencias con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 6;

iii. secuencias de nucleótidos cuya hebra complementaria se hibrida con una molécula de ácido nucleico 30
de secuencia de (i) o (ii),

en la que en los puntos iii. la hibridación se determina bajo condiciones de hibridación que permiten que una 
secuencia de ácidos nucleicos de 200 nucleótidos se hibride a una temperatura de 65 ºC en una disolución que 
comprende sal aproximadamente 1 M, y lavar a 65 ºC en una disolución de aproximadamente 0,1 M, en la que la 
hibridación se realiza durante 10 horas y el lavado se realiza una hora con dos cambios de la disolución de lavado.35

2. Una célula de levadura según la reivindicación 1, en la que una, dos o tres de las secuencias de nucleótidos de 
araA, araB y araD se originan a partir de un género de Lactobacillus, preferentemente una especie de Lactobacillus 
plantarum.

3. Una célula de levadura según la reivindicación 1 o 2, en la que la célula es una célula de levadura, 
preferentemente que pertenece a uno de los géneros: Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, 40
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces o Yarrowia.

4. Una célula de levadura según la reivindicación 3, en la que la célula de levadura pertenece a una de las especies: 
S. cerevisiae, S. bulderi, S. barnetti, S. exiguus, S. uvarum, S. diastaticus, K. lactis, K. marxianus o K. fragilis.

5. Una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que las secuencias de 
nucleótidos que codifican araA, araB y/o araD están operativamente enlazadas a un promotor que produce45
expresión suficiente de las secuencias de nucleótidos correspondientes en la célula para conferir a la célula la 
capacidad de usar L-arabinosa y/o de convertir L-arabinosa en L-ribulosa y/o xilulosa-5-fosfato y/o en etanol.

6. Una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la célula de levadura 
presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa.
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7. Una célula de levadura según la reivindicación 6, en la que la célula de levadura comprende una modificación 
genética que aumenta el flujo de la vía de pentosa fosfato.

8. Una célula de levadura según la reivindicación 6 o 7, en la que la modificación genética comprende la expresión 
en exceso de al menos un gen de la parte no oxidativa de la vía de pentosa fosfato.

9. Una célula de levadura según la reivindicación 8, en la que el gen está seleccionado del grupo que consiste en los 5
genes que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato epimerasa, transcetolasa y transaldolasa.

10. Una célula de levadura según la reivindicación 8, en la que la modificación genética comprende la expresión en 
exceso de al menos los genes que codifican una transcetolasa y una transaldolasa.

11. Una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en la que la célula de levadura 
comprende además una modificación genética que aumenta la actividad específica de xilulosa cinasa.10

12. Una célula de levadura según la reivindicación 11, en la que la modificación genética comprende expresión en 
exceso de un gen que codifica una xilulosa cinasa.

13. Una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12, en la que el gen que se expresa en 
exceso es endógeno a la célula.

14. Una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 13, en la que la célula de levadura 15
comprende una modificación genética que reduce la actividad no específica de aldosa reductasa en la célula de 
levadura.

15. Una célula de levadura según la reivindicación 14, en la que la modificación genética reduce la expresión de, o 
inactiva un gen que codifica una aldosa reductasa no específica.

16. Una célula de levadura según la reivindicación 15, en la que el gen se inactiva por deleción de al menos parte del 20
gen o por rotura del gen.

17. Una célula de levadura según las reivindicaciones 14 o 15, en la que la expresión de cada gen en la célula de 
levadura que codifica una aldosa reductasa no específica se reduce o inactiva.

18. Una célula de levadura según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el producto de 
fermentación es etanol.25

19. Una construcción de ácidos nucleicos que comprende una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una araA, 
una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una araB y/o una secuencia de ácidos nucleicos que codifica una
araD, todas como se define en la reivindicación 1 o 2.

20. Un proceso de producción de etanol, por el cual el proceso comprende:

a. fermentar un medio que contiene una fuente de arabinosa y opcionalmente xilosa con una célula de levadura 30
modificada como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, por el cual la célula de levadura 
fermenta arabinosa y opcionalmente xilosa a etanol; y opcionalmente,

b. recuperar el etanol.

21. Un proceso producción de etanol, en el que el proceso comprende:

a. fermentar un medio que contiene al menos una fuente de L-arabinosa y una fuente de xilosa con una célula 35
de levadura como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18 y una célula de levadura capaz de 
usar xilosa y/o que presenta la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa, por el cual cada célula 
de levadura fermenta L-arabinosa y/o xilosa en etanol; y opcionalmente,

b. recuperar el producto de fermentación.

22. Un proceso según la reivindicación 20 o 21, en el que el medio también contiene una fuente de glucosa.40

23. Un proceso según cualquiera de las reivindicaciones 20-22, en el que la productividad volumétrica del etanol es
al menos 0,5 g de etanol por litro por hora.

24. Un proceso según la reivindicación 23, en el que el rendimiento del etanol es al menos el 30 %.

25. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, en el que el proceso es anaerobio.

26. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 24, en la que el proceso es aerobio, realizado45
preferentemente bajo condiciones limitadas de oxígeno.
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