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DESCRIPCIÓN

Producción fermentativa de isobutanol con levaduras

La invención se refiere a una vía fermentativa para la producción de isobutanol a partir de azúcares.

El isobutanol tiene extraordinarias propiedades como combustible. Además de ello, también es un interesante 
producto químico, p. ej., como producto químico base para la producción de otros productos químicos o como 5
disolvente. Hoy en día, el isobutanol se prepara preferentemente por vía petroquímica a partir de fuentes fósiles. 
Esencialmente más prometedora sería, por el contrario, su preparación a partir de fuentes renovables tales como, p. 
ej., azúcares vegetales o residuos vegetales. Recientemente se presentaron dos procedimientos microbianos, no 
fermentativos, con los que se puede preparar isobutanol a partir de azúcares (Atsumi et al., 2008; solicitud de 
patente US 2007/0092957). En ambos procedimientos se hizo que células huéspedes mediante la introducción de 10
ADN heterólogo, produjeran a partir del compuesto intermedio metabólico piruvato, el cual se forma mediante la 
degradación de azúcares, isobutanol y también otros alcoholes de cadena ramificada. Ambos procedimientos 
descritos tienen, sin embargo, en común que no discurren de forma fermentativa, es decir, que sus equilibrios redox 
no están compensados en la degradación de los azúcares con respecto al isobutanol. Por lo tanto, sólo pueden 
discurrir en medios complejos, mediante la reacción simultánea de co-sustratos, mediante la formación de productos 15
secundarios o bajo condiciones aerobias. Esto limita fuertemente la viabilidad de los procedimientos o bien les hace 
industrialmente no atractivos.

En Villa K. D. et al. (J. Am. Soc. Brew. Chem. 53(2): 49-53, 1995) se describe la amplificación del gen ILV3 o del gen 
ILV5 o de ambos genes en común en levaduras de cerveza, llevándose a cabo la amplificación mediante la 
transmisión de un plásmido, que es de origen bacteriano y en el que se clonaron el gen ILV3 o el gen ILV5 o ambos 20
genes en común. Además, se describe una célula de levadura, en la que los genes ILV3 o ILV5 o ambos genes en 
común están sobre-expresados. Con ello, en la célula de levadura se ha de aumentar el flujo metabólico de 
sustancias a través de la vía de biosíntesis de isoleucina-valina, con el fin de reducir la producción de dicetonas 
vecinales y compuestos precursores de las mismas.

Una salida sería el desarrollo de un proceso microbiano fermentativo que podría discurrir en medios mínimos, sin co-25
sustratos y también bajo condiciones anaerobias o limitadas en oxígeno. Para ello, se ofrecerían como 
microorganismos, en particular, levaduras y en este caso, en particular, aquellas del género Saccharomyces tales
como, p. ej., Saccharomyces cerevisiae. De manera interesante, las levaduras poseen ya todas las enzimas que son 
necesarias para la formación de isobutanol a partir de azúcares. No obstante, estas enzimas están localizadas en 
diferentes compartimientos de las células de levadura (citosol y mitocondrias), utilizan diferentes co-factores que no 30
pueden ser transferidos uno en otro o no de forma efectiva (NAD+/NADH y NADP+/NADPH), y las enzimas son 
expresadas sólo débilmente o bajo condiciones especiales o bien poseen una actividad enzimática baja. Con el fin 
de alcanzar una producción efectiva de isobutanol a partir de azúcares, las presentes vías de metabolismo deberían 
modificarse de manera que con su ayuda pudiera producirse isobutanol de manera neutra en cuanto a redox y con 
recuperación de energía en forma de ATP, y esto también bajo condiciones anaerobias o limitadas en oxígeno. El 35
desarrollo de una vía fermentativa de este tipo para la producción de isobutanol a partir de azúcares es misión y 
objetivo de esta invención.

Azúcares tales como, p. ej., glucosa, son degradados en células huéspedes tales como, p. ej., levaduras, 
preferentemente mediante la vía metabólica de la glicólisis para formar piruvato. En este caso, a partir de una 
molécula de glucosa se forman dos moléculas de piruvato. Adicionalmente, en este caso resultan dos compuestos 40
ricos en energía en forma de ATP, y se reducen dos moléculas de NAD+ en NADH+H+. El piruvato se transforma 
entonces normalmente mediante las piruvato descarboxilasas y alcohol deshidrogenasas en etanol o es 
transportado a las mitocondrias y allí es transformado por la piruvato deshidrogenasa en acetil-CoA y, en última 
instancia, es inyectado en el ciclo del ácido cítrico. El piruvato puede hacerse reaccionar, además de ello, también 
todavía en algunas otras reacciones. Una de estas vías de reacción es la vía de la biosíntesis para formar el 45
aminoácido valina. Por otra parte, valina puede ser, sin embargo, también degradada, a saber, entre otros, para 
formar el producto isobutanol. Si se consiguiera entonces cortocircuitar la vía de la biosíntesis y la vía de la 
degradación de la valina, entonces se podría producir isobutanol directamente a partir de azúcares a través del 
piruvato. Una vía metabólica de este tipo combina las enzimas que participan en la biosíntesis de valina (de piruvato 
a α-cetoisovalerato) con las que participan en la degradación de valina (de α-cetoisovalerato para formar isobutanol). 50
La levadura Saccharomyces cerevisiae posee por sí misma todos los genes necesarios para ello. En este caso, ILV2
(YMR108W) (SEQ. ID. No. 1) codifica la acetolactato sintasa, la cual transforma dos moléculas piruvato en 
acetolactato. La enzima Ilv2 (SEQ. ID. No. 2) es activada por la proteína Ilv6 (= YCL009C) (SEQ. ID. No. 4). ILV5
(YLR355C) (SEQ. ID. No. 5) codifica el acetohidroxiácido reductoisomerasa la cual hace reaccionar acetolactato 
para dar 2,3-dihidroxiisovalerato. ILV3 (YJR016C) (SEQ. ID. No.7) codifica la dihidroxiácido deshidratasa, la cual 55
hace reaccionar 2,3-dihidroxiisovalerato para dar 2-cetoisovalerato. 2-cetoisovalerato se transamina entonces 
normalmente para formar valina mediante las transaminasas Bat1 (SEQ. ID. No. 10) y Bat2 (SEQ. ID. No. 12). Si se 
evita o reduce esta reacción, entonces 2-cetoisovalerato también podría hacerse reaccionar mediante diferentes 2-
cetoácido descarboxilasas para formar isobutiraldehído, p. ej., mediante las enzimas Pdc1 (SEQ. ID. No. 14), Pdc5 
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(SEQ. ID. No. 16), Pdc6 (SEQ. ID. No. 18), Aro10 (SEQ. ID. No. 20), Thi3 (SEQ. ID. No. 22) (Dickinson et al., 1998; 
2003). Esta transformación directa se impide normalmente, entre otros, mediante la diferente compartimentación de 
las enzimas (mitocondrias, citosol). Isobutiraldehído puede entonces reducirse finalmente en el isobutanol mediante 
diferentes alcohol deshidrogenasas (Dickinson et al., 2003). A ellas perteneces, entre otras, Adh 1-7 (SEQ. ID. No. 
24), (SEQ. ID. No. 26), (SEQ. ID. No. 28), (SEQ. ID. No. 30), (SEQ. ID. No. 32), (SEQ. ID. No. 34), (SEQ. ID. No. 5
36), Sfa 1 (SEQ. ID. No. 38), Ypr1 (SEQ. ID. No. 40).

La mayoría de las enzimas mencionadas no se expresan lo suficientemente de manera intensa o bien presentan 
bajas actividades enzimáticas, sin embargo, para una producción eficiente de isobutanol a partir de piruvato o bien 
azúcares. Otro problema es la especificidad del co-factor y el balance redox. En el caso de la reducción de las dos 
moléculas procedentes de la glicolisis piruvato en isobutanol se requieren una molécula de NADPH del 10
acetohidroxiácido reductoisomerasa y una molécula de NADH o NADPH de las alcohol deshidrogenasas de cadena 
ramificada. Sin embargo, en la glicolisis, a partir de una molécula de glucosa se producen dos moléculas de NADH 
en la reacción de glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa. Por lo tanto, existe un déficit de NADPH y un exceso de 
NADH. Sin embargo, NADH no se puede transformar sin más en NADPH. Por otra parte, las enzimas Ilv2/Ilv6, Ilv5 
(SEQ. ID. No. 6) e Ilv3 (SEQ. ID. No. 8) se encuentran, al menos principalmente en las mitocondrias de las células 15
de levadura. Por lo tanto, primeramente debe transportarse el piruvato a las mitocondrias y, en última instancia, el 2-
cetoisovalerato debe retirarse de las mitocondrias al citosol. Dado que el transporte a través de membranas puede 
actuar a menudo de forma limitante sobre los flujos de sustancias, sería por lo tanto deseable, trasladar todas las 
reacciones al citosol. Asimismo desventajoso para una producción eficiente de isobutanol es que algunos 
compuestos intermedios son separados en la vía del azúcar para formar el producto para otras reacciones 20
metabólicas. Esto es válido, ante todo, para el piruvato que en una gran parte es transformado en etanol mediante 
las piruvato descarboxilasas y alcohol deshidrogenasas. Por lo tanto, para una producción más eficiente de 
isobutanol es importante reducir o bien excluir por completo estas reacciones secundarias. Misión y objetivo de esta 
invención es, por lo tanto, proporcionar una vía fermentativa para la producción de isobutanol a partir de azúcares, 
en la que (i) se utilice la propia dotación de la enzima de las levaduras para la vía metabólica de piruvato para formar 25
isobutanol, aumentando su expresión o bien actividades, es decir, sin que tengan que introducirse genes 
heterólogos en la levadura, (ii)a) la especificidad del co-factor de la acetilhidroxiácido reductoisomerasa se modifica 
de manera que esta enzima utiliza preferentemente NADH en lugar de NADPH como co-factor, o (ii)b) la 
especificidad del co-factor de la glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa se modifica de manera que esta enzima
utiliza preferiblemente NADP+ en lugar de NAD+ como co-factor o bien se expresa en las células de levadura una 30
NADP-glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa heteróloga, (iii) se minimiza la formación de productos secundarios 
tales como, p. ej., etanol y (iv) en la que en la medida de lo posible todas las enzimas participantes estén localizadas 
en el citosol de las células de levadura.

El problema se resuelve, de acuerdo con la invención, mediante la sobre-expresión de las actividades enzimáticas 
de Ilv2 con o sin su activador Ilv6, Ilv5, Ilv3, al menos de una 2-cetoácido descarboxilasa tal como, p. ej., Aro10 y al 35
menos una alcohol deshidrogenasa que también puede reducir isobutiraldehído (preferiblemente Adh1 o Adh6, pero 
también Adh2-5, Sfa1, Ypr1 u otras). Esto sucede, por una parte, mediante el intercambio de los respectivos 
promotores de los correspondientes genes frente a promotores más fuertes, de preferencia, pero no exclusivamente, 
promotores constitutivos. Preferiblemente, pero no de forma exclusiva, son secuencias de promotores elegidas de 
HXT7, HXT7 acortada, PFK1, FBA1, TPI1, PGK1, PMA1, ADH1, TDH3. Además, las correspondientes secuencias 40
de ácidos nucleicos de los genes se transforman en alelos optimizados en codones. Cada uno de los aminoácidos 
es codificado en el plano del gen por un codón. Sin embargo, para la mayoría de los aminoácidos existen varios 
codones diferentes que codifican un aminoácido individual. Por consiguiente, el código genético está degenerado. La 
elección preferida del codón para un aminoácido correspondiente es diferente de un organismo a otro. Así, en el 
caso de genes expresados de forma heteróloga pueden producirse problemas cuando el organismo huésped o bien 45
la célula huésped presenta un uso de codones muy diferente. El gen no puede ser expresado en absoluto o sólo de 
forma lenta. Sin embargo, también en genes de diferentes proteínas y vías metabólicas dentro de una célula se 
puede comprobar un uso distinto del codón. De los genes de glicolisis de S. cerevisiae se conoce que son 
expresados intensamente. Presentan un uso del codón fuertemente restrictivo que corresponde aproximadamente a 
las relaciones cuantitativas de los correspondientes ARNts. La adaptación del uso del codón de los genes ILV2,50
(ILV6) (SEQ. ID. No. 3), ILV5, ILV3 de uno de los genes 2-cetoácido descarboxilasa arriba mencionados y uno de los 
genes alcohol deshidrogenasa arriba mencionados en el uso del codón preferido de S. cerevisiae conduce a una 
mejora de la tasa de formación de isobutanol en levaduras. El uso preferido del codón puede definirse tal como se 
describe en Wiedemann y Boles (2008) para los genes glicolíticos, pero no debe estar necesariamente limitado a 
estos ejemplos. Los genes sobre-expresados, posiblemente optimizados en codones, pueden incorporarse en las 55
células de levadura clonados en plásmidos, pueden integrarse en el genoma de las células de levadura o pueden 
reemplazar genómicamente a los alelos que se presentan de forma natural.

La presente invención se refiere, por lo tanto, en una primera forma de realización, a una célula de levadura que 
produce isobutanol, caracterizada porque la célula presenta un flujo de sustancias metabólico incrementado de 
piruvato a través de acetolactato, 2,3-dihidroxiisovalerato, 2-cetoisovalerato, isobutiraldehído para formar isobutanol, 60
en donde todos los genes que codifican las enzimas que participan en esta reacción están sobre-expresados, y 
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porque estos genes son homólogos a dicha célula de levadura, en donde Ilv2 cataliza la reacción de acetolactato
sintasa de piruvato para formar acetolactato, ilv5 cataliza la reacción de acetohidroxiácido reductoisomerasa de 
acetolactato para formar 2,3-dihidroxiisovalerato, Ilv3 cataliza la reacción de dihidroxiácido deshidratasa de 2,3-
dihidroxiisovalerato para formar 2-cetoisovalerato, una 2-cetoácido descarboxilasa cataliza la reacción de 2-
cetoisovalerato para formar isobutiraldehído y una alcohol deshidrogenasa cataliza la reacción de isobutiraldehído 5
para formar isobutanol, en donde al menos uno de los promotores de estos genes es intercambiado por al menos un 
promotor más fuerte, o las secuencias de ácidos nucleicos de estos genes son transformadas en alelos optimizados 
en codones, caracterizada por que se sobre-expresan los genes ILV2, ILV5 e ILV3 sin la secuencia diana 
mitocondrial de las enzimas acetolactato sintasa, acetohidroxiácido reductoisomerasa y dihidroxiácido deshidratasa 
o se sobre-expresan con una secuencia diana mitocondrial destruida e inactivada, y caracterizada porque,10
adicionalmente, se reduce o bien se suprime la expresión de los genes PCD1 con SEQ. ID. No. 13, PDC5 con SEQ. 
ID. No. 15 y PDC6 con SEQ. ID. No. 17 o bien la actividad de las enzimas codificadas.

En una forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque el al 
menos un promotor más fuerte es un promotor constitutivo.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque el al 15
menos un promotor más fuerte es un promotor consistente HXT7, HXT7 acortada, PFK1, FBA1, TPI1, PGK1, PMA1, 
ADH1 y TDH3.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque la 2-
cetoácido descarboxilasa se elige de al menos una de las enzimas Aro10 o Thi3.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza por que la 20
alcohol deshidrogenasa se elige de al menos una de las enzimas Adh1 con SEQ: ID. No. 24, Adh2 con SEQ: ID. No. 
26, Adh3 con SEQ: ID. No.28, Adh3 con SEQ: ID. No.30, Adh5 con SEQ: ID. No. 32, Adh6 con SEQ: ID. No. 34, 
Adh7 con SEQ: ID. No.36, Sfa1 con SEQ: ID. No. 38 o Ypr1 con SEQ: ID. No. 40.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque todos 
estos genes son sobre-expresados en variantes optimizadas en codones.25

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque se 
sobre-expresan todos estos genes en variantes optimizadas en codones, estando orientada la optimización en 
codones en el uso de codones de los genes de glicolisis altamente expresados de la levadura.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque la 
célula expresa una acetohidroxiácido reductoisomerasa que presenta una especificidad elevada para NADH con 30
respecto a NADPH.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque esta 
acetohidroxiácido reductoisomerasa que prefiere NADH es una variante mutada de la enzima Ilv5 de la levadura.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque se 
sobre-expresan al mismo tiempo una alcohol deshidrogenasa que prefiere NADH de la levadura que transforma 35
isobutiraldehído en isobutanol.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque la 
célula expresa adicionalmente una glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa fosforilante que presenta una 
especificidad incrementada para NADP+ frente a NAD+.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque esta 40
glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa que prefiere NADP es heteróloga con respecto a la célula de levadura.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque esta 
NADP-glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa es codificada por alelos mutados de uno, dos o de los tres genes 
THD1-3 (SEQ. ID. No. 41), (SEQ. ID. No. 43), (SEQ. ID. No. 45) de la levadura. En otra forma de realización 
preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque esta NADP-glicerinaldehído-3-45
fosfato deshidrogenasa se expresa en una célula de levadura que no presenta o presenta una expresión o actividad 
reducida de la NAD-glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque al 
mismo tiempo se sobre-expresa un alcohol deshidrogenasa que prefiere NADPH, que transforma isobutiraldehído en 
isobutanol.50

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque se 
sobre-expresa adicionalmente la proteína Ilv6 en el mismo compartimiento de la célula que Ilv2.
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En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque 
mutaciones adicionales aumentan la producción de isobutanol. En otra forma de realización preferida, la célula de 
levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque mutaciones adicionales aumentan la resistencia frente a 
concentraciones tóxicas de isobutanol.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque la 5
célula se elige del siguiente grupo: Pichia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Yarrowia y Saccharomyces.

En otra forma de realización preferida, la célula de levadura de acuerdo con la invención se caracteriza porque la 
célula huésped es Saccharomyces cerevisie.

En otra forma de realización preferida de la invención (véase la Fig. 1), la enzima Ilv5 (acetohidroxiácido 
reductoisomerasa) se modifica de manera que utiliza preferiblemente NADH en lugar de NADPH como co-factor. Al 10
mismo tiempo, se prefiere, pero no necesariamente, sobre-expresar una alcohol deshidrogenasa que también utilice 
NADH como co-factor (p. ej., Adh1 o Adh2-5 o Sfa1). Ilv5 cataliza la reducción de acetolactato en 2,3-
dihidroxiisovalerato, con oxidación simultánea de NADPH+H+ en NADP+. Mediante la degradación glicolítica de 
azúcares no se forma, sin embargo, o sólo lo hace en pequeñas cantidades NADPH. Sin embargo, se forma NADH. 
Sin embargo, NADH no se puede transformar sin más en NADPH (Boles et al., 1993). Por lo tanto, sería deseable 15
modificar la especificidad del co-factor de la acetohidroxiácido reductoisomerasa de manera que esta enzima 
prefiera NADH en lugar de NADPH. Esto puede alcanzarse reemplazando determinados aminoácidos de Ilv5 que se 
requieren para el uso exclusivo de NADPH, por otros que permitan también o que prefieran un uso de NADH. 
Aminoácidos de este tipo son preferiblemente, pero no de forma exclusiva, los aminoácidos Arg108, Gly111, Ala112 
y/o Ser113 de la enzima precursora no procesada que se puede derivar mediante una comparación de la enzima 20
Ilv5 de levadura con la estructura de la acetohidroxiácido reductoisomerasa de la espinaca (Biou et al., 1997). 
Arg108 puede transformarse en este caso, preferiblemente pero no de forma exclusiva, en Met, Trp, Phe, Glu o Asp, 
Gly111 preferiblemente, pero no de forma exclusiva, en Glu o Asp, Ala112 preferiblemente, pero no de forma 
exclusiva, en Ser o Gly y Ser113 preferiblemente, pero no de forma exclusiva, en Glu o Asp. Sin embargo, no se ha 
de excluir que también el intercambio de aminoácidos adicionales u otros aminoácidos conduzcan a una 25
modificación de la especificidad del co-factor de Ilv5 en favor de NADH.

En otra forma de realización posible de la invención (véase la Fig. 2), la glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(GAPDH) de la levadura se modifica de modo que prefiera NADP+ en lugar de NAD+, o sea reemplazada o bien 
completada por una glicerinaldehídro-3-fosfato deshidrogenasa que prefiera NADP+ frente a NAD+. Al mismo tiempo, 
se prefiere, pero no necesariamente, sobre-exprimir una alcohol deshidrogenasa que prefiera NADPH como co-30
factor (p. ej., Adh6 o Ypr1). GAPDH es codificado, p. ej., en S. cerevisiae, por los genes IDH1 (SEQ. ID. No. 41), 
TDH2 (SEQ. ID. No. 43) y TDH3 (SEQ. ID. No. 45) y cataliza la oxidación de glicerinaldehído-3-fosfato con la 
fosforilación simultánea para dar 1,3-difosfoglicerato. En el caso de la degradación glicolítica de azúcares se utiliza 
en este caso normalmente NAD+ como co-factor y se forma NADH+H+. NADH no se puede transformar sin más en 
NADPH (Boles et al., 1993). Dado que, sin embargo, la acetohidroxiácido reductoisomerasa NADPH se utiliza como 35
co-factor, sería deseable modificar la especificidad del co-factor de la GADPH de manera que esta enzima prefiera 
NADP

+
en lugar de NAD

+
. Una modificación de la especificidad del co-factor de la GAPDH de levadura puede 

alcanzarse reemplazando determinados aminoácidos de Tdh1 (SEQ. ID. No. 42), Tdh2 (SEQ. ID. No. 44) y/o Tdh3 
(SEQ. ID. No. 46), que se requieren para el uso exclusivo de NAD+ por otros que también permitan o prefieran un 
uso de NADP+. Aminoácidos de este tipo son preferiblemente, pero no de forma exclusiva, los aminoácidos Asp33 40
y/o Gly188-Pro189 que se pueden derivar mediante una comparación de las enzimas GAPDH de levadura con la 
estructura de GAPDH que prefiere NADP+ (Fillinger et al., 2000). Asp33 puede en este caso preferiblemente, pero 
no de forma exclusiva, transformarse en Asn, Gly, Ala o Ser, Gly188-Pro189 preferiblemente, pero no de forma 
exclusiva, en Ala-Ser, Val-Arg, Asn-Pro o Thr-Lys. Sin embargo, no se excluye que también el intercambio de 
aminoácidos adicionales u otros aminoácidos conduzca a una modificación de la especificidad del co-factor de Tdhl-45
3 en favor de NADP+. Alternativamente una GAPDH heteróloga podría ser sobre-expresada en levaduras que 
utilizan preferiblemente NADP+, p. ej., pero no exclusivamente Gdp1 (SEQ. ID. No. 48), de Kluyveromyces lactis
(Verho et al., 2002) o GapB (SEQ. ID. No. 50) de Bacillus subtilis (Fillinger et al., 2000). La NADP-GAPDH puede 
sobre-expresarse de forma optimizada en codones en una forma de realización preferida. Las NADP-GAPDHs 
mutadas o heterólogas pueden expresarse en este caso adicionalmente a las NAD-GAPDHs presentes o, en una 50
realización preferida, en mutantes de levaduras con la expresión o actividad de NAD-GAPDH reducida o suprimida.

Proteínas que son transportadas a la matriz mitocondrial se sintetizan como proteínas precursoras en el citosol y 
luego son transportadas a través de translocasas a la matriz mitocondrial. La pre-secuencias N-terminales son 
disociadas por una peptidasa mitocondrial durante la translocación. En el marco de la invención, se sobre-expresan 
los genes ILV2, (ILV6), ILV5 o bien ILV5(NADHmut.) e ILV3 sin la secuencia diana mitocondrial de las proteínas 55
correspondientes o con una secuencia diana mitocondrial destruida e inactivada, de modo que las proteínas 
producidas se localizan preferiblemente en el citosol de las células de levadura (Pang y Duggleby, 1999; Omura, 
2008). Esto puede suceder con los alelos naturales u optimizados en codones.
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El piruvato puede hacerse reaccionar ulteriormente en diferentes vías de reacción. La vía de reacción 
cuantitativamente más potente es su reacción para formar etanol. En este caso, el piruvato es descarboxilado por 
piruvato descarboxilasas (Pdcs) para formar acetaldehído y es hecho reaccionar adicionalmente para formar etanol. 
En este caso, el piruvato se pierde para la producción de isobutanol. En una forma de realización preferida de la 
invención, pero no necesariamente, se bloquea o bien reduce, por lo tanto, el flujo del piruvato para formar etanol 5
mediante la desconexión o bien reducción de la expresión o las actividades de piruvato descarboxilasa. Esto sucede, 
p. ej., mediante deleción o bien reducción de la expresión de los genes PDC1, PDC5 y/o PDC6. Dado que, sin 
embargo, la levadura necesita la acetil-CoA producida a partir de acetaldehído en el citosol, ésta ha de 
proporcionarse adicionalmente en el caso de una desconexión completa de las piruvato descarboxilasas. Esto 
sucede (i) mediante una desconexión no completa de la expresión o actividad de las piruvato descarboxilasas, (ii) 10
mediante la expresión de una piruvato-formiato-liasa heteróloga con su enzima activante, incluida la sobre-expresión 
de una formiato deshidrogenasa, (iii) mediante la expresión heteróloga de un soporte de carnitina mitocondrial 
reversible o (iv) mediante la introducción de mutaciones espontáneas de supresores. Además de ello, se mantiene la 
reducción o desconexión de otras reacciones metabólicas, con el fin de potenciar el flujo de los metabolitos 
intermedios para formar isobutanol.15

Además, la producción de isobutanol así como la resistencia frente a concentraciones tóxicas de isobutanol en las 
células de levadura recombinantes puede aumentarse todavía mediante mutagénesis al azar o los métodos de 
“Evolutionary Engineerings” o de la “Directed Evolution” (Sauer, 2001).

La presente invención se refiere, además, a un procedimiento para la producción de isobutanol con células de 
levadura, que comprende proporcionar una célula de levadura tal como se define precedentemente, así como la 20
puesta en contacto de la célula de levadura con una fuente de carbono fermentable.

En una forma de realización preferida, el procedimiento de acuerdo con la invención se caracteriza porque la fuente 
de carbono fermentable es una fuente de carbono C3 – C6.

En otra forma de realización preferida, el procedimiento de acuerdo con la invención se caracteriza porque la fuente 
de carbono pertenece al grupo consistente en monosacáridos, oligosacáridos o polisacáridos.25

En otra forma de realización preferida, el procedimiento de acuerdo con la invención se caracteriza porque la fuente 
de carbono pertenece al grupo consistente en glucosa, fructosa, manosa, galactosa, sacarosa, maltosa, xilosa o 
arabinosa.

En otra forma de realización preferida, el procedimiento de acuerdo con la invención se caracteriza porque la célula 
huésped se pone en contacto con la fuente de carbono en el medio de cultivo.30

Métodos

1. Cepas y medios

1.1 Bacterias

- E. coli SURE (Stratagene)

- E. coli DH5α (Stratagene)35

Medio completo LB triptófano 1%, extracto de levadura 0,5%, NaCl 0,5%, pH 7,5 (véase Maniatis, 1982). Para la 
selección a una resistencia a antibióticos codificada por plásmidos al medio se añadieron después de someterlo a 
autoclave 40 μg/ml de ampicilina. Medios nutricios sólidos contenían adicionalmente 2% de agar. El cultivo tuvo 
lugar a 37ºC.

1.2 Levaduras40

Cepas de la serie CEN.PK, cepas industriales

- medio selectivo completo sintético SC:

0,67% de base nitrogenada de levaduras sin aminoácidos, pH 6,3, disolución de aminoácido/nucleobase, 
fuente de carbono en la concentración en cada caso indicada

- medio selectivo mínimo sintético SM:45

0,16% de base nitrogenada de levadura sin aminoácidos y sulfato de amonio, sulfato de amonio 0,5%, 
dihidrógeno-fosfato de potasio 20 mM, pH 6,3, fuente de carbono en la concentración en cada caso indicada

- medio de fermentación sintético (medio mineral) SFM: (Verduyn et al., 1992), pH 5,5
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Sales: (NH4)2SO4, 5 g/l; KH2PO4, 3 g/l; MgSO4*7H2O, 0,5 g/l

Oligoelementos: EDTA, 15 mg/l, ZnSO4* 4,5 mg/l; MnCl2*4H2O, 0,1 mg/l; CoCl2*6H2O, 0,3 mg/l; CuSO4, 
0,192 mg/l; Na2MoO4*2H2O, 0,4 mg/l; CaCl2*2H2O, 4,5 mg/l; FeSO4*7H2O, 3 mg/l; H3BO3, 1 mg/l; KI, 0,1 mg/l

Vitaminas: biotina, 0,05 mg/l; ácido p-aminobenzoico, 0,2 mg/l; ácido nicotínico, 1 mg/l; pantotenato de 
calcio 1 mg/l; piridoxina-HCl, 1 mg/l; tiamina-HCl, 1 mg/l; minositol 25 mg/l5

Concentración de los aminoácidos y nucleobases en el medio completo sintético (según Zimmermann, 1975): 
adenina (0,08 mM), arginina (0,22 mM), histidina (0,25 mM), isoleucina (0,44 mM), leucina (0,44 mM), lisina (0,35 
mM), metionina (0,26 mM), fenilalanina (0,29 mM), triptófano (0,19 mM), treonina (0,48 mM), tirosina (0,34 mM), 
uracilo (0,44 mM), valina (0,49 mM). Como fuente de carbono se emplearon L-arabinosa y D-glucosa.

Medios completos y selectivos sólidos contenían, adicionalmente, 1,8% de agar. El cultivo de las células de levadura 10
tuvo lugar a 30ºC. El medio mineral sintético empleado para las fermentaciones contenía sales, metales traza y 
vitaminas en las concentraciones arriba enumeradas y L-arabinosa como fuente de carbono. De los metales traza y 
de las vitaminas se empleó una disolución patrón. Ambas disoluciones se filtraron en condiciones estériles. Ambas 
se almacenaron a 4ºC. Para la preparación de la disolución de metales traza, el valor del pH jugaba un papel 
decisivo. Los distintos oligoelementos debieron ser disueltos por completo en agua sucesivamente en la secuencia 15
anterior. Después de cada una de las adiciones, el valor del pH tuvo que ajustarse con KOH a 6,0 antes de poder 
añadir el oligoelemento siguiente. Al final, el valor del pH se ajustó con HCl a 4,0. Con el fin de evitar la formación de 
espuma, se añadieron al medio 200 μl de agente antiespumante (Antifoam 2004, Sigma). Dado que los ensayos se 
llevaron a cabo bajo condiciones anaerobias, hubieron de añadirse al medio, después de someterlo a autoclave, 
todavía 2,5 ml/l de una disolución de Tween80-ergosterol. Ésta se compone de 16,8 g de Tween80 y 0,4 g de 20
ergosterol que se completa con etanol hasta 50 ml, y se disolvieron en la misma. La disolución se filtró en 
condiciones estériles. Las sales y el agente antiespumante se sometieron a autoclave conjuntamente con el 
fermentador completo. La arabinosa se sometió a autoclave separadamente del medio restante. Después del 
enfriamiento del medio, se agregaron los oligoelementos así como las vitaminas.

2. Transformación25

2.1 Transformación de E. coli

La transformación de las células de E. coli tuvo lugar mediante el método de electroporación según Dower et 
al.(1988) y Wirth (1993) mediante un aparato Easyject prima (EQUIBO).

2.2 Transformación de S. cerevisiae

La transformación de cepas de S. cerevisiae con ADN de plásmido o bien fragmentos de ADN tuvo lugar según el 30
método de acetato de litio de Gietz y Woods (1994).

3. Preparación de ADN

3.1 Aislamiento de ADN del plásmido de E. coli

El aislamiento de ADN del plásmido de E. coli tuvo lugar según el método de la lisis alcalina de Bimboim y Doly 
(1979) modificado según Maniatis et al. (1982) o, alternativamente, con el kit “QIAprep Spin Miniprep Kit” de la razón 35
social Qiagen. ADN de plásmido muy puro para las secuenciaciones se preparó con el kit “Plasmid Mini Kit” de la 
razón social Qiagen según los datos del fabricante.

3.2 Aislamiento de ADN del plásmido de S. cerevisiae

Las células de un cultivo de levadura estacionario (5 ml) se cultivaron mediante centrifugación, se lavaron y se 
resuspendieron en 400 μl de tampón P1 (Plasmid Mini Kit, razón social Qiagen). Después de la adición de 400 μl de 40
tampón P2 y 2/3 volumen de perlas de vidrio (Ø 0,45 mm) tuvo lugar la disgregación de la célula mediante 
sacudimiento durante 5 minutos en un aparato Vibrax (Vibrax-VXR de Janke & Kunkel o IKA). El sobrenadante se 
mezcló con ½ de volumen de tampón P3, se mezcló y se incubó en hielo durante 10 min. Después de una 
centrifugación durante 10 minutos a 13000 rpm, mediante la adición de 0,75 ml de isopropanol al sobrenadante se 
precipitó el ADN del plásmido a temperatura ambiente. El ADN sedimentado mediante centrifugación durante 30 min 45
a 13000 rpm se lavó con etanol al 70%, se secó y se resuspendió en 20 µl de agua. 1 μl del ADN se empleó para la 
transformación en E. coli.

3.3 Determinación de la concentración de ADN

La concentración de ADN se midió por fotometría espectral en un intervalo de longitudes de onda de 240-300 nm. Si 
la pureza del ADN, determinada mediante el cociente E260 nm/E280 nm, se encuentra en 1,8, entonces la extinción E28050
= 1,0 corresponde a una concentración de ADN de 50 μg de ADNs/ml (Maniatis et al., 1982).
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3.4 Amplificación de ADN mediante PCR

Uso del sistema Phusion™ High Fidelity

La reacción en cadena de la polimerasa tuvo lugar en un volumen total de 50 μl con el sistema “Phusion™ High 
Fidelity PCR System” de la razón social Finnzymes según los datos del fabricante. Cada una de las tandas consistía 
en 1-10 ng de ADN o 1-2 colonias de levadura como carga previa de síntesis, mezcla de dNTP 0,2 mM, 1xtampón 2 5
(contiene MgCl2 1,5 mM), 1 U de polimerasa y en cada caso 100 pmol del cebador de oligonucleótidos 
correspondiente. La reacción PCR se llevó a cabo en un termociclador de la razón social Techne y las condiciones 
de PCR se eligieron, según demanda, como sigue:

1 1x 30 s, 98ºC desnaturalización del ADN

2 30x 10 s, 98ºC desnaturalización del ADN10

30 s, 56-62ºC reasociación/unión de los oligonucleótidos al ADN

0,5-1 min, 72ºC síntesis/elongación del ADN

3 1x 7 min, 72ºC síntesis/elongación del ADN

Después de la primera etapa de desnaturalización, se añadió la polimerasa (“hot start PCR”). El número de las 
etapas de síntesis, la temperatura de reasociación y el tiempo de elongación se adaptaron a las temperaturas de 15
fusión específicas de los oligonucleótidos utilizados o bien al tamaño del producto esperado. Los productos de la 
PCR se examinaron mediante electroforesis en gel de agarosa y a continuación se purificaron.

3.5 Purificación de ADN de productos de la PCR

La purificación de los productos de la PCR tuvo lugar con el kit “QIAquick PCR Purification Kit” de la razón social 
Qiagen según los datos del fabricante.20

3.6 Separación por electroforesis en gel de fragmentos de ADN

La separación de fragmentos de ADN con un tamaño de 0,15-20 kb tuvo lugar en geles de agarosa al 0,5-1% con 
0,5 μg/ml de bromuro de etidio. Como tampón de gel y de elución se utilizó tampón 1xTAE (Tris 40 mM, ácido 
acético 40 mM, EDTA 2 mM) (Maniatis et al., 1982). Como patrón de magnitud servía un ADN de fagos lambda 
cortado con las endonucleasas de restricción EcoRI y HindIII. Las muestras de ADN se mezclaron antes de la 25
aplicación con 1/10 de volumen de marcador azul (tampón 1xTAE, 10% de glicerol, 0,004% de azul bromofenol) y 
después de la separación se visualizó mediante radiación con luz UV (254 nm).

3.7 Aislamiento de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa

El fragmento de ADN deseado se cortó a partir del gel de TAE-agarosa bajo luz UV de onda larga (366 nm) y se 
aisló con el kit “QIAquick Gel Extraction Kit” de la razón social Qiagen según los datos del fabricante.30

4. Modificación enzimática de ADN

4.1 Restricción de ADN

La disociación específica para la secuencia del ADN con endonucleasas de restricción se llevó a cabo bajo las 
condiciones de incubación aconsejadas por el fabricante durante 1 hora con 2-5 U de enzima por μg de ADN.

Otros vectores de expresión posibles son los de la serie pRS303X, p3RS305X y p3RS306X. En este caso, se trata 35
de vectores integrativos que poseen un marcador de antibióticos dominante. Datos más precisos con respecto a 
estos vectores se encuentran en Taxis y Knop (2006).

5. Clonación de fragmentos de ADN mediante recombinación in vivo

Para un clonación in vivo de fragmentos de ADN en S. cerevisiae se sintetizó primeramente el gen o bien la 
secuencia de ADN correspondiente mediante una reacción PCR. Los oligonucleótidos empleados en este caso 40
contenían en cada caso en la zona 5’, colgantes específicos que comprendían 36-39 nucleótidos que son homólogos 
a las secuencias flanqueantes 5’ o bien 3’ de la zona de integración en el vector diana. En la zona 3’, los 
oligonucleótidos contienen 20-22 bases con homología con respecto a los extremos 3’ o bien 5’ del gen a amplificar. 
El producto de la PCR resultante se transformó en levadura junto con el vector linearizado mediante restricción en la 
zona de integración y purificado. Las células se sembraron en medio selectivo sintético del que faltaba el 45
correspondiente aminoácido o bien base de nucleótidos para la selección al marcador de auxotrofia del vector. De 
este modo, se obtuvieron sólo aquellos transformantes que, en virtud de una recombinación más homóloga del 
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fragmento de ADN, habían formado de nuevo en el vector linearizado un plásmido estable y circular. Los plásmidos 
se aislaron, se amplificaron en E. coli y se examinaron mediante subsiguiente análisis de restricción o mediante 
secuenciación.

6. Intercambio de integración en ADN genómico

Éste se llevó a cabo tal como se describe en Becker y Boles (2003) y Wieczorke et al. (1999). 5
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30

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



31

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



32

<210> 17
<211> 1692
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

5
<400> 17

10

<210> 18
<211> 563
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae15

<400> 18

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



33

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



34

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



35

<210> 19
<211> 1908
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 19

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



36

<210> 20
<211> 635
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 20

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



37

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



38

<210> 21
<211> 1830
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 21

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



39

<210> 22
<211> 609
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 22

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



40

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



41

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



42

<210> 23
<211> 1047
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 23

10

<210> 24
<211> 348
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae15

<400> 24

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



43

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



44

<210> 25
<211> 1047
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 25

10

<210> 26
<211> 348
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae15

<400> 26

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



45

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



46

<210> 27
<211> 1128
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 27

10

<210> 28
<211> 375
<212> PRT
<213> saccharomyces cerevisiae15

<400> 28

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



47

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



48

<210> 29
<211> 1149
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 29

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



49

<210> 30
<211> 382
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 30

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



50

<210> 31
<211> 1056
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 31

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



51

<210> 32
<211> 351
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 32

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



52

<210> 33
<211> 1083
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 33

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



53

<210> 34
<211> 360
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 34

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



54

<210> 35
<211> 1086
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 35

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



55

<210> 36
<211> 361
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 36

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



56

<210> 37
<211> 1161
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 37

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



57

<210> 38
<211> 386
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 38

10

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



58

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



59

<210> 39
<211> 939
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 39

10

<210> 40
<211> 312
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae15

<400> 40

20

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



60

<210> 415
<211> 999

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



61

<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 41
5

<210> 42
<211> 332
<212> PRT10
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 42

15

E09713531
30-01-2017ES 2 613 539 T3

 



62

<210> 435
<211> 999
<212> ADN
<213> Saccharomyces cerevisiae

ES 2 613 539 T3

 



63

<400> 43

<210> 445
<211> 332
<212> PRT
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 4410

ES 2 613 539 T3

 



64

<210> 45
<211> 999
<212> ADN5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 45

ES 2 613 539 T3

 



65

<210> 46
<211> 332
<212> PRT5
<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 46

10

ES 2 613 539 T3

 



66

<210> 47
<211> 1071
<212> ADN5
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 47

ES 2 613 539 T3

 



67

<210> 48
<211> 356
<212> PRT5
<213> Kluyveromyces lactis

<400> 48

10

ES 2 613 539 T3

 



68

<210> 49
<211> 1023
<212> ADN5
<213> Bacillus subtilis

<400> 49

ES 2 613 539 T3

 



69

<210> 50
<211> 340
<212> PRT5
<213> Bacillus subtilis

<400> 50

10

ES 2 613 539 T3

 



70
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REIVINDICACIONES

1. Célula de levadura que produce isobutanol, caracterizada por que la célula presenta un flujo de sustancias 
metabólico incrementado de piruvato a través de acetolactato, 2,3-dihidroxiisovalerato, 2-cetoisovalerato, 
isobutiraldehído para formar isobutanol, en donde todos los genes que codifican las enzimas que participan en esta 
reacción están sobre-expresados, y por que estos genes son homólogos a dicha célula de levadura, en donde Ilv2 5
con SEQ ID Nº 2 cataliza la reacción de acetolactato sintasa de piruvato para formar acetolactato, ilv5 con SEQ ID 
Nº 6 cataliza la reacción de acetohidroxiácido reductoisomerasa de acetolactato para formar 2,3-dihidroxiisovalerato, 
Ilv3 con SEQ ID Nº 8 cataliza la reacción de dihidroxiácido deshidratasa de 2,3-dihidroxiisovalerato para formar 2-
cetoisovalerato, una 2-cetoácido descarboxilasa cataliza la reacción de 2-cetoisovalerato para formar 
isobutiraldehído y una alcohol deshidrogenasa cataliza la reacción de isobutiraldehído para formar isobutanol, en 10
donde al menos uno de los promotores de estos genes es intercambiado por al menos un promotor más fuerte, o las 
secuencias de ácidos nucleicos de estos genes son transformadas en alelos optimizados en codones, 

caracterizada por que se sobre-expresan los genes ILV2, ILV5 e ILV3 sin la secuencia diana mitocondrial de las 
enzimas acetolactato sintasa, acetohidroxiácido reductoisomerasa y dihidroxiácido deshidratasa o se sobre-
expresan con una secuencia diana mitocondrial destruida e inactivada, y 15

caracterizada porque, adicionalmente, se reduce o bien se suprime la expresión de los genes PCD1 con SEQ. ID. 
No. 13, PDC5 con SEQ. ID. No. 15 y PDC6 con SEQ. ID. No. 17 o bien la actividad de las enzimas codificadas.

2. Célula de levadura según la reivindicación 1, caracterizada por que la 2-cetoácido descarboxilasa se elige de al 
menos una de las enzimas Aro10 con SEQ ID Nº 20 o Thi3 con SEQ ID Nº 22.

3. Célula de levadura según una de las reivindicaciones 1 ó 2, caracterizada por que la alcohol deshidrogenasa se 20
elige de al menos una de las enzimas Adh1 con SEQ ID Nº 24, Adh2 con SEQ ID Nº 26, Adh3 con SEQ ID Nº 28, 
Adh4 con SEQ ID Nº 30, Adh5 con SEQ ID Nº 32, Adh6 con SEQ ID Nº 34, Adh7 con SEQ ID Nº 36, Sfa1 con SEQ 
ID Nº 38 o Ypr1 con SEQ ID Nº 40.

4. Célula de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada por que todos estos genes se sobre-
expresan en variantes optimizadas en codones.25

5. Célula de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que la célula expresa una 
acetohidroxiácido reductoisomerasa que presenta una especificidad incrementada para NADH frente a NADPH.

6. Célula de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizada por que la célula expresa 
adicionalmente glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasa que presenta una especificidad incrementada para NADP+

frente a NAD+.30

7. Célula de levadura según la reivindicación 6, caracterizada por que esta NADP-glicerinaldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa se expresa en una célula de levadura que no presenta o presenta una expresión o actividad 
reducida de las NAD-glicerinaldehído-3-fosfato deshidrogenasas.

8. Célula de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizada por que adicionalmente la proteína Ilv6 
con SEQ ID Nº 4 se sobre-expresa en el mismo compartimiento de la célula que Ilv2.35

9. Célula de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada por que la célula se elige del siguiente 
grupo: Pichia, Candida, Hansenula, Kluyveromyces, Yarrowia y Saccharomyces.

10. Célula de levadura según la reivindicación 9, caracterizada por que la célula huésped es Saccharomyces 
cerevisie.

11. Procedimiento para la producción de isobutanol con células de levadura, que comprende proporcionar una célula 40
de levadura según una de las reivindicaciones 1 a 10, así como la puesta en contacto de la célula de levadura con 
una fuente de carbono fermentable.
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