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DESCRIPCION
Nuevas bacterias termdfilas extremas del género Caldicellulosiruptor
Campo de la descripcion

La presente descripcion se refiere a nuevas células bacterianas termodfilas extremas celuloliticas aisladas
pertenecientes al género Caldicellulosiruptor, a mutantes de las mismas, a cepas aisladas, a cultivos microbianos y a
composiciones microbianas. Las nuevas bacterias son particularmente adecuadas para la produccion de productos
de fermentacion tales como etanol y acido lactico a partir de biomasa lignocelulésica.

Antecedentes

En general, los productos de fermentacion se producen por la degradacion del material que contiene almidén en
azucares fermentables por licuefaccion y sacarificacion, seguida de la conversion de los azlcares directa o
indirectamente en el producto de fermentacion deseado usando un organismo de fermentacion.

Sin embargo, la industria de produccion de productos de fermentacion tales como el etanol y el acido lactico se
enfrenta al desafio de redirigir el proceso de produccién a partir de la fermentacion de materiales almidonables
relativamente facilmente convertibles, pero caros, a la biomasa lignocelulésica compleja, pero barata, tal como la
biomasa vegetal.

A diferencia del almidén, que contiene polimeros homogéneos y facilmente hidrolizados, la biomasa lignocelulésica
contiene cantidades variables de celulosa, hemicelulosa, lignina y pequefias cantidades de proteina, pectina, cera 'y
otros compuestos organicos. La biomasa lignocelulésica debe entenderse en su sentido mas amplio, de modo que
aparte de la madera, los residuos agricolas, los cultivos energéticos también comprenden diferentes tipos de
residuos tanto industriales como domésticos. La biomasa celuldsica es un vasto recurso mal explotado y, en algunos
casos, supone un problema de residuos. Sin embargo, las hexosas de la celulosa pueden ser convertidas por la
levadura en etanol combustible para el que existe una demanda creciente. Las pentosas de la hemicelulosa todavia
no se pueden convertir en etanol comercialmente, pero se estan desarrollando varios microorganismos
etanologénicos prometedores con la capacidad de convertir pentosas y hexosas.

Por lo general, la primera etapa en la utilizacion de biomasa lignoceluldsica es una etapa de pretratamiento, con el
fin de fraccionar los componentes de material lignoceluldsico y aumentar su area superficial.

El método de pretratamiento mas usado es el pretratamiento con vapor, un proceso que comprende calentar el
material lignoceluldsico por inyeccién de vapor hasta una temperatura de 130 a 230 °C. Antes o durante el
pretratamiento con vapor, se puede afiadir opcionalmente un catalizador tal como un acido mineral u organico, o un
agente caustico que facilite la desintegracion de la estructura de la biomasa.

Otro tipo de hidrdlisis de lignocelulosa es la hidrdlisis acida, en donde el material lignocelulésico se somete a un
acido tal como acido sulfurico mediante lo que los polimeros de azucar celulosa y hemicelulosa se hidrolizan total o
parcialmente a sus monémeros de azucar constituyentes, y la estructura de la biomasa se destruye facilitando el
acceso de enzimas hidroliticas en etapas de procesamiento subsiguientes.

Un método adicional es la oxidacion en himedo, en donde el material se trata con oxigeno a 150-185 °C. A
cualquiera de los pretratamientos le puede seguir la hidrélisis enzimatica para completar la liberacion de monémeros
de azucar. Esta etapa de pretratamiento da lugar a la hidrdlisis de celulosa en glucosa, mientras que la hemicelulosa
se transforma en las pentosas xilosa y arabinosa, y las hexosas glucosa, manosa y galactosa. Asi pues, en
contraste con el almiddn, la hidrélisis de la biomasa lignocelulésica da lugar a la liberacion de azlcares de pentosa
ademas de azucares de hexosa. Esto implica que los organismos de fermentacion utiles necesitan ser capaces de
convertir los azucares de hexosa y pentosa en productos de fermentacién deseados tales como etanol.

Después del pretratamiento, los esquemas de procesamiento de biomasa lignocelulésica que implican la hidrdlisis
enzimatica o microbiana implican comunmente cuatro transformaciones mediadas biolégicamente: (1) la produccién
de enzimas sacaroliticas (celulasas y hemicelulasas); (2) la hidrolisis de componentes de hidratos de carbono
presentes en la biomasa previamente tratada en azucares; (3) la fermentacion de azicares de hexosa (p. €j.,
glucosa, manosa y galactosa); y (4) la fermentacion de azucares de pentosa (p. €j., xilosa y arabinosa).

Cada etapa de procesamiento puede hacer que el proceso global sea mas costoso y, por lo tanto, disminuir la
viabilidad econdmica de producir biocombustibles o productos quimicos a base de carbono a partir de material
bioldgico celulésico. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar métodos que reduzcan el niumero de etapas de
procesamiento necesarias para convertir el material bioldgico celuldésico en biocombustible y otros materiales
comercialmente deseables.

Las cuatro transformaciones mediadas biolégicamente pueden tener lugar en una sola etapa en una configuracion
de proceso denominada bioprocesamiento consolidado (CBP), que se distingue de otras configuraciones menos
integradas en que el CBP no implica una etapa de proceso dedicada para la produccién de celulasa y/o
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hemicelulasa. El CBP ofrece el potencial para una mayor eficiencia que los procesos que requieren una produccion
de celulasa dedicada en una operacion unitaria distinta.

Por lo tanto, la disponibilidad de nuevos microorganismos para convertir material de biomasa lignoceluldsica en
productos quimicos basados en carbono seria altamente ventajosa.

Compendio de la descripcion

La presente invencion se refiere a nuevos microorganismos y composiciones Utiles para procesar biomasa
lignoceluldsica. La presente invencion esta unicamente definida por las reivindicaciones. El término "realizaciones" y
la expresion "aspectos de la invencién”, etc., como se enumeran a continuacion, tienen fines meramente ilustrativos.

En un primer aspecto, realizaciones de la descripcidon proporcionan nuevas células bacterianas termdfilas
celuloliticas aisladas pertenecientes al género Caldicellulosiruptor, en particular, capaces de producir altos niveles de
acido lactico y/o etanol a partir de material de biomasa lignocelulésica. Las realizaciones de la presente descripcion
se refieren a una célula aislada de Caldicellulosiruptor sp. que comprende un ADNr 16S con una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 6 0 SEQ ID NO: 7, u homdlogos de las mismas.

En un aspecto, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a una célula aislada DIB004C de
Caldicellulosiruptor sp., DIB041C de Caldicellulosiruptor sp., DIB087C de Caldicellulosiruptor sp., DIB101C de
Caldicellulosiruptor sp., DIB103C de Caldicellulosiruptor sp., DIB104C de Caldicellulosiruptor sp. o DIB107C de
Caldicellulosiruptor sp., cada una caracterizada respectivamente por tener una secuencia de ADNr 16S al menos del
99 al 100 %, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por ciento idéntica a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3,
SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6 0 SEQ ID NO: 7 como se indica en la tabla 1.

En otro aspecto mas, la presente invencion se refiere a una cepa aislada que comprende una célula de
Caldicellulosiruptor sp. segun cualquiera de los aspectos anteriores.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB004C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25177, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIBO04C de Caldicellulosiruptor sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB041C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25771, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIB041C de Caldicellulosiruptor sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB087C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25772, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIB087C de Caldicellulosiruptor sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB101C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25178, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIB101C de Caldicellulosiruptor sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB103C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25773, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIB103C de Caldicellulosiruptor sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB104C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25774, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIB104C de Caldicellulosiruptor sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB107C de Caldicellulosiruptor sp. depositada como DSM 25775, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIB107C de Caldicellulosiruptor sp.

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a un método de produccion de un producto de fermentaciéon que
comprende cultivar una célula segun la descripcion o una cepa segun la descripcion en condiciones adecuadas.

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a métodos para convertir material de
biomasa lignoceluldsica en un biocombustible u otro producto quimico basado en carbono, que comprenden la etapa
de poner en contacto el material de biomasa lignocelulédsica con un cultivo microbiano durante un periodo de tiempo
a una temperatura inicial y a un pH inicial, produciendo asi una cantidad de un biocombustible y/u otros productos
basados en carbono; en donde el cultivo microbiano comprende un microorganismo extremadamente termdfilo del
género Caldicellulosiruptor, en particular, todos los microorganismos de la cepa Caldicellulosiruptor sp. enumerados
en la Tabla 1 con sus respectivos numeros de deposicion, microorganismos derivados de cualquiera de estas cepas,
o mutantes u homadlogos de los mismos.
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En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a métodos de fabricacion de etanol a
partir de material de biomasa, en donde el método comprende combinar un cultivo microbiano y la biomasa en un
medio; y fermentar la biomasa en condiciones y durante un tiempo suficiente para producir etanol, en un proceso de
una sola etapa como parte de un sistema de bioprocesamiento consolidado (CBP), con una célula, una cepa, un
cultivo microbiano y/o un microorganismo segun la presente descripcion en condiciones adecuadas.

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a métodos de fabricacién de acido
lactico a partir de material de biomasa, en donde el método comprende combinar un cultivo microbiano y la biomasa
en un medio; y fermentar la biomasa en condiciones y durante un tiempo suficiente para producir acido lactico, una
sal o un éster del mismo, en un proceso de una sola etapa como parte de un sistema de bioprocesamiento
consolidado (CBP), con una célula, una cepa, un cultivo microbiano y/o un microorganismo segun la presente
descripcién en condiciones adecuadas.

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a métodos de fabricacion tanto de
etanol como de acido lactico a partir de material de biomasa, en donde el método comprende combinar un cultivo
microbiano y la biomasa en un medio; y fermentar la biomasa en condiciones y durante un tiempo suficiente para
producir etanol y acido lactico, una sal o un éster del ultimo, en un proceso de una sola etapa como parte de un
sistema de bioprocesamiento consolidado (CBP), con una célula, una cepa, un cultivo microbiano y/o un
microorganismo segun la presente descripcion en condiciones adecuadas.

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a métodos de fabricacion de etanol y/o
de acido lactico a partir de material de biomasa, en donde el método comprende combinar un cultivo microbiano y la
biomasa en un medio; y fermentar la biomasa en condiciones y durante un tiempo suficiente para producir etanol y/o
acido lactico, una sal o un éster del ultimo, en un proceso de una sola etapa como parte de un sistema de
bioprocesamiento consolidado (CBP), con una célula, una cepa, un cultivo microbiano y/o un microorganismo segun
la presente descripcion en condiciones adecuadas en combinacion con la aplicacién de un método adecuado para
eliminar in situ ambos o cualquier producto de fermentacién del caldo de fermentaciéon. Los métodos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, destilacion, destilacién mediada, extraccion y precipitacion.

Ademas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a composiciones para convertir biomasa
lignoceluldsica o un cultivo microbiano que comprenda una célula, una cepa o un microorganismo segun la presente
descripcion.

Ademas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren al uso de una célula, una cepa, un microorganismo
y/o un cultivo microbiano segun la presente descripcion para la produccion de acido lactico, una sal o un éster del
mismo, o para la produccién de etanol.

Antes presentar la descripcion en detalle, se ha de entender que la presente descripcién no se limita a las partes
componentes particulares de los dispositivos descritos o a las etapas del proceso de los métodos descritos, pues
dichos dispositivos y métodos pueden variar. También se debe entender que la terminologia usada en la presente
memoria es con fines meramente descriptivos de las realizaciones particulares y no pretende ser limitante. Debe
observarse que, como se emplean en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las formas en

non "o«

singular "un", "una", “el” y "la" incluyen los referentes en singular y/o en plural a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Ademas, se ha de entender que, en el caso de que se den intervalos de parametros que
estén delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos incluyen estos valores de limitacion.

Breve descripcion de las figuras

La FIG. 1 ilustra un arbol filogenético basado en genes de ADNr 16S para todas las cepas de Caldicellulosiruptor
sp. comprendidas en la invencién como se enumeran en la Tabla 1.

La FIG. 2 muestra un ADNr 16S de célula DIB004C de Caldicellulosiruptor sp.
La FIG. 3 muestra un ADNr 16S de célula DIB041C de Caldicellulosiruptor sp.
La FIG. 4 muestra un ADNr 16S de célula DIB087C de Caldicellulosiruptor sp.
La FIG. 5 muestra un ADNr 16S de célula DIB101C de Caldicellulosiruptor sp.
La FIG. 6 muestra un ADNr 16S de célula DIB103C de Caldicellulosiruptor sp.
La FIG. 7 muestra un ADNr 16S de célula DIB104C de Caldicellulosiruptor sp.
La FIG. 8 muestra un ADNr 16S de célula DIB107C de Caldicellulosiruptor sp.

La FIG. 9 muestra un grafico que indica la produccion de etanol y acido lactico por DIB004C durante el
crecimiento en pasto de Miscanthus pretratado con vapor.

La FIG. 10 muestra una tabla que indica los datos de rendimiento de todas las cepas enumeradas en la Tabla 1y
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cepa de referencia DSM8903 de C. saccharolyticus durante el cultivo sobre celulosa, celobiosa, glucosa, xilano,
xilosa y biomasa lignocelulésica pretratada.

La FIG. 11 muestra una tabla que indica los datos de rendimiento de las cepas DIBO04C y DIB101C sobre
diversos tipos de biomasa lignoceluldsica pretratada.

Descripcion detallada de la presente descripcion

La presente descripcion se refiere a métodos, microorganismos y composiciones utiles para procesar biomasa
lignocelulosica. La descripcion se refiere, en ciertos aspectos, a microorganismos que son capaces de convertir
biomasa lignoceluldsica tal como, por ejemplo, pastos de Miscanthus, en productos solubles que pueden ser usados
por el mismo o por otro microorganismo para producir un producto econémicamente deseable tal como, por ejemplo,
un biocombustible (por ejemplo, un alcohol y/o gas de hidrégeno (Hz)), polimero o producto quimico a base de
carbono como el acido lactico.

La aplicacion de dicha tecnologia tiene el potencial de hacer mas econémicamente factible la produccion de
compuestos quimicos y biocombustibles a base de carbono, y de permitir que una seleccion mas amplia de
microorganismos utilice biomasa recalcitrante. El uso de materiales celulésicos como fuentes de bioenergia esta
actualmente limitado por requerir normalmente el preprocesamiento del material celulésico. Dichos métodos de
preprocesamiento pueden ser costosos. Por lo tanto, los métodos que reducen la dependencia del pretratamiento de
materiales celulésicos pueden tener un impacto dramatico en la economia del uso de la biomasa recalcitrante para
la produccion de biocombustibles. Un desafio en la conversion de la biomasa en productos de fermentacion es la
recalcitrancia y heterogeneidad del material bioldgico.

Los presentes inventores han encontrado microorganismos del género Caldicellulosiruptor que tienen una variedad
de propiedades ventajosas para su uso en la conversion de material de biomasa lignoceluldsica en biocombustible
y/o productos quimicos a base de carbono, preferiblemente en acido lactico, preferiblemente en un proceso de una
sola etapa como parte de un sistema consolidado de bioprocesamiento (CBP).

En particular, estos microorganismos son extremadamente termdfilos y muestran una amplia especificidad de
sustrato y alta produccion natural de etanol y acido lactico. Ademas, la fermentacion con etanol y acido lactico a
altas temperaturas, por ejemplo, a mas de 70 °C, tiene muchas ventajas frente a la fermentacion mesdfila. Una
ventaja de la fermentacion termofila es la minimizacion del problema de contaminacion en cultivos discontinuos,
cultivos discontinuos alimentados o cultivos continuos, ya que solo unos cuantos microorganismos son capaces de
crecer a dichas altas temperaturas en material de biomasa de lignocelulosa no destoxificada.

También es ventajoso que las células, las cepas y los microorganismos segun la presente descripcion crezcan sobre
material de biomasa lignocelulésica previamente tratada asi como sobre material de biomasa lignocelulésica no
tratada.

Las células aisladas, las cepas, los microorganismos, las composiciones y los cultivos microbianos son capaces de
crecer y producir productos de fermentacién a concentraciones muy elevadas de materia seca de material de
biomasa lignoceluldsica.

En el presente contexto, la expresion "material de biomasa lignoceluldsica" pretende designar una biomasa
lignocelulésica no tratada y/o una biomasa lignocelulésica que ha sido sometida a una etapa de pretratamiento
mediante la que el material lignocelulésico ha sido al menos parcialmente separado en celulosa, hemicelulosa y
lignina, teniendo asi un aumento del area superficial y/o de la accesibilidad del material. El material lignocelulésico
puede derivarse normalmente de material vegetal, tal como paja, heno, pasto perenne, desechos de jardineria,
madera triturada, pieles de frutas y cascaras de semillas.

El método de pretratamiento mas usado es el pretratamiento con vapor, un proceso que comprende calentar el
material lignocelulésico por inyeccion de vapor hasta una temperatura de 130 a 230 °C con o sin la posterior
liberacién repentina de la presion. Antes o durante el pretratamiento con vapor, se puede afiadir opcionalmente un
catalizador tal como un acido mineral u organico, o un agente caustico que facilite la desintegracion de la estructura
de la biomasa. Los catalizadores usados frecuentemente para dicho pretratamiento incluyen, pero no se limitan a,
acido sulfurico, acido sulfuroso, acido clorhidrico, acido acético, acido lactico, hidréxido de sodio (sosa caustica),
hidréxido de potasio, hidréxido de calcio (cal), amoniaco o las respectivas sales o anhidridos de cualquiera de estos
agentes.

Dicha etapa de pretratamiento con vapor puede o no estar precedida por otra etapa de tratamiento que incluye
cocinar la biomasa en agua o vaporizar la biomasa a temperaturas de 100 a 200 °C con o sin la adicion de un
catalizador adecuado como un acido mineral u organico o un agente caustico que facilite la desintegracion de la
estructura de la biomasa. Entre la etapa de coccion y la etapa subsiguiente de pretratamiento con vapor se pueden
introducir una o mas etapas de separacion de liquido-sdlido y lavado para eliminar los componentes de biomasa
solubilizados con el fin de reducir o prevenir la formacion de inhibidores durante la etapa subsiguiente de
pretratamiento con vapor. Los inhibidores formados durante el pretratamiento por calor o vapor incluyen, pero no se
limitan a, furfural formado a partir de azucares de pentosa monoméricos, hidroximetilfurfural formado a partir de
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azucares de hexosa monoméricos, acido acético, acido levulinico, fenoles y derivados de fenol.

Otro tipo de hidrdlisis de lignocelulosa es la hidrdlisis acida, en donde el material lignocelulésico se somete a un
acido tal como acido sulfarico o acido sulfuroso mediante lo que los polimeros de azucar celulosa y hemicelulosa se
hidrolizan parcial o completamente a sus monémeros de azucar constituyentes. Un tercer método es la oxidacion en
himedo, en donde el material se trata con oxigeno a 150-185 grados centigrados. A los pretratamientos le puede
seguir la hidrolisis enzimatica para completar la liberacion de monémeros de azulcar. Esta etapa de pretratamiento
da lugar a la hidrdlisis de celulosa en glucosa, mientras que la hemicelulosa se transforma en las pentosas xilosa y
arabinosa, y las hexosas glucosa, manosa y galactosa. La etapa de pretratamiento se puede suplementar, en ciertas
realizaciones, con un tratamiento que dé lugar a una hidrdlisis adicional de la celulosa y la hemicelulosa. El objetivo
de dicho tratamiento de hidrdlisis adicional es hidrolizar el oligosacarido y, posiblemente, las especies de
polisacaridos producidas durante la hidrdlisis acida, la oxidacion hiumeda o el pretratamiento con vapor de origen de
celulosa y/o hemicelulosa para formar azicares fermentables (por ejemplo, glucosa, xilosa y, posiblemente, otros
monosacaridos). Dichos tratamientos adicionales pueden ser tanto quimicos como enzimaticos. La hidrélisis quimica
se realiza normalmente mediante el tratamiento con un acido, tal como el tratamiento con acido sulfurico acuoso o
acido clorhidrico acuoso, a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 100-150 grados centigrados. La
hidrélisis enzimatica normalmente se realiza mediante el tratamiento con una o mas enzimas carbohidrasas
apropiadas tales como celulasas, glucosidasas y hemicelulosas incluyendo xilanasas.

Se ha encontrado que los microorganismos segun la presente descripcion pueden crecer eficientemente sobre
diversos tipos de biomasa pretratada y no tratada (por ejemplo, madera incluyendo madera de alamo, abeto y
algododn, diversos tipos de hierbas y residuos de hierba, incluyendo Miscanthus, paja de trigo, bagazo de cafia de
azucar, tallos de maiz, mazorcas de maiz, plantas de maiz entero, sorgo dulce).

Como se emplea en la presente memoria, el crecimiento "eficiente" se refiere al crecimiento en el que las células
pueden cultivarse hasta una densidad especificada en un tiempo especificado.

Los microorganismos segun la presente descripcion pueden crecer eficientemente sobre celulosa cristalina y hierbas
perennes pretratadas con vapor, y crecer eficientemente sobre xilano. Los principales productos cultivados en
sustratos de biomasa sin tratar fueron lactato, por ejemplo, cuando los microorganismos crecieron en celobiosa y/o
xilano, el rendimiento del lactato es alto.

La celobiosa es un disacarido derivado de la condensacion de dos moléculas de glucosa unidas en un enlace
B(1—4). Puede hidrolizarse, dando glucosa. La celobiosa tiene ocho grupos alcohol libres (OH), un enlace éter y dos
enlaces hemiacetal, que dan lugar a fuertes enlaces de hidrogeno inter- e intramoleculares. Es un tipo de hidrato de
carbono de la dieta que también se encuentra en las setas.

El xilano es un término genérico usado para describir una amplia variedad de polisacaridos altamente complejos que
se encuentran en las paredes celulares de las plantas y algunas algas. Los xilanos son polisacaridos hechos de
unidades de xilosa.

Los microorganismos segun la presente descripcion también pueden crecer eficientemente en biomasa gastada -
material insoluble que permanece tras el crecimiento de un cultivo hasta la fase estacionaria tardia (por ejemplo,
superior a 10° células/ml) sobre biomasa no tratada.

Los microorganismos segun la presente descripcion también crecieron eficientemente sobre celobiosa, pasto de
transicion sin tratar, y alamo sin tratar y alamo que se habian calentado a 98 °C durante dos minutos.

Ademas, los microorganismos segun la presente descripcidon crecieron eficientemente tanto en los materiales
solubles como insolubles obtenidos tras el tratamiento térmico de la biomasa.

Se ha encontrado sorprendentemente que la subespecie bacteriana segun la presente descripcion es capaz de
crecer en un medio que comprenda un material de biomasa lignoceluldsica que tenga un contenido de materia seca
de al menos 10 por ciento en p/p, tal como al menos 15 por ciento en p/p, incluyendo al menos el 20 por ciento en
p/p, e incluso hasta por lo menos el 25 por ciento en p/p.

Los microorganismos segun la invencion son bacterias termofilas anaerdbicas, y son capaces de crecer a altas
temperaturas, incluso a o por encima de 70 grados centigrados. El hecho de que las cepas sean capaces de operar
a esta alta temperatura es de gran importancia en la conversion de las particulas lignocelulédsicas en productos de
fermentacion. La velocidad de conversion de los hidratos de carbono en por ejemplo, acido lactico y/o etanol es
mucho mayor cuando se realiza a altas temperaturas. Por ejemplo, la productividad de etanol volumétrica de un
Bacillus termdfilo es hasta diez veces mayor que un proceso de fermentacion de levadura convencional que funciona
a 30 grados centigrados. Por consiguiente, se requiere una planta de produccion mas pequefia para una capacidad
de planta dada, reduciendo asi los costes de construccion de la planta. Como se menciond anteriormente, la alta
temperatura reduce el riesgo de contaminacién de otros microorganismos, lo que resulta en menos tiempo de
inactividad, mayor productividad de la planta y menor requerimiento energético para la esterilizacion de la materia
prima. La alta temperatura de operacion también puede facilitar la posterior recuperacion de los productos de
fermentacion resultantes.
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El material de biomasa lignocelulésica y las fracciones hidrolizadas de lignocelulosa contienen inhibidores tales
como furfural, fenoles y acidos carboxilicos, que pueden inhibir potencialmente el organismo de fermentacion. Por lo
tanto, es una ventaja de los microorganismos segun la presente descripcion que sean tolerantes a estos inhibidores.

Los microorganismos segun la presente descripcion son nuevas especies del género Caldicellulosiruptor o nuevas
subespecies de Caldicellulosiruptor saccharolyticus.

Por ejemplo, el género Caldicellulosiruptor incluye diferentes especies de bacterias extremadamente termdfilas
(crecimiento a temperatura significativamente superior a 70 °C) celuloliticas y hemiceluloliticas estrictamente
anaerdbicas. La primera bacteria de este género, la cepa Tp8T de Caldicellulosiruptor saccharolyticus (DSM 8903)
tiene una temperatura 6ptima de 70 °C, y se aislé de una fuente termal en Nueva Zelanda (Rainey et al., 1994;
Sissons et al. 1987). Hidroliza una variedad de hidratos de carbono poliméricos con la produccién de acetato, lactato
y trazas de etanol (Donnison et al., 1988). El analisis filogenético demostrd que constituye un nuevo linaje dentro del
subfilo Bacillus/Clostridium de las bacterias Gram-positivas (Rainey et al., 1994).

Segun la presente descripcion, los microorganismos producen etanol y/o acido lactico y muestran varias
caracteristicas que los distinguen de los microorganismos usados en la actualidad: (i) alto rendimiento y baja
inhibicién del producto; (ii) utilizacion simultdnea de material de biomasa lignocelulitica y/o azucares; e (iii)
crecimiento a temperaturas elevadas. Los microorganismos segun la presente descripcion son organismos
termofilos robustos con un riesgo reducido de contaminacién. Convierten eficientemente una seleccion
extraordinariamente amplia de componentes de biomasa en productos quimicos a base de carbono como el acido
lactico o el etanol.

Como se mencioné anteriormente, en un aspecto, la presente descripcion se refiere a una célula aislada que
comprende una secuencia de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ
ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6 y SEQ ID NO 7, y una combinacién de cualquiera de las
mismas.

En un aspecto, la presente descripcion se refiere a una célula aislada de Caldicellulosiruptor sp. que tiene una
secuencia de ADNr 16S al menos un 99, al menos un 99,3, al menos un 99,5, al menos un 99,7, al menos un 99,9,
al menos un 99,99 por ciento idéntica a cualquiera de las secuencias enumeradas en la Tabla 1 o una combinacién
de las mismas.

Cada realizacion independiente de la invencion es una célula aislada que es DIB004C de Caldicellulosiruptor sp.
(numero de acceso DSMZ 25177), una célula aislada que es DIB041C de Caldicellulosiruptor sp. (nUmero de acceso
DSMZ 25771), una célula aislada que es DIB087C de Caldicellulosiruptor sp. (nimero de acceso DSMZ 25772), una
célula aislada que es DIB101C de Caldicellulosiruptor sp. (nimero de acceso DSMZ 25178), una célula aislada que
es DIB103C de Caldicellulosiruptor sp. (nUmero de acceso DSMZ 25773), una célula aislada que es DIB104C de
Caldicellulosiruptor sp. (numero de acceso DSMZ 25774), una célula aislada que es DIB107C de Caldicellulosiruptor
sp. (numero de acceso DSMZ 25775), células derivadas de cualquiera, mutantes o un homologo de cualquiera.

Como se emplea en la presente memoria, "mutante” u "homdlogo" significa un microorganismo derivado de las
células o cepas segun la presente descripcion, que se alteran debido a una mutacién. Una mutacién es un cambio
producido en el ADN celular, que puede ser espontaneo, causado por un factor ambiental o errores en la replicacion
del ADN, o inducido por condiciones fisicas o quimicas. Los procesos de mutacion incluidos en esta subclase y en
subclases indentadas son procesos dirigidos a la produccion de cambios esencialmente aleatorios en el ADN del
microorganismo incluyendo la incorporacion de ADN exdgeno. Todos los mutantes de los microorganismos
comprenden las ventajas de ser terméfilos extremos (crecimiento y fermentacion a temperaturas superiores a 70 °C)
y son capaces de fermentar la biomasa lignoceluldsica a etanol y/o acido lactico. En una realizacion ventajosa, los
mutantes de los microorganismos segun la presente descripcion tienen en un ensayo de hibridacion de ADN-ADN,
una relacion de ADN-ADN de al menos un 80 %, preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 95 %, mas
preferiblemente al menos un 98 %, lo mas preferiblemente al menos un 99 % y lo mas preferiblemente al menos un
99,9 % con una de las cepas bacterianas aisladas de Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C, DIB041C, DIB087C,
DIB101C, DIB103C, DIB104C y DIB107C.

La invencién se basa en las cepas bacterianas aisladas Caldicellulosiruptor sp. DIB0O04C, DIB041C, DIB087C,
DIB101C, DIB103C, DIB104C y DIB107C que contienen secuencias de ADNr 16S al menos del 99 al 100 %,
preferiblemente del 99,5 al 99,99 %, mas preferiblemente al menos un 99,99 por ciento idénticas a las secuencias
respectivas enumeradas en la Tabla 1.
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Tabla 1

Género Especie [Nombre ggmgro de acceso Fecha de deposicion iEDﬁrIIZGNSO de
Caldicellulosiruptor sp. DIB004C DSM 25177 15 de sep. de 2011 1
Caldicellulosiruptor sp. DIB041C DSM 25771 15 de marzo de 2012 2
Caldicellulosiruptor sp. DIB087C DSM25772 15 de marzo de 2012 3
Caldicellulosiruptor sp. DIB101C DSM 25178 15 de sep. de 2011 4
Caldicellulosiruptor sp. DIB103C DSM 25773 15 de marzo de 2012 5
Caldicellulosiruptor sp. DIB104C DSM 25774 15 de marzo de 2012 6
Caldicellulosiruptor sp. DIB107C DSM 25775 15 de marzo de 2012 7

Las cepas enumeradas en la Tabla 1 se han depositado de conformidad con lo dispuesto en el Tratado de Budapest
del 15 de septiembre de 2011 con DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, en virtud de los numeros de acceso DSMZ indicados
respectivamente y de las fechas de deposicion, respectivamente, por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE).

Los microorganismos de la especie Caldicellulosiruptor sp. segun la presente descripcion se refieren en particular a
un microorganismo que pertenece al género Caldicellulosiruptor y que tiene preferiblemente una o mas de las
siguientes caracteristicas:

a) es un microorganismo del género Caldicellulosiruptor;

b) en un ensayo de hibridacion de ADN-ADN, muestra una relacion de ADN-ADN de al menos un 70 %,
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 95 %, mas preferiblemente al menos un 98 %, lo mas
preferiblemente al menos un 99 % con cualquier cepa de Caldicellulosiruptor sp. de la Tabla 1 con sus
respectivos nimeros de acceso; y/o

¢) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen de ADNr 16S de al menos un 98 %, preferiblemente al
menos un 99 % o al menos un 99,5 %, mas preferiblemente un 100 % con cualquier cepa de Caldicellulosiruptor
sp. enumerada en la Tabla 1 con sus respectivos nimeros de acceso; y/o

d) es capaz de sobrevivir en condiciones de altas temperaturas superiores a 75°°C;
€) es capaz de sobrevivir en condiciones de altas temperaturas superiores a 70°°C; y/o
f) es una bacteria Gram-positiva.

Preferiblemente, se cumplen al menos dos o al menos tres, y mas preferiblemente todos los criterios definidos
anteriormente a) a f)

En una realizacion ventajosa, los microorganismos segun la presente descripcion se refieren, en particular, a un
microorganismo que pertenece al género Caldicellulosiruptor y que tiene preferiblemente una o mas de las
siguientes caracteristicas:

a) es un microorganismo del género Caldicellulosiruptor;
b) es un microorganismo de la especie Caldicellulosiruptor saccharolyticus;

c) en un ensayo de hibridacion de ADN-ADN, muestra una relacion de ADN-ADN de al menos un 80 %,
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 95 %, mas preferiblemente al menos un 98 %, lo mas
preferiblemente al menos un 99 % y lo mas preferiblemente al menos un 99,9 % con cualquier una de las cepas
de la Tabla 1; y/o

d) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen de ADNr 16S de al menos un 98 %, preferiblemente al
menos un 99 %, al menos un 99,5 % o al menos un 99,7 %, mas preferiblemente un 99,99 % con una de las
cepas enumeradas en la Tabla 1; y/o

e) es capaz de sobrevivir y/o cultivar y/o producir un producto de fermentacion seleccionado del grupo que
consiste en acidos y alcoholes en condiciones de temperatura superiores a 70 °C, en particular, superiores a
72 °C.
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Preferiblemente, se cumplen al menos dos o al menos tres, y mas preferiblemente todos los criterios definidos
anteriormente a) a e).

La expresion "relacion de ADN-ADN", en particular, se refiere al porcentaje de similitud del ADN genémico o entero
de dos microorganismos medido mediante el ensayo de hibridacién/renaturalizaciéon de ADN-ADN segun De Ley et
al. (1970) Eur. J. Biochem. 12, 133-142 o Hul} et al. (1983) Syst. Appl. Microbiol. 4, 184-192. En particular, el ensayo
de hibridacion de ADN-ADN es realizado preferiblemente por el Servicio de Identificacion DSMZ (Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania).

La expresion "similitud de la secuencia de gen de ADNr 16S" se refiere, en particular, al porcentaje de nucledtidos
idénticos entre una region de la secuencia de acido nucleico del gen de ARN ribosomal (ADNr) 16S de un primer
microorganismo Y la region correspondiente de la secuencia de acido nucleico de la secuencia del gen de ADNr 16S
de un segundo microorganismo. Preferiblemente, la regiéon comprende al menos 100 nucleétidos consecutivos, mas
preferiblemente al menos 200 nucleétidos consecutivos, al menos 300 nucledtidos consecutivos o al menos 400
nucleétidos consecutivos, lo mas preferiblemente aproximadamente 480 nucledtidos consecutivos.

Las cepas segun la descripcion tienen el potencial de ser capaces de producir una serie de diferentes productos de
fermentacion, incluyendo acidos, alcoholes, cetonas e hidrogeno. En una realizacion, el alcohol se selecciona entre
etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol y butanodiol. En una realizacion adicional, el acido es acido lactico,
acido propidnico, acido acético, acido succinico, acido butirico o acido férmico, y la cetona es acetona.

Las cepas de Caldicellulosiruptor sp. segun la presente descripcion tienen varias caracteristicas muy ventajosas
necesarias para la conversion del material de biomasa lignoceluldsica. Asi pues, estas cepas de base poseen toda
la maquinaria genética para la hidrdlisis de celulosa y hemicelulosas, y para la conversion de ambos azlcares de
pentosa y hexosa en diversos productos de fermentacion tales como acido lactico y etanol. Como resultara evidente
a partir de los siguientes ejemplos, el examen de la secuencia completa del ADNr 16S mostré que las cepas
estrechamente relacionadas pueden estar relacionadas con Caldicellulosiruptor saccharolyticus, aunque las
secuencias de ADNr 16S pueden situarlas en una subespecie separada o incluso una especie diferente.

Ademas, las cepas de Caldicellulosiruptor sp. segun la presente descripcion son celuloliticas y xilanoliticas.
En una realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB004C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de septiembre de 2011 con el niumero de acceso DSM
25177 segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstralie 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);

b) un microorganismo derivado de DIB004C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB004C mutante de Caldicellulosiruptor sp.
En otra realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB041C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de marzo de 2012 con el numero de acceso DSM 25771
segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);

b) un microorganismo derivado de DIB041C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB041C mutante de Caldicellulosiruptor sp.
En otra realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB087C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de marzo de 2012 con el numero de acceso DSM 25772
segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);

b) un microorganismo derivado de DIB087C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB087C mutante de Caldicellulosiruptor sp.
En otra realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB101C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de septiembre de 2011 con el niumero de acceso DSM
25178 segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), InhoffenstralRe 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
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Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);
b) un microorganismo derivado de DIB101C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB101C mutante de Caldicellulosiruptor sp.

En otra realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB103C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de marzo de 2012 con el nimero de acceso DSM 25773
segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);

b) un microorganismo derivado de DIB103C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB103C mutante de Caldicellulosiruptor sp.
En otra realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB104C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de marzo de 2012 con el numero de acceso DSM 25774
segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);

b) un microorganismo derivado de DIB104C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB104C mutante de Caldicellulosiruptor sp.
En otra realizacion preferida, el microorganismo de Caldicellulosiruptor sp. es:

a) DIB107C de Caldicellulosiruptor sp., depositada el 15 de marzo de 2012 con el numero de acceso DSM 25775
segun los requisitos del Tratado de Budapest en Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ), Inhoffenstrale 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE);

b) un microorganismo derivado de DIB107C de Caldicellulosiruptor sp. o
c) una DIB107C mutante de Caldicellulosiruptor sp.

Todas las cepas enumeradas anteriormente y en la Tabla 1 pertenecen al género Caldicellulosiruptor y son bacterias
gram-positivas estrictamente anaerdbicas, no esporiferas, no moviles. Las células son varillas rectas se 0,4 a 0,5 um
por 2,0 a 4,0 ym, que se dan tanto individualmente como en parejas. Después de 7 dias de incubacion a 72 °C en
medio sdlido con agar y celulosa como sustrato, ambas cepas forman colonias lechosas circulares de 0,5 a 1 mm de
diametro. Se producen zonas de clareo alrededor de las colonias que indican la degradacion de la celulosa.

La expresion "un microorganismo", como se emplea en la presente memoria, puede referirse solo a un organismo
unicelular, asi como a numerosos organismos unicelulares individuales. Por ejemplo, la expresion "un
microorganismo del género Caldicellulosiruptor" puede referirse a una sola célula bacteriana de Caldicellulosiruptor
del género Caldicellulosiruptor, asi como a multiples células bacterianas del género Caldicellulosiruptor.

En la presente memoria, las expresiones "una cepa del género Caldicellulosiruptor' y "una célula de
Caldicellulosiruptor" se usan como sindénimos. En general, la expresion "un microorganismo" se refiere a numerosas
células. En particular, dicho término se refiere a al menos 10° células, preferiblemente al menos 10* células, al
menos 10° 0 al menos 10° células.

Como se menciond anteriormente, la biomasa lignocelulitica segun la presente descripcion puede ser, pero no se
limita a, pasto, pasto de transicion, gramineas, ballico, alpiste arundinaceo, pasto mixto de pradera, Miscanthus,
pasto Napier, residuos de azucar, bagazo de cafia de azucar, paja de cafia de azucar, residuos agricolas, paja de
arroz, cascaras de arroz, paja de cebada, mazorcas de maiz, paja de cereal, paja de trigo, paja de colza, paja de
paja de avena, cascaras de avena, fibra de maiz, hojarasca, hojarasca de soja, hojarasca de maiz, desechos
forestales, fibra de pulpa de madera reciclada, lodos de papel, aserrin, madera dura, madera blanda, prensado de
remolacha azucarera, tallo de algodon, hojas de platano, residuos de palma aceitera y material de biomasa
lignoceluldsica obtenido mediante el procesamiento de plantas alimentarias. En realizaciones ventajosas, el material
de biomasa lignocelulésica es madera dura y/o madera blanda, preferiblemente madera de alamo. En realizaciones
ventajosas, el material de biomasa lignoceluldsica es una hierba o pasto perenne, preferiblemente Miscanthus.

En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulosica se somete a pretratamiento mecanico,
termoquimico y/o bioquimico. El material de biomasa lignocelulésica podria exponerse al tratamiento con vapor. En
realizaciones adicionales, el material de biomasa lignocelulésica es tratado previamente con trituracion mecanica y
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un tratamiento subsiguiente con acido lactico, acido acético, acido sulfurico o acido sulfuroso, o sus respectivas
sales o anhidridos bajo calor y presion con o sin una liberacién repentina de presion. En otra realizacion, el material
de biomasa lignocelulésica es tratado previamente con trituracion mecanica y un tratamiento subsiguiente con
hidréxido de sodio, hidréxido de amonio, hidréxido de calcio o hidréxido de potasio con calor y presion con o sin una
liberacién repentina de la presion.

En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulésica es tratado previamente con trituracion mecanica
y la posterior exposicion a un proceso de pretratamiento combinado de varias etapas. Dicho pretratamiento
combinado de multiples etapas puede incluir una etapa de tratamiento que consiste en cocinar en agua o vaporizar
el material de biomasa lignoceluldsica a una temperatura de 100 a 200 °C durante un periodo de tiempo de entre 5y
120 min. Los catalizadores adecuados que incluyen, pero no se limitan a, acido lactico, acido acético, acido sulfurico,
acido sulfuroso, hidroxido de sodio, hidroxido de amonio, hidroxido de calcio o hidréxido de potasio, o sus
respectivas sales o anhidridos pueden o no afiadirse al proceso. El proceso puede incluir ademas una etapa que
comprenda una operacion de separacion liquido-solido, p. ej., filtracion, separacion, centrifugacion o una
combinacién de las mismas, separando el fluido del proceso que contiene constituyentes parcial o totalmente
hidrolizados y solubilizados del material de biomasa lignocelulésica de las partes insolubles restantes de la biomasa
lignocelulosica. El proceso puede incluir ademas una etapa que comprende el lavado del material de biomasa
lignocelulosica restante. El material sélido separado de los constituyentes de biomasa solubilizados puede tratarse
entonces en una segunda etapa con vapor de agua bajo calor y presion con o sin una liberaciéon repentina de la
presiéon a una temperatura de 150 a 250 °C durante un periodo de tiempo de entre 1 y 15 min. Para aumentar la
eficacia del pretratamiento, también se puede afiadir a la segunda etapa un catalizador adecuado incluyendo, pero
sin limitarse a, acido lactico, acido acético, acido sulfurico, acido sulfuroso, hidréxido de sodio, hidréxido de amonio,
hidréxido de calcio o hidroxido de potasio, o sus respectivas sales o anhidridos.

En realizaciones ventajosas, la biomasa lignocelulésica se tritura antes de convertirse en biocombustibles como
etanol y/o sustancias quimicas a base de carbono, tales como el acido lactico. En una realizacion, la biomasa
lignocelulésica es biomasa pretratada de Populus sp., preferiblemente pretratada con un pretratamiento con vapor o
pretratamiento combinado de multiples etapas. En otra realizacion, la biomasa lignocelulésica es biomasa pretratada
de cualquier pasto perenne, p. ej., Miscanthus sp., preferiblemente tratado con un pretratamiento de vapor o
pretratamiento combinado de muiltiples etapas.

En realizaciones ventajosas, las células, las cepas, los microorganismos se pueden modificar para obtenerse
mutantes o derivados con mejores caracteristicas. Asi pues, en una realizacion, se proporciona una cepa bacteriana
segun la descripcion, en donde uno o mas genes se han insertado, eliminado o inactivado esencialmente. La
variante o mutante normalmente es capaz de crecer en un medio que comprenda un material de biomasa
lignoceluldsica.

En ofra realizacion, se proporciona un proceso de preparacion de variantes o mutantes de los microorganismos
segun la presente descripcion, en donde uno o mas genes se insertan, se suprimen o se inactivan esencialmente
como se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, se insertan uno o mas genes adicionales en las cepas segun la presente descripcion. Por
lo tanto, para mejorar el rendimiento del producto de fermentacion especifico, puede ser beneficioso insertar uno o
mas genes que codifiquen una polisacarasa en la cepa segun la invencion. Por consiguiente, en realizaciones
especificas, se proporciona una cepa y un proceso segun la invencion en donde se insertan uno o mas genes que
codifican una polisacarasa que se selecciona de celulasas (tales como EC 3.2.1.4); beta-glucanasas, incluyendo
glucano-1,3-beta-glucosidasas (exo-1,3-beta-glucanasas, tales como EC 3.2.1.58), 1,4-beta-celobiohidrolasas (tales
como EC 3.2.1.91) y endo-1,3(4)-beta-glucanasas (tales como EC 3.2.1.6); xilanasas, incluyendo endo-1,4-beta-
xilanasas (tales como EC 3.2.1.8) y xilano 1,4-beta-xilosidasas (tales como EC 3.2.1.37); pectinasas (tales como EC
3.2.1.15); alfa-glucuronidasas, alfa-L-arabinofuranosidasas (tales como EC 3.2.1.55), acetilesterasas (tales como EC
3.1.1), acetilxilanesterasas (tales como EC 3.1.1.72), alfa-amilasas (tales como EC 3.2.1.1), beta-amilasas (tales
como EC 3.2.1.2), glucoamilasas (tales como EC 3.2.1.3), pululanasas (tales como EC 3.2.1.41), beta-glucanasas
(tales como EC 3.2.1.73), hemicelulasas, arabinosidasas, mananasas incluyendo manano endo-1,4-beta-
manosidasas (tales como EC 3.2.1.78) y manano endo-1,6-alfa-manosidasas (tales como EC 3.2.1.101), pectina
hidrolasas, poligalacturonasas (tales como EC 3.2.1.15), exopoligalacturonasas (tales como EC 3.2.1.67) y pectato
liasas (tales como EC 4.2.2.10).

Segun la presente descripcion, también se proporciona un método de produccion de un producto de fermentacion
que comprende el cultivo de una cepa segun la invencion en condiciones adecuadas.

Las cepas segun la descripcion son microorganismos estrictamente anaerobicos y, por lo tanto, se prefiere que el
producto de fermentaciéon se produzca mediante un proceso de fermentacion realizado en condiciones estrictamente
anaerdbicas. Ademas, la cepa segun la invencion es un microorganismo extremadamente termdfilo y, por lo tanto, el
proceso puede funcionar Optimamente, cuando se hace funcionar a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 40 a 95 grados centigrados, tal como el intervalo de aproximadamente 50 a 90 grados
centigrados, incluyendo el intervalo de aproximadamente 60 a 85 grados centigrados, tal como el intervalo de
aproximadamente 65 a 75 grados centigrados.
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Para la produccion de ciertos productos de fermentacion, puede ser util seleccionar un proceso de fermentacion
especifico, tal como un proceso de fermentacion discontinua, que incluye un proceso alimentado por lotes o un
proceso de fermentacion continua. Ademas, puede ser Util seleccionar un reactor de fermentacion tal como un
reactor de recipiente agitado, un reactor de celda inmovilizada, un reactor de lecho fluidizado o un biorreactor de
membrana.

Segun la invencion, el método es util para la produccion de una amplia seleccion de productos de fermentacion que
incluyen acidos, alcoholes, cetonas e hidrogeno. Por lo tanto, se pueden producir productos de fermentacion tales
como etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol, butanodiol, acido lactico, acido propionico, acido acético,
acido succinico, acido butirico, acido férmico y acetona segun la descripcion.

La expresion "comprender”, como se emplea en la presente memoria, ademas de su significado literal, también
incluye y se refiere especificamente a las expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en". Por lo tanto, la
expresion "comprender" se refiere a realizaciones en donde la materia objeto que "comprende" elementos
enumerados especificamente no comprende elementos adicionales, asi como las realizaciones en donde la materia
objeto que "comprende" elementos enumerados especificamente puede englobar y/o de hecho si engloba otros
elementos. Asimismo, el término "tener" se ha de entender como el término "comprender”, incluyendo también y
refiriéndose especificamente a las expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en".

Los siguientes métodos y ejemplos solo se ofrecen con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la
presente descripcion de ninguna manera.

Métodos y ejemplos

En los siguientes ejemplos, se proporcionan materiales y métodos de la presente descripcion que incluyen la
determinacion de las propiedades de las cepas microbianas segun la presente descripcion. Debe entenderse que
estos ejemplos tienen un fin meramente ilustrativo y, de ningin modo, deben interpretarse como limitantes de la
presente descripcion.

Ejemplo 1: Aislamiento y cultivo

Todos los procedimientos de enriquecimiento y aislamiento de las cepas enumeradas en la Tabla 1 emplearon
técnicas anaerdbicas para bacterias estrictamente anaerdbicas (Hungate, 1969). Las cepas se enriquecieron a partir
de muestras ambientales a temperaturas superiores a 70 °C con celulosa cristalina y madera de haya como sustrato.
El aislamiento se realizd recolectando colonias cultivadas en medio de agar sdélido a 72 °C en tubos de rodillo
Hungate (Hungate, 1969).

Las células se cultivan en condiciones estrictamente anaerdbicas aplicando el siguiente medio:

Medio basico

NH4CI 1,0 g
NaCl 0,5 g
MgSO; x 7 H.0 03 g
CaCl; x 2 H,O 0,05 g
NaHCOs 0.5 g
KoHPO4 1,5 g
KH2PO4 3,0 g
Extracto de levadura (bacto, BD) 0,5 g
Celobiosa 5,0 g
Vitaminas (véase mas abajo) 1,0 ml
Elementos traza (véase mas abajo) 0,5 ml
Resazurina 1,0 mg
Na.S x 9 H,O 0,75 g
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Agua destilada 1000,0 ml
Solucion madre de elementos traza

NiClz x 6H.0 2 9
FeSO4x 7H,0 1 g
Citrato de NH4Fe (lll), marron, Fe al 21,5 % 10 g
MnSO4 x H0 5 g
CoClzx 6H20 1 g
ZnS04x 7H0 1 g
CuS04x 5H,0 0,1 g
H3BOs 0,1 9
NazMoO;, x 2H,0 0,1 g
Na,SeO3 x 5H,0 0,2 g
NazWoO, x 2H;0 0,1 g
Agua destilada 1000,0 ml
Se anaden 0,5 ml de solucién madre de elementos traza a 1 litro del medio

Solucion madre de vitaminas

Acido nicotinico 200 mg
Cianocobalamina 25 mg
Acido p-aminobenzoico (&cido 4-aminobenzoico) 25 mg
D-pantotenato de calcio 25 mg
HCI de tiamina 25 mg
Riboflavina 25 mg
Acido lipoico 25 mg
Acido félico 10 mg
Biotina 10 mg
HCI de piridoxina 10 mg
Agua destilada 200,0 mi

Se afiade 1 ml de solucién madre de vitaminas a 1 litro del medio

Todos los ingredientes excepto el sulfuro se disuelven en agua desionizada y se lava abundantemente el medio con
gas de nitrégeno (pureza del 99,999 %) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras la adicion del sulfuro, se
ajusta el valor del pH a 7,0 a temperatura ambiente con HCI 1 M. A continuacion, se dispensa el medio en tubos de
Hungate o matraces de suero bajo atmdsfera de nitrogeno, y los recipientes se sellan herméticamente. Tras
esterilizar en autoclave a 121 °C durante 20 min, el valor de pH debe estar entre 6,8 y 7,0.

Las fuentes de carbono especificadas para experimentos individuales se afaden antes de la esterilizaciéon por
autoclave. Todas las concentraciones de sustrato aplicadas se indican como equivalentes de glucosa sobre la base
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de moles de C disponibles (carbono).

Tras la esterilizacion por autoclave, se inoculan los cultivos mediante la inyeccion de un cultivo de siembra a través
del septo de sellado y se inoculan en una incubadora a 72 °C durante el tiempo indicado.

Ejemplo 2: HPLC

Se cuantificaron los azucares y los productos de fermentacion por HPLC-RI, usando un Via Hitachi LaChrom Elite
(Hitachi corp.) dotado de una columna de &cido organico ROA H' de Rezex (Phenomenex). Los analitos se
separaron isocraticamente con H.SO4 2,5 mM y a 65 °C.

Ejemplo 3: Analisis filogenético de genes de ADNr 16S

Se aisl6 ADN gendmico de cultivos desarrollados como se describid anteriormente y se amplific6 ADNr 16S
mediante PCR usando 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG; SEQ ID NO: 8) como cebador directo y 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT; SEQ ID NO: 9) como cebador inverso. Se secuenciaron los productos resultantes y
se analizaron las secuencias usando el software Sequencher 4.10.1 (Gene Codes Corporation). Se usé la base de
datos NCBI para los procedimientos BLAST.

La secuenciacion de ADNr 16S de todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 revel6 que todas ellas tenian (al
menos) una copia de un operon de ADNr 16S que estaba mas estrechamente relacionado con Caldicellulosiruptor
saccharolyticus (Cepa Tp8T = DSM8903) en las bases de datos publicas disponibles. La alineacion se llevé a cabo
usando ClustalW (Chenna et al., 2003) y el arbol filogenético se construy6 usando el software MEGA4 (Kumar et al.,
2001). El arbol para todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 se muestra en la Figura 1.

Las secuencias de ADNr 16S de todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 tienen un 99 % de porcentaje de
identidad con la secuencia respectiva de p. €j., Caldicellulosiruptor saccharolyticus (Cepa Tp8T = DSM8903).

Ejemplo 4: Experimentos en lotes

Los experimentos en lotes con todas las cepas se realizaron mediante cultivo en el medio descrito anteriormente con
los sustratos de fuente de carbono enumerados en las Figuras 10 y 11. Se usaron tubos de Hungate sellados o
matraces de suero para el cultivo en una incubadora convencional a una temperatura de 72 °C.

Los resultados muestran claramente que todas las cepas son capaces de producir etanol y acido lactico sobre
azucares solubles, sobre polimeros de azucar solubles e insolubles, asi como sobre la lignocelulosa pretratada en
ausencia de azucares libres.

La comparacion fisiolégica con la cepa DSM8903 identificada como la relacionada mas estrechamente con la
comparacion de ADNr 16S indica una formacion significativamente mayor de etanol y lactato en combinacion con
una produccion parcialmente reducida de acetato sobre sustratos poliméricos.

Ejemplo 5: Fermentacion

Se realizaron experimentos en lotes con todas las cepas, p. €j., DIBO04C, mediante el cultivo en el medio descrito
anteriormente con la adicion de pasto de Miscanthus a 20 g/l pretratado con un método adecuado seleccionado
entre los descritos anteriormente, que comprende calentar en presencia de acido diluido seguido de la liberacion
repentina de presion.

La temperatura se controla a 72 °C y el valor de pH se controla a 6,75 + 0,1 durante toda la fermentacién. El
fermentador se purga con nitrdgeno para eliminar el exceso de oxigeno antes de afadir sulfuro de sodio como se
describié anteriormente.

La fermentacion se inicia mediante la adicion de un cultivo de siembra preparado como se describe en el Ejemplo 1.

Los resultados del analisis de HPLC descritos en el Ejemplo 2 muestran la produccion paralela de etanol, acido
lactico y acido aceético.

Los resultados de la formacioén del producto durante la fermentacion de DIB004C de Caldicellulosiruptor sp. en pasto
de Miscanthus pretratado se muestran en la Figura 9.
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ttacgactte
tgttgctgac
cggecatgetyg
aatccgaact
gtagcaccca
atcceceacct
tggcaactaa
agctgacgac
cacccttteg
aattaaacca
ttgeggeegt
tetececoeac
tegeteacca

tggtgttcct
ccgcoactcaa

ttaactcgca
cctacgtatt
ctcctactte
gtcgctgegt
tgtgggeegt
cgecttggta
gtatagectce
tattagcage

cacccgteoecg

accccaatca
tectcatggtg
atccgogatt
gggggtgctt
ttgtagcacg
tcetecgecet
gggcaggggt
aaccatgcac
ggcaggtece
catgctccac
actceccagg
acetageate
cgetttegtyg

cccgatatct
gctatgeagt

tagcecgecta
accgcggcetg
tcecegteoea
caggctteoeg
gtetecagtec
ggccgttace
cocggectace
coctttocgage

cogota
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tecagceccac
tgacgggcgg
actagcgatt
ttttgggatt
tgtgtagece
categacgge
tgcgetegtt
cacctgtgtc
cggcatgtca
cgcttgtgoeg
cgggatgett
categtttac
ccteagegte

acgcatttca
attaagcgca

cgcaccettt
ctggcacgta
aagaggttta
cccattgege
cactgtggee
ccaccaacta
ctttecaccac

tgttatecec

<210> 2

<211> 1480

<212> ADN

<213> Caldicellulosiruptor

<220>

<221> fuente

<222>1..1480

<223> Jorganismo="Caldicellulosiruptor"
/observacion="ADNr 16S"
/tipo_mol"ADN sin asignar"

<400> 2

cttcaacaca
tgtgtacaag
ccgacttcat
cgctocgget
agggcataag
agtcecetta
gcgggactta
cgggotoctyg
agccctggta
ggcecccogte
attgtgttaa
agegtggact
agttacggte

ccgctacace

gcttaacctg tgtctteagg

goccgggaac gtattcaccg

gecaggeogagt tgeagoctge

cgecgectteg cacgeocctct

gggeatgatg atttgacgtce

gagtgccecac cattacgege

acccaacate tcacgacacg

ctctcatcga acaggcacce

aggttctteg cgttgcttcg

aattcctttg agtttcaacc

ctacggcacg gaggagtcct

accagggtat

ctaatcoctgt

cagacggecdyg ccottegocac

gggaattceyg ccgtcecctcte

atccttaggt tgagcctaag getttcacge

acgcccagta attcocggaca acgctegcca

gttagcegtg
caccecgaayg
aagatteccc
gtacacectca
gotgatggge
atcaccatgc

gtgctgggag

16

gctttttaaa
ggecttettee
gcetgeotgect
teaggecgge
cgocgagecca
gatgacgtag

taggttgctc

cgggtactat
cteacgegge
cecgtaggag
taccegtegt
tocccageca
tocccatcggg

acgtgttact

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780

840
900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1396
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ctcaggacga
ggtgaagagc
ccctcageoac
gcatgatgtt
gcccatcage
gagggtggte
ggggaatctt
cttoggggtyg
cacggctaac
tactgggegt
accoccaagge
ggtgtageqq
gacecgtaact
agtccacgct

ttaacacaat

acgctyggegyg
tggagtggct
ggggataaca
gtggtgaaag
tagttggtyg
ggecacagtg
gocgcaatggg
taaacctctt
tacgtgccag
aaagggtgcyg
tgegettaat
tgaaatgegt
gacgctgagg
gtaaacgatg

aagcatcccg

gacgggggcec

taccagggcet
caggageccg
taagtcccege
taaggggact
cttatgcect
gceggageta
tgaagtegga
ttgtacacac

tgttgaaggt

cgcacaagcy
tgacatgecg
gacacaggtg
aacgagcgca
gocgecgatg
gggctacaca
atcccaaaaa
atcgetagta
cgocagteac

ggggctgatg
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cgtgectaac
atcttagegg
gctcgaaagg
ggtagcegtyg
ggtaacggcce
ggactgagac
cgaaagectyg
tggacgggga
cagccgeggt
taggoggeta
actgcataqge
agatateggg
cacgaaagceg
gatgctagght

cctggggagt
gtggagcatg

ggaacctgec
gtgcatggtt
accectgece
aggcggagga
cgtgctacaa
agcaccccoca
ategeggatce
accatgagag

attggggtga

<210> 3

<211> 1481

<212> ADN

<213> Caldicellulosiruptor

<220>

<221> fuente

<222>1..1481

<223> Jorganismo="Caldicellulosiruptor"
/observacion="ADNr 16S"
/tipo_mol="ADN sin asignar"

<400> 3

gecatgcaagt
cggacgggtyg
gctgctaata
gaggctatac
taccaaggcet
acggeccoaca
acgcagogac
gaaggagygay
aatacgtagg
tgcaagttaa
ttgagtgegg
aggaacacea
tggggagcga
gtgggggaga

acggccgcaa

tggtttaatt
cgaaagggty
gtecgteaget
ttagttgcca
aggtggggat

tgggtgctac

gtteggattg
agcatgocge
tecagcaacac

agtegtaaca

17

cgageggagyg
agtaacacgt
cocgatggga
cggct.gggga
acgacgggta
ctoctacggg
gecgegtgag
atagtacccg
tggcgagegh
gcgtgaaatc
gagaggacgg
gtggcgaagg
acaggattag
aggactcctc
ggttgaaact
cgaagcaacyg
gggtgeetge
cgtgteogtga
gcacgtaatg
gacgtcaaat
agagggttgc
caggctgecaa
ggtgaatacg

ctgaagacac

tageceatgaa
gagcaaccta
ccacggeatc
tgggotogeg
goeggecetga
aggcagcage
ggaggaagec
tttaaaaagc
tgtcecggaat
ttggggctca
cggaattcec
cggeegtetg
atacecctggt
cgtgceogtag

caaaggaatt

cgaagaacct
gcegatgagtyg
gatgttgggt
gtgggcactc
catcatgcece
gaaggcgcga
ctegectgea

tteeccgggee

agggcagetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1480
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tcaggacgaa
ggtgatgagce
acccccagea
cgeatggtga
ggcccatcag
agagggtgta
cggggaatct
cotteggggt
ccacggetaa
ttactggacg
aacctaagga
cggtgtagcg
ggaccgtaac
tagtecacge
gttaacacaa
tgacggggge
ttaccaggge
gcaggaaccc
ttaagtccoyg
ctaaggggac
cecttatgeec
gagecggage
catgaagteg
ccttgtacac

ctgtgttgaa

<211> 1212
<212> ADN
<213> Caldicellulosiruptor

<221> fuente
<222>1..1212
<223> Jorganismo="Caldicellulosiruptor"
/observacion="ADNr 16S"
/tipo _mol="ADN sin asignar"

cgctggegge
tggaggctge
cggggataac
tgtggtgaaa
ctagttggtg
cggocacagt
tgcgcaatgg
gtaaacctet
ctacgtgeca
taaagggtge
ttgcgcttaa
gtgaaatgcyg
tgacgctgag
tgtaaacgat
taageatcee
cogcacaage
ttgacatgee
ggacacaggt
caacgagcocgco
tgccgtcgat
tgggctacac
gaateccaaa
gaategetag
accgeecgte

ggtggggcety
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gtgcctaacg
catcttageg
agctcgaaag
gggtagecgg
gggtaacggc
gggactgaga
gocggaagect
ttggacgggg
gcageegegyg
gtaggegget
tactgcatag
tagatatcgyg
gcacgaaagc
ggatgetagg
gectggggag
ggtggagcat
ggggacctge
ggtgcatggt
aacccctgec
gaggcggagy
acgtgctaca
aaagcacode
taatcgegga
acaccatgag

atgattgggyg

catgcaagtc
gcggacgggt
ggctgetaat
ggaggetata
tcaccaaggc
cacggeoccac
gacgcagcga
agaagtagga
taatacgtag
atgegagtta
cttgagtgeyg
gaggaacacc
gtggggagcyg

tgtgggggag

tacggecgea
gtggtttaat
cogaaaggat
tgtegtecage
cttagttgcee
aaggtgggga
atgggtgeta
cagtteggat
tcageatgec
agtcagecaac

tgaagtegta

18

gagcggagat
gagtaacacg
acccgatggg
ctggetgggg
gacgacgggt
actcctacgg
cgcegegtga
gatagtaccc
gtggegageg
agegtgaaag
ggagaggacy
agtggcgaag
aacaggatta

aaggactctt

ggtggttgaa

tgagcaacct
accacgtcat
atgggetege
agccggoctg
gaggcagcag
gggaagaagc
gtttaaaaag
ttgtceggaa
cettaggete
gcggaattcc
goggecgtct
gataccctgg

cegtgecgta

aggttgaaac tcaaaggaat

tegaageaac gogaagaace

ggggtgcetyg
tcgtgtegtg
agcgggtaat
tgacgtcaaa
cagagggegt
tgcagactge
gcggtgaata
acctgaagac

a

ttegatgaga
agatgttggg
ggtgggeact
tcatcatgce
gogaaggoge
aactegecty
cgtteceggg

acaggttaag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
900

9860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440

14391
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cctgtgtcectt caggtgttge tgactctcat ggtgtgacgg goggtgtgta caaggcocogg 60
gaacgtattc accgcoggeat gotgatccge gattactage gattccgact tcatgcagge 120
gagttgcage ctgcaatccg aactgggggt gottttttgg gattogetec ggctogegee 180
ttegoacgee ctoetgtagea cocattgtag cacgtghbgta geccagggea taaggggeat 240
gatgatttga cgtcatccece acetteoctee gecteatega eggeagtece cttagagtge 300
ccaccattac gegetggeaa ctaagggcag gogttgeget egttgeggga cttaacccaa 360
catctcacga cacgagctga cgacaaccat gcaccacctg tgtccggget cectgotctcea 420
tcgaacagge accccacect ttogggeagg toccccggeat gtcaagoccet ggtaaggtte 480
ttegogttge ttcgaattaa accacatget ccaccgettg tgcgggecce cgtcaattcee 540
tttgagttte aacettgegy cogtactoce caggegggat gettattgtyg ttaactacgg 600
cacggaggag tecttetece ¢eacacctag catecategt ttacagegtyg gactaccagg 660
gtatetaate ctgttegete cocacgettt egtgecteag cgtcagttac ggtecagacy 720
gecogectteg ccactggtgt tcoccteccgat atctacgcat ttcaccgeta cacegggaat 780
tcogecgtee tetccegeac tcaagetatyg cagtattaag cgcaatcctt aggttgagee 840
taaggettte acgettaact cgeatageeg cctacgeace ctttacgooe agtaatteocg 900
gacaacgekbe geocacctacg tattacegeg geoetgotggea cgtagttage cgtggetttt 960

taaacgggta ctatctecta ctteteeceg tocaaagagg tttacaccoe gaagggette 1020

ttcecctcacg cggegteget geogtcagget tccgoccatt gogcaagatt ceccgetget 1080

gcctccegta ggagtgtggy cocgtgtcetca gtcccactgt ggeccgtacac cctctcaggce 1140

cggctaccecg tcgtogectt ggtaggecogt taccccacca actagctgat gggecgogag 1200
cecateoceca go 1212

<210>5

<211> 1253

<212> ADN

<213> Caldicellulosiruptor

<220>

<221> fuente

<222>1..1253

<223> Jorganismo="Caldicellulosiruptor"
/observacion="ADNr 16S"
/tipo_mol="ADN sin asignar"

<400> 5

19



10

15

cgacttcacc
tgetgactet
catgcetgate
ccgaactggyg
gcacccattg
cccaccttoc
caactaaggg
tgacgacaac
ccttteggge
taaaccacat
cggcogtact
cccccacace
cteoccocecacge
tgttactece
cactcaaget
actegeatag

acgtattacc

ccaatcatca
catggtgtga
cgegattact
ggtgettttt
tagcacgtgt
toecgecteat
caggggttge
catgcaccad
aggtecccaygg
gotecacage
cocccaggogyg
tagcatccat
tttogtgect
gatatctacy
atgcagtatt
cagectacge

goggetgetg
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gcoccacctt
cgggcggtgt
agegatteocg
tgggattege
gtagcccagyg
cgacggoagt
getegttgeyg
ctgtgtecygy
catgtcaage
ttgtgeggge
gatgcttatt
cgtttacagce
cagcgtcagt
catttcaceyg
aagegeoaate
accetttacy

gcacgtagtt

caacacagct
gtacaaggec
acttcatgeca
tecggoetage
gcataagggyg
cocecttagag
ggacttaacc
getactgete
cctggtaagg
coccegteaat
gtgttaacta
gtggactacc

tacggtccag

ctacaceggy
cttaggttga
cccagtaatt

agccgtgget

ctactteteoe cegtocaaag aggtttacac ccogaagage

gotgegteag gettecgece attgegeaag atteooceget

gggeegtgte teagteecac tgtggecgta cacectetea

cttggtaage cgttacccca ccaactaget gatgggecge

<210> 6

<211> 1255
<212> ADN
<213> Caldicellulosiruptor

<220>

<221> fuente

<222> 1

..1255

<223> Jorganismo="Caldicellulosiruptor"
/observacion="ADNr 16S"
/tipo_mol ="ADN sin asignar"

<400> 6

20

taacctgtgt
cgggaacgta
ggcgagttge
gecttogeac
catgatgatt
tgcccaccat
caacatctca
tcategaaca
ttettegegt
tectttgagt
cggcacggag
agggtatcta
acggecegect
aattecgecey
goctaagget
ceggacaacy

ttttaaacgy
ttetteoecte

getgectece
ggceggetae

gagcccatce

cttcaggtgt

ttecacagagy
agcctgeaat
gocctetgta
tgacgtcatc
tacgcgetgg
cgacacgagc
ggcacdecad
tgettagaat
ttcaaccttg
gagtccttct
atcctgttceg
tcgocactgg
tectetoceg
ttoacgetta
ctegecacet

gtactatcte
acgeggegte

gtaggagtgt
cegtegtege

cca

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080

1140
1200

1253



10

15

gacttceacce
goctgactcte
atgctgatce
cgaactgggg
cacccattgt
ccaccttect
aactaaggge
gacgacaace
ctttcgggca
aaaccacatg
ggcegtacte
coeccacaccet
tcoecacget
gttcectececg
actcaagcta
ctcgcatagc
dgtattaccg
tacttectece
ctgegteagg
ggccgtgtet

ttggtgagcce

caatcatcag
atggtgtgac
gcgattacta
gtgetttttt
agcacgtgtg
cecgecteate
aggggttgeg
atgcaccacc
ggtccecogge
ctccaccget
cccaggeggg
ageatceate
ttegtgecte
atatctacgc
tgcagtatta
cgcctacgea
cggetgetgg
cgtccaaaga
ctteegececa
cagtcccact

gttaccccac
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ceccacctte
gggcggtgtg
gcgattccga
gggattcget
tageccaggyg
gacggcagtce
ctegttgegg
tgtgtccggg
atgtcaagec
tgtgcgggec
atgettattg
gtttacageg
agcgtcagtt
atttcaccgc
agegcaatec
ccctttacge
cacgtagtta
ggtttacace
ttgegecaaga
gtggeccgtac

caactagctg

<210>7

<211> 1466

<212> ADN

<213> Caldicellulosiruptor

<220>

<221> fuente

<222>1..1466

<223> Jorganismo="Caldicellulosiruptor"
/observacion="ADNr 16S"

/tipo_mol ="ADN sin asignar"

<400> 7

aacacagctt
tacaaggccc
cttcatgcag
ccggctogeg
cataaggggce
ccettagagt
gacttaacce
ctcectgetet
ctggtaaggt
ccegtcaatt
tgttaactac
tggactaccea
acggtccaga
tacaccggga
ttaggttgag
ccagtaattc
gceegtggett
ccgaagggcet
ttececgetyg

accctectcag

atgggccgeg

21

aacctgtgte

gggaacgtat
gcgagttgca
ccttcgecacg
atgatgattt
gcccaccatt
aacatctcac
catcgaacag
tcttegegtt
cctttgagtt
ggcacggaag
gggtatctaa
cggeogectt
attccgecgt
cctaaggcett
cggacaacgc
tttaaacggg
tctteectea
ctgecteceyg
gccggctacce

agcccatcec

ttecaggtgtt
tcaccgogge
gcctgcaatc
ccctetgtag
gacgtcatecc
acgegetgge
gacacgagcet
gecaccecace
gcttcgaatt
tcaaccttgc
agtocttete
toectgttage
cgccactggt
cctcteocege
tcacgcttaa
tcgecaccta
tactateteco
cgeggaegteg
taggagtgtyg
cgtcgtogee

cagcc

&0

120

180

240

300

360

420

4380

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

12585



10

15

20

gacttcacce
tgctgactct
catgctgatc
ccgaactggyg
gcacccattyg
cecacettee
caactaaggg
tgacgacaac
cctttcggge
taaaccacat
cggcocgtact
cococacace
ctocacacge
tgtteetece
cactcaagct
actcgcatag
acgtattacc
ctacttotee
gotgegteag
gggeegtgte
cttggtgagce
tactececttte
cgagectgtta

aagatggeag

ccaatcatca
catggtgtga
cgcgattact
ggtgcttttt
tagcacgtgt
tecgecteat
caggggttgce
catgeaccac
aggtcocogg
gotocacogoe
ccccaggogg
tagcateocat
tttegtgect
gatatetacg
atgcagtatt
ccgoctacge
geggetgetg
cegtocaaag
getteagece
tcagtcccac
cgttacctca
accacatcac
toccoccgtget

cctccagete
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gecccaccett
cgggeggtgt
agcgattccg
tgggattege
gtagceccagy
dgacggcagt
getegttgeyg
¢tgtgtecygyg
catgtcaagc
ttgtgcgggce
gatgcttatt
cgtttacage
cagegteagt
cattteoaceg
aagcgcaatc
accctttacg
gcacgtagtt
aggtttacac
attgegeaag
tgtggeegta
ccaactagct
catgcgatga
gggggtaggt

atcacettea

aggcacgccg ccagogttcg toctga

<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<221> fuente
<222>1..20

<223> Jorganismo="Secuencia artificial"
/observacién="Cebador para la amplificaciéon del ADNr 16S"
/tipo_mol="ADN sin asignar"

<400> 8
agagtttgat cmtggctcag

<210>9
<211>19

20

caacacagct
gtacaaggcc
acttcatgca
tcecggetege
gcataagggy
ccecttagag
ggacttaacc
gotectgete
cctggtaagg
cccocgtcaat
gtgttaacta
gtggactace
tacggtecag
ctacaceggyg
cttaggttga
cccagtaatt
agccgtgget
caogaaggge
attcocooget
caccototea
gatgggceoge
cgtggtceoca

tgctcacgtg

accaccatet

22

taacctgtgt
cgggaacgta
ggcgagttge
gecttegeac
catgatgatt
tgeocaccat
caacatctea
teatcegaaca
ttcttegegt
tcctttgagt
cggcacggay
agggtatcta
acggccgeoct
aattcegecg
gectaagget
ccggacaacy
ttttaaacgy
ttotteccte
gotgecteoce
ggceggetac
gageccateoe
tegggtatta
ttactcacec

cogoetegact

ctteoaggtgt

ttcaccgogg
agcctgcaat
gccoctctgta
tgacgtcatc
tacgegetgg
cgacacgage
ggcacaccac
tgcttogaat
ttcaaccttg
gagtccttct
atcctgtteg
tegecactgg
tecteteceg
ttcacgctta
ctcgecacct
gtactatectc
acgeggegte
gtaggagtgt
cagtogtege
ccagcoggat
gocagcocttt
gtcogocget

tgcatgeogtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
8B40
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440
1466
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<221> fuente

<222>1..19

<223> Jorganismo="Secuencia artificial"
/observacion="Cebador inverso del ADNr 16S"
/tipo_mol="ADN sin asignar"

<400> 9
ggttaccttg ttacgactt 19

23
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REIVINDICACIONES

1. Una DIB004C de Caldicellulosiruptor sp. aislada, depositada como DSM 25177, o mutantes de la misma que
conservan las propiedades de DIBO04C.

2. Una composicion para convertir biomasa lignoceluldsica, que comprende una cepa segun la reivindicacion 1.

3. Un cultivo microbiano que comprende una cepa segun la reivindicacion 1.

24
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FIGURA 1

da Caldiceliulosirupror genus XEE DSM 70480
pa de Caidiceliutosirupror knsyanssonn 177R1E DSM 121377 (AJO04811)
ads G sfostrypzor 5 GA DSM 85457 (X82842)
a de Calalcellulosiruptor obaidiansis OB4T ATCC BAA:2073" (GO3387T64
o0 Lapa de Caidicsliulasirupror owensensis OL ATCC TOO187" (UBOSES)

a4

55

U7 k—Gepa de Caldicallulosiruprer kronowmskyensis 2002 DSM 188027 (EF 10000)

de Caldiceilulosirupror hydrothermalis 108 DS 188017

pa da Angerocelium tharmophilum .4 204

“
78 Cardnih-%jsﬁﬂ:w begch DSM 6725 (CPO01383; Athe_ RO0O3)
Cepa de Caldiceliuiosirupior sp. DIB 041C

a7

pa da Caldicslimosiruptor saccharoiyoeus TpET 6331 DSM BG03T (LOS1TE)

6pa e Calticeliulosirupror sp. DIB 004G
U}l lcepa de calsicetiviosirupror sp. DIB 101C
epa de Caldicalluiosirupror 5p. DIB 103C
pa de Caldiceliulosirupnor sp. DIB 107C
Capa de Caldicelivlosirupror sp. DIB 0B7C

Cepa de Caiiceiluiosirupror sp. DIB 1048
Cepa 06 Thermoanaerobacter mathrani A% DESM11426"

ICmrndJum thermocelium ATCC 274087 (CPOD0SES, Che_RO0S4
100 | Clostrdium thermacelium DSM 1313 {CPO02416;

0,01
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FIGURA 2

Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB004C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: 1)

TTACGACTTC ACCCCAATCA TCAGCCCCAC CTTCAACACA GCTTAACCTG IGTCTICAGE ol

TETTECTIGACT TCTCATGGETG TSACGGGCEG TSTGTACARAG GCCOSGGARC GTATTCACCES 120
CRGCATGOTG ATCOGCGATT ACTAGCGATT COGACTTCAT GUAGEUGAGT TGIAGCCTGE 1an
ARTCOGRACT GECCTECTT TTTTCCEATT OCCTEOZCCT COCGROTTRE DASCECCTET 2an
GTASCACCCA TTCETAGCACE TETGETAGCOZC AGEGCATAAG GGECATEATE ATTTGACETS 300
ATCCCCACCT TCOTCCCCCT CATCCACEZC ARSTCOOCTTA CGACTICCCAZ CATTACZCCD 3e0
THHEOARCTAR GEEIAGGEST TEOGOTOGTT GOGGEACTTA ACCCARACATS TOACGACASSE 4210
ARCTEACGAC ARCCATGCAC CACCTGIGTC CEGGECTICTG CTCTOATCGA ACAGGSCACCE 480
CRECCTTTOS GEOAGETECL UEGUATETCA AGCLCSTEETA CETTECTTES 3E0
ARTTRAARLCA CATGUTCCAL UGUT TG GLUCLOCETE ALRTTTUAACC alln
TTGECEECCET ACTCCCCAGE OGGEATGCTT ATTGDGTTAA CTACGGCACG GAGGAGTCCT el
TCTOCCCCAC ACCTAGCATC CATCGTITAC ARGCGTGSACT ACCASGGTAT CTAATCCOTST 720
TCGCTCCCCA CECTTTCGTG OCTCAGCGTC AGTTACSGTC CAGACGGCCG CCTTCGCCAC TEn
TEGTETICCT COCGATATCT ACGCATITCA COGUTACZACC GGGAATTCCG COSTCCTCTIC 840
CCGCACTCAR GCTATGCAGT ATTAAGCGTA ATCCTTAGGT TGAGCCTAAG GCTTTCACGE qan
TTAACTCECR TAGICGCOTA CSCACCOTTT LROGCCCCRETA ATTOOCEACA ADSCTCECCA Ga0
CCTACGTIATT ACCSCGGCDG CTCCCACCTA CTTAGCOCTG GOCTITTTTAAL COLGTACTAT 1020
CTCCTACTTC TCOCDCGTCOCA AACACCITTA CACCCOCAAG COCTTCTICS CTCRCCCCESD 1080
GToECTEoGET CAGECTTCCG OCCATTGEEC BAGATTICCC GUTGITGCCT COIDCGTAGGRAS 1140
TETHFEFCOGT GTCTCAGTOC CACTGTGEIC GTACACCCTC TCOAGHOCGGE TAZCOGTOGT 1200
CHCLTTGGTA GEOCGTTACE CCRCCARCTA GUTGATGGGL CGLGAGLOCA TOOCUAGLOCA 1240
GIATAGCCTC COOGGCTACC CTTTCACCAC ATCACCATGE GATGACGTGE TCICATCGEGS 1320
TATTAGCAGC CCTTTCGAGC TSTTATCOCZC GTGCUTGEGGG TAGGTTGCTC ACSTGETTACT 1380
CACCCGICOE COGOTA 13%g

26
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FIGURA 3

Secuencia consenso de ADNr 165 para DIB041C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: 2)

CTCRGGACGA ACGUTGGOGE CGTGCCTARC GCATGCAMGT CGAGCGGAGS TAGCCATGAR &l

GETGRAGAGE TGGAGTGLCT ATCTTAGUGH COGGACGGLTG AGTARCACGT GAGCRACCTA 120
COCTCAGCAS GEGGATAACA GOTCGAAAGGE GOTECTAATA COCGATGGGA CCACGGCDATS 180
GCUATGATGETT GTGGTEAARG GETAGCCETE GAGGCOTATAC CGGOTEGEGRE TEEECTCOGCS 240
GOCCATCAGT TAGTTGGTGE GGTAACGGCOC TACCAAGGCT ACGACGGGETA GCOOGLCCUTGA 300
CAGGSTIGGETC COCCACAGTG GCOACTGASAC ACSGCCCACA CTCCTACGSS AGGCAGCAGS 360
GEGEAATCTT GOGCAATGGE CSARAGCCTE ACGCAGCGAC GUOGCETGAS GHAGGARGCES 420
CTTCGGEGTG TARACCTCTT TGGACGGGGA GRAGGAGGAG ATAGTACCCG TTTARARAAGT 480
CACGGECTAAC TACGTGCCAG CAGCCGOGGET AATACGTAGE TGGOGAGLST TGTCCGGEAAT 540
TACTGEEE0GET AARGGETECG TRAGGCEECTA TGCAAGTTARA GOGTGAARATC TTGEEGCTCA ®00
ACCCCAAGGS TOCGCTTART ACTGCATAGC TTSAGTGOGG GAGAGSACGS CGGARTTCCC el
GOTGTAGCGS TCAAATGOGT AGRTATOGOS AGCAACACCA GTGGCGAASS CGSCCGIOTS 720
GACCSTAACT GACGCTGAGG CACGAAAGCE TGEGEEGAGCGA ACAGGATTAS ATACCCTGEGET 7a0
AGTCCACGCT GTAAACGATG GATGUTAGGET GTGEEGGGAGA AGGACTCCTC CETGCCETAG a4n
TTARCACAAT AAGCATOCCG CCOTGGGLACT AOGCOCGCAA GOTTGAAACT CARACCAATT 300
GACGEEEGECC CECACAAGCG GTGGAGCATG TEETTTAATT CGAAGCAACDS CGAAGAACCT 260
TACCAGGECT TGACATGCCG GERAACCTECC CGRAARGGETE GGGTGOCTSC GUGATGAGTS 1020
CARGGRAGCOOSE GACACAGGETG GTGCATGGTT GTOGTCAGCT CGTGTOETEE GATGTTGGAT 1080
TAAGTCCCGE ARCGAGCGCA ACCCCTGOCC TTAGTTGCCA GUACGTAATG GTGGLCACTC 1140
TAAGGEEACT GLCGCOGATG AGGOGEAGGA AGETGGEGEAT GACGTCAAAT CATCATGECCS 1200
CTTATECCOCT GGEGCTACACA CSTGCTACAA TEEETGCTAC AGAGGETTSC GAAGGCEOGA 1240
GOOGGAGCTA ATCCCARALD ACGCACCCOCCA GTTCGGATTG CAGGOTGUAR CTOGCCTGOA 1320
TGAASTCGGA ATCGCTAGTA ATCGCGGATC AGCATGCCGC GOTGRATACS TTCOCCGGEGOC 1380
TTGTACACAC CGCCCETCAC ACCATGAGAG TCAGCARCAC CTGARGACAC AGGGCAGCTS 1440
TETTGAACGT COGGUTCATC ATTCCCGTCA ARCTCCTRACA 1580

27
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FIGURA 4
Secuencia consenso de ADNr 165 para DIB0O87C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: 3)

TCAGGRACGRA CGCOTGGIGEC GTECCTAACG CATGCAAGTC GAGUGGAGAT GGTGETTGAA 1
GOTGATGAGC TGOAGGCTEC CATCTTAGCG COSGACGGCT GAGTRACACE TGAGCAACCT 120
ADCCCCAGTRA CRGGCATARD ACCTOGAARG GEOTGOTART ACCOGATGEGS ADCACGTOAT 1&0
CGCATGETSA TETGCTGARA GGGTAGCCGE GGAGGCTATA CTGECTGGEGEE ATGGGECTCGE 241
GECCCATCAG CTAGTTGGIG GGGTAACGGC TCRCCAAGGC GACGACGGGT AGCCGGCUTG 00
AGAGGETGTA CGGCCATZAGT GCGACTGAGA CACGGOCCAC ARCTCCTACGE GAGGUAGCAG 360
CEGEGAATCT TGCOCARTE: GUGGAAGCCT GACGCAGULA CGLLGCGTGE GLEGARGAMGE 420
CCTTCGGGEET GTRAAACCTLT TTIGGACGGGG AGAAGTAGGA GATAGTACCC GTTTRAAARG 480
CCACGECTAR CTACCTEZCCA GCAGCCGCSE TAATACCTAG GTGECGAGCE TTCTCCESAA 240
TTACTGEGEG TARRGGSTEC GTAGSCGGCT ATSCGAGTTA AGCSTGAAMNS CCTTAGGCTC &01
BACCTAAGSEA TTGCGCTTARA TACTGCATAG CTTGAGTGECG GGAGAGGACE GOGGARATTCC L
COGTCIAGEG GTGARATGCG TAGATALCGG GAGGRACACC AGTGCCGAMG GOGGUCGICT 720
GEACCGTAAC TGACGCTGAG GCACGAAAGC GTSGGGAGLG AACAGGATTA GATACCCIGG TEL
TAGTCUALSGE TETARACGRAT GUATSCTAGE TGIGGEGGEAG RAGGACTCTT COGTGCUSTA 240
GITARCACAR TARGCATCOC GOUTGGEGARS TACGGOCGCA AGGTTGRAAT TCAARGGAAT 200
TGACGEEGEEC COGCACRAGT GETGEAGCAT GTSETTTAAT TCGARGCAAD GOGARGARCC GE[
TTACCAGGESC TTGACATGCC GGGGACCTGC CCGARAGGET GGEGETGCCTE TTCGATGAGA 1020
GCAGGRACTT GGACACAGGST GCTGCADGGT TGTCGTCAGC TCGTGTCGTS AGRTETTGGH 1080
TTAAGICCCG CARCGAGCGC AACCCCIGUC CTTAGTTGCC AGCGGGTAAT GGTGGEGCACT 1140
CTARGGGGAC TGCCGTCGAT GAGGCGGAGG AAGGTGGGEA TGACGTCAAL TCATCATGCC 1200
CCTTATGCSC TGEGCTACAS ACGTSCTACA ATSEETECTA CAGAGGGECGT GUOGRBGGECGC 1260
GAGCCOCAGE GARTCCCAMA AMGCACCCC CASTTCGGAT TGCACGUTSD AACTOGCCTG 1320
CATSARGTIS GAATCGITAS TRATCOGOGGA TCAGCATGOC SCGETGAATE CETTCCCEGE 1380
CCTTGTACAC ACCGCCCGIC ACACCAIGAG AGTCAGCAAC ACCTGAAGAC ACAGGTTAAG 1440
CTGTETTGAR GUTOGEGCTE ATGATTIGGEG TCAAGTCOGTA A 1481
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FIGURA 5

Secuencia consenso de ADNr 165 para DIB101C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: 4)

COTGTSETCTT CAGSTGTTOC TCACTCTCAT SOTGTGACGE GOGGTGTGTA CAAGGCICEE &l

CARSCTATTE RCOCCCECAT COTCATONZC CATTACTACE CATTOCCACT TOATICACOD 120
FAGTTECAGE CTGOMAATOCE ARCTGEGGST GOTTTITTGE GATTCOGOTOC GGO oo 180
TTOECACGOE CTCTGTAGCA CCCATTGTAG CACGTGTGTA GCCCAGGGECA TAAGEGECAT 240
CATSATTTGR CETCATCCCC ACCTTOCTIC GLCTCATCEA CEGCAGTCCCS CTTASASTSEC 00
CCAZCATTAC CCGOTGGCAA CTARCCGECAG GEETTECGCT CGTTOCOCCEA CTTARCTCAR 3g
CATCTCACGM CACGAGCTGA CGRCAACCAT GCACCACCTG TGTCCGGECT CCTGZICTCA 420
TCGAAZAGGT RCCCCACCCT TICCGGCAGG TCCCCGGCAT GTCARGCCCT GGTAAGETIC 430
TTCSESTTES TTCGAATTAA ACCACATOIT CCARCGOTTE TOOGOGCCOT COTCAATTCOC S0
TTTGEAGTTIC RACCTTGCGE COSTACTCCC CAGRCGGEEAT GCITATTGIG TTAACTACGS L}
CRACEEAGERG TCCTTCTOOC CCACACCTAG CRTCCATCGT TTACRGUGTS GAZTRCCAGE ey
ETATCTAATE CTETTCGOTS COCACGOTTT CGTECCTCAG CGTCAGTTAC GGTOCASACHE T20

GCOGCCTTCS O STET TOCTCCCOGAT ATCTACGCAT TTCACCSCTR CACCIGSART Fan
TCOZCIGTCC TCTOCCSCAC TCRAGCTATG CAGTATTAAG CGCARTCCTT AGSTTGAGCC 240
TARZEITTTE ACGOTTAARCT COCATAGOTE CCTRCGCACE CTTTROGIOT AGTRATTCOG 200
CACAROGOTE GCCACCTACT TATTACCHEDG GOTRCTEGRCA CGTAGTTAGS COTESCTTIT 460
TAAACGGETA CTATCTCCTA CTITCTCCCCG TCCAARGAGG TTTACACCCC GRAAGSGITIC 1020
TTCSCTCACS COGCETEECT GOGTCAGEIT TCCRCCCATT GCGCRACATT CODCSCTGET 1080
COCTCCCGTA CCAGTETECE CCETEICTCA GTCLCACTCT GGCCOTACRAC COTCTCAGEC 1140
CGGCTACCCE TCGTCGCCTT GETAGECCST TACCCCACCA ACTAGCTGAT GGECIGIGAS 1200
COCATZCCCA G 1212
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FIGURA &

Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB103C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: 5)

CGACTTCACC CCRATCATCA GUOCCACCTT CRAACACAGCT TAAZCTGIGT CITCAGETGT &l

TECTGACTCT CATGETETEA COGGCGETET GTACARGGCE CGEEAACETA TTICACCECGE L20
CATGCTGATC CGCGATTACT AGCGATICCG ACTTCATGCA GGCEAGTTGEC AGCCTGCAAT 180
COSARCTGSS GGTSCTTTITT TGGGATICGC TOCGECTCSC SGCCTTCGCAC GOOCTCLGTA 240
SCACCCATTG TAGCACGTGT GTAGCCCAGE GUATRAGGGE CATGATGATT TGACGTCATC 300
CCCACCTTSC TCOGCCTCAT CGACGGCAGT COCCTTAGAS TGCOCACCAT TACGCGLTSGE 360
CAACTARGGE CAGGGGETTGC GCTCGTIGCG GGACTTAACC CAACATCICA CGACACEAGC 120
TGACGACARAC CATGUACCAC CTGTGTOCGE GUTCOTGCTC TCATCGARCAE GGOUACCLCAC 480
COTTICGGGE AGGTUCCOGE CATGTCAAGE COTGETAAGE TTCITCGUST TGCTTCSAAT >40
TAAMACCACAT GCTCCACCGC TTGTGCSGGC COCCSTCAAT TCCTTTGAST TTCAACCTTG 600
CGSCCGTACT COCCAGGUSG GATGCTIATT GTCTTARCTA CGGCACGCAG GAGTCCLTOT &&0
CCCCCACACT TAGCATCCAT COTTTACAGC GTGHACTACC AGGETATCTA ATCCTGITCG 120
CTCCCCACGT TTTOETGCOCT CAGCGTCAGT TACGETCCAG ACGECCGOCT TCGCCALTGG T80
TGTTCCTCOC GATATCTACG CATTTCACCG CTACACCGGGE BATTCCGOOG TCCTCTCCCG 240
CACTCRAGCT ATGCAGTATT ARGCGCAATC CTTAGGTTGA GUCTAAGLCT TICACGCTTA 300
ACTCECATRAS CCSCCTAOSC ACCCTTITACSG COCAGTAATT CCGEACARCG CTCGCCACCT 260
ACSTATTACC GOGGCTGCTG GCACGTAGTT AGCCGTGGECT TTTTAAACGG GTACTALCTC 1020
CTACTTCTON COGTUCARRG AGGTTTACAN COCGRAGGEE TTCTTCOCTC ACGOGGIGTE LOBD
GCTGOGTCAG GUTTOCGCCC ATTGCGIAAG ATTCOCCGCT GOTECCTONC GIAGGAGTGT 1140
SGECCETGETE TCASTCCCAC TGTGGECCGTA CACCITCTCA GGCCGGCTAC CCGETCGLCGC 1200
CTTGGTAAGC CGTTACCCCA CCRACTAGCT GATGGGCCGC GAGCCCATCC CCA 1253
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FIGURA 7

Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB104C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: §)

CFACTTCACCT CAATCATCAG COCCACCTTC AACACRGOTT ARACCTGTETE TTOAGGTETT afl

GCTGACTCIC ATGHTGTGAC GGGCGETGETG TACAAGGOCC GGGARCGTAT TCACCGOGGE Lan
ATGCTZATCC GOEATTACTA GCGRATTCOGA CTICATGCAG GOGAGTTECA GLOCTGECAATC L840
CGARCTGGEG GTGITTTTTT GGGATTCGCT CCGGCTCGECG CCTTORCACG CCCTCTGTAG 240
CRCOCATTET ACCACETETE TAZCCCRZZG CATAMIZZCD ATOATCATTT GRACGTCATOC 200
CCACCTICCT COGOCTCATC GACDCGGECAGTC CCCTTAGAGT GCCCACCATT ACGCGECTGEGEC 360
BACTAAGGGC AGGSGTTECE CTCGTTGOSG GACTUTAACCC AACATCTCAC GACACGAGCT 120
CFACCACEACT ATGOACTACT TETETOOESE CTCCTESTCT CATCOEAACAS GUACCCCACT 480
CTTTCCCCGIA GOTICCCGEC ATCTCRACCC CDCCTAMCCT TCTTOSOCTT CCTTCCAATT 540
AARCCARUATG CTOZACCGCT IGTCCEEGEI0 CCOGTCAATT COUTTTEACGTT TCAAZCTTGE B00
GEECOGTACTC CCCAGGIGGG ATGCTTATTG THTTAACTAC GGCACGGARG AGTCCTITCTC 660
COCCACACOT ACCATCOZATC CTTTAZRCEC TCCACTACCA CCCTATCTAR TCOOTEITCOD 70
TCCOCACGDT TTOSTEZCTIC AGDCTCAGTT ACCGETOCAGA CGECCOECCTT CEOCACTGSET TH0
GTTCCTCCCG ATATCTACGC ATTTCACCSEC TACACCGGEGA ATTCOGCOGT CCTCTCCCGOE 240
ACTCRACCTA THRORETATTA AGCCCRRTEC TTAGETTEEG COTARGECTT TCACECTTAR 300
CTOCCATACST COODTAZGCCA CCOITTACSC CSCACTAATTC OOCATAMCGT TOOCCACCTA 360
CGTATTACCE CEECTEITGEE CACGTAGTTA GCCGTGEECTT TITARACEGE TACTARTCTCC Lozo
TACTTCICCC CGTOCARACA GGTTITACACC CCOGAAGGLLT TCITCCCTCR CLOGEUGTCG LOED
CTGOETCAGG CTDRCCICCA TTCCCIRACA TrPCCOCCCTC CTCCCTCOCE TAGCRCTCTC Lian
CECOGTETCT CASTCOCACT GTGECCOGTAC ACCCTCTCAG GCCGECTACT CETCEICGECC L2200
TTGGETFAGCC GTTACCICAC CAACTAGCTG ATGHECCGECEG AGCCCATCCC CRGCD L255
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GACTTICACCC
IGCTGACTCT
CATSCTEATS
CCGARMCTGGE
COACCCATTE
CCCACCTTCC
CARMCTARGGE
TGACGACAAD
CCTTTCGEGGC
TARBCCRCAT
CEECCETACT
COCCCACACT
CTCCCCACGT
TETTCCTCCC
CACTOIAGOT
ACTCGCATAG
BCGTATTACC
CTACTICTCS
GUTGCETCAG
CEEOCETETC
CTTSSIGAGC
TACTCCTTTE
CEAGCTETTA
BAGATEGCAG
BEGCACGLCG

CCARTCATCA
CATGGTGTGA
CECEATT AT
GETEETTTIT
TACCACGETET
TCCGICTCAT
CAGGEETTGE
CATGIACCAC
AGETCCCCGE
GCTOCACCCEC
CCCCAGGCGE
TAGCATCCAT
TTTOSTGCCT
GATATCTACG
ATGCAGTAIT
CCGOCTACGCE
GCGGCTGETE
COGTUCAARG
GCTTCCGOCC
TCRGTCCCRC
CGTTACCTCA
ACCRIATCRG
TCCOZGTGCT
CCTCCAGCTE
CCRGOGTTUG
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GCCCCRCCTT
CoGELGGIGT
ALSCLEATTLCS
TGGGATTCGEE
GTAGCOCRGS
CGACGGCAGT
GCTCGETTECG
CTETGTONGE
CATGTCAAGC
TTETGCEEEC
GATGCTTATT
CETTTACAGE
CAGCGTCAGT
CATTTCACCE
AMGOGUARTC
ACCCTTTACG
GCACGTASTT
ACCTTTACAC
ATTGCGTAAG
TETEGEOCETA
CCRACTAGCT
CATGCGATGA
GEEGETAGST
ATCACCTTCA
TOCTGR

Figura 8

CARCACAGCT
GTACRRAGGCC
ACTTORT LA
TCCGGECTCGE
COATRARCGER
CCCCTTAGAG
GGACTTAACC
GUTCCTGCTE
CCTGETARGS
COCCGETCART
GTGETTARCTA
CTGGACTRCE
TACGGTCCAG
CTACACCGEEE
CTTAGGTTGA
CCCAGTAATT
AGCCGTGEEET
CCCGRARAGGGE
ATTCCCOGLT
CRCOOTCTOA
GATGGGCCEE
CETGGTCCCA
TGCTCACGTG
ACCACCATCT

32

TARCCTGTGT
CGGGRACGTA
GELGAGTTES
GCCTTCGEERS
CATERTEATT
TGCOZACCAT
CARCATCTCA
TCATCGAACR
TTCTTCGECGET
TCCTTTCEARET
CGGCACGERAS
AGGGETATCTA
ACGGEICGCCT
AATTCCEECG
GCOTAAGGCT
CCGGEACARCG
TTTTRAMCGS
TTICTTCUCTC
GOTGECTCCS
GECLEECTAC
GAGCCCATCC
TCGGEGTATTA
TTACTCACCC
CCGETCGACT

CTTCAGETGT
TTCACCGOGE
AGCCTECART
GCCCTCTETA
TEARCETCRTE
TACGCGCTGE
CGACACGRGE
GEUACCCCAC
TGCTTCGAAT
TTCARCCTTE
GAGTCCTTCT
ATCCTGTTOS
TCGCCACTGE
TCCTCTECCE
TTCASGCTTA
CTCGCCACCT
GTARCTATCTC
ACGOGGOGTO
GTAGGAGTGT
COEToEToE0
CCAGCCGEEAT
GCAGCCCTTT
GTCCGECOECT
TECATGEETT

Secuencia consenso de ADNr 168 para DIB107C de Caldicellulosiruptor sp. (SEQ ID NO: 7)
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Figura 9
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Figura 10
Cepa Sustrato + Tlempo de ) o tato formado| Etanol formado | Acetato formado
concentracion incubacion
mii o [faquivalente h mM mm mM
monomerico de mi)

Celulosa (26 mM) 96 9.6 1.6 4.8

Celobiosa (25 mM) 96 18,8 03 8.6

DIBO0AC Glucosa 25 mi 96 196 1.2 6.4
Xilano (31 mM) 96 13,2 1,5 9,6

Xilosa 30 mM 96 18,6 3.2 25

Alamo (12 mM) ') 168 12,5 2.1 74
Celulosa (26 mM) 168 14,3 27 10.2

Celobiosa (25 miM) 72 15,1 1.7 8.4

DIBO41C  |Glucosa 25 mM 72 176 1.3 8.5
Xilano (31 mM) 72 174 14 9.5

Xilosa 30 mM 72 16,9 1.2 89
Celulosa (26 mM) 168 7.4 1,9 129
Celobiosa (25 mM) 72 8.1 1,6 10.8
DIBO8TC  |Glucosa (25 mM) 72 7.1 1,8 14,4
Xilano {31 mM) 72 8.3 1.4 13.7
Xilosa 30 mM 72 7.6 1,3 139

Celulosa (26 mM) 96 6,6 1,1 6,9

Celobiosa (25 mM) 168 14,8 26 11,1

DIB101C Glucosa 25 mM 168 12,7 1,5 9.7
Xilano (31 mM) 96 9.4 22 10,0

Kilosa 30 mM 96 10,5 51 4.8
Alamo (12 mM) 'J 168 6,9 27 10,2

Celulosa (26 mM) 168 15,3 20 7.1

Celobiosa (25 mh) 72 15,7 1,1 6,8

DIB103C  |Glucosa (25 mM) 72 17,5 1,1 6,7
Kilano (31 mM) 72 15,9 1,1 6,2

Xilosa 30 mM 72 16,1 1,0 6,5

Celulosa (26 mM) 72 16,3 2.1 7.8

Xilosa 30 mM 72 16,6 16 8.6

DIB104C  [Xilosa 30 mM 72 16,8 1.7 8,1
Xilano (31 mM) 72 15,1 14 9,0

Kilosa 30 mM 72 129 1.4 10,1

Celulosa (26 mM) 168 14,3 24 9.5

Celobiosa (25 miM) 72 174 1,6 6,4

DIB107C  |Glucosa 25 mM 72 14,1 1.8 9.3
Xilano (31 mM) 72 13,8 1,3 9.9

Xilosa 30 mM 72 12,6 1,2 9.7

Celulosa (26 mM) 168 6,6 1.4 5.7

Celobiosa (25 mM) 96 13,2 1,9 7.6

DSMBY03 |Glucosa 25 mM 96 14,2 1.7 7.8
Kilano (31 mM) 96 7.7 1,8 10,2

Xilosa 30 mM 96 14.7 29 4.1

"y Madera de alamo pretratada, sin azicares libres
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Figura 11
Acido lactico | Acido acético | EtOH
Sustratos pretratados con vapor M) ] mM]
. DIB004C 2.1 11 1.8
Miscanthus DIB101C 1.6 11.6 14
oaia de 100 DIB004C 1.1 107 14
I g DIB101C 11 8.6 1.2
Bagazo de cafa de DIB004C 2.1 111 34
aziicar DIB101C 2.4 8.9 2.1
) DIB004C 2.1 13.6 25
Tallos de maiz DIB101C 13 137 17
, DIB004C 46 155 35
Mazorcas de maiz DIB101C 5.3 15.7 2.1
- DIB004C 14 14 23
Flantas de maiz enteras DIB101C 1.1 1[]'[] 1.3
DIB004C 1.9 104 19
Plantas de sorgo dulce -S1=2mes 3 58 T4
Madera de alamo DIBO0AC 3,1 10,0 2.5
DIB101C 2.0 107 17
DIBO04C 33 9.0 4.1
Madera de abeto DIB101C 3.0 1.0 20
, DIB004C 1.0 16 0.6
Tallos de algodon DIB101C 0.8 41 0.3
— DIB004C 9.3 216 34
Avicel (sin tratar) DIB101C 82 525 3.3
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