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DESCRIPCION
Métodos y cultivos microbianos para la conversion mejorada de la biomasa lignocelulésica
Campo de la descripcion

La presente descripcion se refiere a métodos y cultivos microbianos para convertir biomasa lignocelulésica en
biocombustibles y/u otros productos quimicos basados en carbono.

Antecedentes

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

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

A diferencia del almiddén, que contiene polimeros homogéneos y facilmente hidrolizados, la biomasa lignocelulésica
contiene cantidades variables de celulosa, hemicelulosa, lignina y pequefias cantidades de proteinas, pectinas,
ceras y otros compuestos organicos. La biomasa celuldsica es un vasto recurso mal explotado y, en algunos casos,
un problema de residuos. Sin embargo, las hexosas de la celulosa pueden ser convertidas por las levaduras en el
combustible etanol para el cual existe una demanda creciente. Las pentosas de hemicelulosa todavia no pueden ser
convertidas en etanol comercialmente, pero se estan desarrollando varios microorganismos etanologénicos
prometedores con la capacidad de convertir pentosas y hexosas.

Tipicamente, la primera etapa en la utilizacion de biomasa lignocelulésica es una etapa de pretratamiento, con el fin
de fraccionar los componentes de material lignocelulésico y aumentar su area superficial. EIl método de
pretratamiento mas utilizado es la hidrdlisis acida, en la que el material lignocelulésico se somete a un acido tal
como el acido sulfdrico, mediante el cual los polimeros de azucar celulosa y hemicelulosa se hidrolizan total o
parcialmente a sus monémeros de azlcar constituyentes y se destruye la estructura de la biomasa facilitando el
acceso de las enzimas hidroliticas en las etapas de procesamiento subsiguientes. Otro tipo de hidrdlisis de
lignocelulosa es la explosion de vapor, un proceso que comprende calentar el material lignoceluldsico por inyeccion
de vapor a una temperatura de 190-230°C. Un método adicional es la oxidacion en humedo, en la que el material se
trata con oxigeno a 150-185°C. Los pretratamientos pueden ser seguidos por hidrélisis enzimatica para completar la
liberacion de mondmeros de azlcar. Esta etapa de pretratamiento da lugar a la hidrdlisis de celulosa en glucosa
mientras que la hemicelulosa se transforma parcial o completamente en las pentosas xilosa y arabinosa y las
hexosas glucosa, manosa y galactosa. Asi, en contraste con el almidén, la hidrdlisis de la biomasa lignocelulésica da
lugar a la liberacidon de azucares de pentosa ademas de azicares de hexosa. Esto implica que los organismos de
fermentacion utiles necesitan ser capaces de convertir tanto azicares de hexosa como de pentosa en productos de
fermentacion deseados tales como etanol.

Después del pretratamiento, los esquemas de procesamiento de biomasa lignoceluldsica que implican hidrolisis
enzimatica o microbiana implican habitualmente cinco transformaciones bioldgicamente mediadas: (1) la produccion
de enzimas sacaroliticas (celulasas y hemicelulasas); (2) la hidrélisis de componentes de carbohidratos presentes en
la biomasa pretratada a azucares; (3) la fermentacion de azicares de hexosa (por ejemplo, glucosa, manosa y
galactosa); (4) la fermentacion de azucares de pentosa (por ejemplo, xilosa y arabinosa) y (5) la conversion de
alcoholes de aziicar como sorbitol, manitol o xilitol.

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

Las cinco transformaciones bioldgicamente mediadas pueden ocurrir en un solo paso en una configuracion de
proceso llamada bioprocesamiento consolidado (CBP), que se distingue de otras configuraciones menos integradas
en que CBP no implica un paso de proceso dedicado para la produccion de celulasa y/o hemicelulasa. EI CBP
ofrece el potencial para una mayor eficiencia que los procesos que requieren una produccion de celulasa dedicada.

Los procesos actuales del CBP incluyen un pretratamiento extensivo y costoso del material mediante procesos
mecanicos, termoquimicos y bioquimicos. Generalmente, los objetivos de tales procedimientos de pretratamiento
incluyen (1) hacer que los polimeros celulésicos y hemiceluldsicos sean mas accesibles a los microorganismos, y (2)
convertir los complejos polisacaridos celuldsicos y hemicelulésicos en azicares fermentables mas sencillos u otros
compuestos simples, que se convierten mas facilmente en combustibles y otros productos quimicos por
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microorganismos. Los procesos mecanicos, termoquimicos y bioquimicos utilizados frecuentemente en el
pretratamiento de material lignocelulésico constituyen un coste mayor y no son completamente efectivos.

Ademas, los microorganismos utilizados actualmente para la produccion de combustibles y otros productos quimicos
a partir de material lignocelulésico carecen de la maquinaria celular necesaria para descomponer los complejos
polisacaridos vegetales en azlcares (sacarificacion) y luego convertir los diversos azucares resultantes en
combustibles y otros productos quimicos en una manera eficiente.

Idealmente, las caracteristicas deseables de diferentes microorganismos podrian ser utilizadas simultaneamente por
fermentacion de biomasa lignocelulésica con co-cultivos de los microorganismos. Sin embargo, las condiciones
optimas para la fermentacion de la biomasa lignocelulésica varian mucho de una especie a otra. Bajo las
condiciones mas favorables, los monocultivos de bacterias pueden replicarse muy rapidamente y producir
eficientemente el producto de fermentacion deseado. Sin embargo, debido a la presion evolutiva, cuando un co-
cultivo de microorganismos esta presente, las especies que pueden crecer mas rapido a menudo son dominantes.
Muchas variables influyen en el éxito de la fermentacion bacteriana de la biomasa lignocelul6sica, incluyendo pero
sin limitarse a: temperatura, pH, medio de crecimiento y protocolo de pretratamiento. La identificacion de la pequefia
ventana de condiciones adecuadas para co-cultivar al menos dos microorganismos, mientras que los organismos
fermentan simultdneamente la biomasa lignoceluldsica, presenta un desafio significativo. EI documento WO
2010/075213 A2 describe un cultivo microbiano que comprende Caldicellulosiruptor y Thermoanaerobacter para
convertir biomasa lignocelulésica en etanol y/o acido lactico.

Por lo tanto, sigue habiendo una necesidad insatisfecha sustancial de procesos de bioconversién que aprovechen
mejores microorganismos y/o combinaciones de microorganismos para convertir un espectro mas amplio de
biomasa lignoceluldsica y sacarificar polisacaridos complejos a aztcares fermentables para fermentar combustibles
y otros productos quimicos.

Por lo tanto, seria ventajosa la disponibilidad de nuevos microorganismos y/o combinaciones de microorganismos
para convertir la biomasa lignocelulésica en altos niveles de productos quimicos basados en carbono.

Resumen de la descripcion

La presente invencion se define de acuerdo con las reivindicaciones y pertenece a un cultivo microbiano aislado
adecuado para convertir biomasa lignoceluldésica en un biocombustible y/u ofra sustancia quimica basada en
carbono que comprende un primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo
microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter, en el que a) el primer microorganismo se selecciona
del grupo que consiste en DIB0O04C depositado como DSM 25177, DIB101C depositado como DSM 25178, DIB041C
depositado como DSM 25771, DIB107C depositado como DSM25772, DIB101C depositado como DSM 25178,
DIB103C depositado como DSM 25773, DIB104C depositado como DSM 25774 y DIB107C depositado como DSM
25775, y en el que b) el segundo microorganismo se selecciona del grupo que consiste en DIBO04G depositado
como DSM 25179, DIB101G depositado como DSM 25180, DIB101X depositado como DSM 25181, DIB097C
depositado como DSM 25308, DIB087G depositado como DSM 25777, DIB103X depositado como DSM 25776,
DIB104X depositado como DSM 25778 y DIB107X depositado como DSM 25779.

En un segundo aspecto, la descripcion se refiere a cultivos microbianos adecuados para convertir la biomasa
lignocelulésica en un biocombustible y/u otro compuesto quimico a base de carbono que comprende un primer
microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al género
Thermoanaerobacter.

En un tercer aspecto, la descripcion se refiere a métodos para convertir biomasa lignocelulésica en un
biocombustible u otro producto basado en carbono, que comprende la etapa de poner en contacto biomasa
lignocelulésica con un cultivo microbiano de acuerdo con la presente descripcion durante un periodo de tiempo a una
temperatura inicial y un pH inicial, produciendo de ese modo una cantidad de un biocombustible y/u otros productos
quimicos basados en carbono.

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

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a procedimientos para producir un biocombustible tal
como etanol y/u otros productos quimicos basados en carbono. En una realizacion, el procedimiento comprende
someter biomasa que incluye materiales vegetales que contienen celulosa y hemi-celulosa a la fermentacion en
condiciones termdfilas en presencia de co-cultivos de nuevas células bacterianas termdfilas celuloliticas aisladas
pertenecientes al género Caldicellulosiruptor y nuevas células bacterianas termdfilas sacaroliticas aisladas y/o
xilanoliticas pertenecientes al género Thermoanaerobacter.
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En consecuencia, la presente descripcion se refiere al uso de cepas microbianas seleccionadas del grupo que
consiste en Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C (DSMZ numero de acceso 25177), Caldicellulosiruptor sp. DIB101C
(numero de acceso DSMZ 25178), Caldicellulosirupror sp. DIB041C (numero de acceso DSMZ 25771),
Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso DSMZ 25772), Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de
acceso DSMZ 25773), Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso DSMZ 25774) y Caldicellulosiruptor sp.
DIB107C (numero de acceso DSMZ 25775), Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSMZ numero de acceso 25179),
Thermoaanaerobacter sp. DIB101G (nimero de acceso DSMZ 25180), Thermoanaerobacter sp. DIB101X (nimero
de acceso DSMZ 25181), Thermoanaerobacfer sp. DIB97X (nimero de acceso DSMZ 25308), Thermoanaerobacter
sp. DIB87G (numero de acceso DSMZ 25777), Thermoanaerobacter sp. DIB103X (numero de acceso DSMZ 25776),
Thermoanaerobacter sp. DIB104X (nimero de acceso DSMZ 25778), Thermoanaerobacter sp. DIB107X (niUmero de
acceso DSMZ 25779) asi como cualquier combinacion de dichas cepas y cualesquiera homdlogos de las mismas
para la produccion de biocombustibles y/u otros productos quimicos basados en carbono.

Antes de describir la descripcién en detalle, debe entenderse que esta descripcién no esta limitada a las partes
componentes particulares de los dispositivos descritos o a las etapas del procedimiento de los métodos descritos ya
que tales dispositivos y métodos pueden variar. También se debe entender que la terminologia usada en la presente
memoria es con fines de describir Unicamente las realizaciones particulares y no pretende ser limitativa. Debe
tenerse en cuenta que, tal como se usan en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "uno/a" y "el/la" incluyen referentes singulares y/o plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. Ademas, debe entenderse que, en el caso de que se den intervalos de parametros que

estan delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos incluyen estos valores de limitacion.
Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 muestra un grafico de barras que muestra la formacién del producto de las cepas Caldicellulosiruptor sp.
DIB004C (A) y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (B) solo o en co-cultivo de ambas cepas (C) para diversos
sustratos técnicos.

La FIG. 2 muestra un grafico de barras que muestra los aumentos factoriales en la formacion total del producto y la
formacién de etanol comparando la cepa hidrolitica Caldicellulosiruptor DIBO04C y el co-cultivo de esta cepa con
Thermoanaerobacter DIB004G.

La FIG.3 es un diagrama que muestra la formacion del producto durante el crecimiento de Caldicellulosiruptor sp.
DIB004C sobre 20 g/L de concentracion en peso seco de madera de alamo pretratada por explosion de vapor (PO-
STEX)

La FIG.4 es un diagrama que muestra la formaciéon del producto durante el crecimiento de un co-cultivo que
comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C y Thermoanaerobacter sp. DIBO04G sobre 20 g/l de concentracion en
peso seco de madera de alamo pretratada por explosion de vapor (PO-STEX)

La FIG.5 es un diagrama que muestra una comparacion directa de la formacion total del producto entre
Caldicellulosiruptor sp. DIB004C solo y un co-cultivo de Caldicellulosiruptor sp. DIB004 con Thermoanaerobacter sp.
DIB004G sobre 20 g/l de concentracion en peso seco de madera de alamo pretratada por explosion de vapor (PO-
STEX).

La FIG.6 ilustra un arbol de unién de vecinos basado en comparaciones de la secuencia de genes de 16S rRNA de
cepas aisladas de Caldicellulosiruptor sp. y bacterias seleccionadas. Los valores de “Bootstrap” se basaron en 1.000
repeticiones. La barra de escala representa un cambio de 0,01 por posicidon de nucleétido. Los numeros de acceso
del GenBank se indican entre paréntesis. T, tipo cepa.

La FIG.7 ilustra un arbol de unién de vecinos basado en comparaciones de la secuencia de genes de 16S rRNA de
cepas de Thermoanaerobacter sp. aisladas y bacterias seleccionadas. Los valores de “Bootstrap” se basaron en
1.000 repeticiones. La barra de escala representa un cambio de 0,01 por posicién de nucleétido. Los nimeros de
acceso de GenBank se indican entre paréntesis. T, tipo cepa.

La FIG.8 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C (SEQ ID NO: 1)
La FIG.9muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (SEQ ID NO: 2)
La FIG.10 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB087C (SEQ ID NO: 3)
La FIG.11 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (SEQ ID NO: 4)
La FIG.12 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (SEQ ID NO: 5)
La FIG.13 uestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (SEQ ID NO: 6)
La FIG.14 muestra un 16S rDNA de Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (SEQ ID NO: 7)
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La FIG.15 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB004G (SEQ ID NO: 8)
La FIG.16 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB087G (SEQ ID NO: 9)
La FIG.17 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB097X (SEQ ID NO: 10
La FIG.18 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB101G (SEQ ID NO: 11
La FIG.19 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB101X (SEQ ID NO: 1

)
)
2)
La FIG.20 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB103X (SEQ ID NO: 13)
La FIG.21 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB104X (SEQ ID NO: 14)

)

La FIG.22 muestra un 16S rDNA de Thermoanaerobacter sp. DIB107X (SEQ ID NO: 15
Descripcion detallada de la descripcion

Los aspectos de la presente descripcion se refieren a nuevos métodos consolidados de bioprocesamiento (CBP)
mediante los cuales se puede aumentar la eficiencia de la producciéon de biocombustibles y/u otras sustancias
quimicas basadas en carbono a partir de materiales celuldsicos que contienen biomasa. En particular, la presente
descripcion proporciona numerosos co-cultivos microbiolégicos para aumentar la eficiencia de la produccion de
etanol y/o acido lactico a partir de biomasa.

La presente descripcion se refiere a métodos, microorganismos y co-cultivos microbianos Utiles para procesar
biomasa lignocelulésica. La descripcion se refiere, en ciertos aspectos, a microorganismos que son capaces de
convertir biomasa lignocelulésica tal como, por ejemplo, astillas de madera de alamo o hierba como miscanto, a un
producto econémicamente deseable tal como, por ejemplo, un biocombustible (por ejemplo, un alcohol y/o gas
hidrégeno (H2)), polimero, y/o producto quimico a base de carbono como el acido lactico.

Ademas, la presente descripcion se refiere a métodos, microorganismos y composiciones Uutiles para convertir
azucares como poli-, oligo-, di- y/o mono-sacaridos, en particular di- y/o mono-sacaridos de hexosas y/o poli-, oligo-,
di- y/o mono-sacaridos de pentosas para producir productos quimicos basados en carbono tales como etanol y/o
acido lactico.

Un aspecto de la descripcion se refiere a métodos para la conversion de biomasa lignoceluldsica en biocombustible
y/u otro quimico basado en carbono que utiliza co-cultivos de al menos dos microorganismos extremadamente
termofilos, un primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo
perteneciente al género Thermoanaerobacter.

El término "co-cultivo" y/o la expresion "cultivo microbiano”, tal como se utiliza en la presente descripcion, es una
mezcla de al menos dos microorganismos diferentes (un primer y segundo microorganismo) que se han reproducido
en medios de cultivo predeterminados bajo condiciones de laboratorio controladas, ya sea juntos o por separado.
Ademas, el término "co-cultivo" significa una mezcla de al menos dos microorganismos diferentes, en donde los
microorganismos son primero mezclados dentro del recipiente de reaccion, p. €j., el recipiente para convertir la
biomasa en productos quimicos a base de carbono como etanol y/o acido lactico. El co-cultivo se puede afiadir a la
biomasa simultaneamente, independientemente y/o con un cambio de tiempo entre la adicion del primer
microorganismo y el segundo microorganismo.

El término "xilanolitico" pretende incluir la capacidad de hidrolizar enlaces glicosidicos en oligopentosas y
polipentosas. El término "celulolitico" pretende incluir la capacidad de hidrolizar parcialmente, sustancialmente o
completamente celulosa o cualquiera de sus constituyentes. La actividad celulolitica también puede incluir la
capacidad de despolimerizar o desramificar celulosa y hemicelulosa.

Por "extremadamente termofilico" se entiende un organismo capaz de crecer a una temperatura de 70°C o superior.
Por "mesofilo" se entiende un organismo que crece a una temperatura de aproximadamente 20°C-45°C.

Las expresiones "biomasa lignocelulésica” y "biomasa celulésica" significan cualquier tipo de biomasa que
comprende celulosa, hemicelulosa, lignina o combinaciones de las mismas, tales como, pero sin limitarse a, biomasa
lefiosa, hierbas forrajeras, cultivos herbaceos energéticos, biomasa de plantas no madereras, deshechos agricolas
y/o residuos agricolas, residuos forestales y/o desechos forestales, lodos de la produccién del papel y/o lodos de
residuos del papel, lodos de tratamiento de aguas residuales, residuos solidos municipales, fibra de maiz procedente
de plantas de etanol de maiz molido, himedo y seco, y residuos de procesamiento del azucar. En particular, la
expresion "biomasa lignoceluldsica" de acuerdo con la presente descripcion debe entenderse también en su sentido
mas amplio, de modo que aparte de la madera, los residuos agricolas y los cultivos energéticos, también
comprenden diferentes tipos de residuos tanto de la industria como de los hogares. Puede tratarse de cualquier
biomasa que contenga celulosa y/o hemicelulosa, incluyendo césped, pastos, gramineas, pasto de centeno, hierba
cinta, pasto mixto de pradera, miscanto, residuos de elaboracion del azucar, bagazo de cafa de azulcar, paja de
cafia de azucar, residuos agricolas, paja de arroz, cascarilla del arroz, paja de cebada, mazorcas de maiz, paja de
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cereal, paja de trigo, paja de canola, paja de avena, cascarones de avena, fibra de maiz, hojarasca, hojarasca de
soja, hojarasca de maiz, desechos forestales, fibra de pulpa de madera reciclada, lodos de papel, serrin, madera
dura y madera blanda, moldura de remolacha azucarera, tallos de algoddn, hojas de platano, residuos de
procesamiento de aceite de palma y material de biomasa lignocelulésica obtenido mediante el procesamiento de
plantas alimenticias. En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignoceluldsica es hierba y/o madera dura,
preferiblemente césped de miscanthus y/o madera de alamo. En particular, se pretende designar una biomasa
lignocelulosica no tratada y/o una biomasa lignoceluldsica que ha sido sometida a una etapa de pretratamiento, por
ejemplo, el material lignoceluldsico se ha separado, al menos parcialmente, en celulosa, hemicelulosa y lignina, con
lo que se ha aumentado el area superficial del material.

Tal como se utiliza en la presente memoria, un crecimiento "eficiente" se refiere al crecimiento en el que las células
pueden cultivarse hasta una densidad especificada dentro de un tiempo especificado.

La celobiosa es un disacarido derivado de la condensacion de dos moléculas de glucosa unidas en un enlace 3
(1—4). Se puede hidrolizar para dar glucosa. La celobiosa tiene ocho grupos alcoholes libres (OH), uno de enlace y
dos enlaces hemiacetales, que dan lugar a fuertes enlaces de hidrégeno inter- e intra-moleculares. Es un tipo de
carbohidrato dietético que también se encuentra en las setas.

La expresion "acido organico" es conocida en la técnica. El término "acido lactico" se refiere al acido organico acido
2-hidroxipropiénico en la forma de acido libre, en la forma de sal asi como en sus ésteres o anhidridos. La forma de
sal de acido lactico es el "lactato", independientemente del agente neutralizante, es decir, carbonato de calcio o
hidréxido de amonio.

La expresion "acido acético" se refiere al acido organico acido metanocarboxilico, también conocido como acido
etanoico, ya sea en forma de acido libre o en forma de sal. La forma de sal del acido acético se denomina "acetato".

Una cepa, célula o "homologo" de microorganismo, como se usa en la presente memoria, se considera cualquier
microorganismo que no es significativamente diferente por medio de homologia de ADN como se ha definido
anteriormente y exhibe las mismas o similares propiedades fisiologicas descritas en los ejemplos de la presente
memoria.

El término "mutante”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una célula bacteriana en la que el
genoma, incluyendo uno o mas cromosomas o ADN extra-cromosémico potencial, ha sido alterado en una o mas
posiciones, o en el que se ha afiadido o eliminado ADN.

El término "progenie" se refiere a un producto de reproduccion bacteriana, un nuevo organismo producido por uno o
mas progenitores.

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

La expresion "similitud de la secuencia génica 16S rDNA" se refiere en particular al porcentaje de nucledtidos
idénticos entre una regién de la secuencia de acido nucleico del gen 16S RNA ribosémico (rDNA) de un primer
microorganismo Yy la regién correspondiente de la secuencia de acido nucleico del gen 16S rDNA de un segundo
microorganismo. Preferiblemente, la region comprende al menos 100 nucleétidos consecutivos, mas preferiblemente
al menos 200 nucledtidos consecutivos, al menos 300 nucledtidos consecutivos o al menos 400 nucleétidos
consecutivos, mas preferiblemente aproximadamente 480 nucledétidos consecutivos.

La expresion "un microorganismo", tal como se utiliza en la presente memoria, puede referirse sélo a un organismo
unicelular, asi como a numerosos organismos unicelulares Unicos. 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. Por ejemplo, la
expresion "un microorganismo del género Thermoanaerobacter” puede referirse a una sola célula bacteriana de
Thermoanaerobacter del género Thermoanaerobacter, asi como a multiples células bacterianas del género
Thermoanaerobacter. En general, la expresion "un microorganismo" se refiere a numerosas células. En particular,
dicha expresion se refiere a al menos 103, preferiblemente al menos 10* células, al menos 10° o al menos 10°
células.

Al explotar ciertas caracteristicas deseables de cada organismo en el cultivo microbiano de acuerdo con la presente
descripcion, se producen niveles inesperadamente altos de, por ejemplo, etanol y/o acido lactico en comparacion
con los niveles de etanol y/o acido lactico producidos en monocultivos de los microorganismos individuales. Un
primer microorganismo capaz de utilizar celulosa y hemicelulosa (celulolitica y sacarolitica) se combina con un
segundo microorganismo capaz de utilizar poli-, oligo-, di- y/o mono-sacaridos (xilanoliticos y/o sacaroliticos) en
ciertas realizaciones de la descripcion. En este sentido, los esfuerzos de los microorganismos son ortogonales, pero
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complementarios. Los procesos que utilizan co-cultivos, por lo tanto, ofrecen beneficios significativos respecto a los
procesos basados en monocultivos estandar.

Sorprendentemente, la combinacion especifica de un primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter da lugar a mayores
indices de produccion de sustancias quimicas a base de carbono, como el etanol y/o el acido lactico que el
alcanzado por cualquiera de las cepas.

En virtud de una nueva integracion de las etapas de procesamiento, comunmente conocida como bioprocesamiento
consolidado (CBP), los aspectos de la presente invenciéon proporcionan una produccion mas eficiente de un
biocombustible y/u otro producto quimico basado en carbono, como el acido lactico de materias primas que
contienen biomasa celulésica como la biomasa lignocelulésica de las plantas.

La incorporacion de los microorganismos extremadamente termdfilos en el procesamiento de la biomasa
lignoceluldsica permite que las etapas de fermentacion se lleven a cabo a temperaturas mas altas, mejorando asi la
economia del proceso. Por ejemplo, la cinética de reaccion es tipicamente una funcion de la temperatura, por lo que
las temperaturas mas altas se asocian generalmente con aumentos en la tasa de produccion global. Ademas, las
temperaturas mas altas facilitan la eliminacién de los productos volatiles del caldo, y reducen la necesidad de
enfriamiento del sustrato después del pretratamiento (un paso precedente que se lleva a cabo tipicamente a una
temperatura elevada). El funcionamiento de los procesos CBP a temperaturas termofilas ofrece varios beneficios
importantes respecto a las temperaturas de fermentacion mesofilicas convencionales de 30-37°C. En particular, los
costes asociados con una etapa de proceso dedicada a la produccion de celulasa se eliminan para el CBP. También
se espera que los costos asociados con el enfriamiento del fermentador y el intercambio de calor antes y después de
la fermentacién se reduzcan para el CBP. Ademas, los procesos que presentan biocatalizadores termofilicos pueden
ser menos susceptibles a la contaminacion microbiana en comparacién con los procesos que presentan
biocatalizadores mesofilicos convencionales.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un método para convertir maderas duras pretratadas por
autohidrdlisis a etanol por fermentacion con un co-cultivo de un primer microorganismo celulolitico anaerébico y de
un segundo microorganismo sacarolitico anaerdbico, sin el uso de enzimas exogenas.

La aplicacion de la tecnologia actual tiene el potencial de hacer mas econdmicamente viable la produccion de
productos quimicos basados en carbono y biocombustibles y permitr que una gama mas amplia de
microorganismos utilice biomasa lignocelulésica. El uso de materiales celulésicos como fuentes de bioenergia esta
actualmente limitado por requerir tipicamente el preprocesamiento del material celulésico. Dichos procedimientos 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 reto en la conversion de la biomasa en productos de fermentacion es la
recalcitrancia y heterogeneidad del material bioldgico.

Los presentes inventores han encontrado que los microorganismos del género Caldicellulosiruptor en combinacion
con microorganismos del género Thermoanaerobacter muestran una variedad de propiedades ventajosas para el
uso en la conversion de material de biomasa lignoceluldsica en biocarburantes y/o productos quimicos basados en
carbono, preferiblemente en acido lactico, en un proceso de una sola etapa como parte de un sistema de
bioprocesamiento consolidado (CBP).

La combinacién especifica de los microorganismos anteriormente mencionados en los métodos de produccion de
acuerdo con la presente descripcion ofrece beneficios relacionados con:

a) Altas temperaturas de crecimiento y proceso, resultantes p. €j., en un menor riesgo de contaminacion en el
proceso de produccion y, p. €j., el etanol, como producto de produccion, puede destilarse simultdneamente durante
el proceso de fermentacion

b) Alta tolerancia al etanol (tolerancia de aproximadamente 4% de etanol y mas)
c) Alta tolerancia al inhibidor

d) Amplia especificidad del sustrato y capacidad de utilizar pentosas, tales como xilosa y arabinosa y de hexosas
tales como glucosa, manosa, fructosa y galactosa, asi como celulosa y xilano

e) Relacion mejorada de etanol:lactato:acetato

Es una ventaja de la combinacion de los dos microorganismos diferentes que en el co-cultivo estos microorganismos
sean capaces de convertir polisacaridos altamente complejos, como la celulosa y/o el xilano, con mayor eficiencia y
mejores rendimientos de productos quimicos basados en carbono, como el etanol o el acido lactico, respecto al
microorganismo solo.
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En particular, estos microorganismos son extremadamente termdfilos y muestran una amplia especificidad de
sustrato y una alta produccion natural de etanol y/o acido lactico. Como se ha mencionado anteriormente, la
fermentacion quimica a base de carbono a altas temperaturas, por ejemplo a mas de 70°C, tiene muchas ventajas
respecto a la fermentacion mesofilica. Una ventaja de la fermentacion termofilica es la minimizacion del problema de
contaminacion en cultivos continuos, ya que sélo unos pocos microorganismos son capaces de crecer a tales altas
temperaturas en materiales de biomasa de lignocelulosa no destoxificada.

También es una ventaja que los cultivos microbianos que comprenden microorganismos del género
Caldicellulosiruptor y los microorganismos del género Thermoanaerobacter crezcan en el material de biomasa
lignocelulosica pretratado asi como en el no tratado. Estos cultivos microbianos son ademas capaces de crecer y
producir productos de fermentacion en concentraciones muy altas de materia seca del material de biomasa
lignoceluldsica.

Los cultivos microbianos de acuerdo con la presente descripcion tienen una amplia especificidad de sustrato y son
capaces de utilizar pentosas, tales como xilosa y arabinosa, y hexosas, tales como glucosa, manosa, fructosa y
galactosa, asi como utilizar celulosa y xilano. Los cultivos microbianos tienen ademas la ventaja de ser
extremadamente termofilicos y, por lo tanto, son capaces de crecer a temperaturas muy elevadas dando como
resultado elevadas productividades y tasas de conversion de sustrato, bajo riesgo de contaminacion y recuperacion
facilitada del producto.

Ademas, los presentes inventores han encontrado que el uso de la combinacidon del primer y el segundo
microorganismo, p. €j. en un co-cultivo microbiano, tiene una variedad de propiedades ventajosas en la conversion
de polisacaridos, oligosacaridos, disacaridos y/o monosacaridos de hexosas y pentosas, en particular las derivadas
de hidrolizados lignocelul6sicos, a alto nivel de etanol y/o acido lactico, al tiempo que se producen bajos niveles de
acido aceético. En particular, estos microorganismos son también termdfilos extremos y muestran una amplia
especificidad de sustrato y alta produccion natural de etanol, asi como de acido lactico.

También es una ventaja que los cultivos microbianos que comprenden microorganismos extremadamente termofilos
del género Caldicellulosiruptor y microorganismos extremadamente termofilos del género Thermoanaerobacter
crezcan en el material de biomasa lignoceluldsica pretratado asi como en el no tratado. Estos cultivos microbianos
son ademas capaces de crecer y producir productos de fermentacion en concentraciones muy altas de materia seca
de material de biomasa lignocelulosica.

Se encontré sorprendentemente que los microorganismos de acuerdo con la presente descripciéon son capaces de
crecer en un medio que comprende una biomasa lignoceluldsica que tiene un contenido de materia seca de al
menos 10 por ciento en peso/peso, tal como al menos 15 por ciento en peso/peso, incluyendo al menos 20 por
ciento en peso/peso e incluso hasta por lo menos 25 por ciento en peso/peso.

Los microorganismos de acuerdo con la presente descripcion también pueden crecer eficientemente en productos
de hidrolisis de celulosa (por ejemplo, el disacarido celobiosa), hexosas derivadas de celulosa (por ejemplo,
glucosa), pentosas derivadas de hemicelulosa (por ejemplo, xilosa) y alamo explotado por vapor. En particular, los
principales productos cultivados en celobiosa, glucosa y xilosa pueden ser el etanol y los acidos lacticos. Los
principales productos cultivados en sustratos de biomasa pretratados fueron el etanol y el acido lactico, por ejemplo,
cuando los microorganismos se hicieron crecer sobre madera de alamo tratada con explosion de vapor, el
rendimiento de etanol fue alto. Los microorganismos de acuerdo con la presente descripcion también crecieron
eficientemente en celobiosa.

Ademas, los microorganismos de acuerdo con la presente descripcion crecieron eficientemente sobre los materiales
solubles obtenidos después del tratamiento térmico de la biomasa lignoceluldsica.

El material de biomasa lignocelulésica y los hidrolizados 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 de acuerdo con la presente descripcion que son tolerantes a estos inhibidores.

Algunas realizaciones de la presente descripcion se refieren a un método para producir un biocombustible, y/u otro
compuesto quimico a base de carbono, que comprende:

a) Proporcionar una biomasa lignocelulésica

b) Poner en contacto la biomasa lignocelulésica con un primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor, en el que el primer microorganismo convierte al menos una porcioén de la biomasa en mono-, di-
y/o poli-sacaridos; y

c) Poner en contacto la biomasa lignocelulésica con un segundo microorganismo perteneciente al género
Thermoanaerobacter, en el que el segundo microorganismo convierte al menos una porciéon de los mono-, di- y/o
poli-sacaridos en un biocombustible y/u otro producto a base de carbono.
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En ofra realizacion, se describe un método para la sacarificacion y fermentacion simultaneas de material celulésico
de biomasa en biocombustible, tal como etanol u otros productos quimicos. El método comprende tratar la biomasa
en un recipiente cerrado con un primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor bajo condiciones
en las que el primer microorganismo produce enzimas celuloliticas y/o sacaroliticas suficientes para convertir
sustancialmente la biomasa en monosacaridos, disacaridos, oligo- y/o poli-sacaridos e introducir un cultivo de un
segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter, en el que el segundo organismo es capaz
de convertir sustancialmente los sacaridos en biocombustibles y/u otros productos quimicos basados en carbono.

En particular, el primer microorganismo celulolitico anaeroébico tiene la capacidad de descomponer celulosa y
hemicelulosa y metabolizar tanto azicares de hexosa como de pentosa resultantes de la sacarificacién de biomasa
lignocelulésica. Mientras que los microorganismos anaerdbicos pueden sacarificar simultdneamente la biomasa
lignocelulosica y transformar la gama completa de azicares de hexosa y pentosa resultantes de la biomasa en
combustibles y/o productos quimicos, la velocidad a la que cada tipo de azlcar de hexosa o pentosa se convierte en
combustibles y/o productos quimicos variara. En consecuencia, algunos azlcares seran transformados por el
biocatalizador anaerdbico en combustibles y/o productos quimicos mas rapidamente que otros. Por lo tanto, una
realizacion de la presente descripcion permite un tiempo de contacto suficiente entre el material lignocelulésico y el
primer biocatalizador fermentador celulolitico anaerébico para lograr una sacarificacion sustancialmente completa,
pero sélo una conversion parcial de azucares a combustibles y/o productos. A continuacion, se afiade el segundo
microorganismo sacarolitico anaerdbico a la biomasa lignoceluldsica que comprende los azUcares.

En una realizacion, se afiade un primer microorganismo anaerobico capaz de hidrolizar celulosa, hemicelulosa o
material lignocelulésico y producir azicares principalmente convertibles a una porcion de una biomasa, y se afiade
simultaneamente un segundo microorganismo anaerdbico capaz de convertir los azdcares en biocombustible y/u
otro producto quimico a una velocidad alta al material lignocelulésico o con un cambio de tiempo.

En otra realizacion, la presente descripcion se refiere a un método para convertir la biomasa lignocelulésica en un
biocombustible u otro producto basado en carbono, que comprende la etapa de poner en contacto la biomasa
lignocelulésica con un primer y un segundo microorganismos anaerobios extremadamente termdfilos durante un
periodo de tiempo en una fase inicial temperatura y un pH inicial, produciendo de este modo una cantidad de un
biocombustible y/u otros productos quimicos basados en carbono.

Ademas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a cultivos microbianos adecuados para convertir
biomasa lignocelulésica en un biocombustible y/u otro compuesto quimico a base de carbono que comprende un
primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al
género Thermoanaerobacter.

En algunas realizaciones, el material de biomasa puede someterse a pretratamiento mecanico, termoquimico, y/o
bioquimico opcional antes de ser utilizado en un bioproceso para la produccién de combustibles y otros productos
quimicos basados en carbono. Los procesos mecanicos pueden reducir el tamano de particula del material
lignoceluldsico de modo que se pueda manejar mas convenientemente en el bioproceso y puede aumentar el area
superficial de la materia prima para facilitar el contacto con productos quimicos/bioquimicos/biocatalizadores. El
material lignoceluldsico también puede someterse a pretratamientos térmicos y/o quimicos para hacer mas
accesibles los polimeros vegetales, pero debido a que varias realizaciones pueden incorporar multiples etapas de
tratamiento con lignocelulosa, puede ser posible usar condiciones de pretratamiento térmico mas suaves y menos
costosas.

Los procesos mecanicos incluyen, pero no se limitan a, procesos de lavado, remojo, molienda, reduccion de tamafio,
cribado, corte y clasificacion de tamafos. Los procesos quimicos incluyen, pero no se limitan a, blanqueo, oxidacion,
reduccion, tratamiento acido, tratamiento basico, tratamiento con sulfito, tratamiento con sulfito acido, tratamiento
basico con sulfito e hidrodlisis. Los procesos térmicos incluyen, pero no se limitan a, esterilizacién, explosion de
vapor, mantenimiento a temperaturas elevadas en presencia o ausencia de agua y congelaciéon. Los procesos
bioquimicos incluyen, pero no se limitan a, tratamiento con enzimas y tratamiento con microorganismos. Varias
enzimas que pueden utilizarse incluyen celulasas, amilasa, B-glucosidasa, xilanasa, gluconasa, y otras
polisacarasas, lisozima, lacasa y otras enzimas modificadoras de la lignina, lipoxigenasa, peroxidasa y otras
enzimas oxidativas, proteasas y lipasas.

Uno o mas de los procesos mecanicos, quimicos, térmicos y bioquimicos pueden combinarse o utilizarse por
separado. Dichos procedimientos combinados pueden incluir también los utilizados en la produccién de papel,
productos de celulosa, celulosa microcristalina y celuldsicos y pueden incluir procesamiento de pulpa, fabricacion de
pasta kraft o tratamiento con sulfito acido. La materia prima puede ser una corriente lateral o una corriente residual
de una instalacion que utilice uno o mas de estos procesos sobre un material celulésico, hemicelulésico o
lignoceluldsico, tal como una planta de papel, una planta celuldsica, una planta de procesamiento de algodén o una
planta de celulosa microcristalina. La materia prima también puede incluir materiales de desecho que contienen
celulosa.

El método de pretratamiento mas utilizado es la hidrdlisis acida, en la que el material lignocelulésico se somete a un
acido tal como acido sulfurico o acido sulfuroso, por lo que los polimeros de azicar, celulosa y hemicelulosa, se
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hidrolizan parcial o totalmente en sus monémeros de azicares constituyentes. Otro tipo de hidrodlisis de lignocelulosa
es la explosién de vapor, un proceso que comprende calentar el material lignocelulésico mediante inyeccion de
vapor a una temperatura de 175-230°C y subsiguiente liberacion repentina de presion. Un tercer método es la
oxidacion en humedo en la que el material se trata con oxigeno a 150-185°C. Otro tratamiento previo puede ser el
hinchamiento quimico de las fibras de celulosa en altas concentraciones de productos quimicos apropiados o
disolventes incluyendo, pero sin limitacion, amoniaco, cal, sosa caustica o acido fosférico.

Los pretratamientos pueden ser seguidos por hidrolisis enzimatica para completar la liberacion de monémeros de
azucar. Esta etapa de pretratamiento da como resultado la hidrélisis 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 puede complementarse, en ciertas realizaciones, con un tratamiento que da como resultado una
hidrdlisis adicional de la celulosa y la hemicelulosa. El propdsito de este tratamiento de hidrélisis adicional es
hidrolizar el oligosacarido y posiblemente las especies de polisacaridos producidas durante la hidrdlisis acida,
oxidacion humeda o explosion de 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 consigue tipicamente por tratamiento con un acido, tal como el
tratamiento con acido sulfurico acuoso, a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 100-150°C. La
hidrélisis enzimatica se lleva a cabo tipicamente por tratamiento con una o mas enzimas carbohidrasas apropiadas
tales como celulasas, glucosidasas y hemicelulasas, incluyendo las xilanasas.

En una realizacion ventajosa, las células aisladas, las cepas, los microorganismos, las composiciones y los cultivos
microbianos convierten el material de biomasa lignocelulésica, que sélo se ha tratado mecanicamente, en productos
quimicos a base de biocarburante y/o carbono, preferiblemente en etanol y/o acido lactico, preferiblemente en un
proceso de una sola etapa de un sistema consolidado de bioprocesamiento (CBP).

En otras realizaciones ventajosas, la biomasa lignocelulésica es pretratada con trituracion mecanica y un tratamiento
subsiguiente con acido sulfuroso o su anhidrido bajo calor y presion con una liberacion repentina de presion. En
realizaciones ventajosas, la biomasa lignoceluldsica se muele antes de convertirla en biocombustibles y/o sustancias
quimicas a base de carbono, como el acido lactico. En una realizacién, la biomasa lignocelulésica es biomasa
pretratada de Populus spp, preferiblemente pretratada con explosién de vapor. En otra realizacién, la biomasa
lignoceluldsica es biomasa pretratada de Miscanthus spp, preferiblemente pretratada con explosion de vapor.

En algunas realizaciones, el microorganismo anaerébico segun la presente descripcion puede fermentar la biomasa
directamente sin la necesidad de un pretratamiento.

En algunas realizaciones, la biomasa lignocelulésica puede ser pretratada, tal como por medios térmicos, mecanicos
y/o quimicos. Dicho pretratamiento puede hidrolizar, al menos parcialmente, carbohidratos o proteinas presentes,
alterar la estructura celular, aumentar el area superficial o hacer que los hidratos de carbono sean mas accesibles a
microorganismos o enzimas.

En algunas realizaciones, las etapas del procedimiento incluyen: 1) poner en contacto un material de biomasa
pretratado en condiciones anaerdbicas con un primer microorganismo anaerdbico perteneciente al género de
Caldicellulosiruptor, donde la bacteria es capaz de convertir al menos una parte de la biomasa en hidratos de
carbono como monosacaridos, disacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, alcoholes y/o acido lactico, 2) poner en
contacto la materia prima tratada resultante con un microorganismo sacarolitico anaerobico perteneciente al género
Thermoanaerobacter que es capaz de fermentar al menos una porcién de los carbohidratos a combustibles y/u otros
productos quimicos, 3) separar el(los) producto(s) de fermentacion, p. ej. por destilacion.

Con los métodos, los microorganismos y/o los cultivos microbianos segun la presente descripcidon se generan una
serie de diferentes productos de fermentacion, incluyendo acidos, alcoholes, cetonas e hidréogeno. En una
realizacion, el alcohol se selecciona del grupo que consiste en etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol y
butanodiol. En una realizacion adicional, el acido es un acido organico como el acido lactico, acido propionico, acido
acético, acido succinico, acido butirico o acido férmico y la cetona es la acetona. En realizaciones ventajosas, se
produce un biocombustible, en particular etanol y/o acido lactico.

Para producir un producto de fermentaciéon, la biomasa lignocelulésica se pone en contacto con un primer
microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor, en particular con una especie nueva del género
Caldicellulosiruptor o una nueva subespecie de Caldicellulosiruptor saccharolyticus. En una realizacion, los
microorganismos Caldicellulosiruptor son celuloliticos y xilanoliticos.

Por ejemplo, el género Caldicellulosiruptor incluye diferentes especies de bacterias extremadamente termdfilas
(temperatura Optima para un crecimiento superior a 70°C) celuloliticas y hemiceluloliticas, estrictamente
anaerdbicas, que no producen esporas. La primera bacteria de este género, Caldicellulosiruptor saccharolyticum la
cepa Tp8T (DSM 8903) tiene una temperatura 6ptima de 70°C y se aislé a partir de una fuente termal en Nueva
Zelanda (Rainey et al., 1994, Sissons et al., 1987). Hidroliza una variedad de carbohidratos poliméricos con la
produccion de acetato, lactato y trazas de etanol (Donnison et al., 1988). El analisis filogenético demostré que
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constituye un nuevo linaje dentro del subfilo Bacillus/Clostridium de las bacterias Gram-positivas (Rainey et al.,
1994).

En realizaciones ventajosas, el microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor se selecciona del grupo
constituido por los microorganismos enumerados en la tabla 1.

Tabla 1
Género Especies |Nombre Numero de acceso Fecha de depdsito |SEQ ID NO.
DSMZ 16SrDNA

Caldicellulosiruptor sp. DIB0O04C |DSM 25177 15.09.2011 1
Caldicellulosiruptor sp. DIB041C |DSM 25771 15.03.2012 2
Caldicellulosiruptor sp. DIB0O87C |DSM25772 15.03.2012 3
Caldicellulosiruptor sp. DIB101C |DSM 25178 15.09.2011 4
Caldicellulosiruptor sp. DIB103C |DSM 25773 15.03.2012 5
Caldicellulosiruptor sp. DIB104C |DSM 25774 15.03.2012 6
Caldicellulosiruptor sp. DIB107C |DSM 25775 15.03.2012 7

Las cepas enumeradas en la tabla 1 se han depositado de conformidad con los términos del Tratado de Budapest
sobre las fechas de depésito notificadas con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, con los nimeros de acceso DSMZ notificados anteriormente
por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE).

En una realizacion ventajosa, el primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor comprende una
secuencia de 16S rDNA 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 cualquier combinacion de las mismas.

En una realizacion, el primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor comprende una secuencia
de ADNr 16S de al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos 99,7, al menos 99,9, al menos 99,99 por
ciento idéntica a SEQ ID NO 1. En ofras realizaciones, el primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor comprende una secuencia de ADNr 16S al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos
99,7, al menos 99,9, al menos 99,99 por ciento idéntica a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO 2, SEQ ID
NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 6 o SEQ ID NO 7 y cualquier combinacion de las mismas.

En otra realizacion, Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C (nimero de acceso DSMZ 25177) y/o un Caldicellulosiruptor sp.
de la cepa enumerada en la tabla 1, las células derivadas de alli, los mutantes de alli, progenies u homoélogos se
utilizan como el primer microorganismo en los métodos de produccion de acuerdo con la presente descripcion.

En una realizacién ventajosa, el primer microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion se refiere a un microorganismo que preferiblemente tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

a) es un microorganismo del género Caldicellulosiruptor;

b) en un ensayo de hibridacion ADN-ADN, muestra una relacion ADN-ADN de al menos 70%, preferiblemente al
menos 90%, al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al menos 99% con una
Caldicellulosiruptor sp. cepas enumeradas en la tabla 1, respectivamente; y/o

¢) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen 16S rDNA de al menos 98%, preferiblemente al menos 99% o
al menos 99,5%, mas preferiblemente 100% con una Caldicellulosiruptor sp. cepas enumeradas en la tabla 1,
respectivamente; y/o

d) es capaz de crecer en condiciones de alta temperatura por encima de 70°C, y/o
€) 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 e).

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 643 265 T3

Los microorganismos Caldicellulosiruptor usados de acuerdo con la presente descripcion tienen varias
caracteristicas altamente ventajosas necesarias para la conversion de material de biomasa lignocelul6sica. De este
modo, 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 sera evidente a partir de los ejemplos siguientes, el examen de la secuencia completa de 16S
rDNA mostré que las siete cepas de Caldicellulosiruptor sp. enumeradas en la tabla 1 pueden estar relacionados
Caldicellulosiruptor saccharolyticus aunque las secuencias de 16S rDNA claramente los colocan en una subespecie
separada o incluso en una especie diferente.

En una realizacion preferida, el primer microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion es:

a) Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C, depositado el 15 de septiembre de 2011 bajo el nimero de acceso DSM 25177
de acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), InhoffenstralRe 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE),

b) un microorganismo derivado de Caldicellulosiruptorsp. DIBO04C o
c) un homologo de Caldicellulosiruptorsp. DIBO04C.

En otra realizacion preferida, el primer microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion es:

a) Cualquier Caldicellulosiruptor sp. enumerado en la tabla 1, excepto Caldicellulosiruptor DIB004C, depositado bajo
el respectivo nimero de acceso indicado en la tabla 1, segun las exigencias del Tratado de Budapest en la 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 tales cepas de Caldicellulosiruptor sp. o
c) un homalogo de tal cepa Caldicellulosiruptor sp.

Todas las cepas enumeradas en la tabla 1 pertenecen al género Caldicellulosiruptor y son estrictamente bacterias
anaerdbicas, no esporiferas, no moviles, gram-positivas. Las células son varillas rectas de 0,4-0,5 pm por 2,0-4,0
pm, que aparecen tanto individualmente como en parejas. Después de 7 dias de incubaciéon a 72°C sobre medio
sélido con agar y celulosa como sustrato, las siete cepas forman colonias lacteas circulares de 0,5-1 mm de
diametro. Se producen zonas de limpieza alrededor de las colonias que indican la degradacion de la celulosa.

En realizaciones ventajosas, el segundo microorganismo es una especie nueva del género Thermoanaerobacter.
Las cepas de Thermoanaerobacter sp. de acuerdo con la presente descripcidon que se enumeran en la Tabla 2 son
sacaroliticas (hexosas de fermento y pentosas a etanol, lactato y trazas de acetato). Cinco cepas enumeradas en la
tabla 2 estan relacionadas con Thermoanaerobacter mathranii y tres cepas estan relacionados con
Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus.

Por ejemplo, el género Thermoanaerobacter incluye diferentes especies extremadamente termdfilas (6ptimo de
temperatura para el crecimiento superior a 70°C) y bacterias termofilicas hemiceluloliticas y sacaroliticas,
estrictamente anaerdbicas (Lee et al., 1993). Thermoanaerobacter mathranii DSM 11426 es una bacteria
extremadamente termdfila. Tiene una temperatura optima entre 70 y 75°C y se aisl6 de una fuente termal en Islandia
(Larsen et al., 1997). Utiliza una serie de azucares como fuentes de carbono, pero no utiliza celulosa microcristalina.
Los productos finales de fermentacion sobre xilosa fueron etanol, acetato, bajas cantidades de lactato, CO,, y H-
(Larsen et al., 1997). Thermoanaerobacter brockii subsp. finnii es una bacteria sacarolitica termofilica. Tiene una
temperatura dptima entre 55 y 60°C y se aislé de un campo petrolifero a una profundidad de 2.100 m (Cayol et al.,
1995). Utiliza una serie de azicares como fuentes de carbono, pero no puede utilizar xilano o celulosa. Los
productos finales de fermentacién sobre glucosa fueron lactato, acetato, etanol, H, y CO» (Coyol et al., 1995).

En realizaciones ventajosas, el microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter se selecciona del
grupo constituido por los microorganismos enumerados en la tabla 2.
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Tabla 2
Género Especie |Nombre Numero de acceso |Fecha de deposito |SEQ ID NO.16SrDNA
DSMZ
Thermoanaerobacter sp. DIB004G |DSM 25179 15.09.2011 8
Thermoanaerobacter sp. DIB087G |DSM 25777 15.03.2012 9
Thermoanaerobacter sp. DIB097X |DSM 25308 27.10.2011 10
Thermoanaerobacter sp. DIB101G |DSM 25180 15.09.2011 11
Thermoanaerobacter sp. DIB101X |DSM 25181 15.09.2011 12
Thermoanaerobacter sp. DIB103X |DSM 25776 15.03.2012 13
Thermoanaerobacter sp. DIB104X |DSM 25778 15.03.2012 14
Thermoanaerobacter sp. DIB107X |DSM 25779 15.03.2012 15

Las cepas enumeradas en la tabla 2 se han depositado de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest sobre
las fechas de depdsito notificadas con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, con los numeros de acceso DSMZ notificados anteriormente por
DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia (DE).

En una realizacion, el segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter comprende una
secuencia de ADNr 16S al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos 99,7, al menos 99,9, al menos 99,99
por ciento idéntica a la SEQ ID NO 8. En otras realizaciones, el primer microorganismo perteneciente al género
Thermoanaerobacter comprende una secuencia de ADNr 16S al menos 99, al menos 99,3, al menos 99,5, al menos
99,7, al menos 99,9, al menos 99,99 por ciento idéntica a una secuencia seleccionada de la SEQ ID NO 9, SEQ ID
NO 10, SEQ ID NO 11, SEQ ID NO 12, SEQ ID NO 13, SEQ ID NO 14 o SEQ ID NO 15, y cualquier combinacion de
los mismos.

En otras realizaciones, las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2, las células derivadas de
ellas, los mutantes de ellas, las progenies u homologos se utilizan como el segundo microorganismo en los métodos
de produccion de acuerdo con la presente descripcion.

En una realizacion ventajosa, se utilizan Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSMZ numero de acceso 25179) y/o
Thermoanaerobacter sp. DIB101G (numero de acceso DSMZ 25180), células derivadas de ésta, mutantes de ésta,
progenies u homologos como el segundo microorganismo en los métodos de produccion de acuerdo con la presente
descripcion.

El segundo microorganismo puede ser Thermoanaerobacter sp. DIB004G y/o cualquier cepa de
Thermoanaerobacter listada en la tabla 2 que contiene secuencias de 16S rDNA 100 por ciento y/o 99,99 por ciento
idénticas a cualquiera de las secuencias SEQ ID 8-SEQ ID 15, respectivamente.

En otras realizaciones, la biomasa lignoceluldsica se pone en contacto y/o se trata con un segundo microorganismo
que tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter; ylo

b) en un ensayo de hibridacion ADN-ADN, muestra una relacion ADN-ADN de al menos 70%, preferiblemente al
menos 90%, al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al menos 99% con cualquiera
de las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2 con los nimeros de adhesién y las fechas de
depdsito respectivamente indicados; y/o

c) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen 16S rDNA de al menos 98%, preferiblemente al menos 99% o
al menos 99,5%, mas preferiblemente 100% con cualquiera de las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas
en la tabla 2 con los numeros de adhesion respectivamente indicados y las fechas de deposicion, respectivamente;
ylo

d) es capaz de crecer en condiciones de alta temperatura por encima de 70°C, y/o
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€) 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 e).

En otra realizacion ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion es:

a) Thermoanaerobacter sp. DIB004G, depositado el 15 de septiembre de 2011 bajo el nimero de acceso DSM
25179 de acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), InhoffenstralRe 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE), o

b) un microorganismo derivado de Thermoanaerobacter sp. DIBO04G, o
c) un homologo de Thermoanaerobacter sp. DIBO04G.

En otra realizacion ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion es:

a) cualquier cepa de Thermoanaerobacter sp., excepto Thermoanaerobacter sp. DIB0O04G, que figuran en la tabla 2
con sus respectivas fechas de deposicion y numeros de acceso depositados de acuerdo con los requisitos del
Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Inhoffenstral3e 7B,
38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 50829 Colonia,
Alemania (DE), o

b) un microorganismo derivado de cualquiera de estas cepas de Thermoanaerobacter sp. o
c) un homologo de cualquiera de estas cepas

Todas las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2 pertenecen al género Thermoanaerobacter y
son bacterias extremadamente termofilas (crecimiento a temperaturas superiores a 70°C), sacaroliticas,
estrictamente anaerodbicas y Gram-positivas. Las células son varillas rectas 0,3-0,4 um por 2,0-6,0 ym, que aparecen
tanto individualmente como en parejas. DIB0O04G y DIB101G crecen en varios azucares como sustrato, incluyendo
celobiosa, glucosa y xilosa. Los principales productos de fermentacién de estos azucares son el etanol y el lactato.
También se forman trazas de acetato.

En una realizacion adicional, Thermoanaerobacter sp. DIB101X depositado como DSM 25181 ylo
Thermoanaerobacter sp. DIB97X depositado como DSM 25308, las células derivadas de ésta, los mutantes de ésta,
progenies u homaologos se utilizan como el segundo microorganismo en los métodos de produccién de acuerdo con
la presente descripcion.

Es una gran ventaja que Thermoanaerobacter sp. DIB101X depositado como DSM 25181 y Thermoanaerobacter sp.
DIB97X depositado como DSM 25308 sean xilanoliticos y sacaroliticos (fermentacion de hemicelulosas, por ejemplo
xilano, hexosas y pentosas a etanol, lactato y pequefias cantidades de acetato).

La cepa DIB101X ha sido depositada de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest el 15 de septiembre de
2011 con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124
Braunschweig, Alemania, con el nimero de registro DSMZ DSM 25181 de DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE).

La cepa DIB97X ha sido depositada de acuerdo con los términos del Tratado de Budapest el 27 de octubre de 2011
con DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124
Braunschweig, Alemania, con el nimero de registro DSMZ DSM 25308 de DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE).

En otras realizaciones, la biomasa lignoceluldsica se pone en contacto y/o se trata con un segundo microorganismo
que tiene una o mas de las siguientes caracteristicas:

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter; ylo

b) en un ensayo de hibridacion ADN-ADN, muestra una relacion ADN-ADN de al menos 70%, preferiblemente al
menos 90%, al menos 95%, mas preferiblemente al menos 98%, mas preferiblemente al menos 99% con
Thermoanaerobacter sp. DIB101X o Thermoanaerobacter sp. DIB97X depositados como DSM 25181 o DSM 25308,
respectivamente; y/o

¢) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen 16S rDNA de al menos 98%, preferiblemente al menos 99% o
al menos 99,5%, mas preferiblemente 100% con Thermoanaerobacter sp. DIB101X o Thermoanaerobacter sp.
DIB97X depositados como DSM 25181 o DSM 25308, respectivamente; y/o
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d) es capaz de crecer en condiciones de alta temperatura por encima de 70°C, y/o
€) 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 e).

En otra realizacion ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion es:

d) Thermoanaerobacter sp. DIB101X, depositado el 15 de septiembre de 2011 bajo el numero de acceso DSM
25181 de acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), InhoffenstralRe 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE), o

€) un microorganismo derivado de Thermoanaerobacter sp. DIB101X, o
f) un homologo de Thermoanaerobacter sp. DIB101X.

En otra realizacién ventajosa, el segundo microorganismo usado en los métodos de acuerdo con la presente
descripcion es:

d) Thermoanaerobacter sp. DIB97X, depositado el 27 de octubre de 2011 bajo el niumero de acceso DSM 25308 de
acuerdo con los requisitos del Tratado de Budapest en la Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen (DSMZ), InhoffenstralRe 7B, 38124 Braunschweig (DE) por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH,
Nattermannallee 1, 50829 Colonia, Alemania (DE), o

€) un microorganismo derivado de Thermoanaerobacter sp. DIB97X o
f) un homologo de Thermoanaerobacter sp. DIB97X.

Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) y DIB97X (DSM 25308) pertenecen al género Thermoanaerobacter
y son bacterias extremadamente termdfilas (crecimiento a temperaturas superiores a 70°C), xilanoliticas y
sacaroliticas, estrictamente anaerébicas, Gram-positivas. Las células son varillas rectas 0,3-0,4 um por 2,0-6,0 um,
que aparecen tanto individualmente como en parejas. DIB101X y DIB97X crecen en varios azdcares como sustrato,
incluyendo xilano, xilosa, celobiosa y glucosa. Los principales productos de fermentacion de estos sustratos son el
etanol y el lactato. También se forman pequefias cantidades de acetato.

Como es evidente a partir de lo que sigue, se han depositado las cepas preferidas de la presente descripcion. Por lo
tanto, se pueden obtener otras células, cepas, bacterias, microorganismos y/o cultivos microbianos de la presente
descripcion mutando las cepas depositadas y seleccionando mutantes derivados que tienen caracteristicas
mejoradas. Las caracteristicas deseables incluyen un mayor rango de azlcares que se pueden utilizar, una mayor
velocidad de crecimiento, la capacidad para producir cantidades mas altas de productos de fermentacion tales como
etanol y/o acido lactico, etc. Métodos adecuados para la mutacién de cepas bacterianas y para la seleccion de los
mutantes deseados se describen en “Funcional Analysis of Bacterial Genes: A practical Manual’, editado por W.
Schumann, S. D. Ehrlich y N. Ogasawara, 2001.

En realizaciones ventajosas, los microorganismos pueden modificarse para obtener mutantes o derivados con
caracteristicas mejoradas. De este modo, en una realizacion se proporciona una cepa bacteriana de acuerdo con la
descripcion, en la que uno o mas genes se han insertado, eliminado o sustancialmente inactivado. La variante o
mutante es tipicamente capaz de crecer en un medio que comprende un material de biomasa lignocelul6sica.

En otra realizacion, se proporciona un procedimiento para preparar variantes o mutantes de los microorganismos de
acuerdo con la presente descripcion, en el que uno o mas genes se insertan, se suprimen o se inactivan
sustancialmente como se describe en el presente documento.

En algunas realizaciones, uno o mas genes adicionales se insertan en un microorganismo de acuerdo con la
presente descripcion, en particular en el primer microorganismo perteneciente al género Caldicellulosiruptor, en
particular en Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (DSM 25177) y/u otra cepa de Caldicellulosiruptor sp. enumerada en
la tabla 1. Por lo tanto, con el fin de mejorar el rendimiento del producto de fermentacion especifico, puede ser
beneficioso insertar uno o mas genes que codifican una polisacarasa en la cepa de acuerdo con la invencion. Por lo
tanto, en realizaciones especificas se proporciona una cepa y un procedimiento de acuerdo con la invencion en el
que 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 (tal 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), acetilesteasas (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 CE 3.2.1.3), pululanasas (tales
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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).

De acuerdo con la presente descripcién, también se proporciona un método para producir un producto de
fermentacion que comprende cultivar una cepa de acuerdo con la invencién en condiciones adecuadas.

Las cepas de acuerdo con la descripcién son microorganismos estrictamente anaerdbicos y, por lo tanto, se prefiere
que el producto de fermentacion se produzca mediante un proceso de fermentacion realizado bajo condiciones
estrictamente anaerdbicas. Ademas, los microorganismos de acuerdo con la descripcion son microorganismos
extremadamente terméfilos, y por lo tanto el proceso puede funcionar éptimamente, cuando se hace funcionar a una
temperatura en el intervalo de aproximadamente 45-95 grados centigrados, tal como el intervalo de
aproximadamente 50-90 grados centigrados, incluyendo el intervalo de aproximadamente 60-85 grados centigrados,
tal como el intervalo de aproximadamente 65-75 grados centigrados. En una realizacion ventajosa la temperatura es
de 70°C y superior.

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 célula inmovilizada, un reactor de lecho fluidizado o un biorreactor de membrana.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (nimero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIBO87G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB004G (DSM 25179) como el segundo
microorganismo.
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En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ ndmero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB087G (DSM 25777) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ nimero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB097X (DSM 25308) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ nimero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101G (DSM 25180) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.
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En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ ndmero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB101X (DSM 25181) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ ndmero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB103X (DSM 25776) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 643 265 T3

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ ndmero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB104X (DSM 25778) como el segundo
microorganismo.

En una realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO0O4C (numero de acceso
DSMZ 25177) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (numero de acceso
DSMZ 25771) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (numero de acceso
DSMZ 25772) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB101C (numero de acceso
DSMZ 25178) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (numero de acceso
DSMZ 25773) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB104C (numero de acceso
DSMZ 25774) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En otra realizacion ventajosa, el cultivo microbiano comprende Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (DSMZ nimero de
acceso 25775) como el primer microorganismo y Thermoanaerobacter sp. DIB107X (DSM 25779) como el segundo
microorganismo.

En ciertas realizaciones, los microorganismos usados en los métodos de la presente descripcion crecen y producen
etanol de la manera mas eficiente a una cierta temperatura inicial. Como se ha mencionado anteriormente, es una
ventaja de los métodos de la presente descripcion que la temperatura pueda ser alta, preferiblemente mayor que
65°C, mas preferiblemente 70°C y superior hasta una temperatura maxima de 90°C, preferiblemente 80°C , mas
preferiblemente 75°C ya que los microorganismos usados son extremadamente terméfilos. Esto da como resultado
un menor riesgo de contaminacion y tiempos de reacciéon mas rapidos.

En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
el periodo de tiempo es de aproximadamente 10 horas a aproximadamente 300 horas. En ciertas realizaciones, la
descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el periodo de tiempo es de
aproximadamente 50 horas a aproximadamente 200 horas. En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el periodo de tiempo es de aproximadamente 80
horas a aproximadamente 160 horas. En ciertas realizaciones, la descripcién se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en donde el periodo de tiempo es de aproximadamente 80 horas (h), aproximadamente
85 h, aproximadamente 90 h, aproximadamente 95 h, aproximadamente 100 h, aproximadamente 105 h,
aproximadamente 110 h, aproximadamente 115 h, aproximadamente 120 h, aproximadamente 125 h,
aproximadamente 130 h, aproximadamente 135 h, aproximadamente 140 h, aproximadamente 145 h,
aproximadamente 150 h, aproximadamente 155 h, o aproximadamente 160 h.

En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
el periodo de tiempo es de aproximadamente 120 horas. En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en los que la temperatura inicial es de aproximadamente
45°C a aproximadamente 80°C. En ciertas realizaciones, la invencion se refiere a cualquiera de los métodos
mencionados anteriormente, en los que la temperatura inicial es de aproximadamente 65°C a aproximadamente
80°C. En ciertas realizaciones, la descripcién se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en
los que la temperatura inicial es de aproximadamente 70°C a aproximadamente 75°C. En ciertas realizaciones, la
descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en los que la temperatura inicial es
de aproximadamente 72°C.
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En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde
el pH inicial esta entre aproximadamente 5 y aproximadamente 9. En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a
cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, en donde el pH inicial esta entre aproximadamente 6 y
aproximadamente 8. En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en donde el pH inicial es aproximadamente 5, aproximadamente 5,5, aproximadamente 6,
aproximadamente 6,5, aproximadamente 7, aproximadamente 7,5, aproximadamente 8, aproximadamente 8,5 o
aproximadamente 9. En ciertas realizaciones, la descripcion se refiere a cualquiera de los métodos mencionados
anteriormente, en los que el pH inicial es de aproximadamente 6, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7,
aproximadamente 7,5, o aproximadamente 8.

Como se menciond anteriormente, el co-cultivo microbiano usado para producir el producto de fermentacién a partir
de biomasa muestra varias caracteristicas que los distinguen de los microorganismos actualmente utilizados: (i) alto
rendimiento y baja inhibicion del producto, (ii) utilizaciéon simultdnea de material de biomasa lignocelulitica y/o
azucares, y (iii) crecimiento a temperaturas elevadas. Los microorganismos en el co-cultivo microbiano son
organismos termofilos robustos con un menor riesgo de contaminacion. Convierten eficientemente una gama
extraordinariamente amplia de componentes de biomasa a productos quimicos basados en carbono como el acido
lactico o el etanol.

El término "comprender”, tal como se utiliza en este documento, ademas de su significado literal, incluye también y
especificamente se refiere a las expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en". Por lo tanto, el término
"comprender” se refiere a realizaciones en las que la materia-objeto que "comprende" elementos especificamente
enumerados no comprende elementos adicionales asi como realizaciones en las que la materia-objeto que
"comprende" elementos especificamente enumerados puede y/o, de hecho, si abarca otros elementos. Asimismo, el
término "tienen" debe entenderse como el término "comprender", incluyendo también y especificamente las
expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en".

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

Métodos y ejemplos

En los siguientes ejemplos, se proporcionan materiales y métodos de la presente descripcion que incluyen la
determinacion de propiedades de las cepas de acuerdo con la presente descripcion. Debe entenderse que estos
ejemplos son solo con fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitativos de esta descripcion de ninguna
manera.

Ejemplo 1: Aislamiento y Cultivo

Todos los procedimientos de enriquecimiento y aislamiento de cepas emplearon técnicas anaerdbicas para bacterias
estrictamente anaerodbicas (Hungate, 1969). Las cepas fueron enriquecidas a partir de muestras ambientales a
temperaturas superiores a 70°C con celulosa cristalina y madera de haya como sustrato. El aislamiento se realizé
recolectando colonias cultivadas en medio de agar solido a 72°C en tubos de rollo de Hungate (Hungate, 1969).

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

Medio basico

NH4CI 1,0 g
NaCl 0,5 g
MgSO4 x7H _{2} O 0,3 g
CaCl,x2H_{2}0 0,05 g
NaHCOs 0.5 g
KoHPO4 1,5 g
KH2PO4 3,0 g
Extracto de levadura (bacto, BD) 0,5 g
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Medio basico

Celobiosa 5,0 g
Vitaminas (ver abajo) 1,0 ml
Elementos de seguimiento (ver mas abajo) 0,5 ml
Resazurina 1,0 mg
NazS x 9H,0 0,75 g
Agua desionizada 1000.0 ml
Solucion madre de elementos traza

NiCl2x6H20 2 g
FeS04x7H,0 1 g
Citrato de NH4Fe (lll), marrdn, 21,5% de Fe 10 g
MnSO4xH20 5 9
CoCl2x6H.0 1 9
ZnS0O4x7H;0 1 g
CuS04x5H,0 0,1 g
H3BO3 0,1 g
NazMoO4x2H,0 01 g
Na»Se0;x5H,0 0,2 g
NaWo04x2H,0 01 g
Agua destilada 1000.0 ml
Anadir 0,5 ml de la solucion madre de oligoelementos a 1 litro del medio

Solucion madre de vitaminas

acido nicotinico 200 mg
cianocobalamina 25 mg
Acido p-aminobenzoico (acido 4-aminobenzoico) 25 mg
D-pantotenato de calcio 25 mg
tiamina-HCI 25 mg
Riboflavina 25 mg
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Soluciéon madre de vitaminas

acido lipoico 25 mg
acido félico 10 mg
Biotina 10 mg
piridoxina-HCI 10 mg
Agua destilada 200.0 ml

Anadir 1 ml de la solucién madre de vitaminas a 1 litro del medio

Todos los ingredientes excepto el sulfuro se disuelven en agua desionizada y el medio se limpia con nitrégeno
gaseoso (pureza 99,999%) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después de la adicion de sulfuro, el valor
de pH se ajusta a 7,0 a temperatura ambiente con HCI 1 M. A continuacion, el medio se dispensa en matraces de
suero de 100 ml en atmosfera de nitrégeno y los recipientes se sellan herméticamente. Después de someter a
autoclave a 121°C durante 20 minutos, el valor del pH debe estar entre 6,8 y 7,0.

Los sustratos de glucosa, xilano, tratados con explosién de vapor y la celulosa microcristalina Avicel se afiaden a los
frascos de suero a una concentracion de 10 g/l (peso en seco) antes del tratamiento en autoclave. Después del
tratamiento en autoclave, los cultivos se inoculan mediante la inyeccion de un cultivo de siembra a través del septum
de sellado y se incuban en un incubador a 72°C y 100 rpm durante el tiempo indicado. Los cultivos de semillas se
cultivaron durante 48 h sobre celulosa microcristalina (cepas celuloliticas, p. €j., DIBO04C, DIB101C), glucosa (cepas
sacaroliticas, p. ej., DIB004G, DIB101G) o xilano (cepas sacaroliticas/xilanoliticas, p. €j., DIB97X, DIB101X).

Ejemplo 2: HPLC

Los azucares y los productos de fermentacion se cuantificaron por HPLC-RI utilizando un Via Hitachi LaChrom Elite
(Hitachi corp.) equipado con un Rezex ROA Acido Organico H+ (Phenomenex). Los analitos se separaron
isocraticamente con H,SO4 2,5 mMy a 65°C.

Ejemplo 3: Analisis filogenético de los genes 16S rDNA

Se aisl6 ADN genomico a partir de cultivos crecidos como se describio anteriormente y se amplificé mediante PCR
16SrDNA  utilizando  27F  (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) como  cebador  directo vy 1492R
(GGTTACCTTGTTACGACTT) como cebador inverso. Los productos resultantes se secuenciaron y las secuencias
se analizaron utilizando el software Sequencher 4.10.1 (Gene Codes Corporation). La base de datos NCBI se utilizé
para procedimientos BLAST. Los analisis de genes filogenéticos 16S rRNA se realizaron por el método de union de
vecinos (Saitou y Nei, 1987) utilizando el programa Mega 4 (Tamura et al., 2007)

Ejemplo 4: Produccion de etanol y lactato en diferentes sustratos

Se realizaron ensayos sobre crecimiento y fermentacion de sustratos tratados con explosion de vapor DD-STEX,
BP-STEX, SCB-STEX, CORNST-STEX, CORNPL-STEX, MISC-STEX, SORG-STEX, SPR-STEX y celulosa
microcristalina Avicel por cultivo en matraces sellados de 100 ml con 30 ml del medio descrito en el Ejemplo 1. Las
cepas DIB004C y DIB101C crecieron bien en todos estos sustratos incluyendo celulosa microcristalina. Las cepas
DIB004G, DIB101G, DIB97X y DIB101X crecieron bien en todos los substratos tratados con explosion de vapor,
pero no pudieron crecer en celulosa microcristalina.

Todas las cepas se prepararon bien en medio que contenia 20 g/l (peso seco) de madera de alamo tratada con
explosién de vapor SO, (2% PO-STEX) cuando se cultivaba en frascos sellados de 100 ml con 30 ml del medio
descrito en el Ejemplo 1. La Figura 1 muestra los resultados de la formacion del producto de las cepas
Caldicellulosiruptor sp. DIB004C (A), Thermoanaerobacter sp. DIB004G (B) solos y en co-cultivo de ambas cepas
(C) para diversos sustratos técnicos tratados con explosion de vapor. Para cada sustrato, se aplicaron 10 g/l de
concentraciones en seco. Las abreviaturas para los sustratos individuales son DDGS-STEX: Granos de destileria
secos Yy solubles, pretratados por explosion de vapor; BP-STEX: pulpa de remolacha, pretratada por explosion de
vapor; SCB-STEX: bagazo de cafia de azucar, pretratado por explosién de vapor; CORNST-STEX: tallos de maiz
pretratados por explosion de vapor; CORNPL-STEX: plantas de maiz entero incl. tallos, mazorca y grano,
pretratados por explosiéon de vapor; MISC-STEX: plantas Miscanthus, pretratadas por explosion de vapor; SORG-
STEX: planta integral de sorgo dulce, pretratado por explosion de vapor; SPR-STEX: madera de abeto, pretratada
por explosion de vapor.
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Los principales productos de fermentacion fueron etanol, acetato y lactato. Como se indica claramente en la Figura 1
que muestra las concentraciones del producto después de 7 dias de cultivo para (A) DIBO04C, (B) DIB004G y (C)
co-cultivo de ambas cepas, para todos los sustratos la concentracion del producto aumenta significativamente en el
co-cultivo comparado con ambas culturas individuales.

La Figura 2 muestra el cambio factorial en la formacion general del producto entre el cultivo de DIB004C solo y el co-
cultivo de DIB004C con DIB004G. Ademas de la figura 1, se muestra claramente que no sdélo se incrementa la
formacion total del producto, sino que ademas la formacién de etanol estda aumentada de forma proporcional en
comparacion con ambos cultivos individuales.

Ejemplo 5: Experimentos en lotes de fermentador.

Experimentos en lotes con p. ej., DIBO04C, asi como con los co-cultivos de DIBO04C y DIB004G se realizaron
mediante cultivo en el medio descrito anteriormente con adicion de madera de alamo de 20 g/l pretratada con
"explosion de vapor de SO2" que comprende calentar en presencia de acido diluido seguido por liberacion repentina
de presion.

La temperatura se controla a 72°C y el valor de pH se controla a 6,5 + 0,25 durante toda la fermentacion. El
fermentador se purga con nitrégeno para eliminar el exceso de oxigeno antes de afiadir sulfuro de sodio como se ha
descrito anteriormente.

La fermentacion se inicia por la adicién de un cultivo de siembra preparado como se describe en el ejemplo 1.

Los resultados del analisis de HPLC como se describe en el ejemplo 2 muestran la produccién paralela de etanol,
acido lactico y acido acético siendo el etanol el producto predominante y siendo el acetato producido sélo en una
proporciéon menor.

Los resultados de la formacion del producto durante una fermentacion de Caldicellulosiruptor sp. DIB004C sobre
madera de alamo pretratada se muestra en la Figura 3.

La Figura 4 muestra un enfoque de fermentacion idéntico que aplica un co-cultivo de Caldicellulosiruptor sp.
DIB004C y Thermoanaerobacter sp. DIB004G.

La Figura 5 muestra una comparacion directa entre la concentracion total del producto (etanol + lactato + acetato)
durante las dos etapas de fermentacién. Se muestra claramente que la formacion del producto durante la
fermentacion de ambas cepas es tanto mas rapida como duradera durante un periodo de tiempo mas largo. Esto es
una clara indicacion de un efecto sinérgico de los dos cultivos que conduce a un aumento general de la formacion
del producto. Una posible explicacion de este efecto sinérgico seria que la cepa Thermoanaerobacter sp. DIB004G
consumiria especies de azucar soluble mas rapidamente que la cepa Caldicellulosiruptor que conduce a una mejora
de la represion de las enzimas celuloliticas.

Ejemplo 6: Filogenia

La secuenciacion de 16S rDNA de las cepas de Caldicellulosiruptor enumeradas en la tabla 1 reveld que todas estas
cepas tenian (al menos) una copia de un operén 16S rDNA que estaba mas estrechamente relacionado con la cepa
de Caldicellulosiruptor saccharolyticus Tp8T (DSM 8903) en las bases de datos publicas disponibles (Figura 6).

La secuenciacion de 16S rDNA de las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la tabla 2 revelaron que las
cepas de Thermoanaerobacter sp. tenian (al menos) una copia de un operéon 16S rDNA. Basado en las secuencias
de 16S rRNA de las cepas de Thermoanaerobacter sp. DIB004G, DIB097X, DIB101X, DIB103X y DIB107X fueron
las mas estrechamente relacionadas con la cepa Thermoanaerobacter mathranii A3 (DSM 11426), mientras que las
cepas Thermoanaerobacter sp. DIB087G, DIB101G y DIB104X estaban mas estrechamente relacionadas con la
cepa de Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus E100-69 (DSM 567). Los alineamientos se realizaron con
ClustalW (Chenna et al., 2003) y el arbol filogenético fue construido por el método de union de vecinos (Saitou y Nei
1987) usando el programa MEGA 4 (Tamura et al., 2007).
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REIVINDICACIONES

1. Un cultivo microbiano aislado adecuado para convertir biomasa lignocelulésica en un biocombustible y/u otro
compuesto quimico a base de carbono que comprende un primer microorganismo perteneciente al género
Caldicellulosiruptor y un segundo microorganismo perteneciente al género Thermoanaerobacter, en donde:

a) el primer microorganismo se selecciona del grupo que consiste en DIB004C depositado como DSM 25177,
DIB101C depositado como DSM 25178, DIB041C depositado como DSM 25771, DIB107C depositado como
DSM25772, DIB101C depositado como DSM 25178, DIB103C depositado como DSM 25773, DIB104C depositado
como DSM 25774 y DIB107C depositados como DSM 25775, y en donde:

b) el segundo microorganismo se selecciona del grupo que consiste en DIBO04G depositado como DSM 25179,
DIB101G depositado como DSM 25180, DIB101X depositado como DSM 25181, DIB097C depositado como DSM
25308, DIB087G depositado como DSM 25777, DIB103X depositado como DSM 25776, DIB104X depositado como
DSM 25778 y DIB107X depositados como DSM 25779.

2. El cultivo microbiano segun la reivindicacion 1, en el que la biomasa lignocelulésica se pone en contacto
simultaneamente con dichos primer y segundo microorganismos o la biomasa lignocelulésica se pone en contacto
con dichos primer y segundo microorganismos con un cambio de tiempo.

3. El cultivo microbiano de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la biomasa
lignocelulodsica se pone en contacto con dicho primer y segundo microorganismo en un co-cultivo.

4. Un método para convertir biomasa lignoceluldsica en un biocombustible y/u otro producto a base de carbono, que
comprende la etapa de poner en contacto la biomasa lignocelulésica con un co-cultivo microbiano de acuerdo con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 durante un periodo de tiempo a una temperatura inicial y un pH inicial,
produciendo de ese modo una cantidad de un biocombustible y/u otros productos quimicos basados en carbono.

5. El método segun la reivindicacion 4, en el que el periodo de tiempo es de 10 h a 300 h, preferiblemente de 50 h a
200 h, de 80 h a 160 h.

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la temperatura inicial esta en
el intervalo entre 55°C y 80°C, preferiblemente entre 72°C y 78°C.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el pH inicial esta entre 5y 9,
preferiblemente entre 6 y 8.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el biocombustible es un
alcohol, preferiblemente etanol.

9. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el producto a base de carbono es un
acido carboxilico, preferiblemente acido lactico o una sal o éster del mismo.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la biomasa
lignocelulosica se selecciona del grupo que consiste en pasto, brotes de hierba, hierba de centeno, hierba de canario
de cafia, pasto mixto de pradera, miscantus, residuos de azicar, bagazo de cafia de azucar, paja de cafa de
azucar, residuos de la agricultura, paja de arroz, cascara de arroz, paja de cebada, mazorcas de maiz, paja de
cereales, paja de trigo, paja de canola, paja de avena, cascarones de avena, fibra de maiz, hojarasca, hojarasca de
soja, hojarasca de maiz, desechos forestales, fibra de pulpa de madera, lodo de papel, aserrin, madera dura,
madera blanda, prensado de la remolacha azucarera, tallo de algoddn, hojas de platano, residuos de la produccion
de aceite vegetal y material de biomasa lignocelulésica obtenido mediante el procesamiento de plantas alimenticias.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicha biomasa
lignoceluldsica es una biomasa lignocelulésica pretratada derivada de un pretratamiento mecanico, termoquimico y/o
bioquimico.

12. El método segun la reivindicacion 11, en el que el pretratamiento del material de biomasa lignocelulésica
comprende exponer la biomasa lignocelulésica al tratamiento con vapor.

13. El método de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que pretratar el material de biomasa lignocelulésica
comprende exponer la biomasa lignocelulésica a tratamiento con vapor y tratamiento enzimatico, preferiblemente
con enzimas que degradan la celulosa y/o la hemicelulosa.

14. El método segun la reivindicacion 11, en el que el pretratamiento del material de biomasa lignoceluldsica
comprende la frituracion mecanica y un tratamiento subsiguiente con acido sulfurico, acido sulfuroso o los
respectivos anhidridos bajo calor y presion, con o sin liberacion repentina de presion.

15. El método segun la reivindicacion 11, en el que el pretratamiento del material de biomasa lignoceluldsica
comprende la trituracion mecanica y un tratamiento posterior con hidroxido de amoniaco, hidréxido de sodio,
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hidroxido de potasio o hidroxido de calcio o, en la medida de lo posible, sus respectivos anhidridos, bajo calor y
presion, con o sin una liberacion repentina de presion.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 5
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FIGURA 6
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FIGURA 7

Arbol de unién de vecinos basado en las comparaciones de la secuencia del gen de
16S rRNA de cepas de Thermoanaerobacter sp. y bacterias seleccionadas
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Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIBO04C (SEQ ID NO. 1)

TTACGACTTC
TETTECTEAC
CGEGECATGCTG
AATCCGAACT
GTARGCACCCA
ATCCOCCACCT
TGEECAARCTAA
AGCTCACGAC
CACCCTTTOR
AATTARRACCA
TTGOGGCCET
TCTCCCCCAC
TCGCTCCCOCA
TGEETETTCCT
CCGCACTCAR
TTRACTCGER
CCTACGTATT
CTCCTACTTC
GTCECTGOET
TGETEEECCGET
CGOCTTGETA
GTATAGCCTC
TATTAGCASC
CACCCGETCCG

ACCCCAATCA
TCTCATGETE
ATCOGCGATT
GGGEETGETT
TTETAGCACG
TCCOTCCGCCT
ARCCATGCAC
GEOAGGTCCC
CATGCTCCAC
ACTCCCCAGE
ACCTAGCATC
CECTTTCGTG
CCCOGATATCT
GCTATGCAGT
TAGDCGCCTA
TCCCCGTOCA
CAGGCTTCCG
GTCTCAGTCC
GGCCGTTACT
CCCGEECTACC
CCTTTCGAGC
CCGCTA

TCAGCCCCAC
TERACGEEGEEGEG
ACTAGCGATT
TTTTGGGATT
TETGETAGCCC
CATCEACGEEC
TGCGCTCGETT
CACCTGTGETC
CEGCATETCA
CECTIGTGCE
CGGGATGCTT
CATCETTTAC
CCTCAGCGTC
ACGCATTTCA
ATTAAGCCCA
CECACCCTTT
CTGECACGTA
AAGAGGTTTA
COCATTGOEC
CACTETGGECC
COACCAACTA
CTTTCACCAC
TETTATCCCC
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FIGURA 8

CTTCAACACE
TETETACHKAG
CCGEACTTCAT
CEETECGECT
ACGGCATAAG
AGTCOOCCTTA
GCEEGACTTA
CGGEGCTCCTG
AGCCCTGETA
ATTGTGTTAA
AGCETGEACT
AGTTACGETC
CCGCTACACE
ATCCTTAGGT
ACECCCAGTA
GTTAGCCETG
CRACCCCGRAG
AREATTCCCCE
GTACACCCTC
GOTGATGEGE
ATCACCATGC
GTEOTGEGEES

GCTTARCCTG
GCCOGEGEAAC
GCAGECGAGT
CGECGCCTTCG
GEGCATCEATE
CAGTECCCAC
ACCCRACATC
CTCTCATCGA
AGGTTCTTOG
AATTCCTTITG
CTACGGCACG
ACCAGGETAT
CAGRCGGECCE
GEGEAATTCCG
TGAGCCTAMG
ATTOOGEACR
GCTTTTTAAR
GECTTICTTCC
GOTEZTECCT
TCAGSCCEEC
CECGAGCOCA
CATEACCETGEE
TAGETTECTC

34

TGETCTTCAGS
GTATTCACCE
TECAGCCTGC
CACGCCCTST
ATTTGACGTC
CATTACGCGE
TCACGACACE
ACAGGCACCC
CETTGECTTOR
AGTTTCARACZC
GAGGAGTCCT
CTAATCCTST
CCTTCGCCAC
CCGTCCTCTC
GCTTTCACGC
ACGCTCGOCA
CGEEETACTAT
CTCACGREEE
COCGETAGGRAG
TACCCGETCGT
TCCOCAGOCA
TCCCATCGGEE
ACGTETTACT



CTCAGGACGR
GGTGAMGAGT
CCCTCAGCAC
GCATGATGTT
GOOCATCAGT
GAGGGTGEETC
GLEOGAATCTT
CTTCGGLGTG
CACGGCTAAC
TACTGEGECET
BCCCCARGEE
GGTGTAGCGE
GACCGTAACT
AGTCCACGCT
TTAACACAMT
GACGEEEGECC
TACCAGGGCT
CAGGRAGCOTE
TAAGTOOOGE
TAARGGEEACT
CTTATGCCCT
GUOGGAGCTR
TGEAAGTCGEA
TTGTRCACAC
TGTTGAAGGT

ACGOTRGOGE
TEGAGTGGET
GLEOGATARCH
GTGETGAARG
TAGTTGGTGGE
GGCCACAGTG
GCGCAATGGE
TAAACCTCTT
TACGTGZCAG
AARRGGETGCG
TGOGCTTAAT
TGARATGOGET
GACGCTGEAGE
GTAARCGATG
BRGCATCOOG
CGCACAAGCG
TGACATGCCE
GRCACTAGGTG
ARCGAGEGIR
GCCGCCGATG
GEECTACACA
ATCCCARMDLA
ATCGCTAGTA
CGCCCETCAC
GEEGITGATG

CGTGCCTAAC
ATCTTAGRGE
GCTCEAAAGGE
GETAGCCETG
GETARCGECC
GEACTGAGAC
CGRAAGCCTG
TECACGGGGA
CAGCCGIEET
TAGGCGECTA
ACTGCATAGC
AGATATOGGE
CACGARASCG
GATGCTAGGST
COTGGLGAGT
GTEGAGCATG
GGAACCTGCC
GTGCATGETT
ACCCCTGOCC
AGGCEEAGGA
CETECTACAA
AGCACCCCCA
ATCGCGGATC
ACCATGAGAG
ATTGGGGTGA
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FIGURA 9
Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB041C (SEQ ID NO. 2)

GCATGCRAAGT
COLACGGETE
GCTGCTAATA
GRAGGCTATAC
TACCAAGGCT
BCGGECCCACA
BCGCAGCGAL
GRAGGAGGAG
AATACGTAGG
TECAAGTTAR
TTEAGTGCGE
AGCALMCACCA
TGEGEEEAGCEA
GTEEEEEAGA
ROGGIOGLAR
TGETTTAATT
CEAARGGETG
GTCGTCAGCT
TTAGTTGOCA
AGGTGEGEGEAT
TEEGETECTAC
GITCGGATTG
AGCATGCCGE
TCAGCARCAC
AGTCCTAACA

35

CGAGCGGAGS
AGTARCACGT
CCCGATGGGEMA
CEECTGEGEEEA
ACGACGGGTA
CTCCTACGEEG
GCCECGETGAS
ATAGTACOIG
TEECEAGCET
GCGETGAAATC
GAGAGEACGE
GTGGEOGAAGS
ACAGGATTAG
AGGACTCCTS
GGTTGARACT
CEAAGCAMCS
GHEGTGCCTGE
CETGETOGTGR
GUACGTAATG
GACGTCAAAT
AGAGGETTGE
CAGGCTGCAR
GETEAATACE
CTGARGACAC

TAGCCATGAL
GAGCAACCTA
CCACGGCATC
TEEECTCGIEE
GOCGGCCTGA
AGGCAGCAGT
GLEAGGARGCC
TTTRARAAAGE
TGETCCGGAAT
TTGGEEGECTCA
CLGARTTCCC
CEGECCGTCTG
ATACCCTGST
CGTGCCGTAG
CRAMGGAATT
CEAAGAACCT
GCGATGAGTG
GATGTTGGST
GIGGECACTC
CATCATGCCC
GARGGECEEGA
CTOGUCTGOA
TTCCCGEEIC
AGGGCAGCTG

&0
120
180
240
300
3&0
420
480
540
600
aEl
F20
FE8D
240
Q00
Se0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14410
1580
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FIGURA 10

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIBO87C (SEQ ID NO. 3)

TCAGGACGAR CGCOTGGCGGE GTGCCTAACG CATGCAAGTC GAGUGGAGAT GGTGGTTGAA ol
GGTGATGAGT TGGAGGCTGE CATCTTAGOG GOGGACGGGT GAGTAACACG TGAGCAACCT 120
ACCOCCAGCA COGELEGATARC AGCTCGAAAG GGCTGCTAAT ACCOGATGEGS ACCACGTCAT 180
CECATGETGA TETEETGAMA GEETAGCCGE GGAGGCTATA CTGLECTGEGES ATGGECTCGE 240
GGICCATCAG CTACTTGGTG GGGTAACGGC TCACCAAGGD GACGACGGGT AGUCGGCCTG 300
AGAGGETGTA COGECCACACT GGOGACTGAGA CRCGGCCCAC ACTCOZTACGS GASGTAGCAG 30
CEGECARATCT TGOSCAATOS GOGGARGCCT GACGCAGCGA CGCOGCGTGEA GLGARGAMGT 420
COTTOGEGET GTARAACCTCT TTGGACGGGSE AGAAGTAGGA GATAGTACCC GTTTAAAAMG 480
CCACGGZCTAR CTACGTSCCA GCAGCCGCGE TRATACGTAG GTGGEIGAGCE TTETCCGGAR 540
TTACTEEGECE TRAAGGSTGC GTAGGCGGCT ATGCGAGTTA AGCETGAAAS CCTTAGGCTC adn
AACCTARGSA TTECOGCTTAA TACTGCATAG CTTGAGTGCG GLAGAGGACS GOGGEAARTTCC LA
COETGTAGCS GIGAMATGCG TAGATATCOGS GAGGAACACC ACTGOCUGAAC GUGGCCGICT 720
GEACCETAAC TGACGCTGAS GCACGAAAGC GTGGEGAGCE AACAGGATTA GATACCCTGS TE0
TAGTCCACGE TGTAAACGAT GEATGCUTAGE TGTHEGGEGAG AAGGACTCTT COGTGCCGTA 240
GCITARCACAA TARCCATCCC GOCTGGGGAG TACGOOCGCA AGCGTTCAAAC TCAAACGAAT 2010
TGACGSEEG5C COGCACARAGC GGETGGAGCAT GTGGTTTAAT TCGAAGUAAC GUGSAAGARACCT 2E0
TTACCAGGEGC TTGACATGOC GEGGACCTGC CCGARAGHGT GLGLETGCCTS TTCGATGAGA 1020
GUAGGARCCT GGACACAGCT GGIGCATCGT TGTCCTCAGC TCGTCICGTC AGATCITGGS 1080
TTIAAGTCOCG CAACGAGCUGE AACCCCTGOC CTTAGTTGCC AGCGGGTAAT GLGTGGGCACT 1140
CTAAGEEGEAC TGCCGTCGAT GAGGCGGAGE ARGETGGGGA TGACSTCAAR TCATCATGOC 1200
CCTTATGOZC TGEECTACAC ACGTGUTACA ATGGGTGCTA CAGAGGGOST GCOGARGGCGE 12a0
GAGCOGEAGT GAATCCCARA AMRCCACCCC CAGTTCGGAT TGCAGGCTGE AACTCGCCTG 1320
CATGAAGTCE GAATCGCTAS TARTCGCGGA TCAGCATGCC GCGGETGTAATA CETTCCCGGE 1380
CCTTETACAC ACCECCCGTC ACRCCATGAG AGTCAGCAAC ACCTGAAGAC ACAGGTTAAG 1440
CTGTCTTGAR GOETOEGEGOTE ATCGATTCCEE TGAAGTCGTA A 1481

36



Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp.

CCTGTGTCTT
GAACCTATTC
GAGTTGCASCT
TTCECRCGIE
CATCATTTSEA
CCACCATTAC
CATCTCACSA
TCGAACAGGC
TTCECETTES
TTTGAGTTTC
CACGGRAGGAS
GTATCTAATC
GCCGCCTTES
TCCGECCETCC
TAAGGCTTTO
GACAACECTS
TARRCGEETA
TTECCTCACS
GCCTCCOGTA
CGEECTACCCE
CCCATCCOCA

CAGGTGETTGEE
ACCGCGEECAT
CTECAATCCGE
CTCTGETAGCA
CETCATCCCC
GLECTEECAR
CACGAGCTGA
ACCCCACCCT
TTCEAATTAR
ARCCTTGCGE
TCCTTCTCCC
CTETTCECTE
CCACTGESTGET
TCTCCCGCAC
ACGCTTAACT
GCCRCCTACG
CTATCTCCTA
CGEOGETIGET
GERETETEESE
TCETCEICTT
Go

TGACTCTCAT
GCTGATCCEC
ARCTGEEGEGT
CCCATTGTAG
ACCTTCCTCC
CTRARCEECAG
CGACAARCCAT
TTCGGECAGE
ACCACATCECT
CCGETACTCCC
CCACACCTAG
CCCACGCTTT
TCCTCCCGAT
TCRAGCTATG
CGCATRAGCCE
TATTACCECE
CTTCTCCCCE
GOGTCAGGCT
COGTETCTCA
GETAGECCET
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GGTGTGACGS
CATTACTAGE
GCTTTTTTGE
CACGTETGETA
CCCTCATCGEA
GEETTEZECT
GCACCACCTG
TOCCOGECAT
CCRCOGITTE
CRAGGCGEEAT
CATCCATCGT
COETEICTCAG
ATCTACGCAT
CRGTATTAAG
COTACGCACT
COTECTEECA
TCCARRGAGS
TCCGOCCATT
GTCCCAZTET
TRCCCCACCA

GCGGTGTETA
CATTCCEACT
GATTCGCTCC
GUCCAGGGCR
CEECAGTCCC
CETTECEEER
TGETCCGEECT
GTCAAGCCCT
TECEEECCCC
GCTTATTGTG
TTACAGCGTG
CETCASTTAC
TTCACCGECTA
CGCARTCCTT
CTTTACGCCC
CETRASTTAGC
TTTACAZCCC
GOGCAAGATT
GECCETACAT
ACTAGCTGAT

37

CAAGGCCCGE
TCATGCAGEE
TAAGGGECAT
CTTACAGTSC
CTTARCCCAR
CCTGCTCTCA
GETAAGGTTC
CETCAATTCC
TTRACTACGS
GACTACCAGE
GETCCAGATS
CACCGGEAAT
AGGTTGAGCC
AGTRATTCCE
CETEECTTITT
GAAGGGCTITC
CCCOGCTGEET
CCTCTCAGRE

GGEECCGLEAS

DIB101C (SEQ ID NO. 4)

&l
120
140
2410
300
360
420
480
540
a0o
LA
T20
Tan
a4n
300
96
1020
1080
1140
1200
1212
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FIGURA 12

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB103C (SEQ ID_NO. 5)

CGACTTCACT
TGCTGACTCT
CATGCTIGATC
CCGARCT GGG
GCACCCATTG
CCCACCTTCC
CARCTARAGSG
TCACGACARC
CCTTTCGGEC
TAARRCCACAT
CLGCCETACT
CCOCCACACC
CTCCCCACGC
TGTTCCTCCC
CACTCARGCT
BCTCGCATAG
ACGTATTACC
CTACTTICTOC
GUTGCGTCAG
GEECCETETC
CTTGGETAAGC

CCAATCATCA
CATGGTGTGA
CECGATTACT
GETECTITTTT
TAGCACGTGT
TCCGCCTCAT
CRAGGGLETTGC
CATGCACCAC
AGGTCCCCoGE
GCTCCACCGC
CCCCALGCGE
TAGZATCCAT
TTTCETGCCT
GATATCTACS
ATGCAGTATT
CCGCCTACGC
GCGGCTGCTE
COGTCCAARG
GCTTCCGCCC
TCAGTCCCRC
CGTTARCCCCA

GUCCCACCTT
CGGECEGTET
AGCGATTCCG
TEGEEATTCGEC
GTAGCCCAGG
CGACGECAGT
GCTCGETTECG
CTGTGTIOOGG
CATGTCAAGC
TTGETGCGGEGEC
GATGCTTATT
CETTTACAGTS
CAGCGTCAGT
CATTTCACCE
AMGCGCAATE
ACCCTTTACZG
GCACGTAGTT
AGCTTTACAC
ATTGCGCAAG
TETGECCETA
CCRACTAGCT

CRACRCAGCT
GTACARGECC
ACTTCATGCA
ToCEECTCGE
GUATRRAGGGG
CCOCCTTAGAG
GGACTTRACC
GCTCCTGRTC
CCTGGETAAGG
CCCCGTCAAT
GTETTAACTA
GTGGACTACC
TRCGETCCAG
CTACACCEGEG
CTTAGSTTGA
CCOCAGTAATT
RGCCGTGEET
COCGRAGGGE
ATTCOOCGCET
CACCCTCTCA
GATEEECCGEE

38

TARCCTGTGT
CGGGRACGTA
GGECEAGTTGC
GCCTTCGCAC
CATGATCGATT
TECCCACCAT
CAACATCTCA
TCATCGAACR
TTCTTCGCGT
TCCTTTGAGT
CLGCACGEAG
AGGGETATCTA
ACGECCGECT
BATTCCGCCG
GCOTRAGGET
CCOCRACAACG
TTTTAAACGS
TTCTTCCCTC
GCTGCCTOCC
GGECCGECTAC
GAGCCCATCC

CITCAGGTGT
TTCACCGECGE
AGZCTGCART
GCCCTCTGTA
TEACGTCATC
TACGCGCTGE
CLACACGAGC
GGTACCCCAC
TGCTTCGAAT
TTCAAMCCTTG
GAGTCCTTCT
ATCCTGTTOR
TCGCCACTGGE
TCCTCTCCCG
TTCACGCTTA
CTCGCCACCT
GTRACTATCTC
ACGOGGLGTT
GTAGGAGTGT
CCGTCETCGC
CCA

@l
120
180
240
200
260
420
430
540
2l
@&l
T20
TED
240
200
agl
1020
1080
114n
1200
1253
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FIGURA 13

Secuencia consenso de 1681' DNA para Caldicellulosiruptor_ sp. DII_3104C (SEQ ID NO._6)

GACTTCACCC
GUTGACTCTS
ATGCTGATCC
CEAACTGEGE
CACCCATTGT
CCACCTTCCT
AACTAAGLGE
GACGACAACCT
CTTTCGGGCA
AARCCACATS
GECCETACTC
CoOCACACCT
TCCCCACGET
GTITCCTCCCE
AOTCRAAGCTA
CTCGCATAGT
CGTATTACCE
TACTTCTCOS
CIGCGTCAGE
GECCGTGETCT
TTGETFAGCC

CAMRTCATCRAG
ATGGTGT GAC
GCGATTACTA
GTGCTTITTTT
AGCRACGTGTG
CCGCCTCATC
AGGGEETTGCG
ATGCACCACC
GGETCCCCGEEC
CTCCACCGCT
CCCAGRCGGE
AGCATCCATC
TTCSTECCTC
ATATCTACGC
TGCOAGTATTA
CGCCTACGCA
CGECTECTGE
CGTCCARAGA
CTTOCGCCCA
CAGTCCCACT
GTTACCCCARC

COCCACCTTC
GGGCGETGTG
GCGATTCCGA
GGGATTCGCT
TAGCCCAGGG
GACGGCAGTC
CTCGETTGCGE
TGTETCCGEG
ATGTCAAGZC
TETECEGEECC
ATGCTTATTS
GTTTACRGOG
AGCGTCAGTT
ATTTCACCGE
AGCGCAATCC
CCCTTTACGE
CACGTRAGTTA
GATTTACACC
TTGLGCARGA
GTGECCGETAC
CARCTAGCTG

ARCACRGCTT
TACAAGGCCC
CTTCATGCAG
CCGECTCGCE
CATAAGGGGE
CCCTTAGAGT
GACTTAACCC
CTCCTGCTCT
CTGGETARGET
CCCGTCAATT
TETTARCTAC
TGGACTACCA
ACGGTCCAGA
TRACACCGEGEA
TTAGGTTIGAG
CCAGTAATTIC
GCCGTGGECTT
COGAAGGGCT
ITCCCoGoTIn
ACCCTCTCAG
LAKEIECMEINE

39

AACCTGTGTC
GGGAACGTAT
GCGAGTTGCA
CCTTOGCACG
ATCATGATTT
SCCCACCATT
AARBCATCTCAC
CATCGARCAG
TCTTCGCGTT
CCTTTGEAGTT
GECACGEEARG
GGGTATCTAA
CGGCCGCCTT
ATTCOGCCGT
COTAAGGCTT
CEGACAMCGC
TTTARACGSEE
TCTTOCOTCR
CTGCCTCCCG
GCCGGCTACC
AGCOCATCCC

TTCAGGTGTT
TCACCGLGEGE
GCCTGCAATC
CCCTCTGTAG
GACGTCATCC
ACGCECTEEC
GFACACGAGCT
GUACCCCACC
GCTTCGAATT
TCAACCTTGE
AGTCCTTCTE
TCCTGTITOGE
CGECCACTGGET
CCTCTCCCGE
TCACGCTTAA
TCGCCACCTA
TARCTATCTCC
CEIGGEEETOG
TAGGAGTETE
CGTCETCGOC
CRAGCC

@il
120
180
240
300
360
420
440
540
a00n
BEl
720
Ja0
241
200
QE0
1020
1080
1140
1200
1255



GACTTCACTS
TGCTGACTOT
CATGCTGATC
CCGARCTGGEGE
GUACCCATTG
CCCACCTTCC
CARCTARGSS
TGACGACAAC
CCTTTCGGEC
TABRACCACAT
CEECCETACT
COCCCACATC
CTCCCCACGC
TGTTCCTCCC
CACTCAAGCT
ACTCGCATAG
ACGTATTACC
CTACTTCTOC
GLTGOETCAG
GEECCETETC
CTTGETGASC
TACTCCTITITC
CEAGCTETTA
ARGATGGECAG
AGGCACGCOG

CCAATCATCA
CATGGTIGTGA
CECGATTACT
GGETGCTTTTT
TAGCACGTGT
TCCGCCTCAT
CAGGGETTGC
CATGCACCAC
AGGTCCCCEE
GCTCCAZCEC
CCCOCAGSCEE
TAGCATCCAT
TTTCGTSCCT
GATATCTRACG
ATGCAGTATT
CCGCCTACGC
GOGGCTSETE
COGTCCARRAG
GCTTCCGCCT
TCAGTCCCAC
CGTTACCTCA
ACCACATCAC
TCCCCETECT
CCTCCASCTC
COAGCGTTOR
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GOCCCACCTT
CEGGOEGTET
AGCGATTCCG
TEEEATTCGEC
GTAGCCCAGH
COACGECIAGT
GCTCGTTGCG
CTETETOOGEG
CATGTCAAGC
TTGTEEEGEEC
GATGCTTATT
CETTTACAGT
CAGCETCAGT
CATTTCACCE
AMGCGCAATC
ACCCTTITACG
GCACGTAGTT
AGGTTTACAC
ATTGUGCAAG
TGTGGCCETA
CCRACTAGCT
CATGCGATGA
GEGEETAGGT
ATCACCTTCA
TOCTGA

FIGURA 14

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Caldicellulosiruptor sp. DIB107C (SEQ ID NO. 7)

CRACACRGCT
GTACARGGOC
ACTTCATGCA
TCCGECTCGE
GOATARGGGE
CCCCTTAGAG
GGACTTAACC
GUTCCTGCTC
CCTGETARGE
CCCCGTCAAT
GTETTARCTA
GTGGACTACC
TRCGSTCCAG
CTACACCEEE
CTTAGGTTGA
CCCAGTAATT
AGCCGTGEET
COCGARGGGE
ATTCCOCGET
CRACCCTCTCA
GATGGGCCEE
CETEETCCCA
TGCTCACGTG
ACCACCATCT

40

TAACCTGTST
CGGEGAACGTA
GECGAGTTGC
GCCTTCGCAC
CATCRATGATT
TGCCCZACCAT
CARACARTCTCH
TCATCGAACRE
TTCTTCGCGET
TCCTTTGAST
CEGCRACGEAG
ACGETATCTA
ACGGECCGEoCT
AATTCCGECCGE
GOOTRAGGST
CCEEACARMCG
TTTTAARCEE
TTCTTCOCTS
GOTEOCTOOC
GGCCGGOTAC
GAGCCCATCCD
TOGEGTATTA
TTACTCACCC
CCGCTCGACT

CITCAGGTGT
TTCACCGLGE
AGZCTGCAAT
GCOCTCTGTA
TGACGTCATC
TACGCGETEE
COACACGAGE
GGUACCCCAC
TGCTTCGAAT
TTCAARCCTTG
GAGTCCTTCT
ATCCTGTTOR
TCECCACTGGE
TCCTCTCCCE
TTCACGCTTA
CTCGCCACCT
GTRCTATCTC
ACGCGECGTT
GTAGGAGTGT
COGTCETCGC
CCAGCCGGAT
GCAGCCCTTIT
GTCCGCCGET
TGCATGCEGTT

ol
120
180
240
300
2e0
420
480
240
allb
ael
T20
TEO
240
800
g0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1350
1420
lada



Secuencia consenso de 168_r DNA para Thermoanaerobacter sp. I?IBOO4C (SEQ _ID N_O. 8)

gygttgggtca
gUcCcogidaa
Lgcaggcgag
Coacggotis
Jagcatgatg
gagtgecogg
coccaacakct
Locoggtaag
ttottogegt
tcctttgagt
Cogzacggaa
gJogtatctaa
gagtogocott
attccactco
cooggghctt
cogacaicgs
togtgtggta
ctocococang
gJootococogta
cggctaccog
cocatocita
cttatcocagt
cgogttacto
gactgcatgt

cogqagottogg
cogtattcaco
Ltgcagoctg
gottooctot
attbgacgtc
cttacoogot
CcACgacacga
gtogotooos
tgcttegaat
ttoaaccttg
coettocgeg
tocctgttoge
cgocactggh
cototooctge
Ltacacctga
togococcta
cogbocatceoc
cogogtegot
ggagtetggy
togbtogocoth
agnggtageot
attaccaccso
accogtocogo
gttaggoacg

grgtegcady
goggoatgot
caatcocgaac
grtaccggoca
atcccocacet
Jacaactaga
gotgacgaca
Litcggttcg
taaaccacat
cggccgtact
coccacacch
tococcocacgot
attcctoccg
coctoctagoca
cttgattgac
cogtottaceg
ttcktcoocac
gggtcagget
cogtgtctea
gataggccgt
Ltgogeticoe
ctttegaggt
cgcoctatocoge
cogocagogh
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ctotbogtagt
gJatcogogat
ttggacocgge
ttatagcacyg
toctoogtgt
Jgcaggggtt
accatgoace
chactacctyg
gJetocacego
coocaggogg
agqbacocato
ttegogocto
atatctacge
atcagtttca
cgoctacgoy
COgetgohgg
actaacggag
tocgeocatt
Jqhoccagtgt
taccctacca
tthectocot
gcotatoccag
cacccaacta
togbootgag

41

Jqrgacqgggeg
tactagcgat
tttttgggat
tgtogtggoes
cotococacggo
Jqogotoghtg
acctgtgcag
catgtocaagn
ttgtgoggac
ggtacttatt
gqitittacagog
agogtcagayg
atttcaccgc
gatgctaccoc
coectttacgo
cacgtagtta
tttacaaccec
gqoocaagatt
ggocogtecac
actagcbtgat
ataggatgoo
tettaaggaot
cgttgagtgc
oo

Jqrgtgtacaa
tococgacttoa
togotooges
agggoattta
agtcoctota
cogggacttaa
gotococttaca
cotggtaagg
coocogtcaat
gogttogota
Loggactaceca
ccagtocaga
Lacaccggga
cooggttgag
ccagtaattc
goeggggett
gaaggcootto
coocactget
cototoagge
JATAICITTI
ctataaggag
aggttgcceca
coggaccgotc
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FIGURA 16
Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB087G (SEQ ID NO. 9)
ACTCAACTSS GCACGTTTTT TTCTCTITCAT CACGTTTCTA ACATSCCCAC TTSACSTGCOG el
GGETTEGEETCA COSGCTTOGE GDETTGCAGA CTCTCOSTGET GTGACGGGOE GTGTGTACAR 120
GGOCCGRGAR CGTATTCACC GOSGCATSCT GATCCGOGAT TACTRGCGAT TOCGACTTCA 180
TGCAGGCGAS TTEZAGCCTGE CAATCCSAAC TTGGACCGGEC TTTTTGGEGGET COGCTCCASA 240
TCECTCCTTS GOOTCCCTIT GTRACCHECCA TTGETAGCACG TETGTHEGLOC AGGSCATATA 200
GGACATGATG ATTTGACGTC ATCCCCACCT TOCTCCGTGT TGTCCACGECS AGTCCCTCTA 360
GASTGCCTCC GTCACTCAAC TSARACACGCT ATCCCTTCCT CTCTACTCTT TCCOTAACATG 420
TTCASTTGAS TCACZGCACTS GCRACTACAA CCAACCETTE CCCTCGTTED GLEACTTAAC 480
COARACATOTC ACGRCACGRG CTGACGACRA CCATGCRCCA CCTETGLAGE OTOCCGECAC 540
TCAAGTAGGES ACTTCATTCT CCCTCITACT ACCTTICTOTA TCATGOOCAC TTGAGTGOCS &00
GGTCECTCAZ CTTTCGSCTC GCTACTACCT SCATOTCAAG CCCTSGTAAS GTTCTTCEOG 660
TTECTTCGAA TTAARCCACA TOCTCCACCE CTTGTGECGGEEG CCCOCGTCAR TTCCOTTTGAG 720
TTTCARCCTT GOGGCOGTAT TOCCCAGECG GGETACTTAT TEOGTTARST ACGGCACGERE 780
ATSCTTCOGC ATOCCACACZC TAGTACCCAT COETTTACGGC GTGGACTACT AGGSTATCTA 240
ATCCTGETTTGE CTOCZCCACGC TTTCGCECCT CAGCGTCAGG GTCAGTCCAS AGASTCGHCCT agn
TCGECACTEG TATTCCTCCC GATATCTACG CATTICACCG CTACRACOGGS AATTCCACTC 360
CCOTCTICCTG CCOTCTAGSC ACCCAGTTTC ATGTGCATCC CCCGGGTTGR GCOCGGETTT 1020
TTTACACCTS ACTTAACTEG COGCCTACGEC SCCCTTTACG CCCASTAATT CCOSGACARACG 1080
CTOGCCCOCT ACSTCITACC GOGGCTECTG GTACGTAGTT AGCCGGGGEIT TTCGTGTGESET 1140
ACCGTCATET ATTCTTCCCA CACTATOSAG CTTTACGACC CGRAGGODTT CTTCGCTOAS 1200
GOEGCGTCSE TEOSTCAGSC TTTCGCOCAT TGECGCAAGAT TCCCCACTGSC TGCCTCCCST 1260
AGGAGTCTSE GOOGTGTCTC AGTCCCAGTG THGGLOGACCA CCCTCTCAGE COGLCTACCC 1320
GTCGTCECST TGETAGECCG TTACCCTACC AACTAGCTGA TGGGACGOGE GCOCATCCTT 1380
AAGOGETASCT TTOZGCTAZC TDZCCTCCTC ATAGGATGCC CTACAAGGAS CTTATCCAST 1440
ATTAGSCACZC CTTTCCAGST GTTATCICEE TITTAAGCCCT ACCTTCCCCA CGOSTTACTC 1500
ACCCETCOSC CEOTATCOSGE CACTCAACTC CGTGCTTACC TTACTTTGCR CCACTTTTAT 1560
TACTTTCTTC TTCTACTATA CTTCCTITOCC CTTARGTARG CACTTAGTTG AGTGCCGGRAC 1620
CGCTCGACTT GCATGETGTTA GRTACGIOEC CAGCGTTCE 166l

42



Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB097X (SEQ ID NO. 10)

CCOGETTGGE
CARGGLCOGE
TCATGCAGSC
GCCTOGEEE0
ATAGGGCATG
CTAGAGTGCC
TARCCCAACHE
ACCTCCCGGT
AGGTTCTTCG
BATTCCTTTG
CTACGECACS
CCAGGGTATC
AGAGAGTCGC
SEARTTCCAC
GAGCCOGGGT
TTCCGGACAR
CTITTOGTETG
TTCCTCCCOC
GCTGOCTOCC
GECCGGECTAC
GEECCCATCC
GAGCTTATOC
CCACGCGTTA
CTCGACTTGE

TCASCGGECTT
GARGGTATTC
GAGTTGCAGC
TTOGCTECCC
ATGATTTGAC
CGSCTTACCC
TCTCACGACHA
AAGGTOGCTC
CGTTGCTTCG
AGTTTCAACZC
GAARCGCTTCC
TAATCCTGTT
CTTZGCCACT
TCOCCTOTCC
CTTTTACACC
CoCoTCGCCCC
GTACCGTCAT
ACGIGECETC
GTAGGAGTCT
CCGTCGETCGC
TTARGCEGETA
AGTATTACCH
CTCACCCGTC
ATGTGTTAGG

CGEETETOGE
ACCGOGGCAT
CTGCAATCCG
TOTETAZCEG
GTCATCOOCA
GCToGCARCT
CGAGCTGACG
COCTTTOSET
AATTARACCA
TTGCEEICET
GCGCCCCACA
CGOTCOOCRAG
GGTATTZCTC
TGCCCTOTAG
THRCTTGATT
CTACGTZTTA
CCCTTCTTCC
GOTGGETEAG
GGGCCGTETC
CTTGETAGSC
GCTTECECCT
COCCTTTOGA
CGCCECTATC
CACGCCGOCA
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AGGCTOTOGT
GOTGATCOGE
RACTTGSACC
COATTGTAGC
CCTTCCTCCG
RCAGGCAGCE
RCARCCATSC
TOGETACTAL
CATGCTCCAC
RACTCOCCAGG
CCTAGTACCC
GCTTTCGOEE
CCGATATCTA
CORATCAGTT
GRCCGCCTAC
CoGCaECTEC
CRCACTRACG
GCTTOOGRCC
TOAGTOOCAG
CETTAZCCTA
CCCTTTCCTC
GGTGCTATCD
CGECCACCCRA
GUCTTOGETEC

43

GETGTGACGS
GATTRCTACS
GGCTTTTTGS
ACGTGIGTGS
TGTCCTCCAC
GTTGCGCTIN
ACCACCTGTG
CTGCATGTOR
CGCTTGTGCS
CGGEEETACTT
ATCGETTTACA
CTCAGCGTCA
CGCATTTCAC
TCAGATGCTA
GCGCCCTITA
TGGECACGTAG
GEETTTACAR
ATTGCOCCAMG
TETGEEOCGEAS
CCARCTAGCT
CCTATAGGAT
CGGTOT TARG
CTACGTTGAG
TGEAGCCATGA

GOGETGTGTA
GATTOCEACT
GATTCGCTCC
CCCAGGGCAT
GGCAGTCCOC
TTECEGGEAZT
CAGGCTCCTT
AGCOCCTEGTA
GGCCCCCGTC
ATTGECETTCS
GOGTEGEACTA
GLGOCAGTOC
CGOTACACCG
CCCOCGEGETT
CGOCCAGTAR
TTAGCCGGEGE
CCCGRAGGCC
ATTCCCCACT
CACCCTCTOR
GATGEGACGD
GOCCTATARG
GGTAGGTTGE
TGOCGGACCG
TCAAALC

&l
120
180
240
300
260
420
430
540
L]
anl
T20
TAOD
240
a0n
Qg0
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1436



Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB101G (SEQ ID NO. 11)

qoteaggacdg
ctaagtgott
adagtaaggt
gqoaacctaca
cttgtagggoe
cgtococcatca
gagagggtgyg
Jqtaggggasate
gecttogggt
coocggctaac
tactgggogt
acccggggga
ggtatageogy
gactgaccct
agtocacgeoo
taacgcaata
ACIIFIICCS
agcaggoott

aacagctggog
acttaagggg
aagcacggag
cttaagacog
atcctatgag
gotagttggt
tocggocacac
Ltgogoaatyg
cogtaaagcte
Lacgtgccag
Sdadooog el
tgcacatgaa
tgaaatgocgt
gacgctgagg
Jtazacgatg
agtaccoogo
goacaagogyg
Jacatgoagg

Jogrgcctaa
aagqgaaghtat
ttgagtgccg
gJgataacacc
Jgagggaaggt
agggtaacgg
taggactgag
qougdaadqcc
gatagtgtgg
cagocgogght
tagaoggosa
actgogotggc
agatatoggg
cgogasagcyg
gqotactagqqt
ctggggagta
tggagcatgt
tagtagogag
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FIGURA 18

cacatgoaag
agtagaagaa
gatagoggog
Legaaagggg
agoggaagot
cctaccaagg
acacggcoca
Lgacgoageg
gaagaataga
aagacgtagg
cttaagtcag
tagagggcag
aggaatacca
tggggagcaa
gtgggatgog
cggocgcaad
ggkttaakttec
cogaaaggtg

44

togagogato
gaaggtaata
gacgggtgag
tgctaatact
accgottaag
cgacgacodd
gactococtacg
acgeogogty
tgacggtaco
gagcgagogt
Jqratazaaaag
Jagagggaag
gtggcgaagyg
acaggattag
qazagrattoo
gttgaaactc
Jaagcaacgc
T lode Flatadals (uf

cggoactoaa
azagtgatgcs
taacgcgtgg
ggataagota
gatgggocoog
tagocoggoct
JIaggcagca
agogaagaadg
acacgaaads
Lgtococggaat
copgggetca
tggaattcooco
cgactctcoctg
ataccctggt
gqLgoogtagt
adagqgaattg
gaagaacctt
cactoaagtg

0
120
180
240
300
360
420
480
B4
600
660
720
T80
840
900
960

1020

1080



Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB101X (SEQ ID NO. 12)

GOCCCACTTT
TCTOGT GETE
ATCCGCGATT
TGEEACCGEIT
TGTAGCACGT
CCTCCGTETS
GCAGGGGTTS
COATGCACCA
TACTACCTGC
CTCCACCGCT
COCRAGGLGEG
GTACCCATCG
TOGECGCCTOA
TATCTACGCA
TOAGTTTORAS
GCCTRACGOGS
GECTGCTEGEE
CTARCGGGET
COGCCCATTG
TCCCAGTETS
ACCCTACCAR
TTOCTCCCTA
CTATCCCGET
ACCCRACTAC
TOGTCCTGRAG

CGRCGGOTOC
TGACGGGLGE
ACTAGCGATT
TTTTGEESATT
GTGTGGOCCA
CTCCACGECA
CGCTCETTGE
CCTGTGUAGS
ATGTCAAGCC
TETGECEEGECC
GTRCTTATTG
TITACAGCGT
GCGTCAGGEE
TTTCACCGEET
ATGCTACCOC
CCTTTACGCC
ACGTAGTTAG
TTACRACCOG
CCCRAGATTC
GCCOGACCACC
CTAGCTGATG
TAGGATGOOC
CTTAAGSETA
GTTGAGTECC
C

CTCCTTOOCG
TETGTACANG
CCGACTTCAT
CECTCCGCCT
GEGCATATAG
GTCCCTCTAG
GEGACTTARC
CTCCTTACCT
CTGETAMGET
COCGTCAATT
CGTTCGCTAL
GRACTACCAG
CAGTCCAGAS
ACACCGEEEAA
CEGGTTGAGT
CAGTAATTCC
CoGEGEECTTT
AMGGCCTTOC
COCACTGUTG
CTCTCAGSCC
GERACGEGEEE
TATAAGGAGT
GETTGCOCAC
GGRCCGCTCG
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FIGURA 19

GTTGGGTCAC
GUCLGEGRAC
GCAGGCGAGT
CGECGEECTTCG
GGCATGATGA
AGTGCCCEEC
CCRACATCTC
COCGGTRAAGS
TCTTCGCETT
CCTTTGAGTT
GGEEACGEARE
GGTATCTAAT
AGTCGCCTTC
TTCCACTCCC
CCGGGTCTTT
GGEACARCGCT
CETGETEETAC
TCCCCCACEE
CCTCCCGTAG
GGECTACCCET
CCATCCTTAA
TTATCCAGTA
GCGTTACTCA
ACTTGCATET

CGGCTTCGSEE
GTATTCACTG
TGCAGCCTGC
CTTCCOCTCTG
TTTGACGTCA
TTACCCGCTG
ACGACACGAS
TCGCTCCCCT
GCTTOZAATT
TCARCCTTGC
GCTTOCGEGE
CCTETTOGET
GCCACTGGETA
CTCTCCTGCC
TACACCTGAC
CGCCCCCTAC
CGTCATCCCT
GGOGTOGETG
GAGTOTGEEC
CGTCGECCTTG
GCGETAGCTT
TTACCRCCCS
CCCETCCGCC
GTTAGEZCACG

45

TGTOGCAGGT
CGGCATGCTG
BRTCOCGARCT
TACOGECCAT
TCOCCACCTT
GCAACTAGAS
CTGACGRACAR
TTCGETTOGE
ARACCACATG
GECCETACTC
CCOACARCCTA
COCCACGCTT
TTCCTCCCGA
CTCTAGCCAR
TTGATTZACC
GTCTTACCGC
TCTTCCCACA
GETCAGGCTT
CGTGTCTCAG
GTAGSCCGETT
GCEOCTCCCT
TTITOGAGETG
GCTATCCGCC
CCGEOCAGCET

ol
120
180
240
300
360
420
480
240
a0l
L]
720
TED
240
200
Q60
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1451
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FIGURA 20

Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp

TTCAZCCCAR
TTCGEETETC
TOACCERIGES
GCCTGCAATC
CCTCTETACC
ACGTCATOCC
CCGCTEGCAR
CACCAGC TSR
TCCOCTTTOR
CEAATTAARMC
COTTGECGEEC
COGOGICOCA
TTOECSTCCOS
CTESTATTCC
CCTECCCTCT
COTGACTTGA
CCoCTACGTIT
ATZCCZTTCTT
TCECTEGEETC
CTGGEGITETE
GCCTTGEGTAG
TAGCTTGOEC
CACCCCTTTC
TCCSCCGCTA
CGCACGCCSC

TCRSCZTSCCC
GCAGGCTCTC
ATGCTGATOC
CEAACTTGEEA
GEOCATTGETA
CACCTTCCTC
CTAGAGGCAG
CEACAACCAT
GTTCGCTRACT
CACATGCTOC
GTACTCCCCH
CACCTAGTAC
ACGOTTTCGC
TCCOGATATC
AGZCRATCAG
TTGACCGCCT
TACCGEEGEET
COCACAZTRN
AGSCTTCCGC
TCTCAGTCOC
GCOGETTACCC
CTCCCTTTCC
GAGGTGCTAT
TCOGZCACCC
CACCETTCST

CACCTTCCEAC
GTEETETGAC
GOGATTACTA
CCGECTTTTT
FCACGTSTET
CETGETOOTCC
GEGETTGEIGCT
GCRCCACCTE
ACCTGCATGET
ACCGCTTETG
GECEEEETAC
CCATCGETTTA
GOCTCAGCST
TACGCATTTC
TTTCAGATGC
ACGCGCCCTT
FITGGCACGT
CEEEETTTAC
CCATTGCCCA
AGTETGEGEOCE
TACCAARCTAG
TCCCTATAGE
COCGETOTTA
AMCTACSTTS
CCTGEA

GSECTCCCTCC
GEECEETETG
GOGATTOONGA
GEGATTCGCT
GGECCCAGHEEE
ACGGCAGTCD
CETTGCGGEGEA
TECASEITCC
CRAGCCCTEE
CGEEICCCCE
TTATTEZETT
CAGCGTGEGEAC
CAGGGCCAGT
ACZCGCTACAC
TACCCOCGEE
TACGIOCAGT
AGTTAGCCES
AACCCSRAAGE
AGATTCCCCA
ACCAZCCTCT
CTGATGEGAC
ATGCCCTATA
AGGETAGETT
AGTGECCGGEAL

46

TCCCOEETTE
TACARGGCCC
CTTCATGCAG
CCGCCTCGoGE
ATATAGGECR
COCTAGAGTG
CTTARCCCAR
TTACCTCCCE
TAAGGTTCTT
TCAATTCCTT
CECTRACGGECR
TACCRGGETA
COAGAGAGTE
CEGEARTTIC
TTGAGCCCGE
AATTCCGEAC
GECTTTCETG
CCTTCCTCCC
CTGCTECCTC
CAGGOCGEET
GCGGEGCCCAT
AGGAGCTTAT
GUCCACGRGT
CGCTCGACTT

. DIB103X (SEQ ID NO. 13)

GERTCACCGEEC
GEEARCGTAT
GLGAGTTGCA
GCTTCGCTCC
TEATGATTITE
COCGGCTTAC
CATCTCACGA
GTRACCTCEC
CECGETTGCTT
TERGTTTCAR
CEEARCGCTT
TCTARTCCTE
GCCTTCGCCA
ACTCCCCTET
GTCTTTTACA
AACGCTCGIC
TEGTACCETC
CCACCSCGEIGE
CCGTAGGAGT
ACCOGETCGTE
CCTTAAGCGE
CCAGTATTAC
TACTCACCCGE
GCATSTGTTA

ol
120
an
240
300
360
420
480
540
0o
660
720
an
240
300
360
1020
1080
1140
1200
12al
1320
1480
1540
1565
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FIGURA 21
Secuencia consenso de 16Sr DNA para Thermoanaerobacter sp. DIB104X (SEQ ID NO. 14)

ACTCAAGTCG GCACGITTIT TTCTCTICAT CRACGTTTCTA ACATGCCCAC TTCAGIGCCG ol
GETTGEETCA CCGLCTTCGE GTGTTGCAGA CTCTCGTGET GTGACGGGOE GIGTGCTACAR 120
GGECCCEEGAA CGTATTCACC GCOGGCATGCT GATCCGCGAT TACTAGCGAT TCCGACTTCA 180
TECAGEEGAS TTGCAGCCTE CARTCCGAAC TTGEGACCGEGEE TTTTTGEEGT CCOECTCCAGA 240
TOGCTCCTTE GOCTCCOTCT GTACCGGCCA TTGTAGCACG TETGTGGOCT AGGGTATATA 300
GEGCATGATG ATTTGACGTC ATCCCCACCT TCCTCCGTIGT TGTCCACGEGC AGTCCCTCTA 380
GAGTGCCTCC GTCACTCARAC TGRACACGCT ATCCCTTCCT CTCTARCTCTT TCCOTAACATGS 420
TTCAGTTGRAG TCACGGACTS GORACTRAGRA GCRAGGGTTG CGOTCOGTTGE GHRGACTTARD 430
CCAACATCTC ACGACACGAG CTGACGACAA CCATGCACCA CCTGTGCAGS CTCCCGGCAC 540
TCAAGTAGGT ACTTCATTCT CCCTCTTACT ACCTTCTCTA TCATGCCCAC TTGAGTGCCG a0n
GLETCGCTCAC CTTTCGGETC GOTACTACCT GCATGTCAALG CCCTGGTARG GITCTTICGCG Gl
TTGCTTCGAR TTAAACCACA TGOTCCACCG CTTGTGOGGE CCCCCGTCAA TTIOCTITGAG 720
TTTCAACCTT GCGGCCETAC TCCOCCAGGCG GGGTACTTAT TGCETTAACT ACGECACGGHR Ta0
ATGCTTCCGE ATCCCACACC TAGTACCCAT CGTTITACGGC GTGGACTACC AGGGTATCTA g4n
ATCCTGTTTG CTOOCCACGC TTTCGCGCCT CAGCGTCAGS GTCAGTUCAG AGAGTCGCOT 200
TCGCCACTGSE TATTCCTCCC GATATCTACG CATTTCACCGE CTACACCGGS AATTCCACTC g0
CCCTCTCCTG CCCTCTAGCC ACCCAGTTTC ATGTGCATCC CCCOGGGTTGA GOCCGGGTTT 1020
TTTACACCTG ACTTAAGTGG COGCCTACGC GOCCTTTACG CCCAGTAATT CCGGACAACG 1080
CTCGCCCOOT ACGTUITACC GOGGUTGOTG GCACGTAGTT AGCCGGEGCT TTOGTGTGGT 1140
BCCGTCATCT ATTCTTCCCA CACTATCGAG CTTTACGACC CGAAGGCCTT CTTCGCTCAC 1200
GCGGCETCGE TEOGTCAGGEC TTTCGFICCAT TGCGCARGAT TCCOCACTGCS TGOCTCCCGT 1260
AGGAGICTGG GOOGTGETCTC AGTCCCAGTG TGGHUCGACCA CCCTCTCAGS CUGGUIACCT 1320
GTCGTCGCCT TGETAGSCCG TTACCCTACC ARCTAGCTGA TGGEGACGCGS GCCCATCCTT 1380
BAGCGETAGC TTCCGCTACC TTCCCTCCTC ATAGGATGCC CTACAAGGAG CTITATCCAGT 1440
ATTAGCACCC CTITTCGAGGT GTTATCCCGSE TCTTAAGGGT AGGTTGCCCA CGOGTTIACTC 1500
ACCCGETCCGT COCTATCCGE CACTCAACTC CGTGCTTACC TTACTTTGCA CCACTITTAT 1560
TACTTTCTTC TTCTACTATA CTTCCTTCCC CTTAAGTAAG CACTTAGTTG AGTGCCGGAC 1&20
CECTCEACTT GCATGTGTTA GECACGCCGC CAGCGTTCGET CCTGA 1665
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FIGURA 22
Secuencia consenso de 168_r DNA para Thermoanaerobacter sp. _DIB107X (SEQID N_O. 15)

TCAGGACGAL CGOTGGOGEC GTGCCTAACA CATGCARGTO GAGUGGTCCG GUACTCARACG &l
TAGTTGAGTG GOGGATAGCG GUGGACGGEGT GAGTARCGCG TGGGCAACCT ACCCTTARGA 120
CCOGGATAGT ACCTCGAARG GEGTGETAAT ACTGGATAAG CTCCTTATAG GGCATCCTAT 180
AGGEAGGARL GLGAAGCGECA AGCTACCGCT TAAGGATGGE CCCGCGTCCC ATCAGCTAST 240
TGETAGGGTA ACGGUCTACC AMGGCKACGA CGGETAGCCG GCCTGAGAGG GIGGTCGGOC 300
ACACTGGGAZ TGAGACACGT CCCAGACTCC TACGGGAGGD AGCAGTGGGE AATCTTGLGS 360
AATGEGCEEA AGCCTGACCC AGCGACGCCE CGTGEEGGGAG GAAGGCCITC GGGTTGTAAA 420
COOCGTTAGT GTGGGAAGAR GGGATGRCGG TRACCACACGA AACCCCOCGGS TARCTACGTS 480
CCAGCAGCCE CGGTAAGACT TAGGGEGCGA GCOGTTGTCCGE GAATTACTIGSE GUGTAARGGS 40
CECETAGGIE GTCAATCARG TCAGGTSETAA AAGACCCGEE CTCARACCCGE GLGTAGCACC a00
TGAABRCTGET TOGCTAGAGT GCUAGGAGAGS GGAGTGGAAT TCCCGETGTR GCOGGTGAAAT aEl
GUGTAGATAT CGGGAGGAAT ACCAGTGGOG ARGCGCGACTC TCTGGACTGS COCTGACGET 720
GAGGCGCGAR AGCETEEGEGA GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCTGTARAC TEO
GATEEETACT AGGTGETGEEGE CECGEGAAGCE TTCOGTGCCGE TAGCGAACGT AATARGTACC 840
COGCCTGEEE AGTACGGOCS CARGGTTGAA ACTCARARGGA ATTGRACGGGE GOUUOGCACARD a0n
GCEGETEEAGT ATGTGETTTA ATTCGAAGCA ACGCGARGAR CCTTACCAGG GUTTGACATG QED
CAGSTGGTAS CGRACCGARA GETGAGCIGAC CTTACCGGGA GGETARGGAGC CTGCACAGST 1020
GGTGCATGGT TGTCGTCAGC TOGTGICGTS AGATGTTGGG TTAAGTOCCG CARCGAGCGO 1080
AARCCCCTGOD TCTAGTITGCC AGUGG 1105
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