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DESCRIPCIÓN

Bacterias extremadamente termófilas versátiles para la conversión de biomasa

Campo de la descripción

La presente descripción se refiere a nuevas células bacterianas termófilas aisladas xilanolíticas, amilolíticas y 
sacarolíticas pertenecientes al género Thermoanaerobacter, cepas aisladas, cultivos microbianos y composiciones 5
que comprenden dichas células.

Antecedentes

En general, los productos de fermentación se producen por la degradación del material que contiene almidón en 
azúcares fermentables por licuefacción y sacarificación, seguida de la conversión de los azúcares directa o 
indirectamente en el producto de fermentación deseado usando un organismo de fermentación.10

Sin embargo, la industria de producción de productos de fermentación tales como el etanol y el ácido láctico se 
enfrenta al desafío de redirigir el proceso de producción a partir de la fermentación de materiales almidonables 
relativamente fácilmente convertibles, pero caros, a la biomasa lignocelulósica compleja, pero barata, tal como la 
biomasa vegetal.

A diferencia del almidón, que contiene polímeros homogéneos y fácilmente hidrolizados, la biomasa lignocelulósica 15
contiene cantidades variables de celulosa, hemicelulosa, lignina y pequeñas cantidades de proteína, pectina, cera y 
otros compuestos orgánicos. La biomasa lignocelulósica debe entenderse en su sentido más amplio, de modo que 
aparte de la madera, los residuos agrícolas, los cultivos energéticos también comprenden diferentes tipos de 
residuos tanto industriales como domésticos. La biomasa celulósica es un vasto recurso mal explotado y, en algunos 
casos, supone un problema de residuos. Sin embargo, las hexosas de la celulosa pueden ser convertidas por la 20
levadura en etanol combustible para el que existe una demanda creciente. Las pentosas de la hemicelulosa todavía 
no se pueden convertir en etanol comercialmente, pero se están desarrollando varios microorganismos 
etanologénicos prometedores con la capacidad de convertir pentosas y hexosas.

Por lo general, la primera etapa en la utilización de biomasa lignocelulósica es una etapa de pretratamiento, con el 
fin de fraccionar los componentes de material lignocelulósico y aumentar su área superficial. El método de 25
pretratamiento más usado es el pretratamiento con vapor, un proceso que comprende calentar el material 
lignocelulósico por inyección de vapor hasta una temperatura de 130 a 230 ºC. Antes o durante el pretratamiento con 
vapor, se puede añadir opcionalmente un catalizador tal como un ácido mineral u orgánico, o un agente cáustico que 
facilite la desintegración de la estructura de la biomasa.

Otro tipo de hidrólisis de lignocelulosa es la hidrólisis ácida, en donde el material lignocelulósico se somete a un 30
ácido tal como ácido sulfúrico mediante lo que los polímeros de azúcar celulosa y hemicelulosa se hidrolizan total o 
parcialmente a sus monómeros de azúcar constituyentes, y la estructura de la biomasa se destruye facilitando el 
acceso de enzimas hidrolíticas en etapas de procesamiento subsiguientes.

Un método adicional es la oxidación en húmedo, en donde el material se trata con oxígeno a 150-185 ºC. A 
cualquiera de los pretratamientos le puede seguir la hidrólisis enzimática para completar la liberación de monómeros 35
de azúcar. Esta etapa de pretratamiento da lugar a la hidrólisis de celulosa en glucosa, mientras que la hemicelulosa 
se transforma en las pentosas xilosa y arabinosa, y las hexosas glucosa, manosa y galactosa. Así pues, en 
contraste con el almidón, la hidrólisis de la biomasa lignocelulósica da lugar a la liberación de azúcares de pentosa 
además de azúcares de hexosa. Esto implica que los organismos de fermentación útiles necesitan ser capaces de 
convertir los azúcares de hexosa y pentosa en productos de fermentación deseados tales como etanol.40

Después del pretratamiento, los esquemas de procesamiento de biomasa lignocelulósica que implican la hidrólisis 
enzimática o microbiana implican comúnmente cuatro transformaciones mediadas biológicamente: (1) la producción 
de enzimas sacarolíticas (celulasas y hemicelulasas); (2) la hidrólisis de componentes de hidratos de carbono 
presentes en la biomasa previamente tratada en azúcares; (3) la fermentación de azúcares de hexosa (p. ej., 
glucosa, manosa y galactosa); y (4) la fermentación de azúcares de pentosa (p. ej., xilosa y arabinosa).45

Cada etapa de procesamiento puede hacer que el proceso global sea más costoso y, por lo tanto, disminuir la 
viabilidad económica de producir biocombustibles o productos químicos a base de carbono a partir de material 
biológico celulósico. Por lo tanto, existe la necesidad de desarrollar métodos que reduzcan el número de etapas de 
procesamiento necesarias para convertir el material biológico celulósico en biocombustible y otros materiales 
comercialmente deseables.50

Las cuatro transformaciones mediadas biológicamente pueden tener lugar en una sola etapa en una configuración 
de proceso denominada bioprocesamiento consolidado (CBP), que se distingue de otras configuraciones menos 
integradas en que el CBP no implica una etapa de proceso dedicada para la producción de celulasa y/o 
hemicelulasa. El CBP ofrece el potencial para una mayor eficiencia que los procesos que requieren una producción 
de celulasa dedicada en una operación unitaria distinta.55
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Por lo tanto, la disponibilidad de nuevos microorganismos y métodos para convertir material de biomasa 
lignocelulósica en productos químicos basados en carbono sería altamente ventajosa.

Compendio de la descripción

La presente descripción se refiere a métodos, microorganismos y composiciones útiles para procesar hidrolizados 
lignocelulósicos. La presente invención se define según las reivindicaciones y se refiere a una célula aislada de 5
Thermoanaerobacter sp. capaz de crecer y producir un producto químico a base de carbono a una temperatura 
superior a 70 ºC que comprende una secuencia de ADNr 16S de SEQ ID NO:1, y en donde la célula es DIB004G
depositada con el número de acceso DSMZ 25179.

En un primer aspecto, las realizaciones de la descripción proporcionan nuevas células bacterianas termófilas 
aisladas sacarolíticas y amilolíticas o sacarolíticas, amilolíticas y xilanolíticas, respectivamente, pertenecientes al 10
género Thermoanaerobacter, en particular, capaces de producir altos niveles de etanol y/o ácido láctico a partir de 
hidrolizados lignocelulósicos, produciendo a la vez bajos niveles de ácido acético.

Las realizaciones de la presente descripción se refieren a células aisladas de Thermoanaerobacter sp. que 
comprenden un ADNr 16S con una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8, o sus homólogos.15

En un aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a las células aisladas DIB004G de 
Thermoanaerobacter sp., DIB087G de Thermoanaerobacter sp., DIB097X de Thermoanaerobacter sp., DIB101G de 
Thermoanaerobacter sp., DIB101X de Thermoanaerobacter sp., DIB103X de Thermoanaerobacter sp., DIB104X de 
Thermoanaerobacter sp. o DIB107X de Thermoanaerobacter sp., cada una caracterizada respectivamente por tener 
una secuencia de ADNr 16S al menos del 99 al 100 %, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por ciento idéntica a SEQ 20
ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 o SEQ ID NO: 
8 como se indica en la Tabla 1.

En otro aspecto más, la presente invención se refiere a una cepa aislada que comprende una célula de 
Thermoanaerobacter sp. según cualquiera de los aspectos anteriores.

Por consiguiente, la presente descripción se refiere a cepas aisladas de Thermoanaerobacter sp. seleccionadas del 25
grupo que consiste en DIB004G, DIB087G, DIB097X, DIB101G, DIB101X, DIB103X, DIB104X y DIB107X, todas 
ellas enumeradas con sus respectivos números de acceso y fechas de deposición en la Tabla 1, células derivadas 
de las mismas, mutantes de las mismas, progenies u homólogos.

En un aspecto, la descripción se basa en el aislamiento de las cepas de Thermoanaerobacter DIB097X, DIB101X, 
DIB103X, DIB104X y DIB107X, que son capaces de crecer y producir altos niveles de productos de fermentación a 30
base de carbono a partir de hidrolizados lignocelulósicos y/o directamente a partir de poli-, oligo-, di- y/o 
monosacáridos, en particular, de poli-, oligo-, di- y/o monosacáridos derivados de biomasa lignocelulósica 
pretratada, estando los polisacáridos limitados a hemicelulosas, por ejemplo, xilano y almidón.

La descripción se basa además en el aislamiento de las cepas de Thermoanaerobacter sp. DIB004G, DIB087G y 
DIB101G, que son capaces de crecer y producir altos niveles de productos de fermentación a base de carbono a 35
partir de hidrolizados lignocelulósicos y/o directamente a partir de poli-, oligo-, di- y/o monosacáridos, en particular, 
de poli-, oligo-, di- y/o monosacáridos derivados de biomasa lignocelulósica pretratada, estando los polisacáridos 
limitados al almidón.

Una de las ventajas de los microorganismos según la presente descripción y sus mutantes son la amplia 
especificidad del sustrato, ya que son capaces de utilizar pentosas tales como xilosa y arabinosa, y hexosas tales 40
como glucosa, manosa, fructosa y galactosa. Las cepas tienen además la ventaja de ser extremadamente termófilas 
y, por lo tanto, son capaces de crecer a temperaturas muy elevadas, dando lugar a altas productividades y tasas de 
conversión de sustrato, con un bajo riesgo de contaminación y fácil recuperación del producto.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 1.45

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB004G de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 1.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 2.50

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB087G de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 2.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 
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Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 3.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB097X de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 3.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 5
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 4.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB101G de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 4.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 10
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 5.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB101X de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 5.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 15
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 6.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB103X de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 6.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 20
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 7.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB104X de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 7.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una célula aislada de 25
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 8.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a una DIB107 de Thermoanaerobacter sp. 
caracterizada por tener una secuencia de ADNr 16S al menos un 99 por ciento, preferiblemente del 99,5 al 99,99 por 
ciento idéntica a SEQ ID NO 8.

En otro aspecto, la presente invención se refiere a una cepa aislada que comprende una célula de 30
Thermoanaerobacter sp. según cualquiera de los aspectos anteriores.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 
DIB004G de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25179, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB004G de Thermoanaerobacter sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 35
DIB087G de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25777, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB087G de Thermoanaerobacter sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 
DIB097X de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25308, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB097X de Thermoanaerobacter sp.40

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 
DIB101G de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25180, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB101G de Thermoanaerobacter sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 
DIB101X de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25181, un microorganismo derivado del mismo, o un 45
homólogo o mutante de DIB101X de Thermoanaerobacter sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 
DIB103X de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25776, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB103X de Thermoanaerobacter sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 50
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DIB104X de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25778, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB104X de Thermoanaerobacter sp.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripción se refieren a un microorganismo de la cepa 
DIB107X de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25779, un microorganismo derivado del mismo, o un 
homólogo o mutante de DIB107X de Thermoanaerobacter sp.5

En otro aspecto, la presente descripción se refiere a métodos de producción de uno o más productos de 
fermentación que comprende cultivar una o más células o cepas según la descripción en condiciones adecuadas.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a métodos para convertir hidrolizados 
lignocelulósicos en un biocombustible u otro producto químico basado en carbono, que comprenden la etapa de 
poner en contacto los hidrolizados lignocelulósicos con un cultivo microbiano durante un período de tiempo a una 10
temperatura inicial y a un pH inicial, produciendo así una cantidad de biocombustible y/u otros productos basados en 
carbono; en donde el cultivo microbiano comprende un microorganismo extremadamente termófilo del género 
Thermoanaerobacter, en particular, cualquier microorganismo de la cepa Thermoanaerobacter sp. enumerado en la 
Tabla 1 con sus respectivos números de acceso, microorganismos derivados de los mismos, o mutantes u 
homólogos de los mismos.15

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripción se refieren a métodos para convertir almidón o materia 
prima que contiene almidón en un biocombustible u otro producto químico basado en carbono, que comprenden la 
etapa de poner en contacto la materia prima que contiene almidón con un cultivo microbiano durante un período de 
tiempo a una temperatura inicial y a un pH inicial, produciendo así una cantidad de biocombustible y/u otros 
productos basados en carbono; en donde el cultivo microbiano comprende un microorganismo extremadamente 20
termófilo del género Thermoanaerobacter, en particular, cualquier microorganismo de la cepa Thermoanaerobacter
sp. enumerado en la Tabla 1 con sus respectivos números de acceso, microorganismos derivados de los mismos, o 
mutantes u homólogos de los mismos.

En otro aspecto más, las realizaciones de la presente descripción se refieren a métodos para convertir una 
combinación o mezcla de hidrolizados lignocelulósicos y materia prima que contiene almidón en un biocombustible u 25
otro producto químico basado en carbono, que comprenden la etapa de poner en contacto los hidrolizados 
lignocelulósicos con un cultivo microbiano durante un período de tiempo a una temperatura inicial y a un pH inicial, 
produciendo así una cantidad de biocombustible y/u otros productos basados en carbono; en donde el cultivo 
microbiano comprende un microorganismo extremadamente termófilo del género Thermoanaerobacter, en particular, 
cualquier microorganismo de la cepa Thermoanaerobacter sp. enumerado en la Tabla 1 con sus respectivos 30
números de acceso, microorganismos derivados de los mismos, o mutantes u homólogos de los mismos.

Además, las realizaciones de la presente descripción se refieren a composiciones para convertir hidrolizados 
lignocelulósicos o un cultivo microbiano que comprenda una célula, una cepa o un microorganismo según la 
presente descripción.

Además, las realizaciones de la presente descripción se refieren al uso de una célula, una cepa, un microorganismo 35
y/o un cultivo microbiano según la presente descripción para la producción de etanol y/o ácido láctico, una sal o un 
éster del mismo.

Debe observarse que, como se emplean en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones anexas, las formas en 
singular "un", "una", “el” y "la" incluyen los referentes en singular y/o en plural a menos que el contexto indique 
claramente lo contrario. Además, se ha de entender que, en el caso de que se den intervalos de parámetros que 40
estén delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos incluyen estos valores de limitación.

Breve descripción de los dibujos

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

La FIG. 2 muestra un ADNr 16S de célula DIB004G de Thermoanaerobacter sp.45

La FIG. 3 muestra un ADNr 16S de célula DIB087G de Thermoanaerobacter sp.

La FIG. 4 muestra un ADNr 16S de célula DIB097X de Thermoanaerobacter sp.

La FIG. 5 muestra un ADNr 16S de célula DIB101G de Thermoanaerobacter sp.

La FIG. 6 muestra un ADNr 16S de célula DIB101X de Thermoanaerobacter sp.

La FIG. 7 muestra un ADNr 16S de célula DIB103X de Thermoanaerobacter sp.50

La FIG. 8 muestra un ADNr 16S de célula DIB104X de Thermoanaerobacter sp.
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La FIG. 9 muestra un ADNr 16S de célula DIB107X de Thermoanaerobacter sp.

La FIG. 10 muestra una tabla que indica los datos de rendimiento de todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 
durante el cultivo sobre celobiosa, glucosa, xilano y xilosa.

La FIG. 11 muestra una tabla que indica los datos de rendimiento de todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 
durante el cultivo en madera de álamo pretratada y los datos de rendimiento de las cepas seleccionadas 5
DIB004G y DIB097X en diferentes tipos de materias primas lignocelulósicas.

La FIG. 12 muestra un gráfico que presenta la formación de etanol, lactato y acetato durante el crecimiento de 
DIB097X de Thermoanaerobacter sp. en pasto de Miscanthus pretratado.

La FIG. 13 muestra un gráfico que presenta la formación de etanol, lactato y acetato durante el crecimiento de 
DIB004C de Thermoanaerobacter sp. en semilla de maíz triturada.10

Descripción detallada de la presente descripción

Como se mencionó anteriormente, la presente descripción se refiere a métodos, microorganismos y composiciones 
útiles para procesar hidrolizados lignocelulósicos. La descripción se refiere, en ciertos aspectos, a microorganismos 
que son capaces de convertir biomasa lignocelulósica pretratada tal como, por ejemplo, astillas de madera de álamo 
o hierba de Miscanthus, en un producto económicamente deseable tal como, por ejemplo, un biocombustible (por 15
ejemplo, un alcohol y/o gas de hidrógeno (H2)), polímero o producto químico a base de carbono como el ácido 
láctico. Además, la presente descripción se refiere a métodos, microorganismos y composiciones útiles para 
convertir azúcares como poli-, oligo, di- y/o mono-sacáridos, en particular, poli-, oligo, di- y/o mono-sacáridos de 
hexosas y/o poli-, oligo, di- y/o monosacáridos de pentosas para producir productos químicos a base de carbono 
tales como etanol y/o ácido láctico.20

Los presentes inventores han encontrado microorganismos del género Thermoanaerobacter que tienen una variedad 
de propiedades ventajosas para su uso en la conversión de oligosacáridos, disacáridos y/o monosacáridos de 
hexosas, y polisacáridos, oligosacáridos, disacáridos y/o monosacáridos de pentosas, en particular, derivados de 
hidrolizados lignocelulósicos a un alto nivel de etanol y/o ácido láctico mientras se producen bajos niveles de ácido 
acético.25

Es una ventaja de los microorganismos según la presente descripción que los microorganismos son capaces de 
convertir polisacáridos altamente complejos como xilano a altos rendimientos de productos químicos basados en 
carbono como etanol y/o ácido láctico.

En particular, estos microorganismos son extremadamente termófilos y muestran una amplia especificidad de 
sustrato y alta producción natural de etanol, así como de ácido láctico. Además, la fermentación con etanol y ácido 30
láctico a altas temperaturas, por ejemplo, a más de 70 ºC, tiene muchas ventajas frente a la fermentación mesófila. 
Una ventaja de la fermentación termófila es la minimización del problema de contaminación en cultivos continuos, ya 
que solo unos cuantos microorganismos son capaces de crecer a dichas altas temperaturas en hidrolizado 
lignocelulósico no destoxificado.

En el presente contexto, la expresión "hidrolizado lignocelulósico" pretende designar una biomasa lignocelulósica 35
que ha sido sometida a una etapa de pretratamiento mediante la que el material lignocelulósico ha sido al menos 
parcialmente separado en celulosa, hemicelulosa y lignina, teniendo así un aumento del área superficial del material. 
El material lignocelulósico puede derivarse normalmente de material vegetal, tal como paja, heno, desechos de 
jardinería, madera triturada, pieles de frutas y cáscaras de semillas.

La expresión "un microorganismo", como se emplea en la presente memoria, puede referirse solo a un organismo 40
unicelular, así como a numerosos organismos unicelulares individuales. Por ejemplo, la expresión "un 
microorganismo del género Thermoanaerobacter" puede referirse a una sola célula bacteriana de 
Thermoanaerobacter del género Thermoanaerobacter, así como a múltiples células bacterianas del género 
Thermoanaerobacter.

En la presente memoria, las expresiones "una cepa del género Thermoanaerobacter" y "una célula de 45
Thermoanaerobacter" se usan como sinónimos. En general, la expresión "microorganismos" se refiere a numerosas 
células. En particular, dicho término se refiere a al menos 103 células, preferiblemente al menos 104 células, al 
menos 105 o al menos 106 células.

Una cepa "homóloga", como se emplea en la presente memoria, se considera cualquier cepa bacteriana, que no sea 
significativamente diferente por medio de homología de ADN como se ha definido anteriormente y que presente 50
propiedades fisiológicas iguales o comparables como se describe en los ejemplos de la presente memoria.

El término "mutante", como se emplea en la presente memoria, se refiere a una célula bacteriana en la que el 
genoma, incluyendo uno o más cromosomas o ADN extracromosómico potencial, ha sido modificado en una o más 
posiciones, o en la que se ha añadido o eliminado ADN.
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Como se emplea en la presente memoria, "mutante" u "homólogo" también significa un microorganismo derivado de 
las células o cepas según la presente descripción, que se alteran debido a una mutación. Una mutación es un 
cambio producido en el ADN celular, que puede ser espontáneo, causado por un factor ambiental o errores en la 
replicación del ADN, o inducido por condiciones físicas o químicas. Los procesos de mutación incluidos en esta 
subclase y en subclases indentadas son procesos dirigidos a la producción de cambios esencialmente aleatorios en 5
el ADN del microorganismo incluyendo la incorporación de ADN exógeno. Todos los mutantes de los 
microorganismos comprenden las ventajas de ser termófilos extremos (crecimiento y fermentación a temperaturas 
superiores a 70 ºC) y son capaces de fermentar la biomasa lignocelulósica a etanol y/o ácido láctico. En una 
realización ventajosa, los mutantes de los microorganismos según la presente descripción tienen en un ensayo de 
hibridación de ADN-ADN, una relación de ADN-ADN de al menos un 80 %, preferiblemente al menos un 90 %, al 10
menos un 95 %, más preferiblemente al menos un 98 %, lo más preferiblemente al menos un 99 % y lo más 
preferiblemente al menos un 99,9 % con una de las cepas bacterianas aisladas DIB004G, DIB087G, DIB097X, 
DIB101G, DIB101X, DIB103X, DIB104X y DIB107X.

El término “progenie” se refiere a un producto de reproducción bacteriana, un nuevo organismo producido por uno o 
más precursores.15

Como se mencionó anteriormente, la biomasa lignocelulítica según la presente descripción puede ser pasto, pasto 
de transición, gramíneas, ballico, alpiste arundináceo, pasto mixto de pradera, Miscanthus, pasto Napier, residuos de 
azúcar, bagazo de caña de azúcar, paja de caña de azúcar, residuos agrícolas, paja de arroz, cáscaras de arroz, 
paja de cebada, mazorcas de maíz, paja de cereal, paja de trigo, paja de colza, paja de paja de avena, cáscaras de 
avena, fibra de maíz, hojarasca, hojarasca de soja, hojarasca de maíz, desechos forestales, fibra de pulpa de 20
madera reciclada, lodos de papel, aserrín, madera dura, madera blanda, prensado de remolacha azucarera, tallo de 
algodón, hojas de plátano, residuos de palma aceitera y material de biomasa lignocelulósica obtenido mediante el 
procesamiento de plantas alimentarias. En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulósica es 
madera dura y/o madera blanda, preferiblemente madera de álamo. En realizaciones ventajosas, el material de 
biomasa lignocelulósica es una hierba o pasto perenne, preferiblemente Miscanthus.25

La expresión "relación de ADN-ADN", en particular, se refiere al porcentaje de similitud del ADN genómico o entero 
de dos microorganismos medido mediante el ensayo de hibridación/renaturalización de ADN-ADN según De Ley et 
al. (1970) Eur. J. Biochem. 12, 133-142 o Huß et al. (1983) Syst. Appl. Microbiol. 4, 184-192. En particular, el ensayo 
de hibridación de ADN-ADN es realizado preferiblemente por el Servicio de Identificación DSMZ (Deutsche 
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, Alemania).30

La expresión "similitud de la secuencia de gen de ADNr 16S" se refiere, en particular, al porcentaje de nucleótidos 
idénticos entre una región de la secuencia de ácido nucleico del gen de ARN ribosomal (ADNr) 16S de un primer 
microorganismo y la región correspondiente de la secuencia de ácido nucleico de la secuencia del gen de ADNr 16S 
de un segundo microorganismo. Preferiblemente, la región comprende al menos 100 nucleótidos consecutivos, más 
preferiblemente al menos 200 nucleótidos consecutivos, al menos 300 nucleótidos consecutivos o al menos 400 35
nucleótidos consecutivos, lo más preferiblemente aproximadamente 480 nucleótidos consecutivos.

Las cepas según la descripción tienen el potencial de ser capaces de producir una serie de diferentes productos de 
fermentación, incluyendo ácidos, alcoholes, cetonas e hidrógeno. En una realización, el alcohol se selecciona entre 
etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol y butanodiol. En una realización adicional, el ácido es ácido láctico, 
ácido propiónico, ácido acético, ácido succínico, ácido butírico o ácido fórmico, y la cetona es acetona.40

En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulósica se somete a pretratamiento mecánico, 
termoquímico y/o bioquímico. El material de biomasa lignocelulósica podría exponerse al tratamiento con vapor. En 
realizaciones adicionales, el material de biomasa lignocelulósica es tratado previamente con trituración mecánica y 
un tratamiento subsiguiente con ácido láctico, ácido acético, ácido sulfúrico o ácido sulfuroso, o sus respectivas 
sales o anhídridos bajo calor y presión con o sin una liberación repentina de presión. En otra realización, el material 45
de biomasa lignocelulósica es tratado previamente con trituración mecánica y un tratamiento subsiguiente con 
hidróxido de sodio, hidróxido de amonio, hidróxido de calcio o hidróxido de potasio con calor y presión con o sin una 
liberación repentina de la presión.

En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulósica es tratado previamente con trituración mecánica 
y la posterior exposición a un proceso de pretratamiento combinado de varias etapas. Dicho pretratamiento 50
combinado de múltiples etapas puede incluir una etapa de tratamiento que consiste en cocinar en agua o vaporizar 
el material de biomasa lignocelulósica a una temperatura de 100 a 200 ºC durante un período de tiempo de entre 5 y 
120 min. Los catalizadores adecuados incluyen ácido láctico, ácido acético, ácido sulfúrico, ácido sulfuroso, 
hidróxido de sodio, hidróxido de amonio, hidróxido de calcio o hidróxido de potasio, o sus respectivas sales o 
anhídridos pueden o no añadirse al proceso. El proceso puede incluir además una etapa que comprenda una 55
operación de separación líquido-sólido, p. ej., filtración, separación, centrifugación o una combinación de las 
mismas, separando el fluido del proceso que contiene constituyentes parcial o totalmente hidrolizados y 
solubilizados del material de biomasa lignocelulósica de las partes insolubles restantes de la biomasa 
lignocelulósica. El proceso puede incluir además una etapa que comprende el lavado del material de biomasa 
lignocelulósica restante. El material sólido separado de los constituyentes de biomasa solubilizados puede tratarse 60
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entonces en una segunda etapa con vapor de agua bajo calor y presión con o sin una liberación repentina de la 
presión a una temperatura de 150 a 250 ºC durante un período de tiempo de entre 1 y 15 min. Para aumentar la 
eficacia del pretratamiento, también se puede añadir a la segunda etapa un catalizador adecuado que incluye ácido 
láctico, ácido acético, ácido sulfúrico, ácido sulfuroso, hidróxido de sodio, hidróxido de amonio, hidróxido de calcio o 
hidróxido de potasio, o sus respectivas sales o anhídridos.5

En realizaciones ventajosas, la biomasa lignocelulósica se tritura antes de convertirse en biocombustibles como 
etanol y/o sustancias químicas a base de carbono, tales como el ácido láctico. En una realización, la biomasa 
lignocelulósica es biomasa pretratada de Populus sp., preferiblemente pretratada con un pretratamiento con vapor o 
pretratamiento combinado de múltiples etapas. En otra realización, la biomasa lignocelulósica es biomasa pretratada 
de cualquier pasto perenne, p. ej., Miscanthus sp., preferiblemente tratado con un pretratamiento de vapor o 10
pretratamiento combinado de múltiples etapas.

En realizaciones ventajosas adicionales, el hidrolizado lignocelulósico se trata después con una hidrólisis enzimática 
con una o más enzimas carbohidrasas apropiadas tales como celulasas, glucosidasas y/o hemicelulosas incluyendo 
xilanasas.

El método de pretratamiento más usado es el pretratamiento con vapor, un proceso que comprende calentar el 15
material lignocelulósico por inyección de vapor hasta una temperatura de 130 a 230 ºC con o sin la posterior 
liberación repentina de la presión. Antes o durante el pretratamiento con vapor, se puede añadir opcionalmente un 
catalizador tal como un ácido mineral u orgánico, o un agente cáustico que facilite la desintegración de la estructura 
de la biomasa. Los catalizadores usados frecuentemente para dicho pretratamiento incluyen ácido sulfúrico, ácido 
sulfuroso, ácido clorhídrico, ácido acético, ácido láctico, hidróxido de sodio (sosa cáustica), hidróxido de potasio, 20
hidróxido de calcio (cal), amoníaco o las respectivas sales o anhídridos de cualquiera de estos agentes.

Dicha etapa de pretratamiento con vapor puede o no estar precedida por otra etapa de tratamiento que incluye 
cocinar la biomasa en agua o vaporizar la biomasa a temperaturas de 100 a 200 ºC con o sin la adición de un 
catalizador adecuado como un ácido mineral u orgánico o un agente cáustico que facilite la desintegración de la 
estructura de la biomasa. Entre la etapa de cocción y la etapa subsiguiente de pretratamiento con vapor se pueden 25
introducir una o más etapas de separación de líquido-sólido y lavado para eliminar los componentes de biomasa 
solubilizados con el fin de reducir o prevenir la formación de inhibidores durante la etapa subsiguiente de 
pretratamiento con vapor. Los inhibidores formados durante el pretratamiento por calor o vapor incluyen furfural 
formado a partir de azúcares de pentosa monoméricos, hidroximetilfurfural formado a partir de azúcares de hexosa 
monoméricos, ácido acético, ácido levulínico, fenoles y derivados de fenol.30

Otro tipo de hidrólisis de lignocelulosa es la hidrólisis ácida, en donde el material lignocelulósico se somete a un 
ácido tal como ácido sulfúrico o ácido sulfuroso mediante lo que los polímeros de azúcar celulosa y hemicelulosa se 
hidrolizan parcial o completamente a sus monómeros de azúcar constituyentes. Un tercer método es la oxidación en 
húmedo, en donde el material se trata con oxígeno a 150-185 grados centígrados. A los pretratamientos le puede 
seguir la hidrólisis enzimática para completar la liberación de monómeros de azúcar. Esta etapa de pretratamiento 35
da lugar a la hidrólisis de celulosa en glucosa, mientras que la hemicelulosa se transforma en las pentosas xilosa y 
arabinosa, y las hexosas glucosa, manosa y galactosa. La etapa de pretratamiento se puede suplementar, en ciertas 
realizaciones, con un tratamiento que dé lugar a una hidrólisis adicional de la celulosa y la hemicelulosa. El objetivo 
de dicho tratamiento de hidrólisis adicional es hidrolizar el oligosacárido y, posiblemente, las especies de 
polisacáridos producidas durante la hidrólisis ácida, la oxidación húmeda o el pretratamiento con vapor de origen de 40
celulosa y/o hemicelulosa para formar azúcares fermentables (por ejemplo, glucosa, xilosa y, posiblemente, otros 
monosacáridos). Dichos tratamientos adicionales pueden ser tanto químicos como enzimáticos. La hidrólisis química 
se realiza normalmente mediante el tratamiento con un ácido, tal como el tratamiento con ácido sulfúrico acuoso o 
ácido clorhídrico acuoso, a una temperatura en el intervalo de aproximadamente 100-150 grados centígrados. La 
hidrólisis enzimática normalmente se realiza mediante el tratamiento con una o más enzimas carbohidrasas 45
apropiadas tales como celulasas, glucosidasas y hemicelulosas incluyendo xilanasas.

Se ha encontrado que los microorganismos según la presente descripción pueden crecer eficientemente sobre 
diversos tipos de biomasa pretratada y no tratada (por ejemplo, madera incluyendo madera de álamo, abeto y 
algodón, diversos tipos de hierbas y residuos de hierba, incluyendo Miscanthus, paja de trigo, bagazo de caña de 
azúcar, tallos de maíz, mazorcas de maíz, plantas de maíz entero, sorgo dulce).50

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

Los microorganismos según la presente descripción pueden crecer eficientemente en productos de hidrólisis de 
celulosa (por ejemplo, disacárido celobiosa), hexosas derivadas de celulosa (por ejemplo, glucosa), hemicelulosas 
no hidrolizadas como xilano, pentosas derivadas de hemicelulosa (por ejemplo, xilosa), amilosa no hidrolizada, así 55
como álamo pretratado con vapor o Miscanthus. En particular, los principales productos cultivados en celobiosa, 
glucosa y xilosa pueden ser etanol y ácidos lácticos. El producto principal cuando se cultivó sobre sustratos de 
biomasa pretratados fue etanol, por ejemplo, cuando los microorganismos se cultivaron sobre madera de álamo 
pretratada con vapor o pasto de Miscanthus, el rendimiento de etanol fue alto. Los microorganismos según la 
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presente descripción también crecen eficientemente en celobiosa.

La celobiosa es un disacárido derivado de la condensación de dos moléculas de glucosa unidas en un enlace 
β(1→4). Puede hidrolizarse, dando glucosa. La celobiosa tiene ocho grupos alcohol libres (OH), bien un enlace éter 
o dos enlaces hemiacetal, que dan lugar a fuertes enlaces de hidrógeno inter- e intramoleculares. Es un tipo de 
hidrato de carbono de la dieta que también se encuentra en las setas. El xilano es un término genérico usado para 5
describir una amplia variedad de polisacáridos altamente complejos que se encuentran en las paredes celulares de 
las plantas y algunas algas. Los xilanos son polisacáridos hechos de unidades de xilosa.

Además, los microorganismos según la presente descripción crecieron eficientemente en los materiales solubles 
obtenidos tras el tratamiento térmico de la biomasa lignocelulósica.

Se ha encontrado sorprendentemente que la subespecie bacteriana según la presente descripción es capaz de 10
crecer en un medio que comprenda hidrolizados lignocelulósicos que tengan un contenido de materia seca de al 
menos 10 por ciento en p/p, tal como al menos 15 por ciento en p/p, incluyendo al menos el 20 por ciento en p/p, e 
incluso hasta por lo menos el 25 por ciento en p/p.

Los microorganismos según la descripción son bacterias termófilas anaeróbicas, y son capaces de crecer a altas 
temperaturas, incluso a o por encima de 70 grados centígrados. El hecho de que las cepas sean capaces de operar 15
a esta alta temperatura es de gran importancia en la conversión de los hidrolizados lignocelulósicos en productos de 
fermentación. La velocidad de conversión de los hidratos de carbono en, p. ej., etanol y/o ácido láctico es mucho 
mayor cuando se realiza a altas temperaturas. Por ejemplo, la productividad de etanol volumétrica de un Bacillus
termófilo es hasta diez veces mayor que un proceso de fermentación de levadura convencional que funciona a 30 
grados centígrados. Por consiguiente, se requiere una planta de producción más pequeña para una capacidad de 20
planta dada, reduciendo así los costes de construcción de la planta. Como se mencionó anteriormente, la alta 
temperatura reduce el riesgo de contaminación de otros microorganismos, lo que resulta en menos tiempo de 
inactividad, mayor productividad de la planta y menor requerimiento energético para la esterilización de la materia 
prima. La alta temperatura de operación también puede facilitar la posterior recuperación de los productos de 
fermentación resultantes.25

El material de biomasa lignocelulósica y los hidrolizados de lignocelulosa contienen inhibidores tales como furfural, 
fenoles y ácidos carboxílicos, que pueden inhibir potencialmente el organismo de fermentación. Por lo tanto, es una 
ventaja de los microorganismos según la presente descripción que sean tolerantes a estos inhibidores.

Los microorganismos según la presente descripción son nuevas especies del género Thermoanaerobacter o nuevas 
subespecies de Thermoanaerobacter mathranii.30

Por ejemplo, el género Thermoanaerobacter incluye diferentes especies de bacterias estrictamente anaeróbicas 
hemicelulolíticas y sacarolíticas extremadamente termófilas (temperatura óptima para el crecimiento superior a 
70 ºC) (Lee et al., 1993). Thermoanaerobacter mathranii DSM 11426 es una bacteria extremadamente termófila. 
Tiene una temperatura óptima de entre 70 y 75 ºC, y se aisló de una fuente caliente en Islandia (Larsen et al., 1997). 
Usa una serie de azúcares incluyendo xilano como fuentes de carbono, pero no utilizó celulosa microcristalina. Los35
productos finales de la fermentación sobre xilosa fueron etanol, acetato, bajas cantidades de lactato, CO2 y H2

(Larsen et al., 1997).

Según la presente descripción, los microorganismos producen etanol y/o ácido láctico y muestran varias 
características que los distinguen de los microorganismos usados en la actualidad: (i) alto rendimiento y baja 
inhibición del producto; (ii) utilización simultánea de azúcares derivados de material de biomasa lignocelulítica; e (iii) 40
crecimiento a temperaturas elevadas. Los microorganismos según la presente descripción son organismos 
termófilos robustos con un riesgo reducido de contaminación. Convierten eficientemente una selección 
extraordinariamente amplia de componentes de biomasa en productos químicos a base de carbono como etanol o 
ácido láctico.

Como se mencionó anteriormente, en un aspecto, la presente descripción se refiere a una célula aislada que45
comprende una secuencia de ADNr 16S seleccionada del grupo que consiste en: SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, 
SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8 y una combinación de 
cualquiera de las mismas.

En un aspecto, la presente descripción se refiere a una célula aislada de Thermoanaerobacter sp. que tiene una 
secuencia de ADNr 16S al menos un 99, al menos un 99,3, al menos un 99,5, al menos un 99,7, al menos un 99,9, 50
al menos un 99,99 por ciento idéntica a SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7 y/o SEQ ID NO: 8.

En una realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB004G de Thermoanaerobacter sp. (número de 
acceso DSMZ 25179), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB004G de Thermoanaerobacter sp.55

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB087G de Thermoanaerobacter sp. (número de 
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acceso DSMZ 25777), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB087G de Thermoanaerobacter sp.

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB097X de Thermoanaerobacter sp. (número de 
acceso DSMZ 25308), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB097X de Thermoanaerobacter sp.5

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB101G de Thermoanaerobacter sp. (número de 
acceso DSMZ 25180), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB101G de Thermoanaerobacter sp.

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB101X de Thermoanaerobacter sp. (número de 
acceso DSMZ 25181), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 10
mutante de DIB101X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB103X de Thermoanaerobacter sp. (número de 
acceso DSMZ 25776), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB103X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB104X de Thermoanaerobacter sp. (número de 15
acceso DSMZ 25778), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB104X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realización de la presente descripción, la célula aislada es DIB107X de Thermoanaerobacter sp. (número de 
acceso DSMZ 25779), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homólogo o 
mutante de DIB107X de Thermoanaerobacter sp.20

La descripción se basa en las cepas bacterianas aisladas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la Tabla 1 
que contienen secuencias de ADNr 16S que son un 100 por cien y/o un 99,99 por cien idénticas a las secuencias de 
la lista respectivamente.

Tabla 1

Género Especie Nombre
Número de 

acceso DSMZ 
Fecha de la 
deposición

SEQ ID NO 
del ADNr 16S

Thermoanaerobacter sp. DIB004G DSM 25179 15.09.2011 1

Thermoanaerobacter sp. DIB087G DSM 25777 15.03.2012 2

Thermoanaerobacter sp. DIB097X DSM 25308 27.10.2011 3

Thermoanaerobacter sp. DIB101G DIB 25180 15.09.2011 4

Thermoanaerobacter sp. DIB101X DSM 25181 15.09.2011 5

Thermoanaerobacter sp. DIB103X DSM 25776 15.03.2012 6

Thermoanaerobacter sp. DIB104X DSM 25778 15.03.2012 7

Thermoanaerobacter sp. DIB107X DSM 25779 15.03.2012 8

25

Todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 se han depositado de conformidad con lo dispuesto en el Tratado de 
Budapest del 15 de septiembre de 2011 con DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Inhoffenstr. 7B, 38124 Braunschweig, Alemania, en virtud de los números de acceso indicados 
respectivamente y de las fechas de deposición por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1, 
50829 Colonia, Alemania (DE).30

Como es evidente a partir de lo que se expone a continuación, se han depositado las cepas preferidas de la 
presente descripción. Por lo tanto, se pueden obtener otras células, cepas, bacterias, microorganismos y/o cultivos 
microbianos de la presente descripción mutando las cepas depositadas y seleccionando los mutantes derivados que 
tienen características mejoradas. Las características deseables incluyen un mayor intervalo de azúcares que se 
pueden utilizar, una mayor velocidad de crecimiento, la capacidad para producir cantidades más altas de productos 35
de fermentación tales como etanol y/o ácido láctico, etc. Los métodos adecuados para la mutación de cepas 
bacterianas y la selección de mutantes deseados se describen en “Functional analysis of Bacterial genes: A practical 
Manual”, editado por W. Schumann, S. D. Ehrlich y N. Ogasawara, 2001.
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Los microorganismos de la especie Thermoanaerobacter sp. según la presente descripción se refieren, en particular, 
a un microorganismo que pertenece al género Thermoanaerobacter y que tiene preferiblemente una o más de las 
siguientes características:

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter; y/o
5

b) en un ensayo de hibridación de ADN-ADN, muestra una relación de ADN-ADN de al menos un 70 %, 
preferiblemente al menos un 90 %, al menos un 95 %, más preferiblemente al menos un 98 %, lo más 
preferiblemente al menos un 99 % con las cepas de Thermoanaerobacter sp. enumeradas en la Tabla 1 con sus 
respectivos números de acceso; y/o

10
c) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen de ADNr 16S de al menos un 98 %, preferiblemente al 
menos un 99 % o al menos un 99,5 %, más preferiblemente un 100 % con cualquier cepa de 
Thermoanaerobacter sp. enumerada en la Tabla 1 con sus respectivos números de acceso; y/o

d) es capaz de sobrevivir y/o desarrollar y/o producir altos niveles de al menos un producto de fermentación en 15
condiciones de altas temperaturas, superiores a 70 ºC; y/o

e) es una bacteria Gram-positiva; y/o

f) es un microorganismo termófilo sacarolítico; y/o20

g) es un microorganismo termófilo xilanolítico.

Preferiblemente, se cumplen al menos dos o al menos tres, y más preferiblemente todos los criterios definidos 
anteriormente a) a g).

En una realización ventajosa, los microorganismos según la presente descripción se refieren, en particular, a un 25
microorganismo que pertenece al género Thermoanaerobacter y que tiene preferiblemente una o más de las 
siguientes características:

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter;

b) es un microorganismo de la especie Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus, Thermoanaerobacter 30
thermocopriae o Thermoanaerobacter mathranii;

c) en un ensayo de hibridación de ADN-ADN, muestra una relación de ADN-ADN de al menos un 80 %, 
preferiblemente al menos un 90%, al menos un 95 %, más preferiblemente al menos un 98 %, lo más 
preferiblemente al menos un 99 % y lo más preferiblemente al menos un 99,9 % con una de las cepas de la 35
Tabla 1; y/o

d) muestra un nivel de similitud de secuencia del gen de ADNr 16S de al menos un 98 %, preferiblemente al 
menos un 99 %, al menos un 99,5 % o al menos un 99,7 %, más preferiblemente un 99,99 % con una de las 
cepas enumeradas en la Tabla 1; y/o40

e) es capaz de sobrevivir y/o desarrollar y/o producir un producto de fermentación seleccionado del grupo que 
consiste en ácidos carboxílicos, preferiblemente ácido láctico y alcoholes, preferiblemente etanol, en condiciones 
de temperatura superior a 70 ºC, en particular, superior a 72 ºC.

Preferiblemente, se cumplen al menos dos o al menos tres, y más preferiblemente todos los criterios definidos 45
anteriormente a) a e).

Las cepas de Thermoanaerobacter sp. según la presente descripción tienen varias características muy ventajosas 
necesarias para la conversión del material de biomasa lignocelulósica. Así pues, estas cepas de base poseen toda 
la maquinaria genética para la conversión de ambos azúcares de pentosa y hexosa en diversos productos de 
fermentación tales como etanol y ácido láctico. Como resultará evidente a partir de los siguientes ejemplos, el 50
examen de la secuencia completa del ADNr 16S mostró que las cepas relacionadas con DIB087G de 
Thermoanaerobacter sp., DIB101G de Thermoanaerobacter sp. y DIB104X de Thermoanaerobacter sp. pueden 
estar relacionadas con Thermoanaerobacter thermohydrosulfuricus, aunque las secuencias de ADNr 16S pueden 
situarlas claramente en subespecies separadas o incluso especies diferentes. La cepa DIB107X de 
Thermoanaerobacter sp. puede estar relacionada con Thermoanaerobacter thermocopriae, aunque las secuencias 55
de ADNr 16S las colocan claramente en subespecies separadas o incluso diferentes especies. Las cepas DIB004G 
de Thermoanaerobacter sp., DIB097X de Thermoanaerobacter sp., DIB101X de Thermoanaerobacter sp. y DIB103X 
de Thermoanaerobacter sp. pueden estar relacionadas con Thermoanaerobacter mathranii, aunque las secuencias 
de ADNr 16S las colocan claramente en subespecies separadas o incluso diferentes especies.

Es una gran ventaja de las cepas de Thermoanaerobacter sp. de acuerdo con la presente descripción que son 60
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xilanolíticas y sacarolíticas (fermentan hemicelulosas, p. ej., xilano, hexosas y pentosas a etanol, lactato y pequeñas 
cantidades de acetato).

En una realización preferida, el microorganismo de Thermoanaerobacter sp. es:

a) cualquier Thermoanaerobacter sp. enumerado en la Tabla 1, depositados bajo su número de acceso y fecha 
de deposición indicados respectivamente, conforme a las disposiciones del Tratado de Budapest en el Deutsche 5
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstraße 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
10

c) un homólogo o mutante de cualquiera de las respectivas cepas de Thermoanaerobacter sp.

Todas las cepas Thermoanaerobacter sp. que figuran en la Tabla 1 pertenecen al género Thermoanaerobacter y son 
bacterias Gram-positivas estrictamente anaeróbicas extremadamente termófilas (crecimiento a temperaturas 
superiores a 70 ºC), xilanolíticas, amilolíticas y sacarolíticas. Las células son varillas rectas de 0,3-0,4 μm por 2,0-
6,0 μm, que se producen tanto individualmente como en parejas. Estas cepas crecen en diversos azúcares como 15
sustrato, incluyendo almidón, xilano, xilosa, celobiosa y glucosa.

Los principales productos de fermentación de estos sustratos son etanol y lactato. También se forman bajas 
cantidades de acetato.

En realizaciones ventajosas, las células, las cepas, los microorganismos se pueden modificar para obtenerse 
mutantes o derivados con mejores características. Así pues, en una realización, se proporciona una cepa bacteriana 20
según la descripción, en donde uno o más genes se han insertado, eliminado o inactivado esencialmente. La 
variante o mutante normalmente es capaz de crecer en un medio que comprenda un material de biomasa 
lignocelulósica y/o un hidrolizado lignocelulósico.

En otra realización, se proporciona un proceso de preparación de variantes o mutantes de los microorganismos 
según la presente descripción, en donde uno o más genes se insertan, se suprimen o se inactivan esencialmente 25
como se describe en la presente memoria.

En algunas realizaciones, se insertan uno o más genes adicionales en las cepas según la presente descripción. Por 
lo tanto, para mejorar el rendimiento del producto de fermentación específico, puede ser beneficioso insertar uno o 
más genes que codifiquen una polisacarasa en la cepa según la invención. Por consiguiente, en realizaciones 
específicas, se proporciona una cepa y un proceso según la descripción en donde se insertan uno o más genes que 30
codifican una polisacarasa que se selecciona de celulasas (tales como EC 3.2.1.4); beta-glucanasas, incluyendo 
glucano-1,3-beta-glucosidasas (exo-1,3-beta-glucanasas, tales como EC 3.2.1.58), 1,4-beta-celobiohidrolasas (tales 
como EC 3.2.1.91) y endo-1,3(4)-beta-glucanasas (tales como EC 3.2.1.6); xilanasas, incluyendo endo-1,4-beta-
xilanasas (tales como EC 3.2.1.8) y xilano 1,4-beta-xilosidasas (tales como EC 3.2.1.37); pectinasas (tales como EC 
3.2.1.15); alfa-glucuronidasas, alfa-L-arabinofuranosidasas (tales como EC 3.2.1.55), acetilesterasas (tales como EC 35
3.1.1), acetilxilanesterasas (tales como EC 3.1.1.72), alfa-amilasas (tales como EC 3.2.1.1), beta-amilasas (tales 
como EC 3.2.1.2), glucoamilasas (tales como EC 3.2.1.3), pululanasas (tales como EC 3.2.1.41), beta-glucanasas 
(tales como EC 3.2.1.73), hemicelulasas, arabinosidasas, mananasas incluyendo manano endo-1,4-beta-
manosidasas (tales como EC 3.2.1.78) y manano endo-1,6-alfa-manosidasas (tales como EC 3.2.1.101), pectina 
hidrolasas, poligalacturonasas (tales como EC 3.2.1.15), exopoligalacturonasas (tales como EC 3.2.1.67) y pectato 40
liasas (tales como EC 4.2.2.10).

Según la presente descripción, también se proporciona un método de producción de un producto de fermentación 
que comprende el cultivo de una cepa según la invención en condiciones adecuadas.

Las cepas según la descripción son microorganismos estrictamente anaeróbicos y, por lo tanto, se prefiere que el 
producto de fermentación se produzca mediante un proceso de fermentación realizado en condiciones estrictamente 45
anaeróbicas. Además, la cepa según la invención es un microorganismo extremadamente termófilo y, por lo tanto, el 
proceso puede funcionar óptimamente, cuando se hace funcionar a una temperatura en el intervalo de 
aproximadamente 40 a 95 grados centígrados, tal como el intervalo de aproximadamente 50 a 90 grados 
centígrados, incluyendo el intervalo de aproximadamente 60 a 85 grados centígrados, tal como el intervalo de 
aproximadamente 65 a 75 grados centígrados.50

Para la producción de ciertos productos de fermentación, puede ser útil seleccionar un proceso de fermentación 
específico, tal como un proceso de fermentación discontinua, que incluye un proceso alimentado por lotes o un 
proceso de fermentación continua. Además, puede ser útil seleccionar un reactor de fermentación tal como un 
reactor de celda inmovilizada, un reactor de lecho fluidizado o un biorreactor de membrana.

Según la descripción, el método es útil para la producción de una amplia selección de productos de fermentación 55
que incluyen ácidos, alcoholes, cetonas e hidrógeno. Por lo tanto, se pueden producir productos de fermentación 
tales como etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol, butanodiol, ácido láctico, ácido propiónico, ácido acético, 
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ácido succínico, ácido butírico, ácido fórmico y acetona según la descripción.

La expresión "comprender", como se emplea en la presente memoria, además de su significado literal, también 
incluye y se refiere específicamente a las expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en". Por lo tanto, la 
expresión "comprender" se refiere a realizaciones en donde la materia objeto que "comprende" elementos 
enumerados específicamente no comprende elementos adicionales, así como las realizaciones en donde la materia 5
objeto que "comprende" elementos enumerados específicamente puede englobar y/o de hecho sí engloba otros 
elementos. Asimismo, el término "tener" se ha de entender como el término "comprender", incluyendo también y 
refiriéndose específicamente a las expresiones "consisten esencialmente en" y "consisten en".

Los siguientes métodos y ejemplos solo se ofrecen con fines ilustrativos, y no pretenden limitar el alcance de la 
presente descripción de ninguna manera.10

Métodos y ejemplos

En los siguientes ejemplos, se proporcionan materiales y métodos de la presente descripción que incluyen la 
determinación de las propiedades de las cepas según la presente descripción. Debe entenderse que estos ejemplos 
tienen un fin meramente ilustrativo y, de ningún modo, deben interpretarse como limitantes de la presente 
descripción.15

Ejemplo 1: Aislamiento y cultivo

Todos los procedimientos de enriquecimiento y aislamiento de las cepas enumeradas en la Tabla 1 emplearon 
técnicas anaeróbicas para bacterias estrictamente anaeróbicas (Hungate, 1969). Las cepas se enriquecieron a partir 
de muestras ambientales a temperaturas superiores a 70 ºC con celulosa cristalina y madera de haya como sustrato. 
El aislamiento se realizó mediante diluciones en serie en medios líquidos con xilano como sustrato seguidas de la 20
recogida de las colonias cultivadas en medio de agar sólido a 72 ºC en tubos de rodillo Hungate (Hungate, 1969).

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

Medio básico

NH4CI 1,0 g

NaCI 0,5 g

MgSO4 x 7 H2O 0,3 g

CaCI2 x 2 H2O 0,05 g

NaHCO3 0,5 g

K2HPO4 1,5 g

KH2PO4 3,0 g

Extracto de levadura (bacto, BD) 0,5 g

Celobiosa 5,0 g

Vitaminas (véase más abajo) 1,0 ml

Elementos traza (véase más abajo) 0,5 ml

Resazurina 1,0 mg

Na2S x 9 H2O 0,75 g

Agua destilada 1000,0 ml

Solución madre de elementos traza

NiCI2 x 6H2O 2 g

FeSO4 x 7H2O 1 g

Citrato de NH4Fe (III), marrón, Fe al 21,5 % 10 g

MnSO4 x H2O 5 g

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



14

COCI2 X 6H2O 1 g

ZnSO4 x 7H2O 1 g

CUSO4 X 5H2O 0,1 g

H3BO3 0,1 9

Na2MoO4 x 2H2O 0,1 g

Na2SeO3 x 5H2O 0,2 g

Na2WoO4 x 2H2O 0,1 g

Agua destilada 1000,0 ml

Se añaden 0,5 ml de solución madre de elementos traza a 1 litro del medio

Solución madre de vitaminas

Ácido nicotínico 200 mg

Cianocobalamina 25 mg

Ácido p-aminobenzoico (ácido 4-aminobenzoico) 25 mg

D-pantotenato de calcio 25 mg

HCI de tiamina 25 mg

Riboflavina 25 mg

Ácido lipoico 25 mg

Ácido fólico 10 mg

Biotina 10 mg

HCI de piridoxina 10 mg

Agua destilada 200,0 ml

Se añade 1 ml de solución madre de vitaminas a 1 litro del medio

Todos los ingredientes excepto el sulfuro se disuelven en agua desionizada y se lava abundantemente el medio con 
gas de nitrógeno (pureza del 99,999%) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras la adición del sulfuro, se 
ajusta el valor del pH a 7,0 a temperatura ambiente con HCl 1 M. A continuación, se dispensa el medio en tubos de 
Hungate o matraces de suero bajo atmósfera de nitrógeno, y los recipientes se sellan herméticamente. Tras 5
esterilizar en autoclave a 121 ºC durante 20 min, el valor de pH debe estar entre 6,8 y 7,0.

Los sustratos de azúcar solubles (xilosa, celobiosa, glucosa) como se especifica para cada uno de los experimentos 
se añaden filtrados en condiciones estériles tras su esterilización por el autoclave. El xilano se esteriliza en autoclave 
con el medio. Tras la esterilización por autoclave, se inoculan los cultivos mediante la inyección de un cultivo de 
siembra a través del septo de sellado y se inoculan en una incubadora a 72 ºC durante el tiempo indicado.10

Ejemplo 2: HPLC

Se cuantificaron los azúcares y los productos de fermentación por HPLC-RI, usando un Via Hitachi LaChrom Elite 
(Hitachi corp.) dotado de una columna de ácido orgánico ROA H+ de Rezex (Phenomenex). Los analitos se 
separaron isocráticamente con H2SO4 2,5 mM y a 65 ºC.

Ejemplo 3: Análisis filogenético de genes de ADNr 16S15

Se aisló ADN genómico de cultivos desarrollados como se describió anteriormente y se amplificó ADNr 16S 
mediante PCR usando 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) como cebador directo y 1492R 
(GGTTACCTTGTTACGACTT) como cebador inverso. Se secuenciaron los productos resultantes y se analizaron las 
secuencias usando el software Sequencher 4.10.1 (Gene Codes Corporation). Se usó la base de datos NCBI para 
los procedimientos BLAST.20
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La alineación se llevó a cabo usando ClustalW (Chenna et al., 2003) y el árbol filogenético se construyó usando el 
software MEGA4 (Kumar et al., 2001). El árbol para todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 se muestra en la 
Figura 1.

Ejemplo 4: Producción de etanol y lactato en diferentes sustratos

Se realizaron experimentos de crecimiento y fermentación de celobiosa, glucosa, xilano y xilosa, así como de 5
madera de álamo pretratada, pasto de Miscanthus, bagazo de caña de azúcar, paja de trigo, tallos de maíz y DDGS, 
así como en papel de desecho no pretratado, mediante el cultivo en tubos de 16 ml sellados con 8 ml de medio 
descrito en el Ejemplo 1. Todas las cepas crecieron bien en estos sustratos (Figuras 10 y 11), a excepción de las 
cepas DIB004G, DIB087G y DIB101G, que no crecieron sobre xilano. No se detectó crecimiento en la celulosa. El 
principal producto de fermentación fue etanol seguido de lactato. Solo se formaron pequeñas cantidades de acetato 10
(Figuras 10 y 11). Por el contrario, la cepa A3 de la bacteria termófila Thermoanaerobacter mathranii (DSM 11426) 
(Larsen et al., 1997) productora de etanol produjo cantidades inferiores de etanol, así como cantidades superiores 
de lactato y acetato.

Ejemplo 5: Fermentación

Se realizaron experimentos en lotes con todas las cepas, p. ej., DIB004G, mediante el cultivo en el medio descrito 15
anteriormente con la adición del sustrato indicado respectivamente, p. ej., de pasto de Miscanthus a 20 g/l pretratado
con un método adecuado seleccionado entre los descritos anteriormente, que comprende calentar en presencia de 
ácido diluido seguido de la liberación repentina de presión.

La temperatura se controla a 72 ºC y el valor de pH se controla a 6,75 ± 0,1 durante toda la fermentación. El 
fermentador se purga con nitrógeno para eliminar el exceso de oxígeno antes de añadir sulfuro de sodio como se 20
describió anteriormente.

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

Los resultados del análisis de HPLC descritos en el Ejemplo 2 muestran la producción paralela de etanol, ácido 
láctico y ácido acético.

Los resultados de la formación del producto durante la fermentación de DIB097X de Thermoanaerobacter sp. en 25
pasto de Miscanthus pretratado se muestran en la Figura 12. Los resultados para la formación del producto durante 
una fermentación de DIB004G de Thermoanaerobacter sp. en semillas de maíz molido no pretratadas se muestra en 
la Figura 13.
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Listado de secuencias

<110> DIREVO Industrisl Biotechnology GmbH

<120> BACTERIAS EXTREMADAMENTE TERMÓFILAS VERSÁTILES PARA LA CONVERSIÓN DE BIOMASA5

<130> DIR-PA15-PCT

<150> US61/669,998
<151> 10-07-201210

<150> EP12175684
<151> 10-07-2012

<150> EP1100885715
<151> 07-11-2011

<150> US61/556,448
<151> 07-11-2011

20
<150> US61/544,831
<151> 07-10-2011

<150> EP11008155
<151> 07-10-201125

<160> 10

<170> BiSSAP 1.2
30

<210> 1
<211> 1422
<212> DNA
<213> Thermoanaerobacter sp.

35
<220>
<221> source
<222> 1..1422
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB004G " /tipo_mol="AND sin asignar”40

<400> 1

45
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<210> 2
<211> 1659
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..165910
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB087G " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400> 2
15
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<210> 3
<211> 1436
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..143610
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB097X " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 3
15
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<210> 4
<211> 1080
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..108010
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consendo ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB101G " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 4
15
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<210> 5
<211> 1451
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..145110
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB101X " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 5
15
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<210> 6
<211> 1465
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..146510
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB103X " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400> 6
15
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<210> 7
<211> 1665
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..166510
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB104X " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400> 7
15

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



23

<210> 8
<211> 1105
<212> ADN5
<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222> 1..110510
<223> /organismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter 
sp. DIB107X " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 8
15
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<210> 9
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<222> 1..2010
<223> /organismo="Secuencia Artificial" /nota="cebador directo 27F" /ripo_mol="ADN sin asignar"

<400> 9

agagtttgat cmtggctcag 2015

<210> 10
<211> 19
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial20

<220>
<221> fuente
<222> 1..19
<223> /organismo=" Secuencia Artificial" /nota="cebador inverso 1492R" /tipo_mol="ADN sin asignar"25

<400> 10

ggttaccttg ttacgactt 19
30
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REIVINDICACIONES

1. Una célula de Thermoanaerobacter sp. aislada capaz de crecer y producir un producto químico a base de carbono 
a una temperatura superior a 70 ºC que comprende una secuencia de ADNr 16S de SEQ ID NO:1, y en donde la 
célula es DIB004G depositada con el número de acceso DSMZ 25179.

2. La célula aislada según la reivindicación 1, en donde la célula es capaz de producir un producto químico a base 5
de carbono seleccionado del grupo que consiste en ácidos carboxílicos como ácido láctico, ácido propiónico, ácido 
acético, ácido succínico, ácido málico, ácido butírico y ácido fórmico, o sales o ésteres de los mismos, y alcoholes 
como etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol y butanodiol.

3. La célula aislada según una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es capaz de crecer a una 
temperatura superior a 70 ºC, en particular, entre 70 y 90 ºC, en particular, entre 70 y 85 ºC, en particular, a una 10
temperatura de entre 70 ºC y 75 ºC.

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



26

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



27

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



28

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



29

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



30

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



31

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



32

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



33

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



34

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



35

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



36

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



37

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 



38

E12780430
20-11-2017ES 2 644 476 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

