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DESCRIPCION
Bacterias extremadamente termofilas versatiles para la conversion de biomasa
Campo de la descripcion

La presente descripcion se refiere a nuevas células bacterianas termdfilas aisladas xilanoliticas, amiloliticas y
sacaroliticas pertenecientes al género Thermoanaerobacter, cepas aisladas, cultivos microbianos y composiciones
que comprenden dichas células.

Antecedentes

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

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

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

Por lo general, la primera etapa en la utilizacion de biomasa lignocelulésica es una etapa de pretratamiento, con el
fin de fraccionar los componentes de material lignocelulésico y aumentar su area superficial. EI método de
pretratamiento mas usado es el pretratamiento con vapor, un proceso que comprende calentar el material
lignoceluldsico por inyeccion de vapor hasta una temperatura de 130 a 230 °C. Antes o durante el pretratamiento con
vapor, se puede afiadir opcionalmente un catalizador tal como un acido mineral u organico, o un agente caustico que
facilite la desintegracion de la estructura de la biomasa.

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

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

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

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

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

Compendio de la descripcion

La presente descripcion se refiere a métodos, microorganismos y composiciones Utiles para procesar hidrolizados
lignocelulosicos. La presente invencion se define segun las reivindicaciones y se refiere a una célula aislada de
Thermoanaerobacter sp. capaz de crecer y producir un producto quimico a base de carbono a una temperatura
superior a 70 °C que comprende una secuencia de ADNr 16S de SEQ ID NO:1, y en donde la célula es DIB004G
depositada con el nimero de acceso DSMZ 25179.

En un primer aspecto, las realizaciones de la descripcidon proporcionan nuevas células bacterianas termdfilas
aisladas sacaroliticas y amiloliticas o sacaroliticas, amiloliticas y xilanoliticas, respectivamente, pertenecientes al
género Thermoanaerobacter, en particular, capaces de producir altos niveles de etanol y/o acido lactico a partir de
hidrolizados lignocelulésicos, produciendo a la vez bajos niveles de acido acético.

Las realizaciones de la presente descripcion 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 homologos.

En un aspecto, las realizaciones de la presente descripcién 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
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 0 SEQ ID NO:
8 como se indica en la Tabla 1.

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

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

En un aspecto, la descripcidon 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 fermentacion a
base de carbono a partir de hidrolizados lignocelulésicos y/o directamente a partir de poli-, oligo-, di- y/o
monosacaridos, en particular, de poli-, oligo-, di- y/o monosacaridos derivados de biomasa lignocelulésica
pretratada, estando los polisacaridos limitados a hemicelulosas, por ejemplo, xilano y almidén.

La descripcion se basa ademas en el aislamiento de las cepas de Thermoanaerobacter sp. DIB0O04G, DIB087G vy
DIB101G, que son capaces de crecer y producir altos niveles de productos de fermentacién a base de carbono a
partir de hidrolizados lignocelulésicos y/o directamente a partir de poli-, oligo-, di- y/o monosacaridos, en particular,
de poli-, oligo-, di- y/o monosacaridos derivados de biomasa lignoceluldsica pretratada, estando los polisacaridos
limitados al almidén.

Una de las ventajas de los microorganismos segun la presente descripcion y sus mutantes son la amplia
especificidad del sustrato, ya que son capaces de utilizar pentosas tales como xilosa y arabinosa, y hexosas tales
como glucosa, manosa, fructosa y galactosa. Las cepas tienen ademas la ventaja de ser extremadamente termofilas
y, por lo tanto, son capaces de crecer a temperaturas muy elevadas, dando lugar a altas productividades y tasas de
conversion de sustrato, con un bajo riesgo de contaminacion y facil recuperacion del producto.

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a una célula aislada de
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 1.

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a una DIBO04G 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 mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a una célula aislada de
Thermoanaerobacter sp. que comprende un ADNr 16S que comprende la secuencia SEQ ID NO 2.

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

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

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

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

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

En otro aspecto, las realizaciones de la presente descripcion 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 invencidon se refiere a una cepa aislada que comprende una célula de
Thermoanaerobacter sp. segun cualquiera de los aspectos anteriores.

En un aspecto adicional, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a un microorganismo de la cepa
DIB004G de Thermoanaerobacter sp. depositada como DSM 25179, un microorganismo derivado del mismo, o un
homologo o mutante de DIBO04G de Thermoanaerobacter sp.

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

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

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

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

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

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

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

En otro aspecto, la presente descripcion se refiere a métodos de produccion de uno o mas productos de
fermentacion que comprende cultivar una o mas células o cepas segun la descripcion en condiciones adecuadas.

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren a métodos para convertir hidrolizados
lignoceluldsicos en un biocombustible u otro producto quimico basado en carbono, que comprenden la etapa de
poner en contacto los hidrolizados lignocelulésicos con un cultivo microbiano durante un periodo de tiempo a una
temperatura inicial y a un pH inicial, produciendo asi una cantidad de biocombustible y/u otros productos basados en
carbono; en donde el cultivo microbiano comprende un microorganismo extremadamente termdfilo del género
Thermoanaerobacter, en particular, cualquier microorganismo de la cepa Thermoanaerobacter sp. enumerado en la
Tabla 1 con sus respectivos numeros de acceso, microorganismos derivados de los mismos, o mutantes u
homologos de los mismos.

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

En otro aspecto mas, las realizaciones de la presente descripcién se refieren a métodos para convertir una
combinacién o mezcla de hidrolizados lignocelulésicos y materia prima que contiene almidon en un biocombustible u
otro producto quimico basado en carbono, que comprenden la etapa de poner en contacto los hidrolizados
lignocelulésicos con un cultivo microbiano durante un periodo de tiempo a una temperatura inicial y a un pH inicial,
produciendo asi una cantidad de biocombustible y/u otros productos basados en carbono; en donde el cultivo
microbiano comprende un microorganismo extremadamente termofilo del género Thermoanaerobacter, en particular,
cualquier microorganismo de la cepa Thermoanaerobacter sp. enumerado en la Tabla 1 con sus respectivos
numeros de acceso, microorganismos derivados de los mismos, o mutantes u homologos de los mismos.

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

Ademas, las realizaciones de la presente descripcion se refieren al uso de una célula, una cepa, un microorganismo
y/o un cultivo microbiano segun la presente descripcion para la produccion de etanol y/o acido lactico, 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. Ademas, se ha de entender que, en el caso de que se den intervalos de parametros que
estén delimitados por valores numéricos, se considera que los intervalos incluyen estos valores de limitacion.

Breve descripcion de los dibujos

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

La FIG. 2 muestra un ADNr 16S de célula DIB004G de Thermoanaerobacter sp.
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.
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 alamo pretratada y los datos de rendimiento de las cepas seleccionadas
DIB004G y DIB097X en diferentes tipos de materias primas lignoceluldsicas.

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

La FIG. 13 muestra un grafico que presenta la formacién de etanol, lactato y acetato durante el crecimiento de
DIB004C de Thermoanaerobacter sp. en semilla de maiz triturada.

Descripcion detallada de la presente descripcion

Como se menciond anteriormente, la presente descripcion se refiere a métodos, microorganismos y composiciones
utiles para procesar hidrolizados lignocelulésicos. La descripcion se refiere, en ciertos aspectos, a microorganismos
que son capaces de convertir biomasa lignocelulésica pretratada tal como, por ejemplo, astillas de madera de alamo
o hierba de Miscanthus, en un producto econémicamente deseable tal como, por ejemplo, un biocombustible (por
ejemplo, un alcohol y/o gas de hidrogeno (Hz)), polimero o producto quimico a base de carbono como el acido
lactico. Ademas, la presente descripcion se refiere a métodos, microorganismos y composiciones Utiles para
convertir azicares como poli-, oligo, di- y/o mono-sacaridos, en particular, poli-, oligo, di- y/o mono-sacaridos de
hexosas y/o poli-, oligo, di- y/o monosacaridos de pentosas para producir productos quimicos a base de carbono
tales como etanol y/o acido lactico.

Los presentes inventores han encontrado microorganismos del género Thermoanaerobacter que tienen una variedad
de propiedades ventajosas para su uso en la conversion de oligosacaridos, disacaridos y/o monosacaridos de
hexosas, y polisacaridos, oligosacaridos, disacaridos y/o monosacaridos de pentosas, en particular, derivados de
hidrolizados lignocelulésicos a un alto nivel de etanol y/o acido lactico mientras se producen bajos niveles de acido
aceético.

Es una ventaja de los microorganismos segun la presente descripcion que los microorganismos son capaces de
convertir polisacaridos altamente complejos como xilano a altos rendimientos de productos quimicos basados en
carbono como etanol y/o acido lactico.

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

En el presente contexto, la expresion "hidrolizado lignoceluldsico" pretende designar una biomasa lignocelulésica
que ha sido sometida a una etapa de pretratamiento mediante la que el material lignocelulésico ha sido al menos
parcialmente separado en celulosa, hemicelulosa y lignina, teniendo asi un aumento del area superficial del material.
El material lignocelulésico puede derivarse normalmente de material vegetal, tal como paja, heno, desechos de
jardineria, madera triturada, pieles de frutas y cascaras de semillas.

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

En la presente memoria, las expresiones "una cepa del género Thermoanaerobacter" y "una célula de
Thermoanaerobacter" se usan como sindénimos. En general, la expresion "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 "homadloga", como se emplea en la presente memoria, se considera cualquier cepa bacteriana, que no sea
significativamente diferente por medio de homologia de ADN como se ha definido anteriormente y que presente
propiedades fisioldgicas 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 mas cromosomas o ADN extracromosémico potencial, ha sido modificado en una o mas
posiciones, o en la que se ha afiadido o eliminado ADN.
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Como se emplea en la presente memoria, "mutante” u "homdélogo" también significa un microorganismo derivado de
las células o cepas segun la presente descripcion, que se alteran debido a una mutacién. Una mutacion es un
cambio producido en el ADN celular, que puede ser espontaneo, causado por un factor ambiental o errores en la
replicacion del ADN, o inducido por condiciones fisicas o quimicas. Los procesos de mutacién incluidos en esta
subclase y en subclases indentadas son procesos dirigidos a la produccidon de cambios esencialmente aleatorios en
el ADN del microorganismo incluyendo la incorporacion de ADN exdégeno. Todos los mutantes de los
microorganismos comprenden las ventajas de ser termofilos extremos (crecimiento y fermentacion a temperaturas
superiores a 70 °C) y son capaces de fermentar la biomasa lignocelulésica a etanol y/o acido lactico. En una
realizacion ventajosa, los mutantes de los microorganismos segun la presente descripcion tienen en un ensayo de
hibridacion de ADN-ADN, una relacién de ADN-ADN de al menos un 80 %, preferiblemente al menos un 90 %, al
menos un 95 %, mas preferiblemente al menos un 98 %, lo mas preferiblemente al menos un 99 % y lo mas
preferiblemente al menos un 99,9 % con una de las cepas bacterianas aisladas DIB004G, DIB087G, DIB097X,
DIB101G, DIB101X, DIB103X, DIB104X y DIB107X.

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

Como se mencioné anteriormente, la biomasa lignocelulitica seguin la presente descripcion puede ser pasto, pasto
de transicion, gramineas, ballico, alpiste arundinaceo, pasto mixto de pradera, Miscanthus, pasto Napier, residuos de
azucar, bagazo de cafia de azucar, paja de cafa de azulcar, residuos agricolas, paja de arroz, cascaras de arroz,
paja de cebada, mazorcas de maiz, paja de cereal, paja de trigo, paja de colza, paja de paja de avena, cascaras de
avena, fibra de maiz, hojarasca, hojarasca de soja, hojarasca de maiz, desechos forestales, fibra de pulpa de
madera reciclada, lodos de papel, aserrin, madera dura, madera blanda, prensado de remolacha azucarera, tallo de
algododn, hojas de platano, residuos de palma aceitera y material de biomasa lignocelulésica obtenido mediante el
procesamiento de plantas alimentarias. En realizaciones ventajosas, el material de biomasa lignocelulésica es
madera dura y/o madera blanda, preferiblemente madera de alamo. En realizaciones ventajosas, el material de
biomasa lignocelulésica es una hierba o pasto perenne, preferiblemente Miscanthus.

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

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

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

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

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

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

En realizaciones ventajosas adicionales, el hidrolizado lignocelulésico se trata después con una hidrdlisis enzimatica
con una o mas enzimas carbohidrasas apropiadas tales como celulasas, glucosidasas y/o hemicelulosas incluyendo
xilanasas.

El método de pretratamiento mas usado es el pretratamiento con vapor, un proceso que comprende calentar el
material lignocelulésico por inyeccion de vapor hasta una temperatura de 130 a 230 °C con o sin la posterior
liberacién repentina de la presion. Antes o durante el pretratamiento con vapor, se puede afiadir opcionalmente un
catalizador tal como un acido mineral u organico, o un agente caustico que facilite la desintegracion de la estructura
de la biomasa. Los catalizadores usados frecuentemente para dicho pretratamiento incluyen acido sulfarico, acido
sulfuroso, acido clorhidrico, acido acético, acido lactico, hidroxido de sodio (sosa caustica), hidréoxido de potasio,
hidréxido de calcio (cal), amoniaco o las respectivas sales o anhidridos de cualquiera de estos agentes.

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

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

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

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

Los microorganismos segun la presente descripcion pueden crecer eficientemente en productos de hidrdlisis de
celulosa (por ejemplo, disacarido celobiosa), hexosas derivadas de celulosa (por ejemplo, glucosa), hemicelulosas
no hidrolizadas como xilano, pentosas derivadas de hemicelulosa (por ejemplo, xilosa), amilosa no hidrolizada, asi
como alamo pretratado con vapor o Miscanthus. En particular, los principales productos cultivados en celobiosa,
glucosa y xilosa pueden ser etanol y acidos lacticos. El producto principal cuando se cultivd sobre sustratos de
biomasa pretratados fue etanol, por ejemplo, cuando los microorganismos se cultivaron sobre madera de alamo
pretratada con vapor o pasto de Miscanthus, el rendimiento de etanol fue alto. Los microorganismos segun la
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presente descripcion también crecen eficientemente en celobiosa.

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

Ademas, los microorganismos segun la presente descripcion crecieron eficientemente en los materiales solubles
obtenidos tras el tratamiento térmico de la biomasa lignocelul6sica.

Se ha encontrado sorprendentemente que la subespecie bacteriana segun la presente descripcion es capaz de
crecer en un medio que comprenda hidrolizados lignocelulésicos 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 segun la descripcidon son bacterias termdfilas anaerdbicas, y son capaces de crecer a altas
temperaturas, incluso a o por encima de 70 grados centigrados. El hecho de que las cepas sean capaces de operar
a esta alta temperatura es de gran importancia en la conversion de los hidrolizados lignoceluldsicos en productos de
fermentacion. La velocidad de conversion de los hidratos de carbono en, p. €j., etanol y/o acido lactico es mucho
mayor cuando se realiza a altas temperaturas. Por ejemplo, la productividad de etanol volumétrica de un Bacillus
termofilo es hasta diez veces mayor que un proceso de fermentacion de levadura convencional que funciona a 30
grados centigrados. Por consiguiente, se requiere una planta de produccién mas pequefia para una capacidad de
planta dada, reduciendo asi los costes de construccion de la planta. Como se mencioné anteriormente, la alta
temperatura reduce el riesgo de contaminacion de otros microorganismos, lo que resulta en menos tiempo de
inactividad, mayor productividad de la planta y menor requerimiento energético para la esterilizacion de la materia
prima. La alta temperatura de operacion también puede facilitar la posterior recuperacion de los productos de
fermentacion resultantes.

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 segun la presente descripcion que sean tolerantes a estos inhibidores.

Los microorganismos segun la presente descripcion son nuevas especies del género Thermoanaerobacter o nuevas
subespecies de Thermoanaerobacter mathranii.

Por ejemplo, el género Thermoanaerobacter incluye diferentes especies de bacterias estrictamente anaerdbicas
hemiceluloliticas y sacaroliticas extremadamente termdfilas (temperatura 6ptima para el crecimiento superior a
70 °C) (Lee et al., 1993). Thermoanaerobacter mathranii DSM 11426 es una bacteria extremadamente termdfila.
Tiene una temperatura 6ptima de entre 70 y 75 °C, y se aislo de una fuente caliente en Islandia (Larsen et al., 1997).
Usa una serie de azucares incluyendo xilano como fuentes de carbono, pero no utilizé celulosa microcristalina. Los
productos finales de la fermentacion sobre xilosa fueron etanol, acetato, bajas cantidades de lactato, CO; y H;
(Larsen et al., 1997).

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

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

En un aspecto, la presente descripcidon 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,
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 realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIBO04G de Thermoanaerobacter sp. (nUmero de
acceso DSMZ 25179), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homadlogo o
mutante de DIB004G de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIBO87G de Thermoanaerobacter sp. (numero de
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acceso DSMZ 25777), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homaélogo o
mutante de DIB087G de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIB097X de Thermoanaerobacter sp. (nUmero de
acceso DSMZ 25308), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homaélogo o
mutante de DIB097X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIB101G de Thermoanaerobacter sp. (numero de
acceso DSMZ 25180), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homaélogo o
mutante de DIB101G de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIB101X de Thermoanaerobacter sp. (nUmero de
acceso DSMZ 25181), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homadlogo o
mutante de DIB101X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIB103X de Thermoanaerobacter sp. (nUmero de
acceso DSMZ 25776), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homaélogo o
mutante de DIB103X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIB104X de Thermoanaerobacter sp. (nUmero de
acceso DSMZ 25778), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homaélogo o
mutante de DIB104X de Thermoanaerobacter sp.

En otra realizacion de la presente descripcion, la célula aislada es DIB107X de Thermoanaerobacter sp. (nUmero de
acceso DSMZ 25779), células derivadas de la misma, mutantes de la misma, una progenie, o un homaélogo o
mutante de DIB107X de Thermoanaerobacter sp.

La descripcion 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 Numero de Fecha 'dt'ella SEQ ID NO
acceso DSMZ deposicion 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

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 numeros de acceso indicados
respectivamente y de las fechas de deposicion por DIREVO Industrial Biotechnology GmbH, Nattermannallee 1,
50829 Colonia, Alemania (DE).

Como es evidente a partir de lo que se expone a continuacién, 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 los mutantes derivados que
tienen caracteristicas mejoradas. Las caracteristicas deseables incluyen un mayor intervalo de azdcares 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. Los métodos adecuados para la mutacion de cepas
bacterianas y la seleccion 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. segun la presente descripcion se refieren, en particular,
a un microorganismo que pertenece al género Thermoanaerobacter y que tiene preferiblemente una o mas de las
siguientes caracteristicas:

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter; y/lo

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

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

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

€) es una bacteria Gram-positiva; y/o
f) es un microorganismo termofilo sacarolitico; y/o

g) es un microorganismo termdfilo xilanolitico.

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

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

a) es un microorganismo del género Thermoanaerobacter,

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

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

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

€) es capaz de sobrevivir y/o desarrollar y/o producir un producto de fermentacion seleccionado del grupo que
consiste en acidos carboxilicos, preferiblemente acido lactico y alcoholes, preferiblemente etanol, en condiciones
de temperatura superior a 70 °C, en particular, superior a 72 °C.

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

Las cepas de Thermoanaerobacter sp. segun la presente descripcion tienen varias caracteristicas muy ventajosas
necesarias para la conversion del material de biomasa lignoceluldsica. Asi pues, estas cepas de base poseen toda
la maquinaria genética para la conversién de ambos azlcares de pentosa y hexosa en diversos productos de
fermentacion tales como etanol y acido lactico. Como resultara evidente a partir de los siguientes ejemplos, el
examen de la secuencia completa del ADNr 16S mostré 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
de ADNr 168 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 ADNTr 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 descripcion que son

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2644 476 T3

xilanoliticas y sacaroliticas (fermentan hemicelulosas, p. €j., xilano, hexosas y pentosas a etanol, lactato y pequefias
cantidades de acetato).

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

a) cualquier Thermoanaerobacter sp. enumerado en la Tabla 1, depositados bajo su numero de acceso y fecha
de deposicion indicados respectivamente, conforme a las disposiciones del Tratado de Budapest en el Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Inhoffenstrale 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 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 anaerdbicas extremadamente termdfilas (crecimiento a temperaturas
superiores a 70 °C), xilanoliticas, amiloliticas y sacaroliticas. Las células son varillas rectas de 0,3-0,4 ym por 2,0-
6,0 um, que se producen tanto individualmente como en parejas. Estas cepas crecen en diversos azucares como
sustrato, incluyendo almiddn, xilano, xilosa, celobiosa y glucosa.

Los principales productos de fermentacion 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 caracteristicas. Asi pues, en una realizacion, se proporciona una cepa bacteriana
segun la descripcion, en donde uno o mas genes se han insertado, eliminado o inactivado esencialmente. La
variante o mutante normalmente es capaz de crecer en un medio que comprenda un material de biomasa
lignoceluldsica y/o un hidrolizado lignoceluldsico.

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

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

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

Las cepas segun la descripcion son microorganismos estrictamente anaerobicos y, por lo tanto, se prefiere que el
producto de fermentacion se produzca mediante un proceso de fermentacion realizado en condiciones estrictamente
anaerdbicas. Ademas, la cepa segun la invencion es un microorganismo extremadamente termdfilo y, por lo tanto, el
proceso puede funcionar Optimamente, cuando se hace funcionar a una temperatura en el intervalo de
aproximadamente 40 a 95 grados centigrados, tal como el intervalo de aproximadamente 50 a 90 grados
centigrados, incluyendo el intervalo de aproximadamente 60 a 85 grados centigrados, tal como el intervalo de
aproximadamente 65 a 75 grados centigrados.

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

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

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

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

Métodos y ejemplos

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

Ejemplo 1: Aislamiento y cultivo

Todos los procedimientos de enriquecimiento y aislamiento de las cepas enumeradas en la Tabla 1 emplearon
técnicas anaerdbicas para bacterias estrictamente anaerdbicas (Hungate, 1969). Las cepas se enriquecieron a partir
de muestras ambientales a temperaturas superiores a 70 °C con celulosa cristalina y madera de haya como sustrato.
El aislamiento se realizé6 mediante diluciones en serie en medios liquidos con xilano como sustrato seguidas de la
recogida de las colonias cultivadas en medio de agar sélido a 72 °C en tubos de rodillo Hungate (Hungate, 1969).

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

Medio basico

NH,CI 1,0 g
NaCl 0,5 g
MgSO4 x 7 H20 03 g
CaCl; x 2 H,O 0,05 g
NaHCO3; 0,5 g
KoHPO4 1,5 g
KH2PO4 3,0 g
Extracto de levadura (bacto, BD) 0,5 g
Celobiosa 5,0 g
Vitaminas (véase mas abajo) 1,0 ml
Elementos traza (véase mas abajo) 0,5 ml
Resazurina 1,0 mg
Na.S x 9 H,O 0,75 g
Agua destilada 1000,0 ml
Solucion madre de elementos traza

NiCl2x 6H20 2 g
FeSO4x 7H,0 1 g
Citrato de NH4Fe (lll), marron, Fe al 21,5 % 10 g
MnSO,4 x H0 5 g
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CoClz2x 6H:0 1 g
ZnS04x 7H20 1 g
CuS04x 5H,0 0,1 g
H3BO3 0,1 9
Na:MoO4 x 2H,0 0,1 g
Na,SeO3 x 5H,0 0,2 g
Na,Wo0O4 x 2H,0 0,1 g
Agua destilada 1000,0 ml
Se anaden 0,5 ml de solucién madre de elementos traza a 1 litro del medio

Solucion madre de vitaminas

Acido nicotinico 200 mg
Cianocobalamina 25 mg
Acido p-aminobenzoico (acido 4-aminobenzoico) 25 mg
D-pantotenato de calcio 25 mg
HCI de tiamina 25 mg
Riboflavina 25 mg
Acido lipoico 25 mg
Acido félico 10 mg
Biotina 10 mg
HCI de piridoxina 10 mg
Agua destilada 200,0 mi
Se afiade 1 ml de solucion madre de vitaminas a 1 litro del medio

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

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

Ejemplo 2: HPLC

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

Ejemplo 3: Analisis filogenético de genes de ADNr 16S

Se aisl6 ADN gendmico de cultivos desarrollados como se describid anteriormente y se amplific6 ADNr 16S
mediante PCR usando 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) 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 uso6 la base de datos NCBI para
los procedimientos BLAST.
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La alineacion se llevo a cabo usando ClustalW (Chenna ef al., 2003) y el arbol filogenético se construyé usando el
software MEGA4 (Kumar et al., 2001). El arbol para todas las cepas enumeradas en la Tabla 1 se muestra en la
Figura 1.

Ejemplo 4: Produccion de etanol y lactato en diferentes sustratos

Se realizaron experimentos de crecimiento y fermentacion de celobiosa, glucosa, xilano y xilosa, asi como de
madera de alamo pretratada, pasto de Miscanthus, bagazo de cafia de azUcar, paja de trigo, tallos de maiz y DDGS,
asi 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 excepcion de las
cepas DIB004G, DIB087G y DIB101G, que no crecieron sobre xilano. No se detectd crecimiento en la celulosa. El
principal producto de fermentacion fue etanol seguido de lactato. Solo se formaron pequefas cantidades de acetato
(Figuras 10 y 11). Por el contrario, la cepa A3 de la bacteria termdfila Thermoanaerobacter mathranii (DSM 11426)
(Larsen et al., 1997) productora de etanol produjo cantidades inferiores de etanol, asi como cantidades superiores
de lactato y acetato.

Ejemplo 5: Fermentacion

Se realizaron experimentos en lotes con todas las cepas, p. €j., DIB004G, mediante el cultivo en el medio descrito
anteriormente con la adicion 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
acido diluido seguido de la liberacion repentina de presion.

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

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

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

Los resultados de la formaciéon del producto durante la fermentacién de DIB097X de Thermoanaerobacter sp. en
pasto de Miscanthus pretratado se muestran en la Figura 12. Los resultados para la formacién del producto durante
una fermentacion de DIB004G de Thermoanaerobacter sp. en semillas de maiz molido no pretratadas se muestra en
la Figura 13.
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<150> US61/556,448
<151> 07-11-2011

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

<150> EP11008155
<151> 07-10-2011

<160> 10

<170> BiSSAP 1.2

<210>1
<211> 1422
<212> DNA

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> source

<222>1..1422
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter

sp. DIB004G " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400> 1

ggttgggteca ccocggettegg gtgtegcagg ctcoctegtggt gtgacgggcg gtgtgtacaa 60
ggcccgggaa cgtattcacc gcecggcatgcect gatccgcgat tactagcecgat tccgacttca 120
tgcaggcgag ttgecagcectg caatccgaac ttggaccgge tttttgggat tegetcegee 180
tcacggcttc gecttccoctet gtaccggeca ttgtagcacg tgtgtggeoce agggeattta 240
gggcatgatg atttgacgtec atccecacct tecteegtgt cctccacgge agtcectceta 300
gagtgeeegg cttacceget ggcaactaga ggecaggggtt gegetegttg cgggacttaa 360
cccaacatct cacgacacga gcoctgacgaca accatgcacc acctgtgeag getccttace 420
tcccggtaag gtcgctccce tttcocggttcg ctactacctg catgtcaagcec cctggtaagg 480
ttcttcecgegt tgcttcgaat taaaccacat gectccaccge ttgtgeggge ccccgtcaat 540
tcectttgagt ttcaaccttg cggeegtact ccccaggegg ggtacttatt gegttegeta 600
cggcacggaa cgcettoegeg ccoacacaccet agtacccate gtttacageg tggactacca 660
gggtatctaa tcctgttege teoccecacget ttegegeocte agegtcaggg ccagtcecaga 720
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gagtegeett
attccactece
ccegggtett
cggacaacga
tcgtgtggta
ctcceoeccacg
gcectecegta
cggctaccecg
cecatectta
cttatccagt
cgcgttactc
gactgcatgt
<210>2

<211> 1659
<212> ADN

cgcecactggt
cceteteetge
ttacacctga
tcgeeccocta
ccgtcatcce
cggcgtoget
ggagtctggg
tcgtcgecett
agcggtaget
attaccacce
acccgtccge

gttaggcacyg

attcectceeg
cctetageca
cttgattgac
cgtcttaceg
ttecttecccac
gggtcaggct
ccgtgtctea
ggtaggccgt
tgegettece
ctttcgaggt
cgctatccge

cogoecagegt

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1659
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter
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atatetacgc
atcagtttea
cgcctacgeg
eggetgetgg
actaacgggg
tcecgecceatt
gtceccagtgt
taccctacca
tttecteoct
gctatccocegg
cacccaacta

tegtectgag

sp. DIB087G " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400> 2

actcaagtgg
ggttgggtca
ggcccgggaa
tgcaggcgag
tcgetectte
gggcatgatg
gagtgcctec
ttcagttgag
ccaacatcte
tcaagtagge

ggtegeteac

ttgecttegaa

gcacgttttt
ccggcttegg
cgtattcacc
ttgcagcetg
gccteectet
atttgacgtc
gtcactcaac
tgacggactg
acgacacgag
acttcattet
cttteggete

ttaaaccaca

ttctectteat
gtgttgcaga
gcggecatget
caatccgaac
gtacecggeca
atcecceccaccet
tgaacacgct
gcaactagaa
ctgacgacaa
ccctettact
gctactacet

tgctecaceg

cacgtttcta
ctctcgtggt
gatccgcgat
ttggaccgge
ttgtagecacyg
tecteegtgt
atccecttect
gcaagggttg
ccatgcacca
accttctcta
goatgteaag

cttgtgeggy

atttecacege
gatgetacee
ccctttacge
cacgtagtta
tttacaacce
gcccaagatt
ggcegteeac
actagctgat
ataggatgee
tcttaagggt
cgttgagtge

cc

acatgcececac
gtgacgggcg
tactagegat
tttttggggt
tgtgtggece
tgtcecacgge
ctctactett
cgctcgttge
cctgtgecagg
tcatgceocac

ccoetggtaag

cceoeccgteaa

17

tacaccggga
cocggttgag
ccagtaattc
geeggggctt
gaaggccttc
cceccactget
cctetecagge
gggacgcggg
ctataaggag
aggttgececca

cggaccgctc

ttgagtgecg
gtgtgtacaa
tccgacttca
ccgectccaga
agggcatata
agtcectceta
tcctaacatg
gggacttaac
ctcceggeac
ttgagtgceg
gttettegeg

ttectttgag

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1422

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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tttcaacctt
atgctteege
atcctgtttg
tegeecactgg
cocteteetyg
tttacacctg
ctecgeecect
accgteatcet
goggegtege
aggagtctgg
gtcgtcgect
aagcggtage
attagcaccc
accegteege
tactttette

cgctegactt

<210>3
<211> 1436
<212> ADN

gcggecgtac
atcccacacc
ctccecacge
tattectece
ccctatagec
acttaagtgyg
acgtcttacc
attectteeca
tgcgtcagge
gccgtgtete
tggtaggccg
tteoecgetace
ctttegaggt
cgcetatecgg
ttotactata

gcatgtgtta

teccocaggeyg
tagtacccat
tttegegect
gatatctacg
accecagttte
cogactacge
gcggetgetg
cactatecgag
tttcgeccat
agtecccagtg
ttaccctacc
ttecctecte
gttatccegg
cactcaacte
ctteettece

ggcacgocge

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1436
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter
sp. DIB097X " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 3

cceggttggg
caaggcccgg
tcatgoagge
gcctegegge
atagggcatg
ctagagtgce
taacccaaca

accteoecggt

tcaccggett
gaacgtattc
gagttgcage
ttegetecee
atgatttgac
cggcttacce
tctecacgaca

aaggtcgetce

cgggtgtege
accgcggcat
ctgecaatecg
tetgtacegg
gtcatccocea
gctggcaact
cgagctgacg

cocttteggt

ES 2644 476 T3

gggtacttat
cgtttacgge
cagegteagyg
catttcaccyg
atgtgcatce
gocctttacg
gcacgtagtt
ctttacgace
tgcgcaagat
tggccgacca
aactagctga
ataggatgce
tcttaagggt
cgtgettace
cttaagtaag

cagegtteg

aggctctegt
gctgatccge
aacttggacc
ccattgtage
acttecteeg
agaggcaggg
acaaccatgce

tegetactac

tgegttaact
gtggactacc
gtcagtccag
ctacaceggg
coccgggttga
cocagtaatt
agccggggcet
cgaaggectt
tcceccactge
ccctetcagg
tgggacgcgg
ctacaaggag
aggttgccca
ttactttgca

cacttagttg

ggtgtgacgyg
gattactagc
ggctttttgg
acgtgtgtgg
tgtectecac
gttgegeteg
accacctgtyg

ctgecatgtca

18

acggcacgga
agggtatcta
agagtegect
aattccacte
geeccgggttt
ccggacaacyg
ttcgtgtggt
cttegeteac
tgcctcecgt
ccggetacce
gcccatecctt
cttatecagt
cgegttacte
ccacttttat

agtgccggac

gcggtgtgta
gattccgact
gatteogetece
cccagggceat
ggcagtceocc
ttgcgggact
caggcteett

agcectggta

780

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1659

60

120

180

240

300

360

420

480
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aggttctteg
aattcctttg
ctacggcacyg
ccagggtatc
agagagtege
ggaattccac
gagccegggt
tteccggacaa
ctttcgtgtg
ttecteecece
gctgectecce
ggccggctac
gggceccatec
gagettatce
ccacgegtta

ctegacttge

<210> 4
<211> 1080
<212> ADN

cgttgctteg
agtttcaacc
gaacgcetteco
taatectgtt
cttegecact
tcoaceteteoce
cttttacacc
cgetegeece
gtaccgtcat
acgeggegte
gtaggagtct
cogtaegtege
ttaagcggta
agtattacca
ctcaccegte

atgtgttagg

aattaaacca
ttgeggocegt
gegececcaca
cgetececac
ggtattccte
tgecccocteotag
tgacttgatt
ctacgtctta
cccttcttee
gctgggtcag
gggccgtgte
cttggtagge
gcttgcgect
cecctttega
cgeegcetatce

cacgeccgeca

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1080
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consendo ADNr 16S para Thermoanaerobacter

ES 2644 476 T3

catgctecac
actccccagg
cctagtacce
gctttegege
ccgatatcta
ccaatcagtt
gaccgecctac
cogeggetge
cacactaacg
gectteegece
tcagtcccag
cgttacecta
cccttteecte
ggtgctatce
cgccaceccaa

gegttegtee

sp. DIB101G " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 4

gctcaggacyg
ctaagtgcett
aaagtaaggt
gcaacctace
cttgtaggge
cgtcecatca
gagagggtgyg

gtggggaatc

aacgctggeg
acttaagggg
aagcacggag
cttaagaccg
atcctatgag
gctagttggt
tcggecacac

ttgegeaatg

gcgtgectaa
aaggaagtat
ttgagtgccg
ggataacacc
gagggaaggt
agggtaacgg
tgggactgag

ggcgaaageo

cacatgcaag
agtagaagaa
gatagcggeg
tcgaaagggg
agcggaagcet
cctaccaagg
acacggecca

tgacgcageg

cgettgtgeg
cggggtactt
atcgtttaca
ctcagegteca
cgcatttcac
tcagatgeta
gcgececttta
tggcacgtag
gggtttacaa
attgccecaag
tgtggccgac
ccaactagct
cctataggat
cggtettaag
ctacgttgag

tgagccatga

tcgageggte
gaaggtaata
gacgggtgag
tgctaatact
accgettaag
cgacgacggg
gactecctacyg

acgecgegtyg

19

ggccccegte
attgcgttcg
gcgtggacta

gggccagtee

cgctacaccyg
cdecegggtt
cgcccagtaa
ttagccgggg
ccecgaaggec
attccecact
caccctctca
gatgggacge
gcectataag
ggtaggttge
tgececggacceg

tcaaac

cggcactcaa
aaagtgatgce
taacgeogtgg
ggataagctce
gatgggcecg
tagceggect
ggaggcagca

agcgaagaag

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1436

60

120

180

240

300

360

420

480
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geettogggt
cocggetaac
tactgggcgt
acccggggga
ggtgtagegy
gactgaccct
agtccacgcc
taacgcaata
acgggggecc

accagggett

<210>5
<211> 1451
<212> ADN

cgtaaagetc
tacgtgccag
aaagggcgcyg
tgcacatgaa
tgaaatgegt
gacgctgagg
gtaaacgatg
agtaccccge

gcacaagcgg

gacatgcagg

gatagtgtgg
cagoegeggt
taggecggeca
actgggtgge
agatatcggg
cgcgaaagcg
ggtactaggt
ctggggagta
tggagcatgt

tagtagcgag

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente
<222>1..1451

<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter
sp. DIB101X " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 5

gceccacttt
tctegtggtg
atccgegatt
tggaccggct
tgtagcacgt
ccoteegtgte
gcaggggttyg
ccatgcacca
tactacctge
ctecaceget
cccaggeggy
gtaccecateg
togegectea

tatctacgea

cgacggctec
tgacgggcgg
actagegatt
ttttgggatt
gtgtggceca
ctecacggea
cgctegttge
cctgtgeagg
atgtcaageoe
tgtgecgggeoe
gtacttattg
tttacagecgt
gegtcaggge

tttecaccget

ctcettoeeg
tgtgtacaag
ccgacttcat
cgctecgect
gggcatatag
gtcceteotag
gggacttaac
cteccttacct
ctggtaaggt
ccegtcaatt
cgttegetac
ggactaccag
cagtccagag

acaccgggaa
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gaagaataga
aagacgtagg
cttaagtcag
tagaggygcag
aggaatacca
tggggagcaa
gtgggatgcg
cggccgeaag
ggtttaattc

ccgaaaggtg

gttgggtcac
goccogggaac
gcaggcgagt
cgeggetteg
ggcatgatga
agtgecagge
ccaacatctce
cceggtaagg
tettegegtt
cotttgagtt
ggcacggaac
ggtatctaat
agtegecttc

ttccactece

tgacggtace
gggcgagegt
gtgtaaaaaa
gagaggggag
gtggcgaagg
acaggattag
gaagcattcce
gttgaaactc
gaagcaacgc

agcgacocgg

cggctteggg
gtattcacecg
tgecageoctge
cttecectcetg
tttgacgtca
ttacccgetg
acgacacgag
tegeteeccct
gettogaatt
tcaaccttge
getteegege
cotgtteget
gocactggta

ctetectgee

20

acacgaaagc
tgtcocoggaat
ccecgggetca
tggaattecce
cgactcetetg
ataccctggt
gtgcegtagt
aaaggaattg
gaagaacctt

cactcaagtg

tgtegecagge
cggcatgetg
aatccgaact
taccggccat
tecceaccett
gcaactagag
ctgacgacaa
tteggttege
aaaccacatg
ggccgtacte
cccacaccta
ccccacgctt
ttectecocga

ctectagecaa

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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tcagttteag
gectacgege
ggetgetgge
ctaacggggt
cegeceattg
tccecagtgtg
accctaccaa
ttccteecta
ctatecceggt
acccaactac
tcgtectgag
<210>6

<211> 1465
<212> ADN

atgectaceec
cctttacgec
acgtagttag
ttacaaceceyg
ccecaagatte
gocgaccace
ctagctgatg
taggatgcece
cttaagggta
gttgagtgece

c

cgggttgage
cagtaattcc
ccggggettt
aaggectteo
cecactgetyg
ctcteaggece
ggacgcgggc
tataaggagc
ggttgeccac

ggaccgctceg

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1465
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter
sp. DIB103X " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400> 6

ttcacccecaa
ttcgggtgtc
tcacecgegge
gccetgcaate
cotetgtace
acgtcatccoe
cegetggeaa
cacgagctga
tccecttteg
cgaattaaac
ccttgcggee
cagogaeacca

ttegeteeoce

tcacectgeoc
gcaggctctc
atgctgatce
cgaacttgga
ggccattgta
caccttecte
ctagaggcag
cgacaaccat
gttcgctact
cacatgctcc
gtactcccca
cacctagtac

acgctttege

caccttogac
gtggtgtgac
gcgattacta
coggettttt
geacgtgtgt
cgtgtcctec
gggttgcget
gcaccacctg
acctgcatgt
accgcttgtg
ggcggggtac
ccategttta

gecteagegt

ES 2644 476 T3

cegggtettt
ggacaacygct
cgtgtggtac
tecececacge
ccteccgtag
ggctaceegt
ccateccttaa
ttatccagta
gegttactea

acttgcatgt

ggctecctec
gggcggtgtg
gegatteoega
gggattcget
ggcccaggge
acggcagtec
cgttgcggga
tgcaggectcece
caagccctgg
cgggecccecg
ttattgcgtt
cagegtggac

cagggccagt

tacacctgac
cgecccctac
cgtcatecet
ggegtegetyg
gagtetggge
agtegecettg
goggtagett
ttaccaccce
ceegteogee

gttaggcacg

tececoggttg
tacaaggccc
cttcatgeag
cegectegey
atatagggca
ccctagagtg
cttaacccaa
ttacctececcg
taaggttctt
tcaattcctt
cgctacggca
taccagggta

ccagagagtce

21

ttgattgacce
gtcttaccge
tetteccaca
ggtecaggett
cgtgtctcag
gtaggeegtt
geogecteocet
tttcgaggtg
getateegee

ccgccagegt

ggtcacegge
gggaacgtat
gcgagttgea
gottegetee
tgatgatttg
cccggettac
catctcacga
gtaaggtcge
cgcgttgett
tgagtttcaa
cggaacgctt
tetaatectg

gcecttegeca

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1451

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780
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ctggtattcc
cetgeectet
cctgacttga
cectacgteot
atcccttctt
tcgectgggte
ctgggcegtyg
gccttggtag
tagcttgege
caccccttte
tccgecgeta
ggcacgcege
<210>7

<211> 1665
<212> ADN

tccegatatc
agccaatcag
ttgaccgect
taccgecgget
cccacactaa
aggcttccoge
tcteagteee
gccgttacce
cteecotttee
gaggtgctat
tccgeccaccce

cagcegttegt

tacgeatttc
tttcagatge
acgcgccctt
gctggcacgt
cggggtttac
ccattgcecca
agtgtggceg
taccaactag
tocectatagg
cceggtetta
aactacgttg

cctga

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1665
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter
sp. DIB104X " /tipo_mol="AND sin asignar”

<400>7
actcaagtgg
ggttgggtca
ggcccgggaa
tgcaggcgag
tcgetectte
gggcatgatg
gagtgcctec
ttcagttgag
ccaacatcte
tcaagtagge

ggtegeteac

ttgecttegaa

gcacgttttt
ccggcttegg
cgtattcacc
ttgcagcetg
gccteectet
atttgacgtc
gtcactcaac
tgacggactg
acgacacgag
acttcattet
cttteggete

ttaaaccaca

ttctectteat
gtgttgcaga
gcggecatget
caatccgaac
gtacecggeca
atcecceccaccet
tgaacacgct
gcaactagaa
ctgacgacaa
ccctettact
gctactacet

tgctecaceg
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accgctacac
taceeceggg
tacgccecagt
agttagccegg
aacccgaagqg
agattcceca
accaccctct
ctgatgggac
atgecectata
agggtaggtt

agtgccggac

cacgtttcta
ctctcgtggt
gatccgcgat
ttggaccgge
ttgtagecacyg
tecteegtgt
atccecttect
gcaagggttg
ccatgcacca
accttctcta
goatgteaag

cttgtgeggy

cgggaattce
ttgageecagy
aattccggac
ggctttegtg
ccttcetece
ctgctgecte
caggccggct
gcgggcccat
aggagcttat
gcccacgegt

cgctcgactt

acatgcececac
gtgacgggcg
tactagegat
tttttggggt
tgtgtggece
tgtcecacgge
ctctactett
cgctcgttge
cctgtgecagg
tcatgceocac

ccoetggtaag

cceoeccgteaa

22

actccecctet
gtettttaca
aacgctcgcee
tggtaccgtce
ccacgcggeg
ccgtaggagt
accegtegte
ccttaagcgg
ccagtattac
tactcacccg

gcatgtgtta

ttgagtgecg
gtgtgtacaa
tccgacttca
ccgectccaga
agggcatata
agtcectceta
tcctaacatg
gggacttaac
ctcceggeac
ttgagtgceg
gttettegeg

ttectttgag

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1465

60

120

130

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

15

tttcaacctt
atgctteege
atcctgtttg
tegeecactgg
cocteteetyg
tttacacctg
ctecgeecect
accgteatcet
goggegtege
aggagtctgg
gtcgtcgect
aagcggtage
attagcaccc
accegteege
tactttette

cgctegactt

<210> 8
<211> 1105
<212> ADN

gcggecgtac
atcccacacc
ctccecacge
tattectece
ccctatagec
acttaagtgyg
acgtcttacc
attectteeca
tgcgtcagge
gccgtgtete
tggtaggccg
tteoecgetace
ctttegaggt
cgcetatecgg
ttotactata

gcatgtgtta

teccecaggeg
tagtacccat
tttegegect
gatatctacg
acccagtttc
cogectacge
gcggctgetg
cactatcgag
tttcgecceat
agtcccagtg
ttaccctacc
ttcceteete
gttatccegg
cactcaacte
cttectteoce

ggcacgcege

<213> Thermoanaerobacter sp.

<220>
<221> fuente

<222>1..1105
<223> Jorganismo="Thermoanaerobacter sp." /nota="secuencia de consenso ADNr 16S para Thermoanaerobacter
sp. DIB107X " /tipo_mol="AND sin asignar"

<400> 8

tcaggacgaa
tagttgagtg
cogggatage
agggaggaaa
tggtagggta

acactgggac

aatgggcgga

cceegttagt

cgctggocgge
gcggatageg
acctcgaaag
gggaagcgea
acggectace
tgagacacgg
agcctgacee

gtgggaagaa

gtgcctaaca
gcggacgggt
gggtggtaat
agctaccget
aaggckacga
cccagacteoc
agcgacgccg

gggatgacgg
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gggtacttat
cgtttacgge
cagegtecagyg
catttcaccyg
atgtgcatce
gacctttacg
gcacgtagtt
ctttacgace
tgcgcaagat
tggccgacca
aactagctga
ataggatgce
tcttaagggt
cgtgettace
cttaagtaag

cagegttegt

catgcaagtc
gagtaacgcg
actggataag
taaggatggg
cgggtageeg
tacgggaggce

cgtgggggag

taccacacga

tgegttaact
gtggactacc
gtcagtecag
ctacaceggg
cocegggttga
cocagtaatt
agccggggcet
cgaaggectt
tcceccactge
cccteoteagg
tgggacgcegyg
ctacaaggag
aggttgeeca
ttactttgeca
cacttagttg

cctga

gagcggtocyg
tgggcaacct
ctececttatag
cocegegteee
gcctgagagg
agcagtgggg
gaaggcctte

aagecccagge

23

acggcacgga
agggtatcta
agagtcgect
aattccacte
goccogggttt
coggacaacyg
ttcgtgtggt
cttegeteac
tgcctcoegt
ccggetacee
gcccatcctt
cttatccagt
cgegttacte
ccacttttat

agtgcecggac

gcactcaacyg
acccttaaga
ggcatcctat
atcagctagt
gtggteggee
aatcttggge

gggttgtaaa

taactacgtg

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1665

60

120

180

240

300

360

420

480
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20

25

30

ccagcageeg
cgcgtaggeg
tgaaactggt
gegtagatat
gaggcgegaa
gatgggtact
cegeetgggg
goggtggage
caggtggtag
ggtgcatggt

aacceoctgee

<210>9
<211> 20
<212> ADN

cggtaagacyg
gtcaatcaag
tggctagagg
egggaggaat
agegtgggga
aggtgtgggg
agtacggceg
atgtggttta
cgaaccgaaa
tgtcgtecage

tectagttgee

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..20

<223> Jorganismo="Secuencia Artificial" /nota="cebador directo 27F" /ripo_mol="ADN sin asignar"

<400> 9

agagtttgat cmtggctcag

<210> 10
<211>19
<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<222>1..19

<223> Jorganismo=" Secuencia Artificial" /nota="cebador inverso 1492R" /tipo_mol="ADN sin asignar"

<400> 10

ggttaccttg ttacgactt

19

tagggggcga
tcaggtgtaa
gcaggagagyg
accagtggeg
gogaacagga
cgoggaageg
caaggttgaa
attcgaagca
ggtgagcegac
tcgtgtcgtg

agegg

20
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gegttgtecg
aagacccggyg
ggagtggaat
aaggcgacte
ttagatacce
ttcegtgecg
actcaaagga
acgcgaagaa
cttaceggga

agatgttggg

gaattactgg
ctcaacccgyg
teceggtgta
tetggactgg
tggtagtcca
tagcgaacge
attgacgggg
ccttaccagg
ggtaaggage

ttaagtcecg

24

gocgtaaaggg
gggtagcacc

gcggtgaaat

ccoctgacget
cgctgtaaac
aataagtacc
goccgcacaa
gcttgacatg
ctgcacaggt

caacgagcgce

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1105
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REIVINDICACIONES

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

2. La célula aislada segun la reivindicacion 1, en donde la célula es capaz de producir un producto quimico a base
de carbono seleccionado del grupo que consiste en acidos carboxilicos como acido lactico, acido propionico, acido
acético, acido succinico, acido malico, acido butirico y acido férmico, o sales o ésteres de los mismos, y alcoholes
como etanol, butanol, propanol, metanol, propanodiol y butanodiol.

3. La célula aislada segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que es capaz de crecer a una
temperatura superior a 70 °C, en particular, entre 70 y 90 °C, en particular, entre 70 y 85 °C, en particular, a una
temperatura de entre 70 °C y 75 °C.
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FIGURA 1

Cepa DIB 097X de Thermoanaerobacter sp.

4] Cepa DIB 103X de Thermoanaerobacter sp.
4| Cepa A3 DSM 11426 de Thermoanaerobacter mathranii (NR026397)
Cepa DIB 101X de Thermoanaerobacter sp.

Cepa DIB 004G de Thermoanaerobacter sp.
1 Cepa JT-3 ATCC 51646 de Thermoanaerobacter thermocopriae (L09167)
Cepa DIB 107X de Thermoanaerobacter sp.
Cepa Ab9 DSM 92527 de Thermoanaerobacter italicus (AJ250846)
Cepa Rt8.81 DSM 10319" de Thermoanaerobacter wigelii (X92513)
ATCC 33265 de Thermoan. acetoethylicus (LD9163)

aerobacter
10— Cepa JW-200 ATCC 315507 de Thermoanaerobacter ethanolicus (L09162)

Cepa SR4 DSM 12299" de Thermoanaerobacter siderophilus (AF120479)

Cepa LKT-1 DSM 2030" de Thermoanaerobacter kivui (L09160)
_|w r Cepa DIB 101G de Thermoanaerobacter sp.

ool Cepa E100-69 DSM 567" de Thermx obacter th hydrosulfuricus (L09161)

DIB 087G de Thermoanaerobacter sp.
Cepa DIB 104X de Thermoanaerobacter sp.

DSM 98017 de Thermoanaerobacter brockii subsp. lactiethylicus (U14330)
Cepa Ako-1 DSM 3389" de Thermoanaerobacter brockii subsp. finnii (L09166)
DSM 14577 de Thermoanaerobacter brockii subsp. brockii (L09165)
@l Cepa 39E ATCC 332237 de Thermc bacter pseudethanolicus (L09164)

DSM 152427 de Caldanaerobacter subterraneus subsp. tengcongensis (AF209708)

100

o

ATCC 39073 de Moorella thermoacetica (CP0D0232; Moth_R0012)

[ DSM 571" de Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum (CP002171; The_R0007)

DSM 7060" de Thermoanaerobacterium saccharolyticum (L09169)
DSM 7097" de Thermoanaerobacterium xylanolyticum (L09172)

ATCC 27405" de Clostridium thermocellum (CP000568; Cthe_R0054)

0g2

Cepa Tp8T.6331 DSM 8903 de Caldicellulosiruptor saccharolyticus (L09178)
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FIGURA 2
Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB004G de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:1)

ggttgggtca ccggcttegg gtgtcgcagg ctctegtggt gtgacgggcecg gtgtgtacaa 60
ggcccgggaa cgtattcacc gcggrcatgcect gatcecgegat tactagcgat tecgacttcea 120
tgcaggcgag ttgcagectg caatccgaac ttggaccggce tttttgggat tcgctcecgec 180
tcacggecttec gecttcecctet gtaccggeca ttgtagcacg tgtgtggecc agggcattta 240
gggcatgatg atttgacgtc atccccacct tectecgtgt cctccacgge agtcecctcta 300
gagtgcccgg cttaccceget ggcaactaga ggcaggggtt gcgctegttg cgggacttaa 360
cccaacatct cacgacacga gctgacgaca accatgcacc acctgtgcag gcectccttacce 420
tccecggtaag gtegetecce ttteggtteg ctactacctg catgtcaage cectggtaagg 480
ttcttegegt tgcttcgaat taaaccacat gectccaccgce ttgtgegggce ccccgtcaat 540
tccectttgagt ttcaaccttg cggccgtact ccccaggcgg ggtacttatt gegttcgcta 600
cggcacggaa cgcttcegeqg ccccacacct agtacccecatce gtttacageg tggactacca 060
gggtatctaa tcctgttcge tccccacget ttecgegecte agegtcaggg ccagtccaga 720
gagtcgcctt cgccactggt attcctceccg atatctacge atttcacecgec tacaccggga 780
attccactcc cctectectge cctcectageca atcagtttca gatgctacce ceccggttgag 840
ccegggtett ttacacctga cttgattgac cgcctacgeg ccotttacgc ccagtaatte 200
cggacaacgc tcgecccecta cgtcttaccg cggetgectgg cacgtagtta gecggggett 960
tegtgtggta cecgtcatceccee ttettcecccac actaacgggg tttacaacce gaaggcecttce 1020
ctccececcacg cggegteget gggtcagget teccgeccatt goccaagatt ccccactget 1080
gcctcecgta ggagtctggg ccgtgtctca gtcccagtgt ggccgtccac cctctcagge 1140
cggctacceg tegtcgectt ggtaggcegt taccctacca actagetgat gggacgecggg 1200
cccatcctta agcggtagcet tgcgcttece tttcctceect ataggatgec ctataaggag 1260
cttatccagt attaccacce ctttcgaggt gctatccegg tcttaagggt aggttgccca 1320
cgcgttactc acccgtecge cgctatceccge cacccaacta cgttgagtgc cggaccgctce 1380
gactgcatgt gttaggcacg ccgccagedt tegtoectgag cc 1422
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FIGURA 3
Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB087G de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:2)

ACTCAAGTGG GCACGTTTTT TTCTCTTCAT CACGTTTCTA ACATGCCCAC TTGAGTGCCG 60
GGTTGGGTCA CCGGCTTCGG GIGTTGCAGA CTCTCGTGGT GTGACGGGCG GTGTGTACAA 120
GGCCCGGGAA CGTATTCACC GCGGCATGCT GATCCGCGAT TACTAGCGAT TCCGACTTCA 180
TGCAGGCGAG TTGCAGCCTG CAATCCGAAC TTGGACCGGC TTTTTGGGGT CCGCTCCAGA 240
TCGCTCCTTC GCCTCCCTCT GTACCGGCCA TTGTAGCACG TGTGTGGCCC AGGGCATATA 300
GGGCATGATG ATTTGACGTC ATCCCCACCT TCCTCCGTGT TGTCCACGGC AGTCCCTCTA 360
GAGTGCCTCC GTCACTCAAC TGAACACGCT ATCCCTTICCT CICTACTICTT TCCTAACAIG 420
TTCAGTTGAG TGACGGACTG GCAACTAGAA GCAAGGGTTG CGCTCGTTIGC GGGACTTAAC 480
CCAACATCTC ACGACACGAG CTGACGACAA CCATGCACCA CCTGTGCAGG CTCCCGGCAC 540
TCAAGTAGGC ACTTCATTCT CCCTCTTACT ACCITCTCTA TCATGCCCAC TTGAGTGCCG 600
GGTCGCTCAC CTTTICGGCTC GCTACTACCT GCATGTCAAG CCCTGGTAAG GTTCTITCGCG 660
TTGCTTCGAA TTAAACCACA TGCTCCACCG CTTGTGCGGG CCCCCGTCAA TTCCTTTGAG 720
TTTCAACCTT GCGGCCGTAC TCCCCAGGCG GGGTACTTAT TGCGTTAACT ACGGCACGGA 780
ATGCTTCCGC ATCCCACACC CGTITACGGC GTGGACTACC AGGGTATCTA 840
ATCCIGTTTG CTCCCCACGC TTTCGCGCCT CAGCGTCAGG GTCAGTCCAG AGAGTCGCCT 900
TCGCCACTGG TATTCCTCCC GATATCTACG CATTTCACCG CTACACCGGG AATTCCACTC 960
CCCTCTCCTG CCCTCTAGCC ACCCAGTTTC ATGTGCATCC CCCGGGTTGA GCCCGGGTTT 1020
TTTACACCIG ACTTAAGTGG CCGCCTACGC GCCCTTITACG CCCAGTAATT CCGGACAACG 1080
CTCGCCCCCT ACGICTTACC GCGGCTGCTG GCACGTAGTT AGCCGGGGCT TTCGTGTGGT 1140
ACCGTCATCT ATTCTTCCCA CACTATCGAG CTTTACGACC CGAAGGCCTT CTTCGCTCAC 1200
GCGGCGTCGC TGCGTCAGGC TTTCGCCCAT TGCGCAAGAT TCCCCACTGC TGCCTICCCGT 1260
AGGAGTCTGG GCCGTGTCTC AGTCCCAGTG TGGCCGACCA CCCTCTCAGG CCGGCTACCC 1320
GTCGTCGCCT TGGTAGGCCG TTACCCTACC AACTAGCTGA TGGGACGCGG GCCCATCCTT 1380
AAGCGGTAGC TTCCGCTACC TTCCCTCCTC ATAGGATGCC CTACAAGGAG CTTATCCAGT 1440
ATTAGCACCC CTTTCGAGGT GTTATCCCGG TCTTAAGGGT AGGTTGCCCA CGCGTTACTC 1500
ACCCGTCCGC CGCTATCCGG CACTCAACTC CGTGCTTACC TTACTTTGCA CCACTTTTAT 1560
TACTTTCTTC TTCTACTATA CTTCCTTCCC CTTAAGTAAG CACTTAGTTG AGTGCCGGAC 1620
CGCTCGACTT GCATGTGTTA GGCACGCCGC CAGCGTTCG 1660
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FIGURA 4
Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB097X de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:3)

CCCGGTTGGG TCACCGGCTT CGGGTGICGC AGGCTCTCGT GGTGTGACGG GCGGTGTGTA 60
CAAGGCCCGG GAACGTATTC ACCGCGGCAT GCTGATCCGC GATTACTAGC GATTCCGACT 120
TCATGCAGGC GAGTTGCAGC CTGCAATCCG AACTTGGACC GGCTTTTTGG GATTCGCTCC 180
GCCTCGCGGC TTCGCTCCCC TCTGTACCGG CCATTGTAGC ACGTGTGIGG CCCAGGGCAT 240
ATAGGGCATG ATGATTTGAC GTCATCCCCA CCTTCCTCCG TGTCCTCCAC GGCAGTCCCC 300
CTAGAGTGCC CGGCTTACCC GCTGGCAACT AGAGGCAGGG GTTGCGCTCG TTGCGGGACT 360
TAACCCAACA TCTCACGACA CGAGCTGACG ACAACCATGC ACCACCTGIG CAGGCTCCTT 420
ACCTCCCGGT AAGGTCGCTC CCCTTTCGGT TCGCTACTAC CTGCATGTCA AGCCCTGGTA 480
AGGTTCTTCG CGTTGCTTICG AATTAAACCA CATGCTCCAC CGCTTGTGCG GGCCCCCGTC 540
AATTCCITTG AGTTTCAACC TTGCGGCCGT ACTCCCCAGG CGGGGTACTT ATTGCGTTCG 600
CTACGGCACG GAACGCTTCC GCGCCCCACA CCTAGTACCC ATCGTTTACA GCGTGGACTA 660
CCAGGGTATC TAATCCTIGTT CGCTCCCCAC GCTTTCGCGC CTCAGCGTCA GGGCCAGTCC 720
AGAGAGTCGC CTTCGCCACT GGTATTCCTC CCGATATCTA CGCATTTCAC CGCTACACCG 780
GGAATTCCAC TCCCCTCICC TGCCCTCTAG CCAATCAGTT TCAGATGCTA CCCCCGGGTT §40
GAGCCCGGGT CTTTTACACC TGACTTGATT GACCGCCTAC GCGCCCTTTA CGCCCAGTAA 900
TTCCGGACAA CGCTCGCCCC CTACGTCITA CCGCGGCTGC TGGCACGTAG TTAGCCGGGG 960
CTTTCGTGTG GTACCGTCAT CCCTTCTTCC CACACTAACG GGGTTTACAA CCCGAAGGCC 1020
TTCCTCCCCC ACGCGGCGIC GCTGGGTCAG GCTTCCGCCC ATTGCCCAAG ATTCCCCACT 1080
GCTGCCTCCC GTAGGAGICT GGGCCGIGTC TCAGTCCCAG TGTGGCCGAC CACCCTCTCA 1140
GGCCGGCTAC CCGTCGICGC CTTGGTAGGC CGTTACCCTA CCAACTAGCT GATGGGACGC 1200
GGGCCCATCC TTAAGCGGTIA GCTTGCGCCT CCCTTTCCTIC CCTATAGGAT GCCCTATAAG 1260
GAGCTTATCC AGTATTACCA CCCCTTICGA GGTGCTATCC CGGTCTTAAG GGTAGGTTGC 1320
CCACGCGTTA CTCACCCGTC CGCCGCTATC CGCCACCCAA CTACGTTGAG TGCCGGACCG 1380
CTCGACTTGC ATGTGTTAGG CACGCCGCCA GCGTTCGTCC TGAGCCATGA TCAAAC 1436
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FIGURA 5
Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB101G de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:4)

gctcaggacg aacgctggcg gcgtgcecctaa cacatgcaag tcgagecggtc cggcactcaa 60
ctaagtgctt acttaagggg aaggaagtat agtagaagaa gaaggtaata aaagtgatgce 120
aaagtaaggt aagcacggag ttgagtgccg gatagcggcg gacgggtgag taacgcgtgg 180
gcaacctacc cttaagaccg ggataacacc tcgaaagggg tgctaatact ggataagctc 240
cttgtagggc atcctatgag gagggaaggt agcggaagct accgcttaag gatgggcecccg 300
cgtcccatca gctagttggt agggtaacgg cctaccaagg cgacgacggg tagccggcct 360
gagagggtgg tcggccacac tgggactgag acacggccca gactcctacg ggaggcagca 420
gtggggaatc ttgcgcaatyg ggcgaaagcc tgacgcagcg acgccgcgtyg agcgaagaag 480
gecettegggt cgtaaagcte gatagtgtgg gaagaataga tgacggtacce acacgaaagce 540
cccggctaac tacgtgccag cagccgcggt aagacgtagg gggcgagcgt tgtccggaat 600
tactgggcgt aaagggcgcg taggcggcca cttaagtcag gtgtaaaaaa cccgggctca 660
acccggggga tgcacatgaa actgggtggc tagagggcag gagaggggag tggaattccc 720
ggtgtagcgg tgaaatgcgt agatatcggg aggaatacca gtggcgaagg cgactctctg 780
gactgaccct gacgctgagg cgcgaaagcg tggggagcaa acaggattag ataccctggt 840
agtccacgcc gtaaacgatg ggtactaggt gtgggatgcg gaagcattcc gtgccgtagt 900
taacgcaata agtaccccge ctggggagta cggccgcaag gttgaaactc aaaggaattg 960
acgggggcce gcacaagcgg tggagcatgt ggtttaattc gaagcaacgc gaagaacctt 1020
accagggctt gacatgcagg tagtagcgag ccgaaaggtg agcgacccgg cactcaagtg 1080
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FIGURA 6

Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB101X de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:5)

GCCCCACTTT CGACGGCTCC CTCCTTCCCG GTTGGGTCAC CGGCTTCGGG TGTCGCAGGC 60
TCTCGIGGTG TGACGGGCGG TGIGTACAAG GCCCGGGAAC GTATTCACCG CGGCATGCTG 120
ATCCGCGATT ACTAGCGATT CCGACTTCAT GCAGGCGAGT TGCAGCCTGC AATCCGAACT 180
TGGACCGGCT TTTTGGGATT CGCTCCGCCT CGCGGCTTICG CTTCCCTCTG TACCGGCCAT 240
TGTAGCACGT GTGTGGCCCA GGGCATATAG GGCATGATGA TTTGACGTCA TCCCCACCTT 300
CCTCCGTGTC CTCCACGGCA GTCCCICTAG AGTGCCCGGC TTACCCGCTG GCAACTAGAG 360
GCAGGGGTTG CGCTCGTITGC GGGACTITAAC CCAACATCTC ACGACACGAG CTGACGACAA 420
CCATGCACCA CCTGTGCAGG CTCCTTACCT CCCGGTAAGG TCGCTCCCCT TTCGGTTCGC 480
TACTACCTGC ATGTCAAGCC CTGGTAAGGT TCTTCGCGTT GCTTCGAATT AAACCACATG 540
CTCCACCGCT TGTGCGGGCC CCCGTCAATT CCTTTGAGTT TCAACCTTGC GGCCGTACTC 600
CCCAGGCGGG GTACTTATTG CGTITCGCTAC GGCACGGAAC GCTTCCGCGC CCCACACCTA 660
GTACCCATCG TTTACAGCGT GGACTACCAG GGTATCTAAT CCTGTTCGCT CCCCACGCTT 720
TCGCGCCTCA GCGTCAGGGC CAGTCCAGAG AGTCGCCTITC GCCACTGGTA TTCCTCCCGA 780
TATCTACGCA TTTCACCGCT ACACCGGGAA TTCCACTCCC CTCTCCTGCC CTCTAGCCAA 840
TCAGTITCAG ATGCTACCCC CGGGITGAGC CCGGGTCITT TACACCTGAC TTGATTGACC 900
GCCTACGCGC CCTTTACGCC CAGTAATTCC GGACAACGCT CGCCCCCTAC GTCTTACCGC 960
GGCTGCTGGC ACGTAGTTAG CCGGGGCTTT CGTGTGGTAC CGTCATCCCT TCTTCCCACA 1020
CTAACGGGGT TTACAACCCG AAGGCCTTCC TCCCCCACGC GGCGTCGCTG GGTCAGGCTT 1080
CCGCCCATTG CCCAAGATTC CCCACTIGCTG CCTCCCGTAG GAGTCTGGGC CGTGICTCAG 1140
TCCCAGTGTG GCCGACCACC CTCTCAGGCC GGCTACCCGT CGTCGCCTTG GTAGGCCGTT 1200
ACCCTACCAA CTAGCTGATG GGACGCGGGC CCATCCTTAA GCGGTAGCTIT GCGCCTCCCT 1260
TTCCTCCCTA TAGGATGCCC TATAAGGAGC TTATCCAGTA TTACCACCCC TITCGAGGTG 1320
CTATCCCGGT CTTAAGGGTA GGTTGCCCAC GCGTITACTCA CCCGTCCGCC GCTAICCGCC 1380
ACCCAACTAC GTTGAGTGCC GGACCGCTCG ACTTGCATGT GTTAGGCACG CCGCCAGCGT 1440
TCGTCCTGAG C 1451
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FIGURA 7
Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB103X de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:6)

TTCACCCCAA TCACCTGCCC CACCTICGAC GGCTCCCTCC TCCCCGGTTG GGTCACCGGC 60
TTCGGGTGTC GCAGGCTCTC GTGGTGTGAC GGGCGGTGTG TACAAGGCCC GGGAACGTAT 120
TCACCGCGGC ATGCTGATCC GCGATTACTA GCGATTCCGA CTTCATGCAG GCGAGTTGCA 180
GCCTGCAATC CGAACTTGGA CCGGCTTTTT GGGATTCGCT CCGCCTCGCG GCTTCGCTCC 240
CCTCTIGTACC GGCCATTGTA GCACGTGTGT GGCCCAGGGC ATATAGGGCA TGATGATTTG 300
ACGTCATCCC CACCTTCCTC CGTGTCCTCC ACGGCAGTCC CCCTAGAGTG CCCGGCTTAC 360
CCGCIGGCAA CTAGAGGCAG GGGTTGCGCT CGTTGCGGGA CTTAACCCAA CATCTCACGA 420
CACGAGCTGA CGACAACCAT GCACCACCTG TGCAGGCTCC TTACCTCCCG GTAAGGTCGC 480
TCCCCTTTCG GTTCGCTACT ACCTGCATGT CAAGCCCTGG TAAGGTTICTT CGCGTTGCTT 540
CGAATTAAAC CACATGCTICC ACCGCTTGTG CGGGCCCCCG TCAATTCCTT TGAGTTTCAA 600
CCTTGCGGCC GTACTCCCCA GGCGGGGTAC TTATTGCGTIT CGCTACGGCA CGGAACGCTT 660
CCGCGCCCCA CACCTAGTAC CCATCGTTTA CAGCGTGGAC TACCAGGGTA TCTAATCCTG 720
TTCGCTCCCC ACGCTTTCGC GCCTCAGCGT CAGGGCCAGT CCAGAGAGTC GCCTTCGCCA 780
CTGGTATTCC TCCCGATATC TACGCATTTC ACCGCTACAC CGGGAATTCC ACTCCCCTCT 840
CCTGCCCTCT AGCCAATCAG TTTCAGATGC TACCCCCGGG TTGAGCCCGG GTCTITTACA 900
CCTGACTTGA TTGACC = 2 TACGCCCAGT AATTCCGGAC AACGCTCGCC 960
CCCTACGTCT TACCGCGGCT AGTTAGCCGG GGCTTTCGTG TGGTACCGTC 1020
ATCCCTTCTT CCCACACTAA CGGGGITTAC AACCCGAAGG CCTTCCTCCC CCACGCGGCG 1080
TCGCTGGGTC AGGCTTCCGC CCATTGCCCA AGATTCCCCA CTGCTGCCTC CCGTAGGAGT 1140
CTGGGCCGTG TCTCAGTCCC AGTGTGGCCG ACCACCCTCT CAGGCCGGCT ACCCGTCGTIC 1200
GCCTTGGTAG GCCGTTACCC TACCAACTAG CTGATGGGAC GCGGGCCCAT CCTTAAGCGG 1260
TAGCTTGCGC CTCCCTTTCC TCCCTATAGG ATGCCCTATA AGGAGCTTAT CCAGTATTAC 1320
GAGGTGCTAT CCCGGICTTA AGGGTAGGTT GCCCACGCGT TACTCACCCG 1480
TCCGCCACCC AACTACGTTG AGTGCCGGAC CGCTCGACTT GCATGTGTTA 1540
CAGCGTTCGT CCTGA 1565
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Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB104X de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO:7)

ACTCAAGTGS
GGTTGGGTCA
GGCCCGGGAA
TGCAGGCGAG
TCGCTCCTTC
GGGCATGATG
GAGTGCCTCC
TTCAGTTGAG
CCAACATCTC
TCAAGTAGGC
GGTCGCTCAC
TTGCTTCGAA
TTTCAACCTT
ATGCTTCCGC
ATCCTGTTTG
TCGCCACTGG
CCCTCTCCTG
TTTACACCTG
CTCGCCCCCT
ACCGTCATCT
GCGGCGTCGC
AGGAGTCTGG
GTCGTCGCCT
AAGCGGTAGC
ATTAGCACCC
ACCCGTCCGC
TACTTTCTTC
CGCTCGACTT

GCACGTTTTT
CCGGCTTCGG
CSTATTCACC
TTGCAGCCTG
GCCTCCCTICT
ATTTGACGTC
GTCACTCAAC
TGACGGACTG
ACGACACGAG
ACTTCATTCT
CTTTCGGCTC
TTAAARCCACA
GCGGCCGTAC
ATCCCACACC
CTCCCCACGC
TATICCTCCC
CCCTCTAGCC
ACTTAAGTGG
ACGTCTTACC
ATTCTTCCCA
TGCGTCAGGC
GCCGTGTCTC
TGGTAGGCCG
TTCCGCTACC
CTTTCGAGGT
CGCTATCCGG
TTCTACTATA
GCATGTGTITA

TICTCTTICAT
GTGTTGCAGA
GCGGCATGCT
CAATCCGAAC
GTACCGGCCA
ATCCCCACCT
TGAACACGCT
GCAACTAGAA
CTGACGACAA
CCCTCTTACT
GCTACTACCT
TGCTCCACCG
TCCCCAGGCG
TAGTACCCAT
TTTCGCGCCT
GATATCTACG
ACCCAGTTTC
CCGCCTACGC
GCGGCTGCTG
CACTATCGAG
TTTCGCCCAT
AGTLLVAGTE

CITCCTTIC
GGCAC GCC

ES 2644 476 T3

CACCTTTCTA
CTCTCGTGGT
GATCCGCGAT
TTGGACCGGC
TTGTAGCACG
TCCTCCGTGT
ATCCCTTCCT
GCAAGGGTTG
CCATGCACCA
ACCTTCTCTA
GCATGTCAAG
CTTGTGCGGG
GGGTACTTAT
CGTTTACGGC
CAGCGTCAGG
CATTTCACCG
ATGTGCATCC
GCCCTTTACG
GCACGTAGTT
CTTTACGACC
TGCGCAAGAT
TGGCCGACCA

C AACTAGCTGA

ATAGGATGCC
TCTTAAGGGT
CGTGCTTACC
CTTAAGTAAG
CAGCGTTCGT

FIGURA 8

ACATGCCCAC
GTGACGGGCG
TACTAGCGAT
TTTTTGGGGT
TGTGTGGCCC
TGTCCACGGC
CTCTACTCTT
CGCTCGTTGC
CCTGTGCAGG
TCATGCCCAC
CCCTGGTAAG
CCCCCGTCAA
TGCGTTAACT
GTGGACTACC
GTCAGTCCAG
CTACACCGGG
CCCGGGTTGA
CCCAGTAATT
AGCCGGGGCT
CGAAGGCCTT
TCCCCACTGC
CCCTCTCAGG
TGGGACGCGG
CTACAAGGAG
AGGTTGCCCA
TTACTTTGCA
CACTTAGTTG
CCTGA

33

TTGAGTGCCG
GTGTGTACAA
TCCGACTTCA
CCGCTICCAGA
AGGGCATATA
AGTCCCTCTA
TCCTAACATG
GGGACTTAAC
CTCCCGGCAC
TTGAGTGCCG
GTTCTTCGCG
TTCCTTTGAG
ACGGCACGGA
AGGGTATCTA
AGAGTCGCCT
AATTCCACTC
GCCCGGGTTT
CCGGACAACG
TTCGTGTGGT
CTTCGCTCAC
TGCCTCCCGT
CCGGCTACCC
GCCCATCCTT
CTTATCCAGT
CGCGITACTIC
CCACTTTTAT
AGTGCCGGAC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
5¢0
1620
16€5
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FIGURA 9
Secuencia consenso de ADNr 16S para DIB107X de Thermoanaerobacter sp. (SEQ ID NO: 8)

TCAGGACGAA CGCTGGCGGC GTGCCTAACA CATGCAAGTC GAGCGGTCCG GCACTCAACG 60
TAGTTGAGTG GCGGATAGCG GCGGACGGGT GAGTAACGCG TGGGCAACCT ACCCTTAAGA 120
CCGGGATAGC ACCTCGAAAG GGGTGGTAAT ACTGGATAAG CTCCTTATAG GGCATCCTAT 180
AGGGAGGAAA GGGRAGCGCA AGCTACCGCT TAAGGATGGG CCCGCGTCCC ATCAGCTAGT 240
TGGTAGGGTA ACGGCCTACC AAGGCKACGA CGGGTAGCCG GCCTGAGAGG GTGGICGGCC 300
ACACTGGGAC TGAGACACGG CCCAGACTCC TACGGCGAGGC AGCAGTGGGG AATCTTGGGC 360
AATGGGCGGA AGCCTGACCC AGCGACGCCG CGTGGGGGAG GAAGGCCTTC GGGTTGTAAA 420
CCCCGITAGT GTGGGAAGAA GGGATGACGG TACCACACGA AAGCCCCGGC TAACTACGTG 480
CCAGCAGCCG CGGTAAGACG TAGGGGGCGA GCGTTGTCCG GAATTACTGG GCGTAAAGGG 540
CGCGTAGGCG GTCAATCAAG TCAGGTGTAA AAGACCCGGG CTCAACCCGG GGGTAGCACC 600
TGAAACTGGT TGGCTAGAGG GCAGGAGAGG GGAGTGGAAT TCCCGGTGTA GCGGTIGAAAT 660
GCGTAGATAT CGGGAGGAAT ACCAGTIGGCG AAGGCGACTC TCTGGACTGG CCCTGACGCT 720
GAGGCGCGAA AGCGTGGGGA GCGAACAGGA TTAGATACCC TGGTAGTCCA CGCTGTAAAC 780
GATGGGTACT AGGTGTGGGG CGCGGAAGCG TTCCGTGCCG TAGCGAACGC AATAAGTACC 840
CCGCCTIGGGG AGTACGGCCG CAAGGTTGAA ACTCAAAGGA ATTGACGGGG GCCCGCACAA 900
GCGGTGGAGC ATGTGGTTTA ATTCGAAGCA ACGCGAAGAA CCTTACCAGG GCTTGACATG 960
CAGGTGGTAG CGAACCGARA GGTGAGCGAC CTTACCGGGA GGTAAGGAGC CTGCACAGGT 1020
GGTGCATGGT TGTCGTCAGC TCGTGTICGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG CAACGAGCGC 1080
AACCCCTGCC TCTAGTTGCC AGCGG 1105
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FIGURA 10
Cepa Sustrato Etanol |Acetato | Lactato @ Etanol:Acetato:Lactato
mM mM mM mM:mM:mM
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) | 21,60 241 17,09 1:0,1:0,8
Glucosa (25 mM) 23,24 0,66 17,92 1:0,03:0,8
DIR00AG - - - - —
Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) sin crecimiento
Xilosa (30 mM) 17,05 0,00 10,27 1:0,00:0,6
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) 6,75 9,55 25,75 1:1,4:3,8
Glucosa (25 mM) 1,16 4,20 23,82 1:3,6:20,6
DIB087G Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) sin crecimiento
Xilosa (30 mM) 2,91 5,84 17,52 1:2,0:6,0
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) | 29,81 5,30 835 1:02:03
Glucosa (25 mM) 31,71 2,77 11,91 1:0,1:0,4
DIBO97X . - -
Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) 19,83 8,95 5,10 1:0,5:0,3
Xilosa (30 mM) 25,46 1,07 8,16 1:0,04:0,3
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) | 1536 1,80 9,28 1:0,1:06
DIB101G . GUCQSG (25.mM) 16,30 0,50 12,23 1:0,03:0,8
Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) sin crecimiento
Xilosa (30 mM) 15,42 0,80 9,10 1:0,05:0,6
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) | 12,31 2,70 6,70 1:0,2:0,5
DIB101X Glucosa (25 mM) 9,20 3,75 9,27 1:0,4:1,0
Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) 23,34 6,57 3,15 1:0,3:0,1
Xilosa (30 mM) 19,80 3,89 6,92 1:0,2:0,4
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) | 3567 6,60 9,90 1:0,2:0,3
DIB103X . GlUCO§a (25 fﬂM) 29,24 0,65 7,77 1:0,02:0.3
Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) | 29,36 6,73 2,83 1:0,3:0,1
Xilosa (30 mM) 25,52 3,82 6,29 1:0,2:0,3
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) 18,54 4,89 19,11 1:03:1,0
Glucosa (25 mM) 6,71 3,25 23,21 1:0,5:3,5
DIE104X Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) sin datos
Xilosa (30 mM) 13,53 5,73 14,17 1:04:1,1
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) | 35 g7 4,74 12,12 1:0,1:0,3
Glucosa (25 mM) 21,96 1,93 15,10 1:0,1:0,7
DIBI07X  iiano (equiv. de xilosa 31 mM) | 2449 | 614 | 2.30 1:03:01
Xilosa (30 mM) 28,74 4,74 8,19 1:0,2:0,3
Celobiosa (equiv. gluc. 25 mM) 12,39 7,21 18,68 1:0,6:1,5
T mathranii Glucosa (25 mM) 17,17 8,54 16,95 1:05:10
DSM11426 |Xilano (equiv. de xilosa 31 mM) | 19,94 4,86 2,72 1:0,2:0,1
Xilosa (30 mM) 13,66 4,86 12,60 1:0,4:0,9

Todos los cultivos se desarrollaron en recipientes sellados a 72 °C durante 6 dias sin agitacion
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FIGURA 11
Productos de fermentacion
- Rendi-
Cultivo Sustrato Etanol | Acetato | Lactato | Etanol:Acetato:Lactato P';%‘::Izt: * Imiento de

: etanol

(pesi/sleco) mM mM mM mM:mM:mM mM % mol

DIBOS7X 13,1 7,4 a3 1:0,56:0,33 24,8 52,82

DIBO87G 073 4,73 | 4,62 1:652:6,35 10,08 7,24
DIBOS7X 13,1 7,4 a3 1:056:0,33 24,8 52,82
DIB101X alamo 14,4 6,3 a3 1:044:0,30 250 57,60
DIB103X | (20g/1) 851 815 | 6,07 1:096:0,71 227 37,44
DIB104X 379 11,08 | 7,04 1:292:1,86 219 17,30
DIB107X 857 739 | 3,35 1:086:0,39 193 44,38
DSM11426 7,8 5,7 33 1:073:0,42 16,2 46,43
DIBO04G alamo 4,33 442 | 2,9 1:1,0:0,7 11,70 37,01
DIROS7X | (10g/) 512 428 | 000 1:0,8:0,0 9,40 54,47
DIBOUAG | Miscanthus | 4,96 694 | 3,36 1:1,4:0,7 15,26 32,50
DIBOG7X | (10g/) 717 772 | 000 1:1,1:0,0 14,89 48,15
DIBO04G bﬁggﬁ,ge 549 1038 | 7,35 1:1,9:1,3 23,22 23,64
DIBO97X f‘lz(‘,‘s{) 12,76 824 | 3,19 1:0,7:0,3 24,19 52,75
DIBO04G | paja de 518 436 | 3,16 1:0,8:0,6 12,70 40,79

trigo (10

DIBOS7X 2/l 8,02 555 | 0,00 1:0,7:0,0 13,57 59,10
DIBO0AG |tallos de maiz| 5,04 6,95 3,42 1:1,4:0,7 15,41 32,71
DIBO97X | (10g/) 9,23 728 | 0,00 1:0,8:0,0 16,51 55,91
DIBO0AG DDGS 961 427 | 2,51 1:0,4:0,3 16,20 58,63
DIBOS7X | (10g/) 10,95 4,57 1,85 1:0,4:0,2 17,37 63,04
DIBO04G |Residuosde | 263 2,53 | 2,8 1:1,0:1,1 8,02 32,79

papel sin
DIBO97X ":/‘T)’UO 2,24 2,85 | 0,00 1:1,3:0,0 5,09 44,01

Todos los cultivos se desarrollaron en recipientes sellados a 72 °C durante 6 dias con agitacion a 100 rpm
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FIGURA 12

Fermentacion de DIB097X de Thermoanaerobacter sp. sobre pasto Miscanthus pretratado
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FIGURA 13

Fermentacion de DIB004G de Thermoanaerobacter sp. sobre semilla de maiz triturada
sin tratamiento previo
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