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DESCRIPCIÓN

Cepas de levadura manipuladas para producir etanol a partir de ácido acético y glicerol

Campo de la invención

La presente invención se refiere a la manipulación metabólica en levadura. En particular, la invención se refiere a
cepas de levadura que han sido manipuladas para producir etanol a partir de ácido acético y glicerol. Además de 5
ácido acético y glicerol, la cepa de levadura también puede consumir hexosas y pentosas para la producción de 
etanol. La invención se refiere además a los procesos en los que las cepas manipuladas de la invención producen 
etanol a partir de ácido acético y glicerol, y a partir de al menos una de una hexosa o una pentosa.

El proceso de la invención se define por las reivindicaciones adjuntas 1-13, y las células de levadura de la invención 
se definen además por las reivindicaciones adjuntas 14 y 15.10

Antecedentes de la invención

El bioetanol de segunda generación se produce a partir de, por ejemplo, fracciones lignocelulósicas de biomasa de 
plantas que se hidroliza en azúcares monoméricos libres, tales como hexosas y pentosas, para la fermentación en 
etanol. Los hidrolizados lignocelulósicos contienen altas cantidades de ácido acético, que es un potente inhibidor de 
las capacidades fermentativas de los microorganismos usados para la producción de etanol, tales como levaduras.15

Sonderegger et al. (2004, Appl. Environ. Microbiol. 70: 2892-2897) desvelan la expresión heteróloga de 
fosfotransacetilasa y acetaldehído deshidrogenasa en la cepa fermentadora de xilosa Saccharomyces cerevisiae. En 
combinación con la fosfocetolasa nativa, Sonderegger et al. crearon una vía de fosfocetolasa funcional que es capaz 
de una reoxidación neta de la NADH generada por la expresión heteróloga de una xilosa reductasa y xilitol 
deshidrogenasa que se usan para la utilización de xilosa en la cepa.20

Guadalupe et al. (2009, Appl. Environ. Microbiol. doi:10.1128/AEM.01772-09) desvelan una cepa de Saccharomyces
cerevisiae en la que se elimina la producción del producto secundario glicerol por interrupción de los genes de 
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependientes de NAD endógenos (GPD1 y GPD2). La expresión del gen mhpF de 
E. coli, que codifica la acetaldehído deshidrogenasa dependiente de NAD acetilante, restauró la capacidad de la 
cepa interrumpida por GPD para crecer anaeróbicamente por adición de suplementos de ácido acético en el medio.25

Yu et al. (2010, Bioresour. Technol. 101(11):4157-61. Publicación electrónica 9 de febrero de 2010) desvelan cepas 
de Saccharomyces cerevisiae manipuladas metabólicamente para la producción mejorada de etanol a partir de 
glicerol por expresión en exceso simultánea de glicerol deshidrogenasa (GCY), dihidroxiacetona cinasa (DAK) y la 
proteína de captación de glicerol (GUP1).

Lee y Dasilva (2006, Metab Eng. 8(1):58-65) desvelan la levadura Saccharomyces cerevisiae manipulada para 30
producir 1,2-propanodiol a partir de glicerol introduciendo, entre otros, la expresión de los genes mgs y gldA de 
Escherichia coli.

Un objeto de la presente invención comprende proporcionar levaduras que son capaces de producir etanol a partir 
de ácido acético y glicerol (y hexosas y pentosas), además de procesos en los que se usan estas cepas para la 
producción de etanol.35

Descripción de la invención

Definiciones

Identidad de secuencia se define en el presente documento como una relación entre dos o más secuencias de 
aminoácidos (polipéptido o proteína) o dos o más secuencias de ácidos nucleicos (polinucleótido), como se 
determina por comparación de las secuencias. En la materia, "identidad" también significa el grado de relación de 40
secuencias entre secuencias de aminoácidos o de ácidos nucleicos, según sea el caso, como se ha determinado por 
la coincidencia de las cadenas de tales secuencias. La "similitud" entre dos secuencias de aminoácidos se determina 
por comparación de la secuencia de aminoácidos y sus sustitutos de aminoácidos conservados de un polipéptido 
con la secuencia de un segundo polipéptido. La "identidad" y la "similitud" pueden calcularse fácilmente por métodos 
conocidos. Los términos "identidad de secuencia" o "similitud de secuencia" significan que dos secuencias de 45
(poli)péptidos o dos secuencias de nucleótidos, cuando se alinean de manera óptima, preferentemente sobre la 
longitud completa (de al menos la secuencia más corta en la comparación) y se maximiza el número de 
coincidencias y se minimiza el número de huecos, tal como por los programas ClustalW (1.83), GAP o BESTFIT 
usando los parámetros por defecto, comparten al menos un porcentaje determinado de identidad de secuencia como 
se define en cualquier parte en el presente documento. GAP usa el algoritmo de alineamiento global de Needleman 50
y Wunsch para alinear dos secuencias sobre su longitud completa, maximizar el número de coincidencias y 
minimizar el número de huecos. Generalmente, usan parámetros por defecto de GAP, con una penalización por 
creación de hueco = 50 (nucleótidos) / 8 (proteínas) y penalización por extensión de hueco = 3 (nucleótidos) / 2 
(proteínas). Para nucleótidos, la matriz de puntuación por defecto usada es nwsgapdna y para proteínas la matriz de 
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puntuación por defecto es Blosum62 (Henikoff & Henikoff, 1992, PNAS 89, 915-919). Un programa de alineamientos 
múltiples preferido para alinear secuencias de proteínas desvelado en el presente documento es (1.83) que usa una 
matriz blosum y parámetros por defecto (penalización por abertura de hueco: 10; penalización por extensión de 
hueco: 0,05). Es evidente que cuando se dice que secuencias de ARN son esencialmente similares o tienen un 
cierto grado de identidad de secuencia con secuencias de ADN, la timina (T) en la secuencia de ADN se considera 5
igual al uracilo (U) en la secuencia de ARN. Pueden determinarse alineamientos de secuencias y puntuaciones para 
el porcentaje de identidad de secuencia usando programas informáticos, tales como the GCG Wisconsin Package, 
Versión 10.3, disponible de Accelrys Inc., 9685 Scranton Road, San Diego, CA 92121-3752, EE.UU., o el software 
de fuente abierta Emboss for Windows (versión actual 2.7.1-07). Alternativamente, el porcentaje de similitud o 
identidad puede determinarse por búsqueda por comparación con bases de datos tales como FASTA, BLAST, etc.10

Métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para obtener la mayor coincidencia posible entre 
las secuencias probadas. Los métodos de determinación de identidad y similitud están codificados en programas 
informáticos públicamente disponibles. Métodos con programas informáticos preferidos para determinar la identidad 
y similitud entre dos secuencias incluyen, por ejemplo, el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al., Nucleic 
Acids Research 12 (1): 387 (1984)), BestFit, BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-15
410 (1990). El programa BLASTX está públicamente disponible de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, 
S., et al., NCBI NLM NIH Bethesda, MD 20894; Altschul S., et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990)). También puede 
usarse el muy conocido algoritmo de Smith-Waterman para determinar la identidad.

Parámetros preferidos para la comparación de secuencias de polipéptidos incluyen los siguientes: Algoritmo: 
Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz de comparación: BLOSSUM62 de Henikoff y Henikoff, 20
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89:10915-10919 (1992); penalización por hueco: 12; y penalización por longitud de 
hueco: 4. Un programa útil con estos parámetros está publicamente disponible como el programa "Ogap" de
Genetics Computer Group, situado en Madison, WI. Los parámetros anteriormente mencionados son los parámetros 
por defecto para las comparaciones de aminoácidos (junto con sin penalización para huecos terminales).

Parámetros preferidos para la comparación de ácidos nucleicos incluyen los siguientes: Algoritmo: Needleman y 25
Wunsch, J. Mol. Biol. 48:443-453 (1970); matriz de comparación matriz: correspondencias=+10, discordancias=0; 
penalización por hueco: 50; penalización por longitud de hueco: 3. disponible como el programa Gap de Genetics 
Computer Group, situado en Madison, Wis. Anteriormente se dan los parámetros por defecto para las 
comparaciones de ácidos nucleicos.

Opcionalmente, en la determinación del grado de similitud de aminoácidos, el experto también puede tener en 30
cuenta las llamadas sustituciones de aminoácidos "conservativas", como será evidente para el experto. 
Sustituciones de aminoácidos conservativas se refiere a la intercambiabilidad de restos que tienen cadenas laterales
similares. Por ejemplo, un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales alifáticas es glicina, alanina, valina, 
leucina e isoleucina; un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales de hidroxilo alifático es serina y treonina; 
un grupo de aminoácidos que tienen cadenas laterales que contienen amida es asparagina y glutamina; un grupo de 35
aminoácidos que tienen cadenas laterales aromáticas es fenilalanina, tirosina y triptófano; un grupo de aminoácidos 
que tienen cadenas laterales básicas es lisina, arginina e histidina; y un grupo de aminoácidos que tienen cadenas 
laterales que contienen azufre es cisteína y metionina. Grupos de sustitución de aminoácidos conservativa preferidos 
son: valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina, lisina-arginina, alanina-valina y asparagina-glutamina. Variantes 
sustitucionales de la secuencia de aminoácidos desveladas en el presente documento son aquellas en las que al 40
menos un resto en las secuencias desveladas ha sido eliminado y se ha insertado un resto diferente en su lugar.
Preferentemente, el cambio de aminoácido es conservativo. Sustituciones conservativas preferidas para cada uno de 
los aminoácidos que existen de forma natural son las siguientes: Ala por ser; Arg por lys; Asn por gln o his; Asp por 
glu; Cys por ser o ala; Gln por asn; Glu por asp; Gly por pro; His por asn o gln; Ile por leu o val; Leu por ile o val; Lys
por arg; gln o glu; Met por leu o ile; Phe por met, leu o tyr; Ser por thr; Thr por ser; Trp por tyr; Tyr por trp o phe; y, 45
Val por ile o leu.

Las secuencias de nucleótidos de la invención también pueden definirse por su capacidad para hibridarse con partes 
de secuencias de nucleótidos específicas desveladas en el presente documento, respectivamente, en condiciones 
de hibridación moderadas, o preferentemente rigurosas. Condiciones de hibridación rigurosas se definen en el 
presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de ácidos nucleicos de al menos 50
aproximadamente 25, preferentemente aproximadamente 50 nucleótidos, 75 o 100 y lo más preferentemente de 
aproximadamente 200 o más nucleótidos, se hibride a una temperatura de aproximadamente 65 ºC en una 
disolución que comprende sal aproximadamente 1 M, preferentemente 6 x SSC o cualquier otra disolución que tiene 
una fuerza iónica comparable, y lavado a 65 ºC en una disolución que comprende sal aproximadamente 0,1 M, o 
menos, preferentemente 0,2 x SSC o cualquier otra disolución que tiene una fuerza iónica comparable. 55
Preferentemente, la hibridación se realiza durante la noche, es decir, al menos durante 10 horas y preferentemente 
el lavado se realiza durante al menos una hora con al menos dos cambios de la disolución de lavado. Estas 
condiciones normalmente permitirán la hibridación específica de secuencias que tienen aproximadamente el 90 % o 
más identidad de secuencia.

Condiciones moderadas se definen en el presente documento como condiciones que permiten que una secuencia de 60
ácidos nucleicos de al menos 50 nucleótidos, preferentemente de aproximadamente 200 o más nucleótidos, se 
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hibride a una temperatura de aproximadamente 45 ºC en una disolución que comprende sal aproximadamente 1 M, 
preferentemente 6 x SSC o cualquier otra disolución que tiene una fuerza iónica comparable, y lavado a temperatura 
ambiente en una disolución que comprende sal aproximadamente 1 M, preferentemente 6 x SSC, o cualquier otra
disolución que tiene una fuerza iónica comparable. Preferentemente, la hibridación se realiza durante la noche, es 
decir, al menos durante 10 horas, y preferentemente el lavado se realiza durante al menos una hora con al menos 5
dos cambios de la disolución de lavado. Estas condiciones normalmente permitirán la hibridación específica de 
secuencias que tienen hasta el 50 % de identidad de secuencia. El experto en la materia será capaz de modificar 
estas condiciones de hibridación con el fin de identificar específicamente secuencias que varían en identidad entre el 
50 % y el 90 %.

Una "construcción de ácidos nucleicos" o "vector de ácido nucleico" se entiende en el presente documento que 10
significa una molécula de ácidos nucleicos sintética resultante del uso de tecnología de ADN recombinante. El 
término "construcción de ácidos nucleicos", por tanto, no incluye moléculas de ácidos nucleicos que existen de forma 
natural, aunque una construcción de ácidos nucleicos puede comprender (partes de) moléculas de ácidos nucleicos
que existen de forma natural. Los términos "vector de expresión" o "construcción de expresión" se refieren a
secuencias de nucleótidos que son capaces de afectar la expresión de un gen en células hospedadoras u15
organismos hospedadores compatibles con tales secuencias. Estos vectores de expresión normalmente incluyen al 
menos secuencias reguladoras de la transcripción adecuadas y opcionalmente señales de terminación de la 
transcripción de 3'. También puede estar presentes factores necesarios adicionales o útiles en efectuar la expresión, 
tales como elementos potenciadores de la expresión. El vector de expresión se introducirá en una célula 
hospedadora adecuada y será capaz de efectuar la expresión de la secuencia codificante en un cultivo celular in 20
vitro de la célula hospedadora. El vector de expresión será adecuado para la replicación en célula hospedadora de 
levadura de la invención.

Como se usa en el presente documento, el término "promotor" o "secuencia reguladora de la transcripción" se refiere 
a un fragmento de ácido nucleico que funciona controlando la transcripción de una o más secuencias codificantes, y 
se localiza en la dirección 5' con respecto a la dirección de transcripción del sitio de iniciación de la transcripción de 25
la secuencia codificante, y es estructuralmente identificado por la presencia de un sitio de unión para ARN 
polimerasa dependiente de ADN, sitios de iniciación de la transcripción y cualquier otra secuencia de ADN, que 
incluye, pero no se limita a, sitios de unión al factor de transcripción, sitios de unión a la proteína represora y 
activadora, y cualquier otra secuencia de nucleótidos conocida para un experto en la materia por actuar directamente 
o indirectamente para regular la cantidad de transcripción del promotor. Un promotor "constitutivo" es un promotor 30
que es activo en la mayoría de los tejidos en la mayoría de las condiciones fisiológicas y de desarrollo. Un promotor 
"inducible" es un promotor que está regulado desde el punto de vista fisiológico o del desarrollo, por ejemplo, por la 
aplicación de un inductor químico.

El término "marcador de selección" es un término familiar para un experto habitual en la materia y se usa en el 
presente documento para describir cualquier entidad genética que, cuando se expresa, puede usarse para 35
seleccionar una célula o células que contienen el marcador de selección. El término "indicador" puede usarse 
indistintamente con marcador, aunque principalmente se usa para referirse a marcadores visibles, tales como 
proteína verde fluorescente (GFP). Los marcadores de selección pueden ser dominantes o recesivos o 
bidireccionales.

Como se usa en el presente documento, el término "operativamente unido" se refiere a un enlace de elementos de 40
polinucleótido en una relación funcional. Un ácido nucleico está "operativamente unido" cuando se pone en una
relación funcional con otra secuencia de ácidos nucleicos. Por ejemplo, una secuencia reguladora de la transcripción 
está operativamente unida a una secuencia codificante si afecta la transcripción de la secuencia codificante. 
Operativamente unido significa que las secuencias de ADN que se unen normalmente son contiguas y, donde sea 
necesario unir dos regiones codificantes de proteína, contiguas y en marco de lectura.45

Los términos "proteína" o "polipéptido" se usan indistintamente y se refieren a moléculas que consisten en una 
cadena de aminoácidos, sin referencia a un modo específico de acción, tamaño, estructura tridimensional u origen.

"Hongos" (singular hongo) se entienden en el presente documento como microorganismos eucariotas heterotróficos
que digieren su alimento externamente, absorbiendo moléculas nutrientes en sus células. Los hongos son un reino 
separado de organismos eucariotas e incluyen levaduras, mohos y setas. Los términos hongos, hongo y fúngico,50
como se usan en el presente documento, incluyen así expresamente levaduras, además de hongos filamentosos.

El término "gen" significa un fragmento de ADN que comprende una región (región transcrita), que se transcribe en 
una molécula de ARN (por ejemplo, un ARNm) en una célula, operativamente unida a regiones reguladoras 
adecuadas (por ejemplo, un promotor). Un gen normalmente comprenderá varios fragmentos operativamente unidos, 
tales como un promotor, una secuencia conductora de 5', una región codificante y una secuencia no traducida de 3'55
(extremo 3') que comprende un sitio de poliadenilación. "Expresión de un gen" se refiere al proceso en el que una 
región de ADN que está operativamente unida a regiones reguladoras apropiadas, particularmente un promotor, se 
transcribe en un ARN, que es biológicamente activo, es decir, que es capaz de ser traducido en una proteína o 
péptido biológicamente activo.
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El término "homólogo", cuando se usa para indicar la relación entre una molécula de ácido nucleico (recombinante) 
dada o de polipéptido y un organismo hospedador dado o célula hospedadora, se entiende que significa que en la
naturaleza el ácido nucleico o molécula de polipéptido se produce por una célula hospedadora u organismos de la 
misma especie, preferentemente de la misma variedad o cepa. Si es homóloga a una célula hospedadora, una 
secuencia de ácidos nucleicos que codifica un polipéptido normalmente se unirá operativamente (pero no5
necesariamente) a otra secuencia promotora (heteróloga) y, si es aplicable, otra secuencia señal secretora 
(heteróloga) y/o secuencia terminadora distinta de en su entorno natural. Se entiende que las secuencias 
reguladoras, secuencias señal, secuencias terminadoras, etc., también pueden ser homólogas a la célula 
hospedadora. En este contexto, el uso de solo elementos de secuencia "homólogos" permite la construcción de 
organismos genéticamente modificados (OGM) "auto-clonados" (la auto-clonación se define en el presente 10
documento como en la Directiva europea 98/81/CE, Anexo II). Cuando se usa para indicar la vinculación de dos 
secuencias de ácidos nucleicos, el término "homólogo" significa que una secuencia de ácidos nucleicos 
monocatenaria puede hibridarse con una secuencia de ácidos nucleicos monocatenaria complementaria. El grado de 
hibridación puede depender de varios factores, que incluyen la cantidad de identidad entre las secuencias y las 
condiciones de hibridación, tales como la temperatura y concentración de sales como se trata después.15

Los términos "heterólogo" y "exógeno", cuando se usan con respecto a un ácido nucleico (ADN o ARN) o proteína,
se refieren a un ácido nucleico o proteína que no se produce naturalmente como parte del organismo, célula, 
genoma o secuencia de ADN o ARN en la que está presente, o que se encuentra en una célula o localización o 
localizaciones en el genoma o secuencia de ADN o ARN que se diferencian de aquella en la que se encuentra en la 
naturaleza. Los ácidos nucleicos heterólogos y exógenos o proteínas no son endógenos a la célula en la que se 20
introducen, pero han sido obtenidos de otra célula o producidos sintéticamente o recombinantemente. 
Generalmente, aunque no necesariamente, tales ácidos nucleicos codifican proteínas, es decir, proteínas exógenas, 
que normalmente no son producidas por la célula en la que el ADN se transcribe o expresa. Similarmente, el ARN 
exógeno codifica proteínas que normalmente no se expresan en la célula en la que está presente el ARN exógeno. 
Los ácidos nucleicos heterólogos/exógenos y proteínas también pueden denominarse ácidos nucleicos o proteínas25
extraños. Cualquier ácido nucleico o proteína que un experto en la materia reconocería como extraño a la célula en 
la que se expresa está englobado en el presente documento por el término ácido nucleico heterólogo o exógeno o 
proteína. Los términos heterólogo y exógeno también se aplican a combinaciones no naturales de secuencias de 
ácidos nucleicos o aminoácidos, es decir, combinaciones donde al menos dos de las secuencias combinadas son
extrañas la una con respecto a la otra.30

Se entiende en el presente documento que la "actividad específica" de una enzima significa la cantidad de actividad 
de una enzima particular por la cantidad de proteína de célula hospedadora total, normalmente expresada en 
unidades de actividad enzimática por mg de proteína de célula hospedadora total. En el contexto de la presente 
invención, la actividad específica de una enzima particular puede aumentar o disminuir en comparación con la 
actividad específica de esa enzima en una célula hospedadora no mutada (por lo demás idéntica).35

"Condiciones anaerobias" o un proceso de fermentación anaerobia se define en el presente documento como
condiciones o un proceso de fermentación realizado en ausencia de oxígeno o en el que sustancialmente no se 
consume oxígeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o 1 mmol/l/h, más preferentemente se consumen 0 mmol/l/h (es 
decir, el consumo de oxígeno no es detectable), y en el que las moléculas orgánicas sirven de tanto donante de 
electrones como aceptores de electrones.40

Descripción detallada de la invención

La expresión de una acetaldehído deshidrogenasa exógena en levadura permite que la levadura convierta ácido 
acético, que puede estar presente en altas cantidades en hidrolizados lignocelulósicos, en etanol. La reducción 
dependiente de NADH del ácido acético a etanol ha sido propuesta como una sustitución para la formación de 
glicerol como un disipador de redox en cultivos anaerobios cultivados en glucosa de S. cerevisiae, proporcionando 45
así una base estequiométrica para la eliminación de la producción de glicerol (como subproducto) durante la
producción industrial del etanol y, por consiguiente, un rendimiento de etanol más alto (Guadalupe et al., arriba). Sin 
embargo, la estequiometría de estas reacciones es tal que la reducción de una molécula de ácido acético a etanol
requeriría que no se produjeran dos moléculas de glicerol. Los presentes inventores han encontrado, sin embargo, 
que en la práctica la cantidad de ácido acético que normalmente está presente en hidrolizados lignocelulósicos50
industriales es tal que la cantidad de NADH requerida para que se reduzca a etanol supera la cantidad de NADH que 
estaría disponible para prevenir la producción de glicerol en levaduras cultivadas en condiciones anaerobias. Los 
presentes inventores han encontrado ahora sorprendentemente que cantidades mucho más altas de ácido acético 
pueden reducirse a etanol por consumo simultáneo de glicerol por la levadura, en vez de previniendo su producción.

Se generan grandes cantidades de glicerol como subproducto en la producción de biodiésel a partir de reacciones 55
de transesterificación usando aceites vegetales o grasas animales y un alcohol. Por tanto, se predice que la 
disponibilidad del glicerol bruto aumentará durante los siguientes años como resultado del crecimiento en la 
producción de biodiésel en el mundo. Por consiguiente, estarán disponibles grandes cantidades de glicerol a bajo 
coste. La presente invención proporciona medios y métodos de valorización del glicerol, obtenido, por ejemplo, como 
subproducto de la producción de biodiésel, convirtiéndolo en etanol que puede usarse como biocombustible. Al 60
mismo tiempo, la presente invención trata el problema de altas cantidades de ácido acético que están presentes en 
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hidrolizados lignocelulósicos y que inhiben las capacidades fermentativas de las levaduras para producir etanol a 
partir de estos hidrolizados. Una ventaja adicional de la presente invención es que dejando intacta la vía de 
respuesta de glicerol de alta osmolaridad en las células de levadura de la invención (a diferencia de las cepas en las 
que (todos) los genes de glicerolfosfato deshidrogenasa se inactivan como se describe por Guadalupe et al., arriba), 
se obtienen cepas de levadura más robustas que son más capaces de manipular el choque osmótico que puede 5
producirse bajo condiciones de fermentaciones industriales.

En un primer aspecto, la invención se refiere a una célula de levadura según la reivindicación 14 adjunta, que 
comprende un gen exógeno que codifica una enzima con la capacidad para reducir acetilCoA en acetaldehído, gen
que confiere a la célula la capacidad para convertir ácido acético en etanol. Una enzima con la capacidad para 
reducir acetilCoA en acetaldehído se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la reacción 10
(ACDH; EC 1.2.1.10):

acetaldehído + NAD+ + Coenzima A ↔ acetil-Coenzima A + NADH + H+.

Así, la enzima cataliza la conversión de acetilCoA en acetaldehído (y viceversa) y también se denomina una
acetaldehído deshidrogenasa (dependiente de NAD acetilante) o una acetil-CoA reductasa. La enzima puede ser 
una enzima bifuncional que cataliza además la conversión de acetaldehído en etanol (y viceversa; véase más 15
adelante). Por comodidad, los presentes inventores deben referirse en el presente documento a una enzima que 
tiene al menos la capacidad de reducir acetilCoA en ya sea acetaldehído o etanol como "acetaldehído 
deshidrogenasa". Se entiende además en el presente documento que la célula hospedadora de levadura tiene
actividades de acetil-CoA sintetasa y alcohol deshidrogenasa endógenas que permiten que la célula, que está 
provista de actividad de acetaldehído deshidrogenasa, complete la conversión de ácido acético en etanol.20

El gen exógeno puede codificar una enzima monofuncional que tiene solo actividad de acetaldehído deshidrogenasa
(es decir, una enzima solo que tiene la capacidad de reducir acetilCoA en acetaldehído) tal como, por ejemplo, la
acetaldehído deshidrogenasa codificada por el gen mhpF de E. coli. Un gen exógeno adecuado que codifica una 
enzima con actividad de acetaldehído deshidrogenasa comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una 
secuencia de aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia 25
de aminoácidos con SEQ ID NO: 1. Ejemplos adecuados de procariotas que comprenden enzimas monofuncionales
con actividad de acetaldehído deshidrogenasa se proporcionan en la Tabla 1. Las secuencias de aminoácidos de 
estas enzimas monofuncionales están disponibles en bases de datos públicas y pueden ser usadas por el experto 
para diseñar secuencias de nucleótidos de codón optimizado que codifican la enzima monofuncional 
correspondiente (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 2). 30

Tabla 1: Enzimas con actividad de acetaldehído deshidrogenasa relacionadas con mhpF de E. coli

Organismo Identidad de aminoácidos (%)

Escherichia coli str. K12 substr. MG1655 100 %

Shigella sonnei 100 %

Escherichia coli IAI39 99 %

Citrobacter youngae ATCC 29220 93 %

Citrobacter sp. 30_2 92 %

Klebsiella pneumoniae 342) 87 %

Klebsiella variicola 87 %

Pseudomonas putida 81 %

Ralstonia eutropha JMP134 82 %

Burkholderia sp. H160 81 %

Azotobacter vinelandii DJ 79 %

Ralstonia metallidurans CH34 70 %

Xanthobacter autotrophicus Py2 67 %

Burkholderia cenocepacia J2315 68 %

Frankia sp. EAN1pec 67 %

E12798012
21-11-2017ES 2 648 865 T3

 



7

Organismo Identidad de aminoácidos (%)

Polaromonas sp. JS666 68 %

Burkholderia phytofirmans PsJN 70 %

Rhodococcus opacus B4 64 %

Preferentemente, la célula hospedadora comprende un gen exógeno que codifica una enzima bifuncional con 
actividad de acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, gen que confiere a la célula la capacidad para 
convertir el ácido acético en etanol. La ventaja de uso de una enzima bifuncional con actividades de acetaldehído 
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa en lugar de separar enzimas para cada una de las actividades de 5
acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa, es que permite que la directa canalización del producto 
intermedio entre enzimas que catalizan reacciones consecutivas en una vía ofrezca la posibilidad de un medio 
eficiente, exclusivo y protegido de administración de metabolitos. La canalización de sustratos disminuye así el
tiempo de tránsito de los productos intermedios, previene la pérdida de productos intermedios por difusión, protege 
los productos intermedios lábiles del disolvente, y anticipa la entrada de productos intermedios en las vías 10
metabólicas de competición. La enzima bifuncional, por tanto, permite una conversión más eficiente de ácido acético 
en etanol en comparación con las enzimas acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa separadas. Una
ventaja adicional de uso de la enzima bifuncional es que también puede usarse en células hospedadoras que tienen 
poca o ninguna actividad de alcohol deshidrogenasa en la condición usada, tal como, por ejemplo, condiciones 
anaerobias y/o condiciones de represión de catabolitos.15

Enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa son procariotas y 
protozoarios conocidos en la técnica, que incluyen, por ejemplo, las enzimas bifuncionales codificadas por los genes
adhE de Escherichia coli y ADH2 de Entamoeba histolytica (véase, por ejemplo, Bruchaus and Tannich, 1994, J. 
Biochem. 303: 743-748; Burdette and Zeikus, 1994, J. Biochem. 302: 163-170; Koo et al., 2005, Biotechnol. Lett. 27: 
505-510; Yong et al., 1996, Proc Natl Acad Sci USA, 93: 6464-6469). Las enzimas bifuncionales con actividad de 20
acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa son proteínas más grandes que consisten en 
aproximadamente 900 aminoácidos y son bifuncionales por que presentan tanto actividad de acetaldehído 
deshidrogenasa (ACDH; EC 1.2.1.10) como de alcohol deshidrogenasa (ADH; EC 1.1.1.1). adhE de E. coli y ADH2
de Entamoeba histolytica muestran el 45 % de identidad de aminoácidos. Por tanto, en una realización de la 
invención, un gen exógeno adecuado que codifica una enzima bifuncional con actividad de acetaldehído 25
deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de 
aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de 
aminoácidos con al menos una de SEQ ID NO: 3 y 5. Ejemplos adecuados de procariotas que comprenden enzimas 
bifuncionales con actividad de acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa se proporcionan en las 
Tablas 2 y 3. Las secuencias de aminoácidos de estas enzimas bifuncionales están disponibles en bases de datos 30
públicas y pueden ser usadas por el experto para diseñar secuencias de nucleótidos de codón optimizado que 
codifican la enzima bifuncional correspondiente (véase, por ejemplo, SEQ ID NO: 4 o 6). 

Tabla 2: Enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa
relacionadas con adhE de E. coli

Organismo Identidad de aminoácidos (%)

Escherichia coli O157:H7 str. Sakai 100 %

Shigella sonnei 100 %

Shigella dysenteriae 1012 99 %

Klebsiella pneumoniae 342 97 %

Enterobacter sp. 638 94 %

Yersinia pestis biovar Microtus str. 91001 90 %

Serratia proteamaculans 568 90 %

Pectobacterium carotovorum WPP14 90 %

Sodalis glossinidius str. 'morsitans' 87 %

Erwinia tasmaniensis Et1/99 86 %
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Organismo Identidad de aminoácidos (%)

Aeromonas hydrophila ATCC 7966 81 %

Vibrio vulnificus YJ016] 76 %

Tabla 3: Enzimas bifuncionales con actividad de acetaldehído deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa
relacionadas con ADH2 de Entamoeba histolytica

Organismo Identidad de aminoácidos (%)

Entamoeba histolytica HM-1:IMSS 99 %

Entamoeba dispar SAW760 98 %

Mollicutes bacterium D7 65 %

Fusobacterium mortiferum ATCC 9817 64 %

Actinobacillus succinogenes 130Z 63 %

Pasteurella multocida Pm70 62 %

Mannheimia succiniciproducens MBEL55E 61 %

Streptococcus sp. 2_1_36FAA] 61 %

El gen exógeno que codifica la enzima bifuncional que tiene actividades de acetaldehído deshidrogenasa y alcohol 5
deshidrogenasa, una enzima que tiene actividad de acetaldehído deshidrogenasa, preferentemente es una 
construcción de expresión que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica la enzima operativamente 
unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresión adecuadas para garantizar la expresión de la enzima tras 
la transformación de la construcción de expresión en la célula hospedadora de levadura de la invención. Así, el gen 
o construcción de expresión comprenderá al menos un promotor que es funcional en la célula hospedadora 10
operativamente unido a la secuencia codificante. El gen o construcción puede comprender además una secuencia 
conductora de 5' en la dirección 5' de la región codificante y una secuencia no traducida de 3' (extremo 3') que 
comprende un sitio de poliadenilación y un sitio de terminación de la transcripción en la dirección 3' de la secuencia 
codificante. Métodos de preparación o construcción de las células de levadura de la invención se desvelan además
en el presente documento. Para este fin, se usan técnicas de biología genética y molecular estándar que son 15
generalmente conocidas en la técnica y han sido descritas, por ejemplo, por Sambrook y Russell (2001, "Molecular 
cloning: A laboratory manual" (3ª edición), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press) y 
Ausubel et al. (1987, eds., "Current protocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley Interscience, Nueva
York). Además, la construcción de cepas de levadura hospedadoras mutadas se lleva a cabo por cruces genéticos, 
esporulación de los diploides resultantes, disección de tétradas de las esporas haploides que contienen los 20
marcadores auxotróficos deseados, y purificación de colonias de tales levaduras hospedadoras haploides en el
medio de selección apropiado. Todos estos métodos son métodos genéticos de levadura estándar conocidos para
aquellos en la materia. Véase, por ejemplo, Sherman et al., Methods Yeast Genetics, Cold Spring Harbor Laboratory, 
NY (1978) y Guthrie et al. (Eds.) Guide To Yeast Genetics and Molecular Biology Vol. 194, Academic Press, San 
Diego (1991).25

Promotores adecuados para la expresión de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tienen actividad 
de acetaldehído deshidrogenasa y opcionalmente alcohol deshidrogenasa (además de otras enzimas, véase más 
adelante) incluyen promotores que son preferentemente insensibles a la represión de catabolitos (glucosa), que son 
activos en condiciones anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la inducción. Los 
promotores que tienen estas características están ampliamente disponibles y son conocidos para el experto. 30
Ejemplos adecuados de tales promotores incluyen, por ejemplo, promotores de genes glucolíticos tales como los 
promotores de fosfofructocinasa (PPK), triosa fosfato isomerasa (TPI), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa 
(GDP, TDH3 o GAPDH), piruvato cinasa (PYK), de fosfoglicerato cinasa (PGK), del promotor de glucosa-6-fosfato 
isomerasa (PGI1) de levaduras. Más detalles sobre tales promotores de levadura pueden encontrarse en 
(documento WO 93/03159). Otros promotores útiles son promotores del gen que codifica proteína ribosómica35
(TEF1), el promotor del gen de lactasa (LAC4), promotores de alcohol deshidrogenasa (ADH1, ADH4, y similares), el 
promotor de enolasa (ENO) y el promotor del transportador de hexosa (glucosa) (HXT7). Alternativamente, la 
secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tiene actividad de acetaldehído deshidrogenasa y 
opcionalmente alcohol deshidrogenasa se expresa en exceso en condiciones anaerobias usando un promotor 
anóxico tal como, por ejemplo, el promotor ANB1 de S. cerevisiae (SEQ ID NO: 19). Otros promotores, tanto 40
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constitutivos como inducibles, y potenciadores o secuencias activadoras en la dirección 5', serán conocidos para 
aquellos expertos en la materia. Preferentemente, el promotor que está operativamente unido a la secuencia de 
nucleótidos como se ha definido anteriormente es homólogo a la célula hospedadora. Secuencias terminadoras 
adecuadas son obtenibles, por ejemplo, del gen de citocromo c1 (CYC1) o un gen de alcohol deshidrogenasa (por 
ejemplo, ADH1).5

Para aumentar la probabilidad de que la enzima que tiene actividades de acetaldehído deshidrogenasa y 
opcionalmente alcohol deshidrogenasa se exprese a niveles suficientes y en forma activa en las células 
hospedadoras de levadura transformadas de la invención, la secuencia de nucleótidos que codifica estas enzimas, 
además de otras enzimas (véase más adelante), se adapta preferentemente para optimizar su uso de codones al de 
la célula hospedadora en cuestión. La capacidad de adaptación de una secuencia de nucleótidos que codifica una 10
enzima al uso de codones de una célula hospedadora puede expresarse como el índice de adaptación de codones
(IAC). El índice de adaptación de codones se define en el presente documento como una medición de la capacidad 
de adaptación relativa del uso de codones de un gen hacia el uso de codones de genes altamente expresados en 
una célula hospedadora u organismo particular. La capacidad de adaptación relativa (w) de cada codón es la 
relación del uso de cada codón, con la del codón más abundante para el mismo aminoácido. El índice IAC se define 15
como la media geométrica de estos valores de capacidad de adaptación relativa. Se excluyen codones y codones de 
terminación no sinónimos (dependientes del código genético). Los valores de IAC oscilan de 0 a 1, indicando valores 
más altos una proporción más alta de los codones más abundantes (véanse Sharp and Li, 1987, Nucleic Acids 
Research 15: 1281-1295; véase también: Jansen et al., 2003, Nucleic Acids Res. 31(8):2242-51). Una secuencia de 
nucleótidos adaptada preferentemente tiene un IAC de al menos 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 o 0,9. Las preferidas 20
son las secuencias que han sido optimizadas en codones para la expresión en la célula hospedadora fúngica en 
cuestión tal como, por ejemplo, células de S. cerevisiae.

La secuencia de nucleótidos codifica una enzima que tiene actividades de acetaldehído deshidrogenasa y 
opcionalmente alcohol deshidrogenasa que se expresa preferentemente en forma activa en la célula hospedadora
transformada. Así, la expresión de la secuencia de nucleótidos en la célula hospedadora produce una acetaldehído 25
deshidrogenasa con una actividad específica de al menos 0,005, 0,010, 0,020, 0,050 o 0,10 µmol min-1 (mg de 
proteína)-1, determinada como la velocidad dependiente de acetil-CoA de la reducción de NADH en extractos de 
células de la célula hospedadora transformada a 30 ºC como se describe en los ejemplos en el presente documento.

La célula hospedadora que va a transformarse con una construcción de ácidos nucleicos que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica una enzima con acetaldehído deshidrogenasa y opcionalmente alcohol 30
deshidrogenasa es una célula hospedadora de levadura. Preferentemente, la célula hospedadora es una célula 
cultivada. La célula hospedadora de levadura de la invención, preferentemente es hospedador capaz de transporte 
activo o pasivo de pentosa (xilosa y preferentemente también arabinosa) en la célula. La célula hospedadora 
contiene preferentemente glicólisis activa. La célula hospedadora puede contener además preferentemente una vía 
de pentosa fosfato endógena y puede contener actividad de xilulosa cinasa endógena de manera que la xilulosa 35
isomerizada a partir de xilosa puede ser metabolizada a piruvato. El hospedador contiene además preferentemente 
enzimas para la conversión de una pentosa (preferentemente mediante piruvato) en un producto de fermentación 
deseado tal como etanol, ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido acrílico, 1,3-propano-diol, butanoles (1-
butanol, 2-butanol, isobutanol) y productos derivados de isoprenoide. Una célula hospedadora particularmente 
preferida es una célula de levadura que es naturalmente capaz de fermentación alcohólica, preferentemente, 40
fermentación alcohólica anaerobia. La célula hospedadora de levadura adicional preferentemente tiene una alta
tolerancia al etanol, una alta tolerancia a pH bajo (es decir, capaz de crecimiento a un pH inferior a 5, 4, o 3) y hacia 
ácidos orgánicos como ácido láctico, ácido acético o ácido fórmico y productos de degradación de azúcar tales como 
furfural e hidroxi-metilfurfural, y una alta tolerancia a temperaturas elevadas. Cualquiera de estas características o 
actividades de la célula hospedadora de levadura pueden estar naturalmente presentes en la célula hospedadora o 45
pueden introducirse o modificarse por modificación genética, preferentemente por auto-clonación o por los métodos 
descritos a continuación.

Levaduras se definen en el presente documento como microorganismos eucariotas e incluyen todas las especies de 
la subdivisión Eumycotina (Yeasts: characteristics and identification, J.A. Barnett, R.W. Payne, D. Yarrow, 2000, 3ª 
ed., Cambridge University Press, Cambridge RU; y, The yeasts, a taxonomic study, C.P. Kurtzman and J.W. Fell 50
(eds) 1998, 4ª ed., Elsevier Science Publ. B.V., Ámsterdam, Los Países Bajos) que crecen predominantemente en 
forma unicelular. Las levaduras pueden o bien crecer por gemación de un talo unicelular o bien crecer por fisión del
organismo. Células de levadura preferidas para su uso en la presente invención pertenecen a los géneros
Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y 
Yarrowia. Preferentemente, la levadura es capaz de fermentación anaerobia, más preferentemente fermentación 55
alcohólica anaerobia. A lo largo de los años se han hecho sugerencias para la introducción de diversos organismos 
para la producción de bioetanol a partir de azúcares de cultivo. En la práctica, sin embargo, todos los procesos de 
producción de bioetanol importantes han continuado usando las levaduras del género Saccharomyces como 
productor de etanol. Esto es debido a las muchas características atractivas de las especies de Saccharomyces para
procesos industriales, es decir, una alta tolerancia a ácidos, etanol y osmotolerancia, capacidad de crecimiento 60
anaerobio, y, por supuesto, su alta capacidad fermentativa alcohólica. Especies de levadura preferidas como células 
hospedadoras incluyen S. cerevisiae, S. exiguus, S. bayanus, K. lactis, K. marxianus y Schizosaccharomyces 
pombe. La célula hospedadora de levadura de la invención comprende además una modificación genética que
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introduce actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD+ en la célula. La glicerol deshidrogenasa codificada por 
el gen GCY1 de levadura endógeno parece ser específica para el cofactor NADP+ (EC 1.1.1.72), a diferencia de 
NAD+ (EC 1.1.1.6). Levaduras tales como S. cerevisiae parecen carecer de actividad de glicerol deshidrogenasa 
dependiente de NAD+ (EC 1.1.1.6) (véase, por ejemplo, la vía de KEGG 00561). Una glicerol deshidrogenasa unida 
a NAD+ se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la reacción química (EC 1.1.1.6):5

glicerol + NAD+ ↔ glicerona + NADH + H+

Otros nombres en uso común incluyen glicerina deshidrogenasa y glicerol:NAD+ 2-oxidoreductasa. La modificación 
genética que introduce actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD+ en la célula hospedadora es la expresión 
de una glicerol deshidrogenasa unida a NAD+ que es heteróloga a la célula hospedadora de levadura. La secuencia 
de nucleótidos para la expresión de una glicerol deshidrogenasa heteróloga en las células de levadura de la 10
invención es una secuencia que codifica una glicerol deshidrogenasa bacteriana que usa NAD+ como cofactor (EC 
1.1.1.6). Un ejemplo adecuado de una glicerol deshidrogenasa unida a NAD+ bacteriana para la expresión en una 
célula hospedadora de levadura de la invención es, por ejemplo, el gen gldA de E. coli descrito por Truniger y Boos 
(1994, J Bacteriol. 176(6):1796-1800), cuya expresión en levadura ya se ha informado (Lee y Dasilva, 2006, Metab 
Eng. 8(1):58-65). Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que codifica una glicerol deshidrogenasa heteróloga 15
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 7 o una secuencia 
de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos que tienen una o varias sustituciones, inserciones y/o 
deleciones en comparación con SEQ ID NO: 7. En una realización preferida, una secuencia de nucleótidos 
optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la glicerol deshidrogenasa heteróloga se expresa en 20
exceso, tal como, por ejemplo, una secuencia de nucleótidos optimizada en codones que codifica la secuencia de 
aminoácidos de la glicerol deshidrogenasa de SEQ ID NO: 7. Una secuencia de nucleótidos optimizada en codones 
tal se proporciona, por ejemplo, en SEQ ID NO: 21 (posiciones 10 - 1113; IAC = 0,976).

Para la expresión en exceso de la secuencia de nucleótidos que codifica la glicerol deshidrogenasa, la secuencia de 
nucleótidos (que va a expresarse en exceso) se pone en una construcción de expresión en la que está 25
operativamente unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresión adecuadas para garantizar la expresión en 
exceso de la enzima glicerol deshidrogenasa tras la transformación de la construcción de expresión en la célula 
hospedadora de levadura de la invención (véase anteriormente). Promotores adecuados para la expresión (en 
exceso) de la secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tiene actividad de glicerol deshidrogenasa 
incluyen promotores que son preferentemente insensibles a la represión de catabolitos (glucosa), que son activos en 30
condiciones anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la inducción. Ejemplos de 
tales promotores se dan anteriormente. La expresión de la secuencia de nucleótidos en la célula hospedadora 
produce una actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD+ específica de al menos 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, o 5,0 U 
min-1 (mg de proteína)-1, determinada en extractos de células de las células hospedadoras transformadas a 30 ºC
como se describe en los ejemplos en el presente documento. La célula hospedadora de levadura de la invención 35
comprende además una modificación genética que aumenta la actividad específica de dihidroxiacetona cinasa en la 
célula. Datos de transcriptomas han mostrado que la dihidroxiacetona cinasa DAK1 endógena ya se expresa a altos 
niveles en S. cerevisiae. Sin embargo, para velocidades de conversión óptimas, la célula hospedadora de levadura 
de la invención comprende así una modificación genética que aumenta la actividad específica de dihidroxiacetona 
cinasa en la célula. Una dihidroxiacetona cinasa se entiende en el presente documento como una enzima que40
cataliza la reacción química (EC 2.7.1.29):

ATP + glicerona ↔ ADP + glicerona fosfato

Otros nombres en uso común incluyen glicerona cinasa, ATP:glicerona fosfotransferasa y acetol cinasa (fosforilante). 
Se entiende que la glicerona y dihidroxiacetona son la misma molécula. Preferentemente, la modificación genética 
produce la expresión en exceso de una dihidroxiacetona cinasa, por ejemplo por expresión en exceso de una 45
secuencia de nucleótidos que codifica una dihidroxiacetona cinasa. La secuencia de nucleótidos que codifica la
dihidroxiacetona cinasa puede ser endógena a la célula o puede ser una dihidroxiacetona cinasa que es heteróloga
a la célula. Secuencias de nucleótidos que pueden usarse para la expresión en exceso de dihidroxiacetona cinasa 
en las células de la invención son, por ejemplo, los genes de dihidroxiacetona cinasa de S. cerevisiae (DAK1) y 
(DAK2) como se describe, por ejemplo, por Molin et al. (2003, J. Biol. Chem. 278:1415-1423). Preferentemente, la 50
secuencia de nucleótidos que codifica la dihidroxiacetona cinasa comprende una secuencia de aminoácidos con al 
menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoácidos con al menos 
una de SEQ ID NO: 8 y 9. En una realización preferida, una secuencia de nucleótidos optimizada en codones (véase 
anteriormente) que codifica la dihidroxiacetona cinasa se expresa en exceso, tal como, por ejemplo, una secuencia 
de nucleótidos optimizada en codones que codifica la dihidroxiacetona cinasa de SEQ ID NO: 8 o una secuencia de 55
nucleótidos optimizada en codones que codifica la dihidroxiacetona cinasa de SEQ ID NO: 9. Una secuencia de 
nucleótidos preferida para la expresión en exceso de una dihidroxiacetona cinasa es una secuencia de nucleótidos 
que codifica una dihidroxiacetona cinasa que comprende una secuencia de aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoácidos con al menos una de SEQ ID NO: 8 
(S. cerevisiae (DAK1) o que tiene una o varias sustituciones, inserciones y/o deleciones en comparación con 60
SEQ ID NO: 8.
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Secuencias de nucleótidos que pueden usarse para la expresión en exceso de una dihidroxiacetona cinasa 
heteróloga en las células de la invención son, por ejemplo, secuencias que codifican dihidroxiacetona cinasas 
bacterianas tales como el gen dhaK de Citrobacter freundii descrito, por ejemplo, por Daniel et al. (1995, J. Bacteriol. 
177:4392-4401). Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que codifica una dihidroxiacetona cinasa heteróloga 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 5
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 25 o una secuencia 
de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos que tienen una o varias sustituciones, inserciones y/o 
deleciones en comparación con SEQ ID NO: 25. En una realización preferida, una secuencia de nucleótidos 
optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la dihidroxiacetona cinasa heteróloga se expresa en 
exceso, tal como por ejemplo una secuencia de nucleótidos optimizada en codones que codifica la secuencia de 10
aminoácidos de la dihidroxiacetona cinasa de SEQ ID NO: 25. Una secuencia de nucleótidos optimizada en codones 
tal se proporciona, por ejemplo, en SEQ ID NO: 26 (posiciones 10 - 1668).

Para la expresión en exceso de la secuencia de nucleótidos que codifica la dihidroxiacetona cinasa, la secuencia de 
nucleótidos (que va a expresarse en exceso) se pone en una construcción de expresión en la que está 
operativamente unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresión adecuadas para garantizar la expresión en 15
exceso de la enzima dihidroxiacetona cinasa tras la transformación de la construcción de expresión en la célula 
hospedadora de la invención (véase anteriormente). Promotores adecuados para la expresión (en exceso) de la 
secuencia de nucleótidos que codifica la enzima que tiene actividad de dihidroxiacetona cinasa incluyen promotores 
que son preferentemente insensibles a la represión de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones 
anaerobias y/o que preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la inducción. Ejemplos de tales promotores 20
se dan anteriormente. En las células de la invención, una dihidroxiacetona cinasa que va a expresarse en exceso se 
expresa preferentemente en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con una cepa que 
es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa la expresión en exceso. 
Preferentemente, la dihidroxiacetona cinasa se expresa en exceso en condiciones anaerobias por al menos un factor 
1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación 25
genética que causa la expresión en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresión en exceso pueden 
aplicarse al nivel en estado estacionario de la actividad de la enzima (actividad específica en la célula), el nivel en 
estado estacionario de la proteína de la enzima, además de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica
la enzima en la célula. La expresión en exceso de la secuencia de nucleótidos en la célula hospedadora produce una 
actividad de dihidroxiacetona cinasa específica de al menos 0,002, 0,005, 0,01, 0,02 o 0,05 U min-1 (mg de proteína)-30
1, determinada en extractos de células de las células hospedadoras transformadas a 30 ºC como se describe en los 
ejemplos en el presente documento.

En una realización adicional, la célula hospedadora de levadura de la invención comprende además una
modificación genética que aumenta el transporte de glicerol en la célula. Preferentemente, la modificación genética 
que aumenta el transporte de glicerol en la célula preferentemente es una modificación genética que produce la35
expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos que codifica al menos uno de una proteína de captación de 
glicerol y un canal de glicerol.

Una proteína de captación de glicerol se entiende en el presente documento como una proteína que atraviesa 
múltiples membranas que pertenece a la incluida en la superfamilia de O-aciltransferasas unidas a membrana
(MBOAT) que incluye, por ejemplo, las proteínas de captación de glicerol de S. cerevisiae codificadas por los genes40
GUP1 y GUP2. Preferentemente, la modificación genética produce la expresión en exceso de una proteína de 
captación de glicerol, por ejemplo por expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos que codifica una
proteína de captación de glicerol. La secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de captación de glicerol 
puede ser endógena a la célula o puede ser una proteína de captación de glicerol que es heteróloga a la célula. 
Secuencias de nucleótidos que pueden usarse para la expresión en exceso de proteína de captación de glicerol en 45
las células de la invención son, por ejemplo, los genes de la proteína de captación de glicerol de S. cerevisiae
(GUP1) y (GUP2) y ortólogos de los mismos como se describe, por ejemplo, por Neves et al. (2004, FEMS Yeast 
Res. 5:51-62). Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de captación de glicerol 
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoácidos con al menos una de SEQ ID NO: 10 50
(Gup1p) y 11 (Gup2p). En una realización preferida, una secuencia de nucleótidos optimizada en codones (véase 
anteriormente) que codifica la proteína de captación de glicerol se expresa en exceso, tal como, por ejemplo, una
secuencia de nucleótidos optimizada en codones que codifica la proteína de captación de glicerol SEQ ID NO: 10 o 
una secuencia de nucleótidos optimizada en codones que codifica la proteína de captación de glicerol de 
SEQ ID NO: 11. Aunque la naturaleza exacta de la influencia de GUP1 sobre el transporte de glicerol todavía no está 55
clara, Yu et al. (2010, arriba) han mostrado que la expresión en exceso de GUP1 en S. cerevisiae mejora la 
producción de etanol en células cultivadas en glicerol. Una secuencia de nucleótidos preferida para la expresión en 
exceso de una proteína de captación de glicerol es, por tanto, una secuencia de nucleótidos que codifica una 
proteína de captación de glicerol que es capaz de rescatar el fenotipo asociado al estrés por sales de un mutante 
gup1Δ de S. cerevisiae por complementación como se describe por Neves et al. (2004, arriba). Tales ortólogos de 60
complementación de GUP1 de S. cerevisiae incluyen secuencias de nucleótidos que codifican secuencias de 
aminoácidos que tienen al menos el 60, 68, 72, 75, 80, 85, 90, 95, 98, 99 % de identidad con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 10 y pueden obtenerse a partir de especies de levadura que pertenecen a los géneros
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de Saccharomyces, Zygosaccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces
y Yarrowia.

Un canal de glicerol se entiende en el presente documento como un miembro de la familia MIP de proteínas de
canales revisado por Reizer et al. (1993, CRC Crit. Rev. Biochem. Mol. Biol., 28: 235-257), cuyas proteínas de 
canales comprenden un dominio transmembranario de 250 - 280 aminoácidos que consiste en seis dominios que 5
atraviesan la membrana y tienen al menos el 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 95, 98 o 99 % de identidad de 
aminoácidos, o al menos el 55, 60, 65, 70, 80, 90, 95, 98 o 99 % de similitud de aminoácidos con la secuencia de 
aminoácidos entre los aminoácidos 250 y 530 de SEQ ID NO: 12, la acuagliceroporina de FPS1 de S. cerevisiae. 
Secuencias de nucleótidos que pueden usarse para la expresión en exceso de un canal de glicerol en las células de 
la invención incluyen secuencias de nucleótidos que codifican el gen FPS1 de acuagliceroporina de levadura de, por 10
ejemplo, S. cerevisiae (Van Aelst et al., 1991, EMBO J. 10:2095-2104) y ortólogos del mismo de otras levaduras que 
incluyen Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus y Zygosaccharomyces rouxii como se describe, por 
ejemplo, por Neves et al. (2004, arriba). Sin embargo, el uso de canales de glicerol bacteriano o de planta no se 
excluye, por ejemplo, Luyten et al. (1995, EMBO J. 14:1360-1371) han mostrado que el facilitador de glicerol de 
E. coli, que tiene solo el 30 % de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos entre los aminoácidos 250 15
y 530 de la acuagliceroporina de FPS1 de S. cerevisiae, puede complementar la captación de glicerol en un mutante 
fps1Δ de S. cerevisiae. La secuencia de nucleótidos que codifica el canal de glicerol puede ser endógena a la célula 
o puede ser un canal de glicerol que es heterólogo a la célula. En una realización preferida, una secuencia de 
nucleótidos optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica el canal de glicerol se expresa en exceso, tal 
como, por ejemplo, una secuencia de nucleótidos optimizada en codones que codifica la acuagliceroporina de 20
SEQ ID NO: 12.

Para la expresión en exceso de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de captación de glicerol y/o la 
proteína de canales de glicerol, la secuencia de nucleótidos (que va a expresarse en exceso) se pone en una 
construcción de expresión en la que está operativamente unida a regiones/secuencias reguladoras de la expresión 
adecuadas para garantizar la expresión en exceso de la proteína de captación de glicerol y/o la proteína de canales 25
de glicerol tras la transformación de la construcción de expresión en la célula hospedadora de la invención (véase 
anteriormente). Promotores adecuados para la expresión (en exceso) de la secuencia de nucleótidos que codifica la 
proteína de captación de glicerol y/o la proteína de canales de glicerol incluyen promotores que son preferentemente 
insensibles a la represión de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones anaerobias y/o que 
preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la inducción. Ejemplos de tales promotores se dan 30
anteriormente. En las células de la invención, una proteína de captación de glicerol y/o una proteína de canales de 
glicerol que va a expresarse en exceso se expresan preferentemente en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 
5, 10 o 20 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que 
causa la expresión en exceso. Preferentemente, la proteína de captación de glicerol y/o la proteína de canales de 
glicerol se expresan en exceso en condiciones anaerobias al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en 35
comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa la 
expresión en exceso. Debe entenderse que estos niveles de expresión en exceso pueden aplicarse al nivel en 
estado estacionario de la actividad de la enzima (actividad específica en la célula), el nivel en estado estacionario de 
la proteína de la enzima, además de al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima en la célula.

En una realización preferida de la célula hospedadora de la invención, la expresión de la proteína de canales de 40
glicerol como se ha definido anteriormente se reduce o inactiva. Una modificación genética que reduce o que 
inactiva la expresión de la proteína de canales de glicerol puede ser útil para reducir o prevenir el transporte de 
glicerol fuera de la célula. Preferentemente, la reducción o inactivación de la expresión de la proteína de canales de 
glicerol se combina con la expresión en exceso de la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de captación 
de glicerol como se ha definido anteriormente.45

En una realización adicional, la célula hospedadora de la invención comprende además una modificación genética 
que aumenta la actividad de acetil-CoA sintetasa específica en la célula, preferentemente en condiciones anaerobias
ya que esta actividad es limitante de la velocidad en estas condiciones. Acetil-CoA sintetasa o acetato-CoA ligasa 
(EC 6.2.1.1) se entiende en el presente documento como una enzima que cataliza la formación de un nuevo enlace 
químico entre el acetato y la coenzima A (CoA). Preferentemente, la modificación genética produce la expresión en 50
exceso de una acetil-CoA sintetasa, por ejemplo, por expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos que 
codifica una acetil-CoA sintetasa. La secuencia de nucleótidos que codifica la acetil-CoA sintetasa puede ser
endógena a la célula o puede ser una acetil-CoA sintetasa que es heteróloga a la célula. Secuencias de nucleótidos 
que pueden usarse para la expresión en exceso de acetil-CoA sintetasa en las células de la invención son, por 
ejemplo, los genes de acetil-CoA sintetasa de S. cerevisiae (ACS1 y ACS2) como se describen, por ejemplo, por de 55
Jong-Gubbels et al. (1998, FEMS Microbiol Lett. 165: 15-20). Preferentemente, la secuencia de nucleótidos que 
codifica la acetil-CoA sintetasa comprende una secuencia de aminoácidos con al menos el 45, 50, 60, 65, 70, 75, 80, 
85, 90, 95, 98, 99 % de identidad de secuencia de aminoácidos con al menos una de SEQ ID NO: 13 y 14.

En una realización, la secuencia de nucleótidos que se expresa en exceso codifica una acetil-CoA sintetasa con una 
alta afinidad por acetato. El uso de una acetil-CoA sintetasa con una alta afinidad por acetato se prefiere para60
condiciones en las que hay una concentración relativamente baja de ácido acético en el medio de cultivo, por 
ejemplo, no más de 2 g de ácido acético/l de medio de cultivo. Una acetil-CoA sintetasa con una alta afinidad por 
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acetato se define en el presente documento como una acetil-CoA sintetasa con una afinidad más alta por acetato 
que la acetil-CoA sintetasa codificada por ACS2 de S. cerevisiae. Preferentemente, una acetil-CoA sintetasa con una 
alta afinidad por acetato tiene una Km por acetato de no más de 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,2 o 0,1 mM, tal como, por ejemplo, 
la acetil-CoA sintetasa codificada por el gen ACS1 de S. cerevisiae. Más preferentemente, una secuencia de 
nucleótidos optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la secuencia de aminoácidos de 5
SEQ ID NO: 13 se expresa en exceso.

En otra realización, la secuencia de nucleótidos que se expresa en exceso codifica una acetil-CoA sintetasa con una 
velocidad máxima (vmáx) alta. El uso de una acetil-CoA sintetasa con una velocidad máxima alta se prefiere para la
condición en la que hay una concentración relativamente alta de ácido acético en el medio de cultivo, por ejemplo, al 
menos 2, 3, 4 o 5 g de ácido acético/l de medio de cultivo. Una acetil-CoA sintetasa con una velocidad máxima alta 10
se define en el presente documento como una acetil-CoA sintetasa con una velocidad máxima más alta que la acetil-
CoA sintetasa codificada por ACS1 de S. cerevisiae. Preferentemente, la acetil-CoA sintetasa con una velocidad 
máxima alta es la acetil-CoA sintetasa codificada por el gen ACS2 de S. cerevisiae. Más preferentemente, una 
secuencia de nucleótidos optimizada en codones (véase anteriormente) que codifica la secuencia de aminoácidos de 
SEQ ID NO: 14 se expresa en exceso.15

Para la expresión en exceso de la secuencia de nucleótidos que codifica la acetil-CoA sintetasa (que va a 
expresarse en exceso) se pone en una construcción de expresión en la que está operativamente unida a 
regiones/secuencias reguladoras de la expresión adecuadas para garantizar la expresión en exceso de la enzima
acetil-CoA sintetasa tras la transformación de la construcción de expresión en la célula hospedadora de la invención 
(véase anteriormente). Promotores adecuados para la expresión (en exceso) de la secuencia de nucleótidos que 20
codifica la enzima que tiene actividad de acetil-CoA sintetasa incluyen promotores que son preferentemente 
insensibles a la represión de catabolitos (glucosa), que son activos en condiciones anaerobias y/o que 
preferentemente no requieren xilosa o arabinosa para la inducción. Ejemplos de tales promotores se dan 
anteriormente. En las células de la invención, una acetil-CoA sintetasa que va a expresarse en exceso se expresa en 
exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, 25
excepto por la modificación genética que causa la expresión en exceso. Preferentemente, la acetil-CoA sintetasa se 
expresa en exceso en condiciones anaerobias al menos un factor 2, 5, 10, 20, 50, o 100 en comparación con una 
cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa la expresión en exceso. Debe 
entenderse que estos niveles de expresión en exceso pueden aplicarse al nivel en estado estacionario de la 
actividad de la enzima (actividad específica), el nivel en estado estacionario de la proteína de la enzima, además de 30
al nivel en estado estacionario del transcrito que codifica la enzima.

En una realización adicional, la célula hospedadora de la invención comprende además una modificación genética 
que reduce la actividad de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+ específica en la célula. La glicerol 
3-fosfato deshidrogenasa o glicerolfosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8) cataliza la reducción de dihidroxiacetona 
fosfato a sn-glicerol 3-fosfato mientras que oxida NADH a NAD+. En las células de la invención, la actividad de 35
glicerolfosfato deshidrogenasa específica se reduce preferentemente al menos un factor 0,8, 0,5, 0,3, 0,1, 0,05 o 
0,01 en comparación con una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa
la expresión en exceso, preferentemente en condiciones anaerobias.

Preferentemente, la actividad de glicerolfosfato deshidrogenasa se reduce en la célula hospedadora por una o más 
modificaciones genéticas que reducen la expresión de o inactiva un gen que codifica una glicerolfosfato 40
deshidrogenasa. Preferentemente, las modificaciones genéticas reducen o inactivan la expresión de cada copia
endógena del gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa específica en el genoma de la célula. Una célula 
dada puede comprender múltiples copias del gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa específica con la 
misma secuencia de aminoácidos como resultado de di-, poli- o aneu-ploidía. En tales casos, preferentemente la 
expresión de cada copia del gen específico que codifica la glicerolfosfato deshidrogenasa se reduce o inactiva. 45
Alternativamente, una célula puede contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de glicerolfosfato 
deshidrogenasa que se diferencian en secuencia de aminoácidos y que están cada una codificadas por un gen 
diferente. En tales casos, en algunas realizaciones de la invención, se prefiere que solo ciertos tipos de las
isoenzimas se reduzcan o inactiven mientras que otros tipos siguen inafectados (véase más adelante). 
Preferentemente, el gen se inactiva por la deleción de al menos parte del gen o por rotura del gen, por lo que en este 50
contexto el término gen también incluye cualquier secuencia no codificante en la dirección 5' o 3' de la secuencia 
codificante, produciendo la deleción o inactivación (parcial) una reducción de la expresión de la actividad de 
glicerolfosfato deshidrogenasa en la célula hospedadora.

Un gen preferido que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa cuya actividad va a reducirse o inactivarse en la 
célula de la invención es el gen GPD2 de S. cerevisiae como se describe por Eriksson et al. (1995, Mol. Microbiol. 55
17: 95-107), que codifica la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 15 y ortólogos del mismo en otras especies. 
Por tanto, un gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa cuya actividad va a reducirse o inactivarse en la 
célula de la invención es preferentemente un gen que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una 
secuencia de aminoácidos con al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 o 99 % de identidad de secuencia con 
SEQ ID NO: 15.60
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En una realización preferida de la invención, la célula hospedadora de la invención comprende una vía de respuesta 
de glicerol de alta osmolaridad funcional. Preferentemente, por tanto, solo la actividad del (de los) gen(es) que 
codifican una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos el 70 % de 
identidad de secuencia con SEQ ID NO: 15 se reducen o inactivan, mientras que al menos un gen endógeno que 
codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos el 70, 75, 80, 85, 5
90, 95, 98 o 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16 es funcional. SEQ ID NO: 16 representa la 
secuencia de aminoácidos codificada por el gen GPD1 de S. cerevisiae como se describe por Albertyn et al. (1994, 
Mol. Cell. Biol. 14: 4135-4144), que tiene el 69 % de identidad de aminoácidos con la glicerolfosfato deshidrogenasa
GPD2 de S. cerevisiae. El gen GPD1 de S. cerevisiae es la glicerolfosfato deshidrogenasa inducida por el choque de 
S. cerevisiae, que es importante para el crecimiento bajo choque osmótico como puede producirse en condiciones 10
de fermentaciones industriales. Su expresión está regulada, entre otros, por la vía de respuesta de glicerol de alta 
osmolaridad. Es, por tanto, ventajoso que una célula hospedadora de la invención tenga al menos una copia
funcional de un gen endógeno que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de 
aminoácidos con al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 o 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16.

A pesar de lo anterior, los inventores han encontrado ahora sorprendentemente que la inactivación de la15
glicerolfosfato deshidrogenasa GPD1 de S. cerevisiae tiene un efecto más ventajoso sobre la reducción de la 
producción de glicerol y el aumento del consumo de glicerol y acetato en comparación con la inactivación de la
glicerolfosfato deshidrogenasa GPD2 de S. cerevisiae. Por tanto, en una realización más preferida, la célula 
hospedadora de la invención comprende una modificación genética que reduce o inactiva la expresión de al menos 
el (los) gen(es) que codifican una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoácidos con al 20
menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 o 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16 (GPD1).

En una realización adicional, la actividad de todos los genes en la célula hospedadora que codifican una 
glicerolfosfato deshidrogenasa se reducen o inactiva. En tales células, preferentemente todas las copias de genes 
endógenos que codifican una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia de aminoácidos con al menos 
el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 98 o 99 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 15 o 16 se inactivan o al menos se 25
reducen en expresión. Opcionalmente, la célula hospedadora no es una célula de levadura que comprenda un gen 
exógeno que codifica una enzima con la capacidad para convertir piruvato y coenzima-A en formiato y acetil-CoA. 
Preferentemente, la célula hospedadora no es una célula de levadura que comprenda una secuencia de nucleótidos 
que codifica una piruvato formiato liasa. Según las reivindicaciones, la célula hospedadora de levadura de la 
invención no es una célula de levadura que comprenda una modificación genética que reduce la actividad de 30
formiato deshidrogenasa dependiente de NAD+ específica en la célula.

En una realización preferida adicional, la célula hospedadora de la invención tiene al menos una de: a) la capacidad 
de isomerizar xilosa en xilulosa; y, b) la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato. Para a) la célula 
preferentemente tiene un gen de xilosa isomerasa exógeno funcional, gen que confiere a la célula la capacidad de
isomerizar xilosa en xilulosa. Para b) la célula tiene preferentemente genes exógenos funcionales que codifican una35
L-arabinosa isomerasa, una L-ribulocinasa y una L-ribulosa-5-fosfato 4-epimerasa, genes que juntos confieren a la 
célula la capacidad de isomerizar convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato.

Células hospedadoras fúngicas que tienen la capacidad de isomerizar xilosa en xilulosa como se describe, por 
ejemplo, en el documento WO 03/0624430 y en el documento WO 06/009434. La capacidad de isomerizar xilosa en
xilulosa se confiere preferentemente a la célula por transformación con una construcción de ácidos nucleicos que 40
comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una xilosa isomerasa. Preferentemente, la célula adquiere así
la capacidad de isomerizar directamente xilosa en xilulosa. Más preferentemente, la célula adquiere así la capacidad 
de crecer aeróbicamente y/o anaeróbicamente en xilosa como única fuente de energía y/o de carbono mediante la
isomerización directa de xilosa en xilulosa (y metabolismo adicional de xilulosa). Se entiende en el presente 
documento que la isomerización directa de xilosa en xilulosa se produce en una única reacción catalizada por una45
xilosa isomerasa, a diferencia de la conversión de dos etapas de xilosa en xilulosa mediante un producto intermedio 
de xilitol como se cataliza por xilosa reductasa y xilitol deshidrogenasa, respectivamente.

Se han descrito en la materia varias xilosa isomerasas (y sus secuencias de aminoácidos y de nucleótidos 
codificantes) que pueden ser satisfactoriamente usadas para conferir a la célula de la invención la capacidad de 
isomerizar directamente la xilosa en xilulosa. Éstas incluyen las xilosa isomerasas de Piromyces sp. y de otros50
hongos anaerobios que pertenecen a las familias Neocallimastix, Caecomyces, Piromyces o Ruminomyces 
(documento WO 03/0624430), Cyllamyces aberensis (documento US 20060234364), Orpinomyces (Madhavan et al., 
2008, DOI 10.1007/s00253-008-1794-6), la xilosa isomerasa del género bacteriano Bacteroides, que incluye, por 
ejemplo, B. thetaiotaomicron (documento WO 06/009434), B. fragilis y B. uniformis (documento WO 09/109633), la 
xilosa isomerasa de la bacteria anaerobia Clostridium phytofermentans (Brat et al., 2009, Appl. Environ. Microbiol. 55
75: 2304-2311), y las xilosas isomerasas de Clostridium difficile, Ciona intestinalis y Fusobacterium mortiferum.

Células hospedadoras fúngicas que tienen la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato como se 
describe, por ejemplo, en Wisselink et al. (2007, AEM Accepts, publicado en línea antes de impreso el 1 de junio de
2007; Appl. Environ. Microbiol. doi:10.1128/AEM,00177-07) y en el documento EP 1 499 708. La capacidad de
convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato se confiere preferentemente a la célula por transformación con una 60
construcción (construcciones) de ácidos nucleicos que comprenden secuencias de nucleótidos que codifican a) una
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arabinosa isomerasa; b) una ribulocinasa, preferentemente una L-ribulocinasa a xilosa isomerasa; y c) una ribulosa-
5-P-4-epimerasa, preferentemente una L-ribulosa-5-P-4-epimerasa. Preferentemente, en las células de la invención, 
la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa 5-fosfato es la capacidad de convertir L-arabinosa en D-xilulosa
5-fosfato mediante las reacciones posteriores de 1) isomerización de arabinosa en ribulosa; 2) fosforilación de 
ribulosa en ribulosa 5-fosfato; y, 3) epimerización de ribulosa 5-fosfato en D-xilulosa 5-fosfato. Secuencias de 5
nucleótidos adecuadas que codifican arabinosa isomerasas, ribulocinasas y ribulosa-5-P-4-epimerasas pueden 
obtenerse de Bacillus subtilis, Escherichia coli (véase, por ejemplo, el documento EP 1 499 708), lactobacilos, por 
ejemplo, Lactobacillus plantarum (véase, por ejemplo, Wisselink et al., arriba), o especies de Clavibacter, 
Arthrobacter y Gramella, de los que preferentemente Clavibacter michiganensis, Arthrobacter aurescens y Gramella 
forsetii (véase el documento WO2009/011591).10

La célula hospedadora transformada de la invención comprende además preferentemente actividad de xilulosa
cinasa de manera que la xilulosa isomerizada de xilosa puede ser metabolizada en piruvato. Preferentemente, la 
célula contiene actividad de xilulosa cinasa endógena. Más preferentemente, una célula de la invención comprende 
una modificación genética que aumenta la actividad de xilulosa cinasa específica. Preferentemente, la modificación 
genética produce la expresión en exceso de una xilulosa cinasa, por ejemplo, por expresión en exceso de una 15
secuencia de nucleótidos que codifica una xilulosa cinasa. El gen que codifica la xilulosa cinasa puede ser endógeno 
a la célula o puede ser una xilulosa cinasa que es heteróloga a la célula. Una secuencia de nucleótidos que puede 
usarse para la expresión en exceso de xilulosa cinasa en las células de la invención es, por ejemplo, el gen de
xilulosa cinasa de S. cerevisiae (XKS1) como se describe por Deng y Ho (1990, Appl. Biochem. Biotechnol. 24-25: 
193-199). Otra xilulosa cinasa preferida es una xilosa cinasa que está relacionada con la xilulosa cinasa de20
Piromyces (xylB; véase el documento WO 03/0624430). Esta xilulosa cinasa de Piromyces está en realidad más 
relacionada con cinasa procariota que con todas las cinasas eucariotas conocidas, tales como la levadura cinasa. 
Las xilulosa cinasas eucariotas han sido indicadas como cinasas de azúcar no específicas, que tienen una amplia 
variedad de sustratos que incluyen xilulosa. A diferencia, se ha indicado que las xilulosa cinasas procariotas, con las 
que la cinasa de Piromyces está más estrechamente relacionada, son cinasas más específicas para xilulosa, es 25
decir, que tienen una variedad de sustratos más estrecha. En las células de la invención, una xilulosa cinasa que va 
a expresarse en exceso se expresa en exceso al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en comparación con 
una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que causa la expresión en exceso. 
Debe entenderse que estos niveles de expresión en exceso pueden aplicarse al nivel en estado estacionario de la 
actividad de la enzima, el nivel en estado estacionario de la proteína de la enzima, además de al nivel en estado 30
estacionario del transcrito que codifica la enzima.

Una célula de la invención comprende además preferentemente una modificación genética que aumenta el flujo de la 
vía de pentosa fosfato como se describe en el documento WO 06/009434. En particular, la modificación genética 
produce un aumento de flujo de la vía de pentosa fosfato de parte no oxidativa. Una modificación genética que
produce un aumento de flujo de la parte no oxidativa de la vía de pentosa fosfato se entiende en el presente 35
documento que significa una modificación que aumenta el flujo al menos un factor 1,1, 1,2, 1,5, 2, 5, 10 o 20 en 
comparación con el flujo en una cepa que es genéticamente idéntica, excepto por la modificación genética que 
causa el aumento de flujo. El flujo de la parte no oxidativa de la vía de pentosa fosfato puede medirse como se 
describe en el documento WO 06/009434.

Pueden introducirse modificaciones genéticas que aumentan el flujo de la vía de pentosa fosfato en las células de la 40
invención de diversas formas. Éstas incluyen, por ejemplo, lograr niveles de actividad en estado estacionario más 
altos de xilulosa cinasa y/o una o más de las enzimas de la vía de pentosa fosfato de parte no oxidativa y/o un nivel 
en estado estacionario reducido de actividad de aldosa reductasa no específica. Estos cambios en los niveles de 
actividad en estado estacionario pueden efectuarse por selección de mutantes (espontánea o inducida por productos 
químicos o radiación) y/o por tecnología de ADN recombinante, por ejemplo, por expresión en exceso o inactivación, 45
respectivamente, de genes que codifican las enzimas o factores que regulan estos genes.

En una célula preferida de la invención, la modificación genética comprende la expresión en exceso de al menos una
enzima de la vía de pentosa fosfato (de parte no oxidativa). Preferentemente, la enzima está seleccionada del grupo 
que consiste en las enzimas que codifican ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa, 
transcetolasa y transaldolasa. Pueden expresarse en exceso diversas combinaciones de enzimas de la vía de 50
pentosa fosfato (de parte no oxidativa). Por ejemplo, las enzimas que se expresan en exceso pueden ser al menos 
las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 
isomerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y transaldolasa; o al menos las 
enzimas ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa y transcetolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa y 
transaldolasa; o al menos las enzimas transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato 3-55
epimerasa, transcetolasa y transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, transcetolasa y 
transaldolasa; o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa, y transaldolasa; 
o al menos las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa, y transcetolasa. En una 
realización de la invención, cada una de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa, 
transcetolasa y transaldolasa se expresan en exceso en la célula de la invención. Se prefiere una célula en la que la 60
modificación genética comprenda al menos la expresión en exceso de la enzima transaldolasa. Es más preferida una
célula en la que la modificación genética comprenda al menos la expresión en exceso de ambas enzimas 
transcetolasa y transaldolasa ya que una célula hospedadora tal ya es capaz de crecimiento anaerobio sobre xilosa. 
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En realidad, en algunas condiciones, los presentes inventores han encontrado que las células que expresan en 
exceso solo la transcetolasa y la transaldolasa ya tienen la misma velocidad de crecimiento anaerobio sobre xilosa 
que las células que expresan en exceso las cuatro enzimas, es decir, la ribulosa-5-fosfato isomerasa, ribulosa-5-
fosfato 3-epimerasa, transcetolasa y transaldolasa. Además, se prefieren las células de la invención que expresan 
en exceso ambas de las enzimas ribulosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato 3-epimerasa con respecto a las5
células que expresan en exceso solo la isomerasa o solo la 3-epimerasa ya que la expresión en exceso de solo una
de estas enzimas puede producir desequilibrios metabólicos.

Existen diversos medios disponibles en la materia para la expresión en exceso de enzimas en las células de la 
invención. En particular, una enzima puede expresarse en exceso aumentando el número de copias el gen que 
codifica la enzima en la célula, por ejemplo, integrando copias adicionales del gen en el genoma de la célula, 10
expresando el gen a partir de una vector de expresión multicopia episómico o introduciendo un vector de expresión 
episómico que comprende múltiples copias del gen. La secuencia codificante usada para la expresión en exceso de 
las enzimas es preferentemente homóloga a la célula hospedadora de la invención. Sin embargo, asimismo pueden 
aplicarse secuencias codificantes que son heterólogas a la célula hospedadora de la invención.

Alternativamente, la expresión en exceso de enzimas en las células de la invención puede lograrse usando un 15
promotor que no es nativo para la secuencia que codifica la enzima que va a expresarse en exceso, es decir, un 
promotor que es heterólogo para la secuencia codificante con la que está operativamente unido. Aunque el promotor 
es preferentemente heterólogo para la secuencia codificante con la que está operativamente unido, también se 
prefiere que el promotor sea homólogo, es decir, endógeno para la célula de la invención. Preferentemente, el 
promotor heterólogo es capaz de producir un nivel en estado estacionario más alto del transcrito que comprende la 20
secuencia codificante (o es capaz de producir más moléculas de transcrito, es decir, moléculas de ARNm, por 
unidad de tiempo) que el promotor que es nativo para la secuencia codificante, preferentemente en condiciones 
donde la xilosa o xilosa y glucosa están disponibles como fuentes de carbono, más preferentemente como fuentes 
de carbono principales (es decir, más del 50 % de la fuente de carbono disponible consiste en xilosa o xilosa y 
glucosa), lo más preferentemente como únicas fuentes de carbono.25

Una célula preferida adicional de la invención comprende una modificación genética que reduce la actividad de 
aldosa reductasa no específica en la célula. Preferentemente, la actividad de aldosa reductasa no específica se 
reduce en la célula hospedadora por una o más modificaciones genéticas que reducen la expresión de o inactivan un 
gen que codifica una aldosa reductasa no específica. Preferentemente, las modificaciones genéticas reducen o 
inactivan la expresión de cada copia endógena de un gen que codifica una aldosa reductasa no específica que es 30
capaz de reducir una aldopentosa, que incluye, xilosa, xilulosa y arabinosa, en el genoma de la célula. Una célula 
dada puede comprender múltiples copias de genes que codifican aldosa reductasas no específicas como resultado 
de di-, poli- o aneu-ploidía, y/o una célula puede contener varias (iso)enzimas diferentes con actividad de aldosa 
reductasa que se diferencian en la secuencia de aminoácidos y que están cada una codificada por un gen diferente. 
También en tales casos, preferentemente la expresión de cada gen que codifica una aldosa reductasa no específica35
se reduce o inactiva. Preferentemente, el gen se inactiva por deleción de al menos parte del gen o por rotura del 
gen, por lo que en este contexto el término gen también incluye cualquier secuencia no codificante en la dirección 5' 
o 3' de la secuencia codificante, cuya deleción o inactivación (parcial) produce una reducción de la expresión de la
actividad de aldosa reductasa no específica en la célula hospedadora. Una secuencia de nucleótidos que codifica 
una aldosa reductasa cuya actividad va a reducirse en la célula de la invención y secuencias de aminoácidos de 40
tales aldosa reductasas se describen en el documento WO 06/009434 e incluyen, por ejemplo, los genes de aldosa 
reductasa (no específica) del gen GRE3 de S. cerevisiae (Träff et al., 2001, Appl. Environm. Microbiol. 67: 5668-
5674) y ortólogos del mismo en otras especies.

Una célula hospedadora transformada preferida adicional según la invención puede comprender además
modificaciones genéticas que producen el elevado transporte de xilosa y/o arabinosa en la célula. La célula 45
hospedadora transformada desvelada en el presente documento puede comprender además modificaciones 
genéticas que producen una o más de las características seleccionadas del grupo que consiste en (b) reducida 
sensibilidad a la represión de catabolitos; (c) elevada tolerancia a etanol, osmolaridad o ácidos orgánicos; y, (d) 
reducida producción de subproductos. Se entiende que los subproductos significan moléculas que contienen 
carbono distintas del producto de fermentación deseado e incluyen, por ejemplo, xilitol, arabinitol, glicerol y/o ácido 50
acético. Cualquier modificación genética descrita en el presente documento puede introducirse por mutagénesis 
clásica y cribado y/o selección del mutante deseado, o simplemente por cribado y/o selección de los mutantes 
espontáneos con las características deseadas. Alternativamente, las modificaciones genéticas pueden consistir en la
expresión en exceso de genes endógenos y/o la inactivación de genes endógenos. Genes cuya expresión en exceso
se desea para el elevado transporte de arabinosa y/o xilosa en la célula se eligen preferentemente de genes que 55
codifican un transportador de hexosa o pentosa. En S. cerevisiae y otras levaduras, estos genes incluyen HXT1, 
HXT2, HXT4, HXT5, HXT7 y GAL2, de los que HXT7, HXT5 y GAL2 son los más preferidos (véase Sedlack y Ho, 
Yeast 2004; 21: 671-684). Otro transportador preferido para la expresión en levadura es el transportador de glucosa 
codificado por el gen SUT1 de P. stipitis (Katahira et al., 2008, Enzyme Microb. Technol. 43: 115-119). Similarmente, 
pueden expresarse en exceso ortólogos de estos genes transportadores en otras especies. Otros genes que pueden 60
expresarse en exceso en las células incluyen genes que codifican enzimas glucolíticas y/o enzimas etanologénicas
tales como alcohol deshidrogenasas. Genes endógenos preferidos para la inactivación incluyen genes de hexosa
cinasa, por ejemplo, el gen HXK2 de S. cerevisiae (véase Diderich et al., 2001, Appl. Environ. Microbiol. 67: 1587-

E12798012
21-11-2017ES 2 648 865 T3

 



17

1593); los genes MIG1 o MIG2 de S. cerevisiae; genes que codifican enzimas implicadas en el metabolismo de 
glicerol tales como los genes glicerol-fosfato deshidrogenasa 1 y/o 2 de S. cerevisiae; u ortólogos (de hibridación) de 
estos genes en otras species. Otras modificaciones adicionalmente preferidas de células hospedadoras para la
fermentación de xilosa se describen en van Maris et al. (2006, Antonie van Leeuwenhoek 90:391-418), documentos 
WO2006/009434, WO2005/023998, WO2005/111214 y WO2005/091733. Cualquiera de las modificaciones 5
genéticas de las células como se describen en el presente documento se introducen o modifican preferentemente, 
en la medida de lo posible, por modificación genética de auto-clonación.

Una célula hospedadora preferida según la invención tiene la capacidad de crecer sobre al menos una de xilosa y 
arabinosa como fuente de carbono/energía, preferentemente como única fuente de carbono/energía, y 
preferentemente en condiciones anaerobias, es decir, condiciones como se definen en el presente documento más 10
adelante para el proceso de fermentación anaerobia. Preferentemente, cuando crece sobre xilosa como fuente de 
carbono/energía, la célula hospedadora esencialmente no produce xilitol, por ejemplo, el xilitol producido está por 
debajo del límite de detección o, por ejemplo, es inferior al 5, 2, 1, 0,5, o 0,3 % del carbono consumido en una base 
molar. Preferentemente, cuando crece sobre arabinosa como fuente de carbono/energía, la célula esencialmente no 
produce arabinitol, por ejemplo, el arabinitol producido está por debajo del límite de detección o, por ejemplo, es 15
inferior al 5, 2, 1, 0,5 o 0,3 % del carbono consumido en una base molar.

Una célula hospedadora preferida de la invención tiene la capacidad de crecer sobre una combinación de: a) al 
menos uno de una hexosa y una pentosa; b) ácido acético; y c) glicerol a una velocidad de al menos 0,01, 0,02, 
0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1 en condiciones aerobias, o, más preferentemente, a una velocidad de al menos 0,005, 
0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h-1 en condiciones anaerobias. Por tanto, preferentemente, la célula 20
hospedadora tiene la capacidad de crecer sobre al menos una de xilosa y arabinosa como única fuente de 
carbono/energía a una velocidad de al menos 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1 en condiciones aerobias, o, 
más preferentemente, a una velocidad de al menos 0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h-1 en 
condiciones anaerobias. Más preferentemente, la célula hospedadora tiene la capacidad de crecer sobre una mezcla 
de una hexosa (por ejemplo glucosa) y al menos una de xilosa y arabinosa (en una relación de peso 1:1) como única 25
fuente de carbono/energía a una velocidad de al menos 0,01, 0,02, 0,05, 0,1, 0,2, 0,25 o 0,3 h-1 en condiciones 
aerobias, o, más preferentemente, a una velocidad de al menos 0,005, 0,01, 0,02, 0,05, 0,08, 0,1, 0,12, 0,15 o 0,2 h-1

en condiciones anaerobias.

En otro aspecto, la invención se refiere a un proceso de producción de etanol. El proceso comprende 
preferentemente la etapa de: a) fermentar un medio con una célula de levadura, por lo que el medio contiene o se 30
alimenta con: a) una fuente de al menos una de una hexosa y una pentosa; b) una fuente de ácido acético; y, c) una 
fuente de glicerol y por lo que la célula de levadura fermenta ácido acético, glicerol y al menos una de la hexosa y 
pentosa en etanol. La célula de levadura es una célula (hospedadora) como se ha definido anteriormente en el 
presente documento. El proceso comprende preferentemente una etapa adicional en la que se recupera el producto
de fermentación, es decir, el etanol. El proceso pueden ser un proceso discontinuo, un proceso de lotes alimentados35
o un proceso continuo como son muy conocidos en la técnica. En el proceso de la invención, la fuente de glicerol 
puede ser cualquier fuente de carbono que tenga un estado más reducido que la glucosa. Una fuente de carbono 
que tiene un estado más reducido que la glucosa se entiende como una fuente de carbono de la que el estado de 
reducción promedio por moles de C (de los compuestos en su interior) es superior al estado de reducción por moles 
de C de glucosa. Ejemplos de fuentes de carbono que tienen un estado más reducido que la glucosa incluyen, por 40
ejemplo, alcanoles tales como propanol y butanol; polioles tales como 1,3-propanodiol, butanodiol, glicerol, manitol y 
xilitol.

En un proceso preferido, la fuente de hexosa comprende o consiste en glucosa. Preferentemente, la fuente de 
pentosa comprende o consiste en al menos una de xilosa y arabinosa. Preferentemente, el medio fermentado por las 
células de la invención comprende o se alimenta con (fracciones de) biomasa hidrolizada que comprende al menos 45
una al menos una de una hexosa y una pentosa tal como glucosa, xilosa y/o arabinosa. (Fracciones de) Biomasa 
hidrolizada que comprende las hexosas y pentosa normalmente también comprenderán ácido acético (o una sal del 
mismo). Un ejemplo de biomasa hidrolizada para ser fermentada en los procesos de la invención es, por ejemplo, 
biomasa lignocelulósica hidrolizada. Biomasa lignocelulósica se entiende en el presente documento como biomasa 
de plantas que está compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina. Los polímeros de hidrato de carbono (celulosa y 50
hemicelulosas) están fuertemente unidos a la lignina. Ejemplos de biomasa lignocelulósica que va a hidrolizarse para 
su uso en la presente invención incluyen residuos agrícolas (incluyendo hojas y tallos de maíz y bagazo de caña de 
azúcar), residuos de madera (incluyendo desechos de aserradero y de fábricas de papel) y residuos (municipales) 
de papel. Se conocen en sí en la técnica métodos de hidrólisis de biomasa tales como lignocelulosas e incluyen, por 
ejemplo, ácidos, tales como ácido sulfúrico y enzimas tales como celulasas y hemicelulasas.55

En el proceso de la invención, las fuentes de xilosa, glucosa y arabinosa pueden ser xilosa, glucosa y arabinosa 
como tales (es decir, como azúcares monoméricos) o pueden estar en forma de cualquier oligo- o polímero de 
hidrato de carbono que comprende unidades de xilosa, glucosa y/o arabinosa, tales como, por ejemplo,
lignocelulosa, arabinanos, xilanos, celulosa, almidón y similares. Para la liberación de las unidades de xilosa, 
glucosa y/o arabinosa de tales hidratos de carbono, pueden añadirse carbohidrasas apropiadas (tales como 60
arabinasas, xilanasas, glucanasas, amilasas, celulasas, glucanasas y similares) al medio de fermentación o pueden
ser producidas por la célula hospedadora modificada. En el último caso, la célula hospedadora modificada puede ser
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genéticamente manipulada para producir y excretar tales carbohidrasas. Una ventaja adicional de uso de fuentes 
oligo- o poliméricas de glucosa es que permite mantener una concentración (más) baja de glucosa libre durante la
fermentación, por ejemplo, usando cantidades limitantes de la velocidad de las carbohidrasas, preferentemente 
durante la fermentación. Esto, a su vez, prevendrá la represión de sistemas requeridos para el metabolismo y 
transporte de azúcares no de glucosa tales como xilosa y arabinosa. En un proceso preferido, la célula hospedadora 5
modificada fermenta tanto la glucosa como al menos una de xilosa y arabinosa, preferentemente simultáneamente,
en cuyo caso preferentemente se usa una célula hospedadora modificada que es insensible a la represión de
glucosa para prevenir el crecimiento diaúxico. Además de una fuente de al menos una de xilosa y arabinosa (y 
glucosa) como fuente de carbono, el medio de fermentación comprenderá además el componente apropiado
requerido para el crecimiento de la célula hospedadora modificada. Composiciones de medios de fermentación para 10
el crecimiento de levaduras son muy conocidas en la técnica.

En el proceso de la invención, el medio comprende y/o se alimenta de una fuente de glicerol. El glicerol para uso en 
el proceso de la presente invención puede ser ventajosamente glicerol que se genera como un subproducto en la 
producción de biodiésel a partir de reacciones de transesterificación usando aceites vegetales o grasas animales y 
un alcohol.15

El proceso de fermentación puede ser un proceso de fermentación aerobio o uno anaerobio. Un proceso de 
fermentación anaerobio se define en el presente documento como un proceso de fermentación realizado en 
ausencia de oxígeno o en el que sustancialmente no se consume oxígeno, preferentemente menos de 5, 2,5 o 
1 mmol/l/h, más preferentemente se consumen 0 mmol/l/h (es decir, el consumo de oxígeno no es detectable), y en 
el que las moléculas orgánicas sirven de tanto donante de electrones como aceptores de electrones. En ausencia de 20
oxígeno, la NADH producida en la glicólisis y formación de biomasa no puede ser oxidada por la fosforilación 
oxidativa. Para resolver este problema, muchos microorganismos usan piruvato o uno de sus derivados como
electrón y aceptor de hidrógeno regenerando así NAD+. Así, en un proceso de fermentación anaerobio preferido se 
usa piruvato como electrón (y aceptor de hidrógeno) y se reduce a productos de fermentación tales como etanol, 
además de productos de fermentación no de etanol tales como ácido láctico, ácido 3-hidroxi-propiónico, ácido 25
acrílico, 1,3-propanodiol, butanoles (1-butanol, 2-butanol, isobutanol), productos derivados de isoprenoide. Se 
prefieren procesos anaerobios de la invención con respecto a los procesos aerobios debido a que los procesos 
anaerobios no requieren inversiones y energía para la aireación y además los procesos anaerobios producen 
rendimientos de producto más altos que los procesos aerobios.

Alternativamente, el proceso de fermentación de la invención puede realizarse en condiciones aerobias de oxígeno 30
limitado. Preferentemente, en un proceso aerobio en condiciones de oxígeno limitado, la velocidad de consumo de
oxígeno es al menos 5,5, más preferentemente al menos 6 e incluso más preferentemente al menos 7 mmol/l/h. En 
un proceso de fermentación aerobio de oxígeno limitado preferido de la invención, la célula de levadura de la 
invención consume menos del 30, 20, 18, 15, 12, 10, 8 o 5 % de la cantidad de oxígeno en una base molar de C
relacionada con la fuente de carbono consumida durante la conversión de la fuente de carbono en el producto de35
fermentación. El coeficiente de conversión de oxígeno consumido con respecto al sustrato utilizado en una base 
molar de C (COS) se entiende en el presente documento que significa moles de O2 usados por moles de C de la
fuente de carbono consumida. Así, un proceso de la invención puede llevarse a cabo en condiciones anaerobias
estrictas (es decir, COS = 0,0), o el proceso de la invención puede llevarse a cabo en condiciones aerobias, 
preferentemente de oxígeno limitado, en las que COS es preferentemente inferior a 0,3, 0,2, 0,18, 0,15, 0,12, 0,1, 40
0,08 o 0,05.

El proceso de fermentación se realiza preferentemente a una temperatura que es óptima para las células
modificadas de la invención. Así, para la mayoría de las células de levadura, el proceso de fermentación se realiza a 
una temperatura que es inferior a 42 ºC, preferentemente inferior a 38 ºC. Para células de levadura, el proceso de 
fermentación se realiza preferentemente a una temperatura que es inferior a 35, 33, 30 o 28 ºC y a una temperatura 45
que es superior a 20, 22 o 25 ºC. El proceso de fermentación según la invención es un proceso para la producción 
de etanol, por lo que el proceso comprende la etapa de fermentar un medio con una célula de levadura según la 
invención como se ha descrito anteriormente, por lo que el medio contiene o se alimenta con: a) una fuente de al 
menos una de una hexosa y una pentosa; b) una fuente de ácido acético; y, c) una fuente de glicerol, por lo que la 
célula de levadura fermenta ácido acético, glicerol y al menos una de la hexosa y pentosa en etanol, y 50
opcionalmente, b) recuperación del etanol. El medio de fermentación puede realizarse además como se ha descrito 
anteriormente. En el proceso, la productividad volumétrica de etanol es preferentemente al menos 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 
2,5, 3,0, 5,0 o 10,0 g de etanol por litro por hora. El rendimiento de etanol sobre xilosa y/o glucosa y/o arabinosa y/o 
acetato y/o glicerol en el proceso es preferentemente al menos del 50, 60, 70, 80, 90, 95 o 98 %. El rendimiento de 
etanol se define en el presente documento como un porcentaje del máximo rendimiento teórico que, para xilosa, 55
glucosa y arabinosa es 0,51 g de etanol por g de xilosa, glucosa o arabinosa. Para glicerol, el máximo rendimiento 
teórico es 0,50 g de etanol por g de glicerol y para ácido acético el máximo rendimiento teórico es 0,77 g de etanol 
por g de ácido acético.

En este documento y en sus reivindicaciones, el vector "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no 
limitante para significar que artículos que siguen a la palabra están incluidos, pero artículos no específicamente 60
mencionados no están excluidos. Además, referencia a un elemento por el artículo indefinido "un" o "una" no excluye
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la posibilidad de que más de uno del elemento esté presente, a menos que el contexto requiera claramente que haya 
uno y solo uno de los elementos. Así, el artículo indefinido "un" o "una" normalmente significa "al menos uno".

Los siguientes ejemplos se ofrecen para fines ilustrativos solo, y no pretenden limitar el alcance de la presente 
invención de ningún modo.

Descripción de las figuras5

Figura 1. Se muestra la evolución de los niveles netos de glicerol (g/l) (es decir, producción menos consumo) 
con el tiempo (horas) para las cepas de S. cerevisiae RN1041, RN1041+pRN595, RN1186, RN1187, RN1188 y 
RN1189.

Figura 2. Se muestra la evolución de los niveles netos de ácido acético (g/l) (es decir, producción menos 
consumo) con el tiempo (horas) para las cepas de S. cerevisiae RN1041, RN1041+pRN595, RN1186, RN1187, 10
RN1188 y RN1189.

Ejemplos

1. Ensayos de actividad enzimática

Se prepararon extractos de células para ensayos de actividad a partir de cultivos discontinuos aerobios o anaerobios 
de crecimiento exponencial y se analizaron para el contenido de proteína como se describe por Abbot et al., (2009, 15
Appl. Environ. Microbiol. 75: 2320-2325).

Se midió la actividad de acetaldehído deshidrogenasa dependiente de NAD+ (EC 1.2.1.10) a 30 ºC monitorizando la 
oxidación de NADH a 340 nm. La mezcla de reacción (volumen total 1 ml) contuvo tampón fosfato de potasio 50 mM
(pH 7,5), NADH 0,15 mM y extracto de células. La reacción empezó mediante la adición de acetil-Coenzima A
0,5 mM.20

Para la determinación de la actividad de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8), se prepararon extractos de 
células como se ha descrito anteriormente, excepto que el tampón fosfato se sustituyó por tampón trietanolamina 
(10 mM, pH 5). Se ensayaron las actividades de glicerol-3-fosfato deshidrogenasa en extractos de células a 30 ºC
como se ha descrito previamente (Blomberg y Adler, 1989, J. Bacteriol. 171: 1087-1092,9). Las velocidades de 
reacción fueron proporcionales a las cantidades de extracto de células añadidas.25

Se midió la actividad de acetil-CoA sintasa (EC 6.2.1.1) como se describe por Frenkel y Kitchens (1977, J. Biol. 
Chem. 252: 504-507) que es una modificación del método de Webster (Webster, 1969, Methods Enzymol. 13: 375-
381). La formación de NADH se mide espectrofotométricamente cuando la acetil-CoA producida se acopla con 
reacciones de citrato sintasa y malato deshidrogenasa. El sistema de ensayo contuvo Tris-Cl 100 mM (pH 7,6), 
MgCl2 10 mM, ATP 6 mM, malato 5 mM, NAD+ 1 mM, NADH 0,1 mM, ditiotreitol o 2-mercaptoetanol 2,5 mM, 30
coenzima A 0,2 mM, 25 µg de citrato sintasa (80 unidades/mg), 20 µg de malato deshidrogenasa 
(1000 unidades/mg) y acetato 10 mM y se midió la velocidad de reacción a 340 nm y se calculó a partir del
coeficiente de extinción de NADH (6,22 x 106 cm2/mol).

Se mide la actividad de glicerol deshidrogenasa y dihidroxiacetona cinasa a 30 ºC en extractos de células, 
esencialmente como se describe previamente (Gonzalez et al., 2008, Metab. Eng. 10, 234-245). Las actividades35
enzimáticas de glicerol deshidrogenasa y dihidroxiacetona cinasa se informan como µmoles de sustrato/min/mg de 
proteína de célula.

2. Construcción de cepas

Todas las modificaciones empiezan con la cepa fermentadora de xilosa y arabinosa RN1008 his
-
. RN1008 his

-
, 

también denominada en el presente documento RN1041, es una cepa fermentadora de arabinosa y xilosa basada en 40
CEN.PK) con el genotipo: 

Mat a, ura3-52, leu2-112, his3::loxP, gre3::loxP, loxP-Ptpi::TAL1, loxP-Ptpi::RKI1, loxP-Ptpi-TKL1, loxP-Ptpi-
RPE1, delta:: -LEU2, delta:: Padh1XKS1Tcyc1-URA3-Ptpi-xylA-Tcyc1, delta:: LEU2-AAAaraABD.

Mat a = tipo de apareamiento a

Mutaciones ura3-52, leu2-112, his3::loxP en los genes ura3, leu2 y his3, ura3 está complementado por la 45
construcción de expresión en exceso de xylA-XKS, leu2 está complementado por la construcción de expresión 
en exceso de AraABD. his3 podrían usarse para la selección de plásmidos adicionales, RN1041 necesita
histidina en el medio para el crecimiento.

gre3::loxP = deleción del gen gre3 que codifica xilosa reductasa, queda el sitio loxP después de la eliminación
del marcador.50
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loxP-Ptpi .....= expresión en exceso de la vía de pentosa fosfato het, queda el sitio loxP en la dirección 5' del
promotor constitutivo después de la eliminación del marcador

delta:: = integración de la construcción después de la recombinación en las repeticiones terminales largas del
retrotransposón Ty1.

AAAaraABD = genes araA, araB y araD de Arthrobacter aurescens optimizados en codones (véase el 5
documento WO2009/011591)

Construcciones de deleción para GPD1 y GPD2

La deleción de GPD1 en RN1041 produce la cepa RN1197. La deleción de GPD2 en RN1041 produce la cepa 
RN1198. En esta cepa, posteriormente se deleciona gpd1 para producir la cepa RN1199. En estas cepas se 
introdujeron plásmidos para la expresión en exceso de los genes ACS (RN1200 a RN1207, Tabla 4) y genes 10
adicionales como se indica en la Tabla 4.

gpd1::hphMX

Se usan cebadores gpd1uf, gpd1ur, gpd1df y gpd1dr para la amplificación de fragmentos de secuencias genómicas 
en la dirección 5' y en la dirección 3' del gen GPD1 para su inactivación. Tanto los fragmentos GPD1 en la dirección 
5' como en 3' se clonan en un vector topo blunt (InVitrogen) dando pGPD1up y pGPD1down, respectivamente. 15

gpd1uf: AAGCTTGGTACCCGCCTTGCTTCTCTCCCC (SEQ ID NO: 41)

gpd1ur: TCTAGACCAGCATTCAAGTGGCCGGA (SEQ ID NO: 42)

gpd1df: CGTACGAGTTGTTGAATGGCCAATCCGCT (SEQ ID NO: 43)

gpd1dr: CCATGGTACCGAGTGGTGTTGTAACCACCCT (SEQ ID NO: 44)

gpd1cf: ACCAATACGTAAACGGGGCG (SEQ ID NO: 45)20

gpd1cr: AATACACCCATACATACGGACGC (SEQ ID NO: 46)

Se construye el plásmido pRN593 (SEQ ID NO: 40) por ligación del fragmento cortado con HindIII y XbaI de
pGPD1up hasta el fragmento hphMX cortado con SpeI y BsrGI (colección de plásmidos C5YeastCompany) y el 
fragmento cortado con BsiWI y NcoI de pGPD1down en el vector topo T/A cortado con HindIII y NcoI (Invitrogen). Se 
corta el plásmido pRN593 con KpnI para obtener el fragmento de deleción para romper la copia genómica25
(SEQ ID NO: 17). La mezcla de fragmentos lineales se usa para la transformación de levadura. Los transformantes 
están seleccionados para resistencia a higromicina. La correcta integración produce la deleción del marco de lectura 
abierto de GPD1. La integración se verifica por PCR con los cebadores gpd1cf y gpd1cr.

gpd2::natMX

Se usan cebadores GPD2uf, GPD2ur, GPD2df y GPD2dr para la amplificación de fragmentos de secuencias 30
genómicas en la dirección 5' y en la dirección 3' del gen GPD2 para su inactivación. Se amplifica un fragmento de 
PCR de 407 pb en la dirección 5' con un sitio AflII en el extremo 3' (derivado de la secuencia de GPD2) y un sitio 
BglII en el extremo 5' (para el aislamiento de la construcción de deleción) usando GPD2uf, GPD2ur y se clona en 
pCR2.1 (topo T/A, Invitrogen). 

GPD2uf: GGTACCAGATCTTTTGCGGCGAGGTGCCG (SEQ ID NO: 32)35

GPD2ur: TCTAGACTTAAGGAATGTGTATCTTGTTAATCTTCTGACAGC (SEQ ID NO: 33)

Se amplifica un fragmento de PCR de 417 pb en la dirección 3' con un sitio XhoI en el extremo 5' y un sitio BglII en el 
extremo 3' usando GPD2df y GPD2dr. 

GPD2df: CTCGAGATAGTCTACAACAACGTCCGCA (SEQ ID NO: 34)

GPD2dr: CCATGGAGATCTGCAGTGAAAAAGCTCGAAGAAACAGCT (SEQ ID NO: 35)40

Para la construcción final, el plásmido que contiene el fragmento en la dirección 5' se corta con AflII y Kpn, el
fragmento en la dirección 3' se corta con XhoI en NcoI y el marcador natMX (colección de plásmidos Royal Nedalco) 
se corta con AflII en XhoI y los fragmentos se ligan para producir el plásmido pRN594 (SEQ ID NO: 36). pRN594 se 
corta con BglII antes de la transformación en levadura. Los transformantes están seleccionados para resistencia a 
nourseotricina. La correcta integración se verifica por PCR.45

Método de clonación para la expresión en exceso de los genes ACS1 y ACS2 de Saccharomyces cerevisiae

Se amplifica por PCR el marco de lectura abierto de ACS1 con los cebadores acs1f y acs1r. 
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acs1f: TTAAGCTTAAAATGTCGCCCTCTGCCGT (SEQ ID NO: 47) 

acs1r: AAGCGCGCTACAACTTGACCGAATCAATTAGATGTCTAACAATGCCAGGG (SEQ ID NO: 48)

Este fragmento de PCR se corta con las enzimas de restricción HindIII y BssHII y se liga al fragmento del promotor
TEF1 cortado con SalI y HindIII (colección C5YeastCompany) y el fragmento del terminador ADH1 cortado con 
BssHII y BsiWI (colección C5YeastCompany). Este fragmento combinado se somete a PCR con cebadores 5
específicos de promotor y terminador y se clona en el vector topo Blunt (InVitrogen) dando pACS1.

Se amplifica por PCR el marco de lectura abierto de ACS2 con los cebadores acs2f y acs2r. 

acs2f: AACTGCAGAAAATGACAATCAAGGAACATAAAGTAGTTTATGAAGCTCA (SEQ ID NO: 49)

acs2r: ACGTCGACTATTTCTTTTTTTGAGAGAAAAATTGGTTCTCTACAGCAGA (SEQ ID NO: 50)

Este fragmento de PCR se corta con las enzimas de restricción PstI y SalI y se liga al fragmento del promotor PGK1 10
cortado con SpeI y PstI (collección C5YeastCompany) y el fragmento del terminador PGI1 cortado con XhoI y BsiWI
(collección C5YeastCompany). Este fragmento combinado se somete a PCR con cebadores específicos de promotor 
y terminador y se clona en el vector topo Blunt (InVitrogen) dando el plásmido pACS2.

La construcción de expresión en exceso de ACS1 se corta de pACSI con las enzimas de restricción SalI y BsiWI, la
construcción de expresión en exceso de ACS2 se corta de pACS2 con las enzimas de restricción SpeI y BsiWI, el 15
marcador KanMX se corta con BspEI y XbaI (collección de plásmidos C5YeastCompany). Estos fragmentos se ligan 
al plásmido pRS306 + 2mu ORI (collección de plásmidos C5Yeast company) cortado con BspEI y XhoI dando el
plásmido final pRN753 (SEQ ID NO: 51). Este plásmido se usa para transformar cepas de levadura como se indica 
en la Tabla 4 y los transformantes se seleccionan con resistencia a G418. La expresión en exceso se verifica por
qPCR. Un plásmido alternativo que puede usarse para la expresión en exceso de ACS1 y ACS 2 es pRN500 20
(SEQ ID NO: 20).

Expresión de adhE de E. coli, ADH2 de E. histolytica o mphF de E. coli

Se añaden el promotor PGK1 (SpeI-PstI) y la secuencia terminadora ADH1 (AflII-NotI) a los fragmentos sintéticos 
optimizados en codones y se clonan en pRS303 con 2µ ori cortado con SpeI y NotI y la construcción de expresión se 
clona en este vector. La expresión se verifica por qPRC. Secuencias optimizadas en codones para mphF de E. coli25
(SEQ ID NO: 2), adhE de E. coli (SEQ ID NO: 4) y ADH2 de E. histolytica (SEQ ID NO: 6) son como se indican en el
listado de secuencias.

Para la expresión del gen mhpF de E. coli, se ligaron un fragmento de promotor PGK1 de levadura (SpeI-PstI) y un
fragmento de terminador ADH1 (AflII-NotI) (ambos de la colección de plásmidos de Nedalco) sobre el fragmento 
sintético optimizado en codones que codifica mhpF de E. coli (SEQ ID NO: 2). Se cortó pRS 303 con 2µ ori (= 30
pRN347, colección de plásmidos de Royal Nedalco) con SpeI y NotI y la construcción de expresión de mhpF se 
clonó en este vector para producir pRN558 (SEQ ID NO: 29).

Para la expresión del gen adhE de E. coli, un fragmento sintético optimizado en codones que codifica adhE de E. coli
(SEQ ID NO: 4) se corta con XbaI y AflII y se liga en pRN558 cortado con XbaI y AflII (que sustituye al gen mhpF de
E. coli en pRN558) para producir pRN595 (SEQ ID NO: 30).35

Para la expresión de adh2 de Entamoeba histolytica, un fragmento sintético optimizado en codones que codifica 
adh2 de E. histolytica (SEQ ID NO: 6) se corta con XbaI y AflII y se liga en pRN558 cortado con XbaI y AflII (que 
sustituye el gen mhpF de E. coli en pRN558) para producir pRN596 (SEQ ID NO: 31).

pRN595 se usa para la construcción adicional de pRN957 y pRN977 (véase más adelante). Es evidente que pRN558 
y pRN596 pueden usarse de la misma forma, sustituyendo así la expresión de adhE de E. coli con mhpF de E. coli o40
adh2 de E. histolytica, respectivamente.

Expresión de gldA de E. coli

La construcción para la expresión en levadura de gldA de E. coli se hizo ligando una fragmento de promotor ACT1 
de levadura (cortado con las enzimas de restricción SpeI y PstI), un ORF sintético (SEQ ID NO: 21), que codifica
gldA de E. coli (cortado con PstI en BssHII) y un fragmento de terminador CYC1 de levadura (cortado con BssHII y 45
BsiWI) juntos en pCRII blunt (Invitrogen) para dar pRNgldA (SEQ ID NO: 28).

Expresión en exceso de DAK1 

Se realiza PCR en ADN genómico de S. cerevisiae con cebadores que introducen un sitio XbaI 5' de ATG y un sitio 
SalI 3' de TAA para producir el fragmento de SEQ ID NO: 22. Un fragmento de ADN que comprende el promotor 
TPI1 de S. cerevisiae se liga en la dirección 5' de ORF de DAK1 y el fragmento de ADN que comprende el fragmento 50
de terminador PGI1 de S. cerevisiae se liga en la dirección 3' de ORF de DAK1 para producir pRNDAK 
(SEQ ID NO: 38).
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Expresión de dhaK de C. freundii

La construcción para la expresión en levadura de dhaK de Citrobacter freundii se hizo ligando el fragmento de 
promotor TPI1 de levadura (cortado con las enzimas de restricción XhoI y XbaI), un ORF sintético (SEQ ID NO: 26), 
que codifica dhaK de C. freundii (cortado con XbaI y SalI) y un fragmento de terminador PGI1 de levadura (cortado 
con XhoI y BsiWI) juntos en pCRII blunt (Invitrogen) para dar pRNdhaK (SEQ ID NO: 27).5

Expresión en exceso de GUP1 

Se realiza PCR en ADN genómico de S. cerevisiae con cebadores que introducen un sitio HindIII 5' de ATG y un sitio 
BamHI 3' de TAA para producir el fragmento de SEQ ID NO: 23. Un fragmento de ADN que comprende el promotor 
TDH3 de S. cerevisiae se liga en la dirección 5' de ORF de GUP1 y el fragmento de ADN que comprende el
fragmento de terminador CYC1 de S. cerevisiae se liga en la dirección 3' de ORF de GUP1.10

Expresión en exceso de FPS1 

Se realiza PCR en ADN genómico de S. cerevisiae con cebadores que introducen un sitio NsiI 5' de ATG y un sitio 
BamHI 3' de TAA para producir el fragmento de SEQ ID NO: 24. Un fragmento de ADN que comprende el promotor 
de ADH1 (medio) de S. cerevisiae se liga en la dirección 5' de ORF de FSP1 y el fragmento de ADN que comprende 
el fragmento de terminador CYC1 de S. cerevisiae se liga en la dirección 3' de ORF de FSP1.15

Construcción de pRN347 y la cepa de levadura RN1151

Se construye pRN347 clonando el origen de replicación 2µ (que se amplificó por PCR a partir de pYES2) en pRS303 
(con el gen HIS3 para complementación). RN1041 se transforma con el plásmido pRN347 para producir la cepa 
RN1151.

Cepas que expresan gldA de E. coli y dhaK de C. freundii o que expresan en exceso DAK120

Para la construcción de pRN957, la construcción de expresión gldA de E. coli se corta del plásmido pRNgldA con las 
enzimas de restricción SpeI y BsiWI. La construcción de expresión de dhaK de C. freundii se corta del plásmido 
pRNdhaK con las enzimas de restricción BsiWI y XhoI. Estos fragmentos se ligan en el plásmido pRN595 cortado 
con las enzimas de restricción SpeI y SalI dando pRN957 (SEQ ID NO: 37).

Para la construcción de pRN977, la construcción de expresión gldA de E. coli se corta del plásmido pRNgldA con las 25
enzimas de restricción SpeI y BsiWI. La construcción de expresión de DAK1 se corta del plásmido pRNDAK con las 
enzimas de restricción BsiWI y XhoI. Estos fragmentos se ligan al plásmido pRN595 cortado con las enzimas de 
restricción SpeI y SalI dando pRN977 (SEQ ID NO: 39).

Los plásmidos pRN957 y pRN977 se usan para transformar RN1041, RN1197, RN1198 y RN1199 para dar cepas de 
levadura como se indica en la Tabla 4. 30
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3. Fermentaciones anóxicas en medio de extracto de levadura-peptona estéril con cepas construidas en presencia y 
ausencia de glicerol y o ácido acético

Se obtuvo la prueba del principio de reducción simultánea de ácido acético y oxidación de glicerol usando un medio 
que contenía 1 % de extracto de levadura y 1 % de peptona. Los experimentos se realizaron en cultivo de 
quimiostato (1 litro de volumen de trabajo) a D = 0,05 h-1 y el pH se mantuvo a 5,5 por adición automática de o bien5
KOH o bien H2SO4. Se añadieron glucosa (50 g/l) y xilosa (50 g/l) como fuente de carbono y de energía al medio de 
extracto de levadura-peptona. Para estos experimentos que demuestran la prueba del principio, no se incluyó
arabinosa. Donde fuera relevante, se añadió ácido acético al medio de extracto de levadura-peptona a 4 g/l y glicerol 
a 10 g/l. La temperatura se mantuvo a 32 ºC.

Se preparan precultivos de cepas inoculando un cultivo de reserva de glicerol congelado de la levadura en un medio 10
YP (extracto de levadura al 1 % en p/v y peptona al 1 % en p/v) con adición de cada uno de los azúcares glucosa y 
xilosa (cada uno al 1 % p/v) a 32 ºC y pH 5,5. Después de 24 h de incubación en condiciones óxicas en matraces
oscilantes, se usan 50 ml de este cultivo para inocular los cultivos de quimiostato.

En el estado estacionario de las fermentaciones (cambios de 5 volúmenes), se tomó una muestra para el análisis del
consumo de azúcar (glucosa y xilosa), consumo de ácido acético y metabolito (etanol y glicerol). Se monitorizan las 15
concentraciones de etanol, glicerol y ácido acético por análisis de HPLC. Para determinar el consumo de azúcar, se 
determinan glucosa y xilosa por análisis de HPAEC (Dionex).

La cepa RN1151 no es capaz de alcanzar una situación de estado estacionario en el medio que contiene 4 g/l de 
ácido acético ni en presencia ni en ausencia de glicerol. Si no se añade ácido acético al medio, el organismo en el
estado estacionario consumió toda la glucosa y xilosa (quedando menos de 1 g/l). No se consumió glicerol, sino que 20
en su lugar se produjo.

Las cepas RN1200 y RN1201 se prueban similarmente en medios con ácido acético y ya sea con o sin glicerol 
añadido. Estas cepas rinden de forma claramente diferente de la cepa RN1151. En el medio que contiene glicerol, 
los azúcares glucosa y xilosa se consumen casi hasta la finalización (quedando menos de 1 g/l). Los niveles de 
ácido acético disminuyen a 0,5 g/l y las concentraciones de glicerol al final de la fermentación es 3 g/l en los tres 25
casos. Las cantidades de etanol producidas por las cepas RN1200 y RN1201 oscilaron entre 43 y 47 g/l en diversos 
experimentos. En el medio que no contiene glicerol, pero que contiene 4 g/l de ácido acético, no se obtuvo estado 
estacionario estable. Las cepas no pueden crecer bajo estas condiciones. A partir de estos resultados, los presentes 
inventores llegan a la conclusión de que la expresión de los genes gldA y adhE de E. coli en combinación con la 
regulación por incremento de DAK1 o expresión de dhaK de C. freundii tiene un profundo efecto sobre el rendimiento 30
de las cepas. En presencia de glicerol, son capaces de consumir glicerol y ácido acético,

Las cepas RN1202 a RN1207 son similares a las cepas RN1200 y RN1201, excepto por el hecho de que los genes
GPD1 y/o GPD2 han sido delecionados. En el medio que contiene 4 g/l de ácido acético, los azúcares glucosa y 
xilosa son consumidos casi hasta la finalización (quedando menos de 1 g/l) si se añade glicerol al medio como es el 
caso para las cepas RN1200 y RN1201. Si no se añade glicerol, no se obtiene el estado estacionario.35

4. Fermentaciones anóxicas con las cepas construidas en ácido acético que comprenden hidrolizados 
lignocelulósicos en presencia o ausencia de glicerol

El hidrolizado de fibra de maíz contiene: glucosa (38 g/l), xilosa (28 g/l), arabinosa (12 g/l) y ácido acético (4 g/l). Ha 
sido preparado tratando fibras de maíz a 160 ºC y a pH 3,0 durante 20 minutos, seguido de hidrólisis enzimática por
celulasas y hemicelulasas. Se añadió ácido acético a este hidrolizado produciendo una concentración total de ácido 40
acético en el hidrolizado de 10 g/l. El pH de este hidrolizado enriquecido en ácido acético se restauró a pH = 4,5 por 
la adición de KOH. Se añadió extracto de levadura a este hidrolizado para alcanzar una concentración final de 5 g/l. 
En todos los experimentos posteriores, se empleó este hidrolizado enriquecido. El pH durante las fermentaciones se 
mantuvo a 6,5 por adición automática de cualquiera de KOH o H2SO4.

Se preparan precultivos de cepas inoculando un cultivo de reserva de glicerol congelado de la levadura en un medio 45
YP (extracto de levadura al 1 % en p/v y peptona al 1 % en p/v) con adición de cada uno de los azúcares glucosa, 
xilosa y arabinosa (cada uno al 1 % p/v) a 32 ºC y pH 5,5. Después de 24 h de incubación en condiciones óxicas en
matraces oscilantes, se usan 50 ml de este cultivo para inocular los cultivos de fermentador. Las fermentaciones se 
realizan en una configuración de fermentación de lotes alimentados. El hidrolizado (ya sea con o sin glicerol añadido
a 50 g/l) se bombea en el fermentador. Si no se añadió glicerol, entonces se añadieron 40 ml de agua. Durante las 50
primeras 6 horas, el caudal para el hidrolizado se establece a una velocidad de 5 ml por hora. Durante las siguientes
6 horas, el caudal se establece a 10 ml por hora. Posteriormente, durante otras 43 horas, el caudal se establece a 20 
ml por hora. El volumen total al final de la fermentación alcanza 1000 ml. Estas fermentaciones anóxicas de lotes 
alimentados se realizan a aproximadamente pH = 4,5 con agitación suave a 100 rpm. La temperatura durante las 
fermentaciones se establece a 32 ºC. Para minimizar la infección, los hidrolizados se calientan durante 10 min a 55
105 ºC antes de que se añadan las fermentaciones y el antibiótico kanamicina con una concentración final de 50 
µg/ml.
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Al final de las fermentaciones después de 55 h, se tomó una muestra para el análisis del consumo de azúcar 
(glucosa, xilosa y arabinosa), consumo de ácido acético y metabolito (etanol y glicerol). Se monitorizan las 
concentraciones de etanol, glicerol y ácido acético con el tiempo por análisis de HPLC. Para determinar el consumo 
de azúcar, se determinan glucosa, xilosa, y arabinosa por análisis de HPAEC (Dionex).

La cepa RN1151 (= RN1041 complementada con HIS3) se prueba en el hidrolizado ya sea con o sin glicerol 5
añadido. En ambos casos, la concentración de glucosa al final de la serie de fermentación (55 h) es 35 g/l, mientras 
que la xilosa y arabinosa siguen a sus concentraciones iniciales de 28 y 12 g/l, respectivamente. Las cantidades de 
etanol producidas son 2 g/l y el ácido acético está presente a 9,5 g/l. No se detecta consumo de glicerol en el 
hidrolizado que contiene glicerol. La fermentación de los azúcares se detiene durante el transcurso de la operación 
de lotes alimentados debido a los niveles crecientes de ácido acético. Inicialmente, no está presente ácido acético en 10
el fermentado, pero mientras que se bombea el hidrolizado que contiene niveles tóxicos de ácido acético, la 
concentración alcanza rápidamente niveles tóxicos.

Las cepas RN1200 y RN1201 se prueban similarmente en hidrolizado ya sea con o sin glicerol añadido. Estas cepas
rinden de forma claramente diferente a la cepa RN1151. En el hidrolizado que contiene glicerol, los azúcares 
glucosa, xilosa y arabinosa se consumen hasta la finalización. Los niveles de ácido acético disminuyen a 2 g/l y las 15
concentraciones de glicerol al final de la fermentación son 29,5 g/l en los tres casos. Las cantidades de etanol 
producidas por las cepas RN1200 y RN1201 son 51,7 y 52,2 g/l, respectivamente. En el hidrolizado que no contuvo
glicerol, se consume considerablemente menos azúcar. Los niveles de xilosa y arabinosa son invariables a 28 y 
12 g/l, respectivamente. La glucosa se consume, pero a un grado limitado solo. Al final de la fermentación, la
concentración restante es 32 g/l en los tres casos, alcanzando el etanol una concentración de 3 g/l. La concentración 20
de ácido acético disminuye a 9,1 g/l al final de la fermentación, mientras que se produce algo de glicerol (menos de
0,5 g/l). A partir de estos resultados, los presentes inventores llegan a la conclusión de que la expresión de los genes 
gldA y adhE de E. coli en combinación con la regulación por incremento de DAK1 o la expresión de dhaK de 
C. freundii tiene un profundo efecto sobre el rendimiento de las cepas. En presencia de glicerol, son capaces de 
consumir glicerol y ácido acético, y producir etanol adicional (en comparación con la cepa RN1151). En ausencia de 25
glicerol, las cepas consumen algo de ácido acético. Pero durante la fermentación, el nivel de ácido acético aumenta 
a niveles tóxicos.

Las cepas RN1202 a RN1207 son similares a las cepas RN1200 y RN1201, excepto por el hecho de que los genes
GPD1 y/o GPD2 han sido delecionados. En el hidrolizado que contiene glicerol, los azúcares glucosa, xilosa y 
arabinosa se consumen hasta la finalización como era el caso para la cepa RN1200. Los niveles de ácido acético 30
disminuyen similarmente a aproximadamente 2 g/l y las concentraciones de glicerol al final de la fermentación es
28 g/l en estos tres casos. Las cantidades de etanol producidas por las cepas RN1202, RN1203, RN1204, RN1205, 
RN1206 y RN1207 son 51,6, 52,9, 52,1, 52,5, 53,1 y 52,3 g/l, respectivamente. En el hidrolizado que no contiene 
glicerol, se consume considerablemente menos azúcar. Los niveles de xilosa y arabinosa son invariables a 28 y 
12 g/l, respectivamente. La glucosa se consume pero a un grado limitado solo. Al final de la fermentación, la35
concentración restante en el hidrolizado no de glicerol para glucosa es 31 g/l en los tres casos, alcanzando el etanol
una concentración de 3 g/l. La concentración de ácido acético disminuye a 9,1 g/l al final de la fermentación, 
mientras que se produce algo de glicerol (inferior a 0,5 g/l). A partir de estos resultados los presentes inventores 
llegan a la conclusión de que la deleción de los genes GPD1 y/o GPD2 junto con las otras modificaciones en 
RN1202, RN1203, RN1204, RN1205, RN1206 y RN1207 produce cepas que pueden realizar las reacciones 40
deseadas.

Materiales y métodos para los Ejemplos 5-8

Técnicas generales de biología molecular

A menos que se indique lo contrario, los métodos usados son técnicas bioquímicas estándar. Ejemplos de libros de 
texto de metodología general adecuados incluyen Sambrook et al., Molecular Cloning, a Laboratory Manual (1989) y 45
Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1995), John Wiley & Sons, Inc.

Medios

Los medios usados en los experimentos fueron o bien medio YEP (10 g/l de extracto de levadura, 20 g/l de peptona) 
o bien medio YNB sólido (6,7 g/l de base de nitrógeno de levadura, 15 g/l de agar), complementados con azúcares 
como se indica en los ejemplos. Para el medio YEP sólido, se añadió 15 g/l de agar al medio líquido antes de la 50
esterilización.

En los experimentos de AFM, se usó medio mineral. La composición del medio mineral se ha descrito por Verduyn et 
al. (Yeast (1992), Volumen 8, 501-517) y se complementó con 2,325 g/l de urea y azúcares como se indica en los 
ejemplos.

Transformación de células de levadura55

La transformación de levadura se hizo según el método descrito por Schiestl y Gietz (Current Genetics (1989), 
Volumen 16, 339-346).
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PCR de colonias

Se extrajo ADN genómico de colonias de levadura individuales para PCR según el método descrito por Looke et al. 
(BioTechniques (2011), Volumen 50, 325-328).

Procedimiento de AFM 

El monitor de fermentación de alcohol (AFM; Halotec, Veenendaal, Los Países Bajos) es un birreactor en paralelo de 5
laboratorio robusto y fácil de usar que permite comparaciones precisas de velocidades de conversión de carbono y 
rendimientos para seis fermentaciones anaerobias simultáneas.

El cultivo de partida del experimento de AFM contuvo 50 mg de levadura (peso seco). Para determinar esto, se hizo 
una curva de calibración de la cepa RN1041 de biomasa frente a DO700. Esta curva de calibración se usó en el 
experimento para determinar el volumen de cultivo celular necesario para 50 mg de levadura (peso seco).10

Antes del inicio del experimento de AFM, se cultivaron precultivos como se indica en los ejemplos. Para cada cepa 
se midió la DO700 y se inocularon 50 mg de levadura (peso seco) en 400 ml de medio mineral (Verduyn et al. (Yeast
(1992), Volumen 8, 501-517), complementado con 2,325 g/l de urea y azúcares como se indica en los ejemplos.

Ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa

El método para la determinación del ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa fue adoptado de Lin y 15
Magasanik (1960) J Biol Chem, 235:1820-1823. 

Tabla 5: Condiciones de ensayo

Tampón carbonato/bicarbonato 1,0 M a pH 10 800 µl

Sulfato de amonio 1,0 M 33 µl

NAD+ 0,1 M 33 µl

Extracto libre de células 5 µl

Se preparó extracto libre de células recogiendo células por centrifugación. Las células se recogieron en la fase 
exponencial. El sedimento de células se lavó una vez con tampón carbonato/bicarbonato 1 M (pH 10) y se preparó 20
un extracto libre de células en el mismo mediante la adición de perlas de vidrio y agitando con vórtex a velocidad 
máxima durante intervalos de 1 minuto hasta que las células se rompieron. Lo último se comprobó 
microscópicamente.

Experimentos en matraz oscilante 

Se realizaron experimentos anaerobios en matraz oscilante como se indica en los ejemplos. Los experimentos 25
típicos usan matraces Erlenmeyer de 100 ml con 25 ml de medio. Con el fin de garantizar las condiciones 
anaerobias, el matraz se cerró con un cierre hidráulico. Para cada momento de tiempo, se inoculó un matraz 
oscilante separado, omitiendo así la aireación durante el muestreo.

Cepas

La cepa parental usada en los experimentos descritos en los Ejemplos 5 a 8 es RN1041.30

RN1041 se ha descrito en el documento WO 2012067510. Esta cepa tiene el siguiente genotipo: 

MAT a, ura3-52, leu2-112, his3::loxP, gre3::loxP, loxP-pTPI1::TAL1, loxP-pTPI1::RKI1, loxP-pTPI1-TKL1, loxP-
pTPI1-RPE1, delta::pADH1-XKS1-tCYC1-LEU2, delta:: URA3-pTPI1-xylA-tCYC1

MATa = tipo de apareamiento a

Mutaciones ura3-52, leu2-112, HIS3::loxP en los genes URA3, LEU2 y HIS3, respectivamente. La mutación 35
ura3-52 está complementada por el gen URA3 en la construcción de expresión en exceso de xylA; la mutación 
leu2-112 está complementada por el gen LEU2 en la construcción de expresión en exceso de XKS1. La 
deleción del gen HIS3- produce una auxotrofía a la histidina. Por este motivo, RN1041 necesita histidina en el 
medio para el crecimiento.

gre3::loxP es una deleción del gen GRE3, que codifica aldosa reductasa. El sitio loxP se deja atrás en el 40
genoma loxP después de la eliminación del marcador.
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loxP-pTPI1 designa la expresión en exceso de genes de, descritos en los experimentos en el presente 
documento, la vía de pentosa fosfato no oxidativa por sustitución del promotor nativo por el promotor del gen
TPI1. El sitio loxP en la dirección 5' del promotor TPI1 constitutivo fuerte sigue en el genoma después de la 
eliminación del marcador (Kuyper et al, FEMS Yeast Research 5 (2005) 925-934).

delta:: significa integración cromosómica de la construcción después de la recombinación en las repeticiones 5
terminales largas del retrotransposón Ty1.

Ejemplo 5

Construcción de cepas

Se construyeron las siguientes cepas: 

Tabla 6: Cepas construidas10

RN1041 Cepa parental (véase anteriormente)

RN1067 RN1041 gpd1::hphMX

RN1068 RN1041 gpd2::natMX

RN1069 RN1041 gpd1::hphMX gpd2::natMX

RN1186 RN1041 + pRN977

RN1187 RN1067 + pRN977

RN1188 RN1068 + pRN977

RN1189 RN1069 + pRN977

La deleción del gen GPD1 (gpd1) y/o el gen GPD2 (gpd2) se produjo como se describe en el Ejemplo 2.

Las cepas RN1041, RN1067, RN1068 y RN1069 se transformaron con el plásmido pRN977. Este plásmido contiene 
las siguientes características: el gen HIS3 para la selección de transformantes, el origen de replicación 2µ, el
marcador de resistencia a ampicilina para la selección en E. coli, el gen adhE de E. coli bajo el control del promotor15
PGK1 y el terminador ADH1, el gen DAK1 de S. cerevisiae bajo el control del promotor TPI1 y el terminador PGI1 y 
el gen gldA de E. coli, bajo el control del promotor ACT1 y el terminador CYC1. Todos los promotores y terminadores 
son de S. cerevisiae. La secuencia de plásmido pRN977 se explica en SEQ ID NO: 39.

Después de la transformación de cepas RN1041, RN1067, RN1068 y RN1069, cepas clínicas de colonias 
individuales se sometieron a análisis por PCR de colonias, con el fin de comprobar la presencia de pRN977 de 20
plásmido. Se seleccionó una colonia representativa de cada transformación para experimentación adicional. Estas
cepas seleccionadas se designan RN1186, RN1187, RN1188 y RN1189.

Similarmente, se generaron transformantes con las siguientes especificaciones: 

Tabla 7: transformantes

RN1190 RN1041 + pRN957

RN1191 RN1067 + pRN957

RN1192 RN1068 + pRN957

RN1193 RN1069 + pRN957

25

El plásmido pRN957 es similar a pRN977; sin embargo, el gen DAK1 de S. cerevisiae se ha sustituido por el gen
dhaK de Citrobacter freundii. La secuencia de este plásmido, pRN957, se explica en SEQ ID NO: 37.

Como cepa de control, se transformó la cepa RN1041 con el plásmido pRN595 (RN1041+pRN595). Este plásmido, 
pRN595, es similar a pRN977; sin embargo, carece de los genes gldA y DAK1. La secuencia de plásmido pRN595 
se explica en SEQ ID NO: 30.30
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Ejemplo 6

Experimentos en matraz oscilante 

Se probó el rendimiento de las cepas construidas en un experimento anaerobio en matraz oscilante. Para este fin, 
las células se cultivaron previamente en medio mineral (Verduyn) complementado con glucosa como fuente de 
carbono. Los cultivos se incubaron durante la noche en un agitador rotatorio a 280 rpm y 30 ºC.5

Se tomó una alícuota de las células de los cultivos durante la noche para inoculación de los cultivos anaerobios. La 
cantidad de células fue tal que el cultivo anaerobio tuvo una densidad óptica inicial a 600 nm de aproximadamente 
0,1.

Composición de carbono del medio mineral: 2,5 % de glucosa, 2,5 % de xilosa, 1 % de glicerol y 2 g/l de HAc. El pH 
se ajustó a pH 4,5. Los matraces oscilantes se cerraron con un cierre hidráulico con el fin de garantizar condiciones 10
anaerobias. Para cada momento de tiempo, se inoculó un matraz separado.

Los resultados del aumento neto o disminución de glicerol, después de 94 horas de fermentación, y el consumo de
HAc, se indican en la tabla a continuación. 

Tabla 8: Consumo de glicerol y HAc, y valores de producción de etanol por cepa

Cepa Aumento neto (+) o disminución
(-) de glicerol (en gramos/litro)

Consumo de HAc (en 
gramos/litro)

Título de etanol (en 
gramos por litro)

RN1041 + 1,47 0,24 23,28

RN1186 - 1,20 0,99 25,32

RN1187 - 1,52 0,99 23,76

RN1188 - 0,80 0,97 25,01

RN1189 - 0,86 0,89 24,85

RN1190 - 0,47 0,71 24,38

RN1191 - 0,80 0,93 24,77

RN1192 + 0,93 0,29 23,60

RN1193 - 0,84 0,92 24,93

15

La cepa indicada en la Tabla 8 como RN1041 se transformó con el plásmido pRS323, un vector de clonación
estándar que contiene el gen HIS3 y un origen de replicación 2µ, complementando así la autotrofía a la histidina.

Los resultados muestran: 

- RN1041 produce glicerol, que tiene sentido ya que tanto los genes GPD1 como GPD2 son activos y gldA y 
DAK1 no se expresan en exceso. Como adhE no se expresa en esta cepa, el consumo de HAc es bajo.20

- Las cepas RN1186 a RN1189 muestran consumo de glicerol y HAc, produciendo un aumento del título de etanol 
en comparación con RN1041.

- Los experimentos con los transformantes RN1190, RN1191 y RN1193 muestran los mismos resultados, es 
decir, consumo de glicerol y acetato, sin embargo a un grado ligeramente menor. También aquí, el título de 
etanol es más alto en comparación con RN1041. El resultado de la cepa RN1192 es un artefacto, ya que la25
caracterización posterior mostró que esta cepa había perdido su plásmido pRN957.

La expresión en exceso de tanto una dihidroxiacetona cinasa homóloga como heteróloga, en combinación con la 
expresión en exceso de gldA y adhE, produce un consumo simultáneo de acetato y glicerol en condiciones 
anaerobias.

30
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Ejemplo 7

Experimentos de AFM 

Se repitió el experimento descrito en el Ejemplo 6 en una configuración ligeramente diferente, es decir, el AFM 
(monitor de fermentación alcohólica), que permite la determinación de dióxido de carbono en línea, durante el 
experimento.5

Las cepas probadas fueron RN1041, RN1041+pRN595, RN1186, RN1187, RN1188 y RN1189. La cepa RN1041 se 
transformó con el plásmido pRS323, un vector de clonación estándar que contiene el gen HIS3 y un origen de 
replicación 2µ, complementando así la autotrofía a la histidina.

Las cepas se precultivaron durante la noche en medio mineral con 2 % de glucosa como fuente de carbono, en un 
agitador rotatorio a 280 rpm y 30 ºC.10

Las células se recogieron y se empezó un experimento de AFM como se ha descrito anteriormente.

Se tomaron muestras a intervalos regulares y se determinaron azúcares, etanol, glicerol y HAc por HPLC.

Los resultados se muestran en la tabla a continuación. 

Tabla 9: Consumo de glicerol y HAc, y valores de producción de etanol por cepa en el tiempo = 112 horas.

Cepa Aumento neto (-) o disminución (+) de 
glicerol (gramos por litro)

Consumo de HAc 
(gramos por litro)

Producción de etanol 
(gramos por litro)

RN1041 + 1,4 0,1 24,0

RN1041+pRN595 + 1,1 0,4 24,1

RN1186 - 0,3 0,7 25,5

RN1187 - 1,2 1,0 25,5

RN1188 - 0,3 0,7 25,2

RN1189 - 1,1 1,0 25,6

15

La evolución de los niveles de glicerol y HAc en el tiempo se muestran en las Figuras 1 y 2.

Las cepas RN1041 y RN1041+pRN595 están mostrando una producción neta de glicerol. Las cepas RN1186 y 
RN1188 están mostrando inicialmente producción de glicerol; sin embargo, después de aproximadamente 24 a 32 
horas, comenzó el consumo de glicerol y continuó hasta que al final se observó consumo neto de glicerol.

Las cepas RN1187 y RN1189 no presentan la producción de glicerol inicial, como se observa con RN1186 y 20
RN1188. Después de 24 horas, comienza el consumo de glicerol. El consumo de glicerol es significativamente más 
alto en estas cepas en comparación con RN1186 y RN1188. Estos resultados indican que la deleción del gen GPD1
produce mayor consumo de glicerol que la deleción del gen GPD2.

La cepa RN1041+pRN595 está mostrando un mayor consumo de HAc que la cepa de referencia RN1041. RN1186 y 
RN1188 están presentando un mayor consumo de HAc que RN1041+pRN595. Este resultado indicó que el consumo 25
de glicerol potenció el consumo de HAc. Este efecto es incluso más fuerte en las cepas RN1187 y RN1189.

Ejemplo 8

Ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa

Se prepararon extractos libres de células (CFE) de la cepa RN1041 y RN1190 como se ha descrito anteriormente. 
Se realizó el ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa, adoptado del protocolo de Lin y Magasanik (1960) J 30
Biol Chem, 235:1820-1823. Los resultados se muestran en la tabla a continuación. 
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Tabla 10: Ensayo de actividad de glicerol deshidrogenasa

Muestra Cofactor Aumento en A340/min

RN1041 5 µl de CFE NAD+ 0,00

RN1190 5 µl de CFE NAD+ 0,02

RN1041 20 µl de CFE NAD+ 0,00

RN1190 20 µl de CFE NAD+ 0,09

RN1041 5 µl de CFE NADP+ 0,00

RN1190 5 µl de CFE NADP+ 0,00

RN1041 20 µl de CFE NADP+ 0,00

RN1190 20 µl de CFE NADP+ 0,00

La cepa indicada en la Tabla 10 como RN1041 se transformó con el plásmido pRS323, un vector de clonación 
estándar que contenía el gen HIS3 y un origen de replicación 2µ, complementando así la auxotrofía a la histidina.

Estos resultados indican que: a) gldA de E. coli, expresado en RN1190, es dependiente de NAD+, y b) que el 5
aumento en la cantidad de CFE produjo un aumento proporcional de la velocidad de conversión de NAD+, y de ahí
de glicerol en dihidroxiacetona.
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<400> 1 
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<210> 2

<211> 968

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> mhpF optimizado en codones

10

<400> 2 
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<210> 3

<211> 8915

<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 3 
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<210> 4

<211> 26905

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> adhE sintético optimizado en codones

<400> 4 

5
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<210> 5

<211> 870

<212> PRT5

<213> Entamoeba histolytica

<400> 5 
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<210> 6

<211> 2627

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> ADH2 sintético optimizado en codones

10

<400> 6 
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<210> 7

<211> 367

<212> PRT5

<213> Escherichia coli

<400> 7 
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<210> 8

<211> 584

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 8 
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<210> 9

<211> 591

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 9 
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E12798012
21-11-2017ES 2 648 865 T3

 



51

E12798012
21-11-2017ES 2 648 865 T3

 



52

E12798012
21-11-2017ES 2 648 865 T3

 



53

<210> 10

<211> 560

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 10 
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<210> 11

<211> 609

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 11 

10
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<210> 12

<211> 669

<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

5

<400> 12 
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<210> 13

<211> 713

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 13 
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<210> 14

<211> 683

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 14 
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ES 2 648 865 T3
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<210> 15

<211> 384

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 15 
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<210> 16

<211> 391

<212> PRT5

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 16 
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<210> 17

ES 2 648 865 T3

 



70

<211> 2573

<212> ADN

<213> Artificial

<220>5

<223> Rotura de GDP1

<400> 17 

10

ES 2 648 865 T3

 



71

<210> 18

<211> 2058

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> Rotura de GPD2

10

<400> 18 
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<210> 19

<211> 816

<212> ADN

<213> Saccharomyces cerevisiae

5

<400> 19 

<210> 2010

<211> 12350

<212> ADN

<213> Artificial

<220>15

<223> pRN500

<400> 20 

ES 2 648 865 T3
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ES 2 648 865 T3
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<210> 21

<211> 1120

<212> ADN

<213> Artificial

5

<220>

<223> secuencia de nucleótidos que codifica gldA de E. coli optimizado en codones para levadura

<400> 21 

10

<210> 22

<211> 1450

<212> ADN15

<213> Artificial

<220>
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<223> Fragmento de PCR DAK1 

<400> 22 

5

<210> 23

<211> 1698

<212> ADN

<213> Artificial10

<220>

ES 2 648 865 T3
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<223> Fragmento de PCR GUP1 

<400> 23 

5

<210> 24

<211> 3037

ES 2 648 865 T3

 



84

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Fragmento de PCR FPS1 5

<400> 24 

ES 2 648 865 T3
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<210> 25

<211> 552

<212> PRT5

<213> Citrobacter freundii

<400> 25 

10

ES 2 648 865 T3
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<210> 26

<211> 16785

<212> ADN

ES 2 648 865 T3
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<213> Artificial

<220>

<223> secuencia de nucleótidos que codifica dhaK de C. freundii optimizado en codones para levadura

5

<400> 26 

10

ES 2 648 865 T3

 



89

<210> 27

<211> 2951

<212> ADN

<213> Artificial

5

<220>

<223> pRNdhaK

<400> 27 
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<210> 28

<211> 1949

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pRNgldA
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<400> 28 

5
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<210> 29

<211> 7690

<212> ADN

<213> Artificial

5

<220>

<223> pRN558

<400> 29 
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<210> 30

<211> 9416

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pRN595

10

<400> 30 
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<210> 31

<211> 9352

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pRN596
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<400> 31 
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<210> 32

<211> 29

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador GPD2uf

10

<400> 32

ggtaccagat cttttgcggc gaggtgccg 29

<210> 33

<211> 4215

<212> ADN

<213> Artificial
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<220>

<223> Cebador GPD2ur

<400> 33

tctagactta aggaatgtgt atcttgttaa tcttctgaca gc 425

<210> 34

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial10

<220>

<223> Cebador GPD2df

<400> 3415

ctcgagatag tctacaacaa cgtccgca 28

<210> 35

<211> 39

<212> ADN20

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador GPD2dr

25

<400> 35

ccatggagat ctgcagtgaa aaagctcgaa gaaacagct 39

<210> 36

<211> 439730

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pRN59435

<400> 36 
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<210> 37

<211> 14200

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pRN957

10
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<400> 37 
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<210> 38

<211> 3042

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pRNDAK

10

<400> 38 
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<210> 39

<211> 14291

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> pRN977

10

<400> 39 
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<210> 40

<211> 48915

<212> ADN
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<213> Artificial

<220>

<223> pRN593

5

<400> 40 
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<210> 41

<211> 30

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador gpd1uf

10

<400> 41
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aagcttggta cccgccttgc ttctctcccc 30

<210> 42

<211> 26

<212> ADN5

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador gpd1ur

10

<400> 42

tctagaccag cattcaagtg gccgga 26

<210> 43

<211> 2915

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador gpd1df20

<400> 43

cgtacgagtt gttgaatggc caatccgct 29

<210> 4425

<211> 31

<212> ADN

<213> Artificial

<220>30

<223> Cebador gpd1dr

<400> 44

ccatggtacc gagtggtgtt gtaaccaccc t 31

35

<210> 45

<211> 20
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador gpd1cf5

<400> 45

accaatacgt aaacggggcg 20

<210> 4610

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>15

<223> Cebador gpd1cr

<400> 46

aatacaccca tacatacgga cgc 23

20

<210> 47

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

25

<220>

<223> Cebador acs1f

<400> 47

ttaagcttaa aatgtcgccc tctgccgt 2830

<210> 48

<211> 50

<212> ADN

<213> Artificial35

<220>
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<223> Cebador acs1r

<400> 48

aagcgcgcta caacttgacc gaatcaatta gatgtctaac aatgccaggg 50

5

<210> 49

<211> 49

<212> ADN

<213> Artificial

10

<220>

<223> Cebador acs2f

<400> 49

aactgcagaa aatgacaatc aaggaacata aagtagttta tgaagctca 4915

<210> 50

<211> 49

<212> ADN

<213> Artificial20

<220>

<223> Cebador acs2r

<400> 5025

acgtcgacta tttctttttt tgagagaaaa attggttctc tacagcaga 49

<210> 51

<211> 13018

<212> ADN30

<213> Artificial

<220>

<223> pRN753

35

<400> 51 
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso de producción de etanol, por el que el proceso comprende la etapa de fermentar un medio con una 
célula de levadura, por el que el medio contiene o se alimenta con: 

a) una fuente de al menos una de una hexosa y una pentosa;

b) una fuente de ácido acético; y,5

c) una fuente de glicerol,

por el que la célula de levadura fermenta ácido acético, glicerol y al menos una de la hexosa y pentosa en etanol, y 
opcionalmente, recuperación del etanol, por el que la célula de levadura comprende un gen exógeno que codifica 
una enzima con actividad de acetaldehído deshidrogenasa, gen que confiere a la célula la capacidad de convertir el 
ácido acético en etanol, y por el que la célula de levadura comprende un gen bacteriano que codifica una enzima con 10
actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD+, y en el que la célula de levadura comprende una modificación 
genética que aumenta la actividad específica de dihidroxiacetona cinasa, en el que la célula de levadura no es una 
célula de levadura que comprende una modificación genética que reduce la actividad de formiato deshidrogenasa
dependiente de NAD+ específica en la célula, en el que el aumento o reducción de una actividad específica de una 
enzima particular es un aumento o disminución en comparación con la actividad específica de esa enzima en una15
célula de levadura no mutada por lo demás idéntica.

2. Un proceso según la reivindicación 1, en el que el gen exógeno que codifica la enzima con actividad de 
acetaldehído deshidrogenasa comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos 
con al menos uno de: 

i) al menos el 64 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 1,20

ii) al menos el 76 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 3 y,

iii) al menos el 61 % de identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 5; y,

en el que el gen bacteriano que codifica una enzima con actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD+

comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 45 % de 
identidad de secuencia de aminoácidos con SEQ ID NO: 7.25

3. Un proceso según la reivindicación 1 o 2, en el que la célula de levadura comprende una modificación genética 
que reduce la actividad específica de glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+ en la célula.

4. Un proceso según la reivindicación 3, en el que la modificación genética que reduce la actividad específica de 
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD+ en la célula es una modificación genética que reduce o 
inactiva la expresión de un gen endógeno que codifica una glicerolfosfato deshidrogenasa que tiene una secuencia 30
de aminoácidos con al menos el 70 % de identidad de secuencia con SEQ ID NO: 16.

5. Un proceso según la reivindicación 1 o 2, en el que la modificación genética que aumenta la actividad específica 
de dihidroxiacetona cinasa es expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos que codifica una 
dihidroxiacetona cinasa, y en el que, preferentemente, la secuencia de nucleótidos que codifica la dihidroxiacetona 
cinasa comprende una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 50 %35
de identidad de secuencia de aminoácidos con al menos una de SEQ ID NO: 8, 9 y 25.

6. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones 2 - 5, en el que la célula comprende además una 
modificación genética que aumenta al menos uno de: 

i) la actividad de acetil-CoA sintetasa específica, y en el que la modificación genética es la expresión en exceso 
de una secuencia de nucleótidos que codifica una acetil-CoA sintetasa; y,40

ii) el transporte de glicerol en la célula mediante expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos que 
codifica al menos una de una proteína de captación de glicerol y un canal de glicerol, en el que, 
preferentemente, la secuencia de nucleótidos que codifica la proteína de captación de glicerol comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 50 % de identidad de 
secuencia de aminoácidos con al menos una de SEQ ID NO: 10 y 11, y en el que, preferentemente, la 45
secuencia de nucleótidos que codifica el canal de glicerol comprende una secuencia de nucleótidos que 
codifica una secuencia de aminoácidos con al menos el 30 % de identidad de secuencia de aminoácidos con la 
secuencia de aminoácidos entre los aminoácidos 250 y 530 de SEQ ID NO: 12.

7. Un proceso según la reivindicación 6, en el que la secuencia de nucleótidos que codifica una acetil-CoA sintetasa 
es la acetil-CoA sintetasa codificada por el gen ACS1 o ACS2 de S. cerevisiae.50

ES 2 648 865 T3

 



146

8. Un proceso según la reivindicación 6 o 7, en el que la modificación genética aumenta la actividad de acetil-CoA 
sintetasa específica en condiciones anaerobias mediante la expresión en exceso de una secuencia de nucleótidos 
que codifica una acetil-CoA sintetasa, por el que la secuencia de nucleótidos está operativamente unida a un 
promotor que es activo en condiciones anaerobias.

9. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones 2-8, en el que la célula de levadura comprende al menos 5
uno de: 

i) un gen de xilosa isomerasa exógeno funcional, gen que confiere a la célula la capacidad de isomerizar xilosa 
en xilulosa; y,

ii) genes exógenos funcionales que codifican una L-arabinosa isomerasa, una L-ribulocinasa y una L-ribulosa-
5-fosfato 4-epimerasa, genes que juntos confieren a la célula la capacidad de convertir L-arabinosa en D-10
xilulosa 5-fosfato, y en el que, preferentemente, la célula de levadura comprende al menos una modificación 
genética adicional que produce una característica seleccionada del grupo que consiste en: 

a) elevada actividad de xilulosa cinasa específica;

b) elevado flujo de la vía de pentosa fosfato;

c) reducida actividad específica de aldosa reductasa no específica; y,15

d) elevado transporte de al menos una de xilosa y arabinosa en la célula hospedadora.

10. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la célula de levadura es de un 
género seleccionado del grupo que consiste en Saccharomyces, Kluyveromyces, Candida, Pichia, 
Schizosaccharomyces, Hansenula, Kloeckera, Schwanniomyces y Yarrowia.

11. Un proceso según la reivindicación 10, en el que la célula de levadura pertenece a una especie seleccionada del 20
grupo que consiste en S. cerevisiae, S. exiguus, S. bayanus, K. lactis, K. marxianus y Schizosaccharomyces pombe.

12. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el medio contiene o se alimenta 
con un hidrolizado lignocelulósico.

13. Un proceso según una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la célula de levadura fermenta
en condiciones anaerobias.25

14. Una célula de levadura que comprende: 

a) un gen exógeno que codifica una enzima con actividad de acetaldehído deshidrogenasa, gen que confiere a 
la célula la capacidad de convertir ácido acético en etanol; y,

b) un gen bacteriano que codifica una enzima con actividad de glicerol deshidrogenasa unida a NAD+,

en la que la célula de levadura no es una célula de levadura que comprende una modificación genética que30
reduce la actividad de formiato deshidrogenasa dependiente de NAD+ específica en la célula, en la que la 
célula de levadura comprende una modificación genética que aumenta la actividad específica de 
dihidroxiacetona cinasa, en la que el aumento o reducción de una actividad específica de una enzima particular 
es un aumento o disminución en comparación con la actividad específica de esa enzima en una célula de 
levadura no mutada por lo demás idéntica.35

15. Una célula de levadura según la reivindicación 14, en la que la célula de levadura es además como se define en 
una cualquiera de las reivindicaciones 2 - 11.
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