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DESCRIPCION
Produccién fermentativa de etanol libre de glicerol

La presente invencién se refiere a una célula de levadura recombinante que tiene la capacidad de producir un
producto de fermentacion deseado, a la construccion de dicha célula de levadura mediante modificacién genética y a
un proceso para producir un producto de fermentacion, en el que se usa dicha célula de levadura.

La produccion de etanol mediante Saccharomyces cerevisiae es actualmente, en volumen, el proceso de
fermentacion mas grande sencillo en la biotecnologia industrial. Un esfuerzo de investigacion global esta en
progreso para expandir el rango de sustratos de S. cerevisiae para incluir hidrolizados lignocelulésicos, en particular
biomasa lignocelulésica hidrolizada de materias primas no alimentarias (por ejemplo, cultivos energéticos y residuos
agricolas, residuos forestales o materiales de desecho industriales/de consumo que son ricos en celulosa,
hemicelulosa y/o pectina) y para aumentar la productividad, la robustez y el rendimiento de producto.

La biomasa lignocelulésica es abundante, sin embargo, en general no se fermenta facilmente mediante
microorganismos que producen etanol de tipo silvestre, tal como S. cerevisiae. La biomasa tiene que hidrolizarse. El
hidrolizado resultante es a menudo una mezcla de diversos monosacaridos y oligosacaridos, que pueden no ser
todos sustratos adecuados para el microorganismo de tipo silvestre. Ademas, los hidrolizados normalmente
comprenden acido acético, formado como subproducto en particular cuando se hidroliza pectina o hemicelulosa, y -
dependiendo del tipo de hidrdlisis - uno o mas de otros subproductos o reactivos residuales que pueden afectar
adversamente a la fermentacion. En particular, se ha notificado que el acido acético afecta negativamente a la
cinética y/o estequiometria de la fermentacion de azucar mediante cepas de S. cerevisiae de tipo silvestre y
modificadas genéticamente y su toxicidad esta fuertemente aumentada a un pH de cultivo bajo (Helle et al. Enzyme
Microb Technol 33 (2003) 786-792; Bellissimi et al. FEMS Yeast Res 9 (2009) 358-364).

Se han propuesto diversos enfoques para mejorar las propiedades fermentativas de organismos productores de
etanol mediante modificacién genética, y para mejorar el proceso de hidrdlisis de la biomasa. Por ejemplo, una visién
general de los desarrollos en la produccién fermentativa de etanol a partir de hidrolizados de biomasa se
proporciona en una revision de A. van Maris et al. (Antonie van Leeuwenhoek (2006) 90:391-418). Se hace
referencia a diversas maneras en las que puede modificarse S. cerevisiae y a diversos métodos de hidrolizado de
biomasa lignoceluldsica.

El documento WOO00/03021 describe células microbianas modificadas metabdlicamente mediante ingenieria que
comprenden una actividad enzimatica expresable que, cuando se expresa, puede proporcionar una alteracion en el
nivel redox de dicha célula.

El documento W0O2004/048559 describe microorganismos modificados metabdlicamente mediante ingenieria que
tiene una primera ruta metabdlica operativa en la que un primer metabolito se transforma en un segundo metabolito
en una reaccion en la que NAD es un cofactor para una primera enzima que produce NADH, transformandose el
segundo metabolito en al menos un metabolito adicional en una reaccion catalizada por una segunda enzima, y que
tiene una segunda ruta metabdlica operativa caracterizada por una actividad enzimatica en exceso de un nivel nativo
con respecto a una tercera enzima que cataliza una reaccion irreversible en la que NADP es un cofactor y NADPH
es un producto y en la que dicho primer metabolito se transforma en un dicho metabolito adicional sin la implicacién
de dicha segunda enzima.

Q.-X Kong et al (“Overexpressing GLT1 in gpdlA mutant to improve the production of ethanol of Saccharomyces
cerevisiae”, Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 73, n.° 6, 5 de octubre de 2006, paginas 1382-1386)
describen una cepa de Saccharomyces cerevisiae mutante, en la que se delecion6 el gen GPD1, asi como una cepa
de Saccharomyces cerevisiae mutante en la que el gen GLT1 se coloco bajo el promotor PGK1 al tiempo que
alberga una delecion GPD1.

Q.-X Kong et al (“Over-expressing GLT1 in a gpd2A mutant of Saccharomyces cerevisiae to improve the production
of ethanol”, Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 75, n.° 6, 16 de mayo de 2007, paginas 1361-1366)
describen dos cepas recombinantes de Saccharomyces cerevisiae en las que se delecion6 el gen GPD2 usando un
método de sustitucién génica de una sola etapa para minimizar la formacién de glicerol y mejorar la produccién de
etanol. Ademas, el gen GLT1 se sobreexpres6 mediante un método de sustitucion génica de dos etapas para
superar el problema de desequilibrio redox en las cepas modificadas genéticamente.

L. Cao et al (“Overexpression de GLT1 in fpslAgpdA mutant for optimum ethanol formation by Saccharomyces
cerevisiae”, Biomolecular Engineering, vol. 24, n.° 6, 23 de octubre de 2007, paginas 638-642) describen dos cepas
de S. cerevisiae modificadas mediante ingenieria para una posible redireccion del flujo de carbono del glicerol al
etanol mediante la sobreexpresion de GLT1 en el mutante fps1AgpdA.
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J. Nielsen (“Metabolic engineering”, Applied Microbiology and Biotechnology, vol. 55, n.° 3, 1 de abril de 2001,
paginas 263-283) describe la modificacion metabdlica mediante ingenieria e incluye el andlisis de la funcién celular y
el disefio y la construccion de cepas mejoradas mediante ingenieria genética.

Z. Waks et al (“Engineering a Synthetic Dual-Organism System for Hydrogen Production”, Applied and Environmental
Microbiology, vol. 75, n.° 7, 1 de abril de 2009, paginas 1867-1875) describen la implementacion de una ruta de
sobreproduccién de formiato en Saccharomyces cerevisiae. Describen la expresion de piruvato formiato liasa y la
adicion de AdhE, ambos de E. coli.

El documento WO03/078643 describe métodos para preparar una cepa de Saccharomyces cerevisiae que produce
etanol, que utiliza xilosa, que comprende genes para la sobreexpresion de xilosa reductasa, xilitol deshidrogenasa y
xilulocinasa, en los que ademas de dichos genes, se introducen y opcionalmente se sobreexpresan los genes para
la produccién de fosfoacetiltransferasa y acetaldehido deshidrogenasa.

Un reto importante en relacion con la estequiometria de la produccion de etanol a base de levadura es que se
forman invariablemente cantidades sustanciales de glicerol como subproducto. Se ha estimado que, en los procesos
de etanol industriales tipicos, hasta aproximadamente el 4% en peso de la materia prima de azlcar se convierte en
glicerol (Nissen et al. Yeast 16 (2000) 463-474). En condiciones que son ideales para el crecimiento anaerobico, la
conversion en glicerol puede ser incluso superior, de hasta aproximadamente el 10%.

La produccion de glicerol en condiciones anaerobias esta vinculada principalmente al metabolismo redox. Durante el
crecimiento anaerébico de S. cerevisiae, se produce desasimilacién de azucar por medio de fermentacion alcohdlica.
En este proceso, el NADH formado en la reaccion glicolitica de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa vuelve a
oxidarse mediante la conversion de acetaldehido, formado mediante la descarboxilaciéon de piruvato en etanol por
medio de alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD". La estequiometria fija de esta ruta de desasimilacion neutra
en cuanto al redox provoca problemas cuando se produce una reduccion neta de NAD* a NADH en otra parte en el
metabolismo. En condiciones anaerobias, la nueva oxidacion de NADH en S. cerevisiae depende estrictamente de la
reduccion de azlcar a glicerol. La formacion de glicerol se inicia mediante la reduccion del producto intermedio
glicolitico dihidroxiacetona fosfato a glicerol 3-fosfato, una reaccioén catalizada por glicerol 3-fosfato deshidrogenasa
dependiente de NAD". Posteriormente, el glicerol 3-fosfato formado en esta reaccion se hidroliza mediante glicerol-3-
fosfatasa para dar glicerol y fosfato inorganico. Por consiguiente, el glicerol es un subproducto importante durante la
produccion anaerébica de etanol mediante S. cerevisiae, lo cual no se desea ya que reduce la conversion global de
azucar a etanol. Ademas, la presencia de glicerol en los efluentes de las plantas de produccion de etanol puede
imponer costes para el tratamiento de aguas residuales.

Es un objeto de la invencion proporcionar una célula recombinante novedosa, que sea adecuada para la produccién
fermentativa, anaerdbica, de etanol a partir de un carbohidrato, en particular un carbohidrato obtenido de biomasa
lignocelulésica, que tenga una produccién de glicerol reducida en comparaciéon con su organismo de tipo silvestre
correspondiente 0 que careza de produccién de glicerol si la célula se usa para la preparaciéon fermentativa de
etanol.

Es un objeto adicional proporcionar un método novedoso para preparar de manera fermentativa etanol en cultivos de
levadura anaerobios, método en el que no se forma glicerol, o en el que al menos se produce menos glicerol que en
un método que hace uso de cepas conocidas de S. cerevisiae.

Uno o mas objetos adicionales que pueden alcanzarse resultan evidentes a partir de la descripcion y/o las
reivindicaciones.

Los inventores se han dado cuenta de que es posible cumplir uno 0 méas de estos objetivos proporcionando una
célula recombinante especifica en la que se ha incorporado una actividad enzimatica distinta especifica, que permite
la nueva oxidacion del NADH formado en la fermentacion de un carbohidrato, también en ausencia de la actividad
enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a una célula de levadura recombinante, la célula que comprende
una o mas secuencias de 4cido nucleico recombinantes, en particular heterdlogas, que codifican para una proteina
que tiene actividad acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD* (EC 1.2.1.10), careciendo dicha
célula de la actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH, o teniendo la célula
una actividad enzimatica reducida con respecto a la sintesis de glicerol dependiente de NADH en comparacion con
una célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, estando dicha célula libre de actividad glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NAD o teniendo actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD
reducida en comparacion con una célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, y/o estando la célula o bien
libre de actividad glicerol fosfato fosfatasa o teniendo actividad glicerol fosfato fosfatasa reducida en comparacion
con una célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, y que comprende una mutacién genémica en al menos
un gen seleccionado del grupo que consiste en GPD1, GPD2, GPP1 y GPP2, y comprendiendo la célula de levadura
una o mas secuencias de acido nucleico que codifican para una proteina que tiene actividad acetil-coenzima A
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sintetasa (EC 6.2.1.1) y una o mas secuencias de acido nucleico que codifican para una proteina que tiene actividad
alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ (EC 1.1.1.1).

Los inventores se han dado cuenta en particular de que resulta ventajoso proporcionar una célula sin actividad
enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH o una célula con actividad enzimatica
reducida necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH.

La invencion se refiere ademas al uso de una célula segun la invencion para la preparacion de etanol.

En particular, la invencién se refiere ademas a un método para preparar etanol, que comprende preparar etanol a
partir de un carbohidrato fermentable y a partir de acetato, preparacién que se lleva a cabo en condiciones
fermentativas anaerobias usando una célula de levadura, expresando dicha célula actividad acetil-coenzima A
sintetasa y actividad acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD®, careciendo dicha célula
preferiblemente de la actividad enzimatica necesaria para la ruta bioquimica para la sintesis de glicerol a partir de un
carbohidrato o teniendo una actividad enzimatica reducida con respecto a la ruta bioquimica para la sintesis de
glicerol a partir de un carbohidrato en comparacién con una célula de S. cerevisiae de tipo silvestre.

Ventajosamente, segun la invencién se produce etanol en una razén molar de glicerol:etanol de menos de 0,04:1, en
particular de menos de 0,02:1, preferiblemente de menos de 0,01:1. La produccién de glicerol puede estar ausente
(se indetectable), aunque al menos en algunas realizaciones (en la que la sintesis de glicerol dependiente de NADH
se reduce, pero no se prohibe completamente) puede producirse algo de glicerol como producto secundario, por
ejemplo, en una razoén de glicerol con respecto a etanol de 0,001:1 0 mas.

La Figura 1 muestra esquematicamente un procedimiento de modificacion genética que puede llevarse a cabo como
parte de la produccién de una célula segun la invencion.

La Figura 2 muestra concentraciones de biomasa y productos en cultivos en lotes anaerdbicos de diferentes cepas
de S. cerevisiae sobre glucosa (20 g I"). El &cido acético (2,0 g I") estaba presente desde el inicio de la
fermentacion (panel A, B) o se afadi6 en el punto de tiempo indicado mediante la flecha (panel C, D). Condiciones
de crecimiento: T = 30°C, pH 5,0. Simbolos: A, densidad o6ptica a 660 nm; e, glucosa; o, etanol; m, acetato; o,
glicerol. Cada grafico representa valores de una de dos repeticiones independientes, que proporcionaron datos que
diferian en menos de, 5%. Panel A: S. cerevisiae IMEQ76 (GPD1 GPD2). Panel B: S. cerevisiae IMZ132 (gpdi1A
gpd2A que sobreexpresa el gen mhpF de E. coli). Panel C: S. cerevisiae IMZ132 (gpd1A gpd2A que sobreexpresa el
gen mhpF de E. coli). Panel D: S. cerevisiae IMZ127 (gpd1A gpd2A) que se hizo crecer sobre glucosa (20 g.I").

La presente invencion permite la eliminacién completa de la produccién de glicerol, o al menos una reduccion
significativa de la misma, proporcionando una célula de levadura recombinante, en particular S. cerevisiae, de modo
que puede volver a oxidar el NADH mediante la reduccion de acido acético a etanol por medio de reacciones
dependientes de NADH.

Esto no es solo ventajoso porque se evita 0 al menos se reduce la produccion de glicerol, sino porque el producto
formado en la nueva oxidacion de NADH es también el producto deseado, concretamente etanol, un método de la
invencion también puede ofrecer un rendimiento de producto aumentado (determinado como el % en peso de
materia prima convertida, es decir, carbohidrato mas acido acético, que se convierte en etanol).

Dado que el acido acético esta disponible generalmente en cantidades significativas en hidrolizados lignocelulésicos,
esto hace que la presente invencion resulte particularmente ventajosa para la preparaciéon de etanol usando biomasa
lignocelulésica como fuente para el carbohidrato fermentable. Ademas, las fuentes de carbohidrato que pueden
contener una cantidad considerable de acetato incluyen melaza de remolacha azucarera (hidrolizados de) y que
contienen almidén (por ejemplo, productos de desecho de procesos de molienda en seco de maiz, de procesos de
molienda en humedo de maiz; de procesos de residuos de almidén, por ejemplo, con recirculaciones de destilacion).
La invencion contribuye a una disminucion de los niveles del compuesto inhibidor &cido acético y una fraccion mas
grande del hidrolizado pasa a ser realmente un sustrato para la produccién del etanol.

Se han conseguido buenos resultados con una célula de levadura sin actividad enzimatica observable necesaria
para la sintesis de glicerol dependiente de NADH, tal como se ilustra en el ejemplo. Sin embargo, los inventores
contemplan que también pueda usarse ventajosamente una célula de levadura segun la invencion que tenga
actividad de sintesis de glicerol dependiente de NADH para, por ejemplo, la produccién de etanol. Se contempla que
tal célula pueda usar acetato para volver a oxidar al menos parte del NADH. De ese modo, el acetato puede
competir con la ruta de sintesis de glicerol dependiente de NADH y por tanto reducir potencialmente la sintesis de
glicerol. Ademas, el acetato presente en una materia prima usada para la produccién de etanol, tal como un
hidrolizado lignocelulésico, puede convertirse en etanol, aumentando de ese modo el rendimiento de producto.

El término “un” 0 “una” tal como se usa en el presente documento se define como “al menos un/una” a menos que se
especifique lo contrario.
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Cuando se haga referencia a un nombre (por ejemplo, un compuesto, un aditivo, etc.) en singular, se pretende que
esté incluido el plural. Por tanto, cuando se haga referencia a un resto especifico, por ejemplo, “compuesto”, esto
significa “al menos uno” de ese resto, por ejemplo, “al menos un compuesto”, a menos que se especifique lo
contrario.

El término “0” tal como se usa en el presente documento debe entenderse como “y/o0”.

Cuando en el presente documento se haga referencia a un carboxilato, por ejemplo, acetato, se pretende que se
incluya el acido carboxilico correspondiente (su acido conjugado) asi como una sal del mismo, y viceversa.

Cuando se haga referencia a un compuesto del que existen varios isémeros (por ejemplo, un enantiémero D y uno
L), el compuesto incluye en principio todos los enantiomeros, diasteredmeros e isémeros cis/trans de ese compuesto
que puedan usarse en el método particular de la invencién; en particular cuando se haga referencia a un compuesto
de este tipo, incluye el/los isomero(s) natural(es).

El término “fermentacion”, “fermentativo” y similares se usa en el presente documento en un sentido clasico, es
decir, para indicar que un proceso se lleva o se ha llevado a cabo en condiciones anaerobias. Las condiciones
anaerobias se definen en el presente documento como condiciones sin nada oxigeno o en las que esencialmente no
se consume oxigeno por parte de la célula de levadura, en particular una célula de levadura, y habitualmente
corresponde a un consumo de oxigeno de menos de 5 mmol/l.h, en particular a un consumo de oxigeno de menos
de 2,5 mmol/l.h, o menos de 1 mmol/l.h. Esto corresponde habitualmente a una concentracion de oxigeno disuelto
en el caldo de cultivo de menos del 5% de saturacion de aire, en particular a una concentracion de oxigeno disuelto
de menos del 1% de saturacién de aire, o menos del 0,2% de saturaciéon de aire.

El término “levadura” o “célula de levadura” se refiere a un grupo filogenéticamente diverso de hongos unicelulares,
la mayoria de los cuales estan en la division de Ascomycota y Basidiomycota. Las levaduras en gemacion
(“levaduras verdaderas”) estan clasificadas en el orden Saccharomycetales, siendo Saccharomyces cerevisiae la
especie mas ampliamente conocida.

El término “(célula) recombinante”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una cepa (célula) que
contiene &cido nucleico que es el resultado de una o mas modificaciones genéticas usando técnica(s) de ADN
recombinante y/u otra(s) técnica(s) mutagénica(s). En particular una célula recombinante puede comprender acido
nucleico no presente en una célula de tipo silvestre correspondiente, acido nucleico que se ha introducido en esta
cepa (célula) usando técnicas de ADN recombinante (una célula transgénica), o acido nucleico no presente en dicho
tipo silvestre es el resultado de una 0 mas mutaciones - por ejemplo usando técnicas de ADN recombinante u otra
técnica de mutagénesis, tal como irradiacion UV - en una secuencia de acido nucleico presente en dicho tipo
silvestre (tal como un gen que codifica para un polipéptido de tipo silvestre) o habiéndose modificado la secuencia
de acido nucleico de un gen para seleccionar como diana el producto polipeptidico (que codifica para el mismo)
hacia otro compartimento celular. Ademas, el término “(célula) recombinante” se refiere en particular a una cepa
(célula) de la que se han retirado secuencias de ADN usando técnicas de ADN recombinante.

El término “célula (de levadura) transgénica” tal como se usa en el presente documento, se refiere a una cepa
(célula) que contiene acido nucleico que no se produce de manera natural en esta cepa (célula) y que se ha
introducido en esta cepa (célula) usando técnicas de ADN recombinante, es decir, una célula recombinante).

El término “mutado” tal como se usa en el presente documento en relacién con proteinas o polipéptidos significa que
al menos un aminoacido en la secuencia de proteina o de polipéptido de tipo silvestre o que se produce de manera
natural se ha sustituido por un aminoacido diferente, insertado o delecionado de la secuencia por medio de
mutagénesis de acidos nucleicos que codifican para estos aminoacidos. La mutagénesis es un método ampliamente
conocido en la técnica, e incluye, por ejemplo, mutagénesis dirigida al sitio por medio de PCR o por medio de
mutagénesis mediada por oligonucleétidos tal como se describe en Sambrook et al., Molecular Cloning-A Laboratory
Manual, 22 ed., vol. 1-3 (1989). El término “mutado” tal como se usa en el presente documento en relaciéon con genes
significa que al menos un nucleétido en la secuencia de &cido nucleico de ese gen o una secuencia reguladora del
mismo, se ha sustituido por un nucleétido diferente, o se ha delecionado de la secuencia por medio de mutagénesis,
dando como resultado la transcripcién de una secuencia de proteina con una funcién alterada cualitativamente o
cuantitativamente o la variedad desactivada de ese gen.

El término “gen”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de acido nucleico que
contiene un molde para una &cido nucleico polimerasa, en eucariotas, ARN polimerasa Il. Los genes se transcriben
a ARNm que se traducen entonces en proteina.

El término “acido nucleico” tal como se usa en el presente documento, incluye la referencia a un polimero de
desoxirribonucleoétido o ribonucleétido, es decir, un polinucleétido, en forma o bien monocatenaria o bien bicatenaria,
y a menos que se limite de otra forma, abarca los andlogos conocidos que tienen la naturaleza esencial de
nucleétidos naturales porque se hibridan para dar acidos nucleicos monocatenarios de una manera similar a los
nucleétidos que se producen de manera natural (por ejemplo, acidos nucleicos de péptido). Un polinucleétido puede
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ser una secuencia de longitud completa o una subsecuencia de un gen regulador o estructura heterélogo o nativo. A
menos que se indique lo contrario, el término incluye la referencia a la secuencia especificada, asi como la
secuencia complementaria de la misma. Por tanto, los ADN o ARN con estructuras basicas modificadas por motivos
de estabilidad o por otros motivos son “polinucleétidos” tal como se pretende ese término en el presente documento.
Ademas, los ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tales como inosina, o bases modificadas, tales como
bases tritiladas, por nombrar solo dos ejemplos, son polinucleétidos tal como se usa el término en el presente
documento. Se apreciara que se han hecho una gran variedad de modificaciones a ADN y ARN que sirven para
muchos propdsitos Utiles conocidos por los expertos en la técnica. El término polinucleétido tal como se emplea en el
presente documento abarca tales formas modificadas quimica, enzimatica o metabdlicamente de polinucleétidos, asi
como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y células, incluyendo entre otras cosas, células
simples y complejas.

Los términos “polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan de manera intercambiable en el presente documento para
hacer referencia a un polimero de residuos de aminoacido. Los términos son aplicables a polimeros de aminoacido
en los que uno o mas residuos de aminoacido es un analogo quimico artificial de un aminoacido que se produce de
manera natural correspondiente, asi como a polimeros de aminoacido que se producen de manera natural. La
naturaleza esencial de tales analogos de aminoacidos que se producen de manera natural es que, cuando se
incorporan a una proteina, esta proteina es reactiva especificamente a anticuerpos obtenidos de la misma proteina
pero que consisten enteramente de aminoacidos que se producen de manera natural. Los términos “polipéptido”,
“péptido” y “proteina” también incluyen modificaciones que incluyen, pero no se limitan a, glicosilacion, unién lipidica,
sulfatacién, gamma-carboxilacién de residuos acido glutamico, hidroxilacion y ribosilacién de ADP.

Cuando se menciona una enzima con referencia a una clase de enzimas (EC), la clase de enzimas es una clase en
la que la enzima esté clasificada o puede clasificarse, basandose en la Nomenclatura de enzimas proporcionada por
el Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (NC-IUBMB), nomenclatura
que puede encontrarse en http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/. Otras enzimas adecuadas que (adn) no se
han clasificado en una clase especifica, pero pueden clasificarse como tal, pretenden estar incluidas.

Si en el presente documento se hace referencia a una proteina o una secuencia de acido nucleico, tal como un gen,
mediante referencia a un nimero de registro, este nimero en particular se usa para hacer referencia a una proteina
o secuencia de &acido nucleico (gen) que tiene una secuencia tal como pueden encontrarse a través de
www.ncbi.nlm.nih.gov/, (tal como esté disponible el 13 de julio de 2009) a menos que se especifique lo contrario.

Cada secuencia de acido nucleico en el presente documento que codifica para un polipéptido también, mediante
referencia al codigo genético, describe cada posible variacion silenciosa del acido nucleico. El término “variantes
modificadas de manera conservativa” es aplicable a secuencias tanto de aminoacido como de acido nucleico. Con
respecto a secuencias de acido nucleico particulares, las variantes modificadas de manera conservativa se refieren
a aquellos acidos nucleicos que codifican para variantes idénticas o modificadas de manera conservativa de las
secuencias de aminoacidos debido a la degeneracion del cédigo genético. El término “degeneracion del cédigo
genético” se refiere al hecho de que un gran nimero de &cidos nucleicos funcionalmente idénticos codifican para
cualquier proteina dada. Por ejemplo, los codones GCA, GCC, GCG y GCU codifican todos para el aminoacido
alanina. Por tanto, en cada posicién en la que una alanina se especifica mediante un codon, el codén puede
alterarse a cualquiera de los codones correspondientes descritos sin alterar el polipéptido codificado. Tales
variaciones de acido nucleico son “variaciones silenciosas” y representan una especie de variacion modificada de
manera conservativa.

El término “homélogo funcional” (o abreviado “homologo”) de un polipéptido que tiene una secuencia especifica (por
ejemplo, SEQ ID NO: 2), tal como se usa en el presente documento, se refiere a un polipéptido que comprende
dicha secuencia especifica con la condicion de que uno o mas aminoacidos estan sustituidos, delecionados,
anadidos y/o insertado, y polipéptido que tiene (cualitativamente) la misma funcionalidad enzimatica para la
conversion de sustrato, por ejemplo un homdlogo de actividad de acetaldehido deshidrogenasa acetilante
dependiente de NAD* (EC 1.2.1.10) puede convertir acetaldehido en etanol. Esta funcionalidad puede someterse a
prueba mediante el uso de un sistema de ensayo que comprende una célula de levadura recombinante que
comprende un vector de expresion para la expresion del homologo en levadura, comprendiendo dicho vector de
expresion una secuencia de acido nucleico heter6loga unida de manera operativa a un promotor funcional en la
levadura y codificando dicha secuencia de acido nucleico heteréloga para el polipéptido homoélogo cuya actividad
enzimatica para convertir acetil-coenzima A en acetaldehido en la célula de levadura debe someterse a prueba, y
evaluando si se produce dicha conversion en dichas células. Pueden identificarse homoélogos candidatos usando
andlisis de similitud in silico. Un ejemplo detallado de un andlisis de este tipo se describe en el ejemplo 2 del
documento W0O2009/013159. El experto en la técnica podra derivar del mismo como pueden encontrarse homologos
candidatos adecuados y, opcionalmente tras la optimizaciéon de (pares de) codones, podra someter a prueba la
funcionalidad requerida de tales homdlogos candidatos usando un sistema de ensayo adecuado tal como se
describié anteriormente. Un homdlogo adecuado representa un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos
similar a un polipéptido especifico de méas del 50%, preferiblemente del 60% o mas, en particular de al menos el
70%, mas en particular de al menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 97%, al menos el 98% o
al menos el 99%, por ejemplo que tiene una similitud de secuencia de aminoacidos con SEQ ID NO: 2 tal, y que
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tiene la funcionalidad enzimatica requerida para convertir acetil-coenzima A en acetaldehido. Con respecto a
secuencias de acido nucleico, el término homélogo funcional pretende incluir secuencias de acido nucleico que
difieren de otra secuencia de acido nucleico debido a la degeneracion del codigo genético y codifican para la misma
secuencia de polipéptido.

La identidad de secuencia se define en el presente documento como una relacion entre dos 0 mas secuencias de
aminoacido (polipéptido o proteina) o dos o mas secuencias de acido nucleico (polinucleétido), tal como se
determina comparando las secuencias. Habitualmente, las identidades o similitudes de secuencia se comparan por
toda la longitud de las secuencias comparadas. En la técnica, “identidad” también significa el grado de relacion de
secuencia entre secuencias de aminoacidos o acido nucleico, segun sea el caso, tal como se determina mediante la
coincidencia entre cadenas de tales secuencias.

Los métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para proporcionar la mayor coincidencia entre
las secuencias sometidas a prueba. Los métodos para determinar la identidad y similitud estan codificados en
programas informaticos disponibles publicamente. Los métodos de programas informaticos preferidos para
determinar la identidad y similitud entre dos secuencias incluyen, por ejemplo, los BestFit, BLASTP, BLASTN y
FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Mol. Biol. 215:403-410 (1990), disponibles publicamente de NCBI y otras fuentes
(BLAST Manual, Altschul, S., et al., NCBI NLM NIH Betesda, MD 20894). Parametros preferidos para la comparacion
de secuencias de aminoacidos usando BLASTP son hueco abierto 11,0, hueco extendido 1, matriz Blosum 62.

“Expresion” se refiere a la transcripcion de un gen en ARN estructural (ARNr, ARNt) o ARN mensajero (ARNm) con
la posterior traduccion en una proteina.

Tal como se usa en el presente documento, “heterélogo” en referencia a un acido nucleico o proteina es un &cido
nucleico o proteina que se origina de una especie exitrana, o, si es de la misma especie, estda modificada
sustancialmente con respecto a su forma nativa en composicion y/o locus gendmico mediante intervencion humana
deliberada. Por ejemplo, un promotor unido de manera operativa a un gen estructural heterélogo es de una especie
diferente de la que se derivo el gen estructural, o, si es de la misma especie, uno o ambos estan modificados
sustancialmente con respecto a su forma original. Una proteina heteréloga puede originarse de una especie extrana
0, si es de la misma especie, estd modificada sustancialmente con respecto a su forma original mediante
intervencion humana deliberada.

El término “expresion heteréloga” se refiere a la expresion de acidos nucleicos heterélogos en una célula huésped.
La expresion de proteinas heterélogas en sistemas de células huésped eucariéticas, tales como de levadura, se
conocen ampliamente para los expertos en la técnica. Un polinucleétido que comprende una secuencia de acido
nucleico de un gen que codifica para una enzima con una actividad especifica puede expresarse en un sistema
eucaridtico de este tipo. En algunas realizaciones, pueden emplearse células de levadura
transformadas/transfectadas como sistemas de expresion para la expresién de las enzimas. La expresién de
proteinas heterélogas en levadura se conoce ampliamente. Sherman, F., et al., Methods in Yeast Genetics, Cold
Spring Harbor Laboratory (1982) es un trabajo ampliamente reconocido que describe los diversos métodos
disponibles para expresar proteinas en levadura. Dos levaduras utilizadas ampliamente son Saccharomyces
cerevisiae y Pichia pastoris. Vectores, cepas y protocolos para la expresion en Saccharomyces 'y Pichia se conocen
en la técnica y estan disponibles de proveedores comerciales (por ejemplo, Invitrogen). Los vectores adecuados
tienen habitualmente secuencias de control de expresion, tales como promotores, incluyendo 3-fosfoglicerato cinasa
o alcohol oxidasa, y un origen de replicacion, secuencias de terminacion y similares segin se desee.

Tal como se usa en el presente documento “promotor” es una secuencia de ADN que dirige la transcripcién de un
gen (estructural). Normalmente, un promotor esta ubicado en la regién 5’ de un gen, proximal a el sitio de iniciacién
transcripcional de un gen (estructural). Las secuencias promotoras pueden ser constitutivas, inducibles o reprimibles.
Si un promotor es un promotor inducible, entonces la tasa de transcripcién aumenta en respuesta a un agente de
induccion.

El término “vector”, tal como se usa en el presente documento, incluye la referencia a un vector de expresion
autosdmico y a un vector de integracién usado para la integracion en el cromosoma.

El término “vector de expresién” se refiere a una molécula de ADN, lineal o circular, que comprende un segmento
que codifica para un polipéptido de interés bajo el control de (es decir, unido operativamente a) segmentos de &cido
nucleico adicionales que proporcionan su transcripcion. Tales segmentos adicionales pueden incluir secuencias
promotoras y de terminacién, y pueden incluir opcionalmente uno o mas origenes de replicaciéon, uno 0 mas
marcadores seleccionables, un potenciador, una sefial de poliadenilacion, y similares. Los vectores de expresion se
derivan generalmente de ADN plasmidico o viral, o pueden contener elementos de ambos. En particular, un vector
de expresion comprende una secuencia de acido nucleico que comprende en la direccion de 5 a 3’ y unidas
operativamente: (a) una regién de iniciacion de transcripcién y traslacién reconocida por levadura, (b) una secuencia
codificante para un polipéptido de interés, y (c) una regiéon de terminacion de transcripcion y traslacién reconocida
por levadura. “Plasmido” se refiere a ADN extracromosémico que se replica de manera auténoma que no esta
integrado en el genoma de un microorganismo y es habitualmente de naturaleza circular.
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Un “vector de integracién” se refiere a una molécula de ADN, lineal o circular, que puede incorporarse al genoma de
un microorganismo y proporciona la herencia estable de un gen que codifica para un polipéptido de interés. El vector
de integracién comprende generalmente uno o mas segmentos que comprenden una secuencia génica que codifica
para un polipéptido de interés bajo el control de (es decir, unido operativamente a) segmentos de acido nucleico
adicionales que proporcionan su transcripcion. Tales segmentos adicionales pueden incluir secuencias promotoras y
de terminacién, y uno o mas segmentos que impulsan la incorporacion del gen de interés al genoma de la célula
diana, habitualmente mediante el proceso de recombinacién homéloga. Normalmente, el vector de integracion sera
uno que puede transferirse a la célula diana, pero que tiene un replicon que no es funcional en ese organismo. La
integracién del segmento que comprende el gen de interés puede seleccionarse si se incluye un marcador apropiado
dentro de ese segmento.

Tal como se usa en el presente documento, el término “unido operativamente” se refiere a una juxtaposicion en la
que los componentes asi descritos estan en una relacion que les permite funcionar en su manera pretendida. Una
secuencia control “unida operativamente” a otra secuencia control y/o a una secuencia codificante esta ligada de tal
manera que se consigue la transcripcion y/o expresion de la secuencia codificante en condiciones compatibles con
la secuencia control. Generalmente, unidas operativamente significa que las secuencias de acido nucleico que estan
unidas son contiguas y, cuando sea necesario para juntar dos regiones codificantes de proteina, son contiguas y
estén en el mismo marco de lectura.

Por “célula huésped” quiere decirse una célula que contiene un vector y soporta la replicacion y/o expresion del
vector. Las células huésped pueden ser células procariotas, tal como E. coli, o células eucariotas, tales como células
de levadura, insecto, anfibio o mamifero. Preferiblemente, las células huésped son células del orden de
Actinomycetales, lo mas preferiblemente células de levadura, lo més preferiblemente células de Saccharomyces
cerevisiae.

“Transformacion” y “transformar”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la insercién de un
polinucledtido exdgeno en una célula huésped, independiente del método usado para la insercién, por ejemplo,
captacién directa, transduccion, apareamiento f o electroporacién. El polinucleétido exégeno puede mantenerse
como vector no integrado, por ejemplo, un plasmido, o alternativamente, puede integrarse en el genoma de la célula
huésped.

Una célula segin la invencion se selecciona preferiblemente del grupo de Saccharomycetaceae, mas
preferiblemente del grupo de células de Saccharomyces, Zygosaccharomyces y células de Kluyveromyces. En
particular se han conseguido buenos resultados con una célula huésped de Saccharomyces cerevisiae.
Zygosaccharomyces baillii es otra célula preferida particularmente, especialmente para su alta tolerancia de acetato
y su alta tolerancia de etanol.

Ademas, una célula segun la invencién puede ser una célula de levadura seleccionada del grupo de levaduras que
fermentan xilosa, mas preferiblemente una especie de Pichia, por ejemplo, Pichia stipitis o Pichia angusta (también
conocida como Hansenula polimorpha).

En una realizacion adicional, una célula huésped segun la invencion es una célula huésped que carece de manera
natural de la actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH, por ejemplo, células
de levadura que pertenecen a la especie Brettanomyces intermedius.

Una actividad enzimatica reducida puede conseguirse modificando uno o mas genes que codifican para una
actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD (GPD) o uno o mas genes que codifican para una
actividad glicerol fosfato fosfatasa (GPP), de modo que la enzima se expresa considerablemente menos que en el
tipo silvestre o de modo que el gen codificé para un polipéptido con actividad reducida. Tales modificaciones pueden
llevarse a cabo usando técnicas biotecnoldgicas conocidas comunmente, y pueden incluir en particular una o mas
mutaciones de desactivacion o mutagénesis dirigida al sitio de regiones promotoras o regiones codificantes de los
genes estructurales que codifican para GPD y/o GPP. Alternativamente, cepas de levadura que son defectuosas en
la produccion de glicerol pueden obtenerse mediante mutagénesis aleatoria seguida de seleccion de cepas con
actividad reducida o ausente de GPD y/o GPP. Los genes GDP1, GDP2, GPP1 y GPPZ2 de S. cerevisiae se
muestran en SEQ ID NO: 24-27.

Preferiblemente al menos un gen que codifica para un GPD o al menos un gen que codifica para un GPP esta
delecionado en su totalidad, o al menos esta delecionada una parte del gen que codifica para una parte de la enzima
que es esencial para su actividad. En particular, se han conseguido buenos resultados con una célula de S.
cerevisiae, habiéndose inactivado los marcos de lectura abiertos del gen GPD1 y del gen GPD2. La inactivacion de
un gen estructural (gen diana) puede llevarse a cabo por un experto en la técnica sintetizando sintéticamente o
construyendo de otro modo un fragmento de ADN que consiste en un gen marcador seleccionable flanqueado por
secuencias de ADN que son idénticas a secuencias que flanquean la regiéon del genoma de la célula huésped que
debe delecionarse. En patrticular, se han obtenido buenos resultados con la inactivacién de los genes GPD1y GPD2
en Saccharomyces cerevisiae mediante la integracién de los genes marcadores kanMX 'y hphMX4. Posteriormente
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este fragmento de ADN se transforma en una célula huésped. Las células transformadas que expresan el gen
marcador dominante se comprueban para determinar la sustitucién correcta de la regién que se disefd para ser
delecionada, por ejemplo, mediante una reaccion en cadena de la polimerasa diagndstica o hibridacion de tipo
Southern.

Tal como se indicé anteriormente, una célula segin la invencién comprende una secuencia de acido nucleico
heteréloga que codifica para una acetaldehido deshidrogenasa acetilante, dependiente de NAD* (EC 1.2.1.10). Esta
enzima cataliza la conversion de acetil-coenzima A en acetaldehido. Esta conversion puede representar mediante la
férmula de reaccion de equilibrio:

acetil-coenzima A + NADH + H" <-> acetaldehido + NAD* + coenzima A.

Por tanto, esta enzima permite la nueva oxidacion de NADH cuando se genera acetil-coenzima A a partir del acetato
presente en el medio de crecimiento, y de ese modo la sintesis de glicerol ya no es necesaria para el equilibrado de
cofactores redox.

La secuencia de acido nucleico que codifica para la acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD*
puede originarse en principio de cualquier organismo que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica
para dicha deshidrogenasa.

Las acetaldehido deshidrogenasas acetilantes dependientes de NAD* conocidas que pueden catalizar la reduccion
dependiente de NADH de acetil-coenzima A a acetaldehido pueden dividirse en general en tres tipos de homoélogos
funcionales de acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD™:

1) Proteinas bifuncionales que catalizan la conversion reversible de acetil-coenzima A en acetaldehido, y la
conversion reversible posterior de acetaldehido en etanol. Un ejemplo de este tipo de proteinas es la proteina AdhE
en E. coli (n.° Gen Bank: NP_415757). AdhE parece ser el producto de evolucion de una fusién génica. La regién
NHa-terminal de la proteina AdhE es altamente homdloga a aldehido:NAD* oxidorreductasas, mientras que la region
COOH-terminal es homéloga a una familia de etanol:NAD* oxidorreductasas dependientes de Fe®* (Membrillo-
Hernandez et al., (2000) J. Biol. Chem. 275: 33869-33875). La AdhE de E. coli se somete a oxidacion catalizada por
metal y por tanto sensible al oxigeno (Tamarit et al. (1998) J. Biol. Chem. 273:3027-32).

2) Proteinas que catalizan la conversion reversible de acetil-coenzima A en acetaldehido en microorganismos
estrictamente anaerdbicos o anaerdbicos facultativos, pero no presentan actividad alcohol deshidrogenasa. Un
ejemplo de este tipo de proteinas se ha notificado en Clostridium kluyveri (Smith et al. (1980) Arch. Biochem.
Biophys. 203: 663-675). Una acetaldehido deshidrogenasa acetilante se ha anotado en el genoma de Clostridium
kluyveri DSM 555 (n.° GenBank: EDK33116). Una proteina homéloga AcdH se identifica en el genoma de
Lactobacillus plantarum (n.° GenBank: NP_784141). Otro ejemplo de este tipo de proteinas es dicho producto génico
en Clostridium beijerinckii NRRL B593 (Toth et al. (1999) Appl. Environ. Microbiol. 65: 4973-4980, n.° GenBank:
AAD31841).

3) Proteinas que forman parte de un complejo aldolasa-deshidrogenasa bifuncional implicado en el catabolismo de
4-hidroxi-2-cetovalerato. Tales enzimas bifuncionales catalizan las dos etapas finales de la ruta de metaescision
para catecol, un producto intermedio en muchas especies bacterianas en la degradaciéon de fenoles, toluatos,
naftaleno, bifenilos y otros compuestos aromaticos (Powlowski y Shingler (1994) Biodegradation 5, 219-236). El 4-
hidroxi-2-cetovalerato se convierte en primer lugar mediante 4-hidroxi-2-cetovalerato aldolasa en piruvato y
acetaldehido, posteriormente se convierte acetaldehido mediante acetaldehido deshidrogenasa acetilante en acetil-
CoA. Un ejemplo de este tipo de acetaldehido deshidrogenasa acetilante es la proteina Dmpf en Pseudomonas sp
CF600 (n.° GenBank: CAA43226) (Shingler et al. (1992) J. Bacteriol. 174:71 1-24). La proteina MphF de E. coli
(Ferrandez et al. (1997) J. Bacteriol. 179: 2573-2581, n.° GenBank: NP_414885) es homoéloga a la proteina Dmpf en
Pseudomonas sp. CF600.

Una secuencia de acido nucleico adecuada puede encontrarse en particular en un organismo seleccionado del
grupo de Escherichia, en particular E. coli; Mycobacterium, en particular Mycobacterium marinum, Mycobacterium
ulcerans, Mycobacterium tuberculosis; Carboxidothermus, en particular Carboxidothermus hidrogenoformans;
Entamoeba, en particular Entamoeba histolytica; Shigella, en particular Shigella sonnei; Burkholderia, en particular
Burkholderia pseudomallei, Klebsiella, en particular Klebsiella pneumoniae; Azotobacter, en particular Azotobacter
vinelandii; Azoarcus sp; Cupriavidus, en particular Cupriavidus taiwanensis; Pseudomonas, en particular
Pseudomonas sp. CF600; Pelomaculum, en particular Pelotomaculum thermopropionicum. Preferiblemente, la
secuencia de &cido nucleico que codifica para la acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD" se
origina de Escherichia, mas preferiblemente de E. coli.

Particularmente adecuado es un gen mhpF de E. coli, 0 un homologo funcional del mismo. Este gen se describe en
Ferrandez et al. (1997) J. Bacteriol. 179:2573-2581. Se han obtenido buenos resultados con S. cerevisiae,
habiéndose incorporado un gen mhpF gen de E. coli.
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En una realizacion ventajosa adicional, la secuencia de &cido nucleico que codifica para una acetaldehido
deshidrogenasa (acetilante) es de, en particular Pseudomonas. dmpF de Pseudomonas sp. CF600.

En principio, la secuencia de acido nucleico que codifica para la acetaldehido deshidrogenasa acetilante,
dependiente de NAD" puede ser una secuencia de acido nucleico de tipo silvestre.

Una secuencia de acido nucleico preferida codifica para la acetaldehido deshidrogenasa acetilante, dependiente de
NAD", representada mediante SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 29, o un homélogo funcional de SEQ ID NO: 2 o0 SEQ ID
NO: 29. En particular, la secuencia de &cido nucleico comprende una secuencia segun SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO:
28 o un homologo funcional de SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 28.

Ademas, una acetaldehido deshidrogenasa acetilante (o secuencia de acido nucleico que codifica para tal actividad)
puede seleccionarse, por ejemplo, del grupo de Escherichia coli adhE, Entamoeba histolytica adh2, Staphylococcus
aureus adhE, Piromyces sp.E2 adhE, Clostridium kluyveri EDK33116, Lactobacillus plantarum acdHy Pseudomonas
putida YP 001268189. Para secuencias de estas enzimas, secuencias de acido nucleico que codifican para estas
enzimas y metodologia para incorporar la secuencia de acido nucleico a una célula huésped, se hace referencia al
documento WO 2009/013159, en particular ejemplo 3, table 1 (pagina 26) y los numeros de ID de secuencia
mencionados en el mismo.

Una célula segun la invencién también comprende una acetil-coenzima A sintetasa, enzima que cataliza la formacién
de acetil-coenzima A a partir de acetato. Esta enzima puede estar presente en la célula de tipo silvestre, tal como es
el caso, por ejemplo, con S. cerevisiae que contiene dos isoenzimas acetil-coenzima A sintetasa codificada por los
genes ACST[SEQ ID NO: 17]y ACS2[SEQ ID NO: 18] (van den Berg et al (1996) J. Biol. Chem. 271:28953-28959),
0 una célula huésped puede dotarse de uno o mas genes heterdlogos que codifican para esta actividad, por ejemplo,
el gen ACS1 y/o ACS2 de S. cerevisiae 0 un homdlogo funcional del mismo puede incorporarse a una célula que
carece de actividad de isoenzima acetil-coenzima A sintetasa.

Ademas, en particular en vista de una produccion de etanol eficiente, pero también para una oxidacion de NADH
eficiente, la célula comprende una alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD* (EC 1.1.1.1). Esta enzima cataliza
la conversion de acetaldehido a etanol. La célula puede comprender de manera natural un gen que codifica para una
deshidrogenasa de este tipo, tal como es el caso con S. cerevisiae (ADH1-5) [SEQ ID NO: 19-23], véase “Lutstorf y
Megnet. 1968 Arch. Biochem. Biophys. 126:933-944”, o “Ciriacy, 1975, Mutat. Res. 29:315-326”), o una célula
huésped puede dotarse de uno o méas genes heterélogos que codifican para esta actividad, por ejemplo, cualquiera
o cada uno de los genes ADH1-5 de S. cerevisiae u homélogos funcionales de los mismos pueden incorporarse a
una célula que carece de actividad alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+.

Células especificamente preferidas segun la invencion son células de la cepa S. cerevisiae depositada el 16 de julio
de 2009 en el Centraalbureau voor Schimmelcultures (Utrecht, Paises Bajos) con el numero de depdsito
CBS125049.

También se describe un método de preparacion de una célula de levadura recombinante segun la invencion.

La modificacion genética de una célula, que comprende la incorporacion de una o mas secuencias de acido nucleico
heterdlogas en una célula huésped, y que comprende habitualmente la mutacién (incluyendo la delecién completa)
de un gen que codifica para una actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH,
puede basarse en el conocimiento general comun, por ejemplo, mediante técnicas de biologia molecular y genética
convencionales tal como se conocen generalmente en la técnica y se han descrito previamente (por ejemplo,
Maniatis et al. 1982 “Molecular cloning: a laboratory manual”. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.Y.; Miller 1972 “Experiments in molecular genetics”, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor;
Sambrook y Russell 2001 “Molecular cloning: a laboratory manual” (32 edicion), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold
Spring Harbor Laboratory Press; F. Ausubel et al., eds., “Current protocols in molecular biology”, Green Publishing
and Wiley Interscience, Nueva York 1987).

Un método para preparar una célula de levadura recombinante segun la invencién, comprende

(a) proporcionar una célula de levadura, preferiblemente una célula de levadura seleccionada del grupo de células
de levadura que carecen de la actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH y
una célula de levadura que tiene una actividad enzimatica reducida con respecto a la sintesis de glicerol en
comparacioén con su célula de levadura de tipo silvestre correspondiente;

(b) obtener un segmento de acido nucleico que comprende un gen que es heterdlogo con respecto a dicha célula de
levadura y codificada para una enzima que tiene actividad acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de
NAD*, y estando unido dicho gen de manera operativa a un promotor funcional en dicha célula de levadura;

(c) si se desea (por ejemplo, si la célula de levadura carece de actividad acetil-coenzima A sintetasa o en la que la
actividad de acetil-coenzima A sintetasa(s) esté limitando la actividad in vivo global de la ruta para la conversion de
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acetato en etanol o expresa acetil-coenzima A sintetasa en un compartimento celular que no es compatible con su
uso en la invencion), obteniendo un segmento de &cido nucleico que comprende un gen que es heterélogo con
respecto a dicha célula de levadura y codifica para una enzima que tiene una actividad acetil-coenzima A sintetasa,
y estando dicho gen unido de manera operativa a un promotor funcional en dicha célula de levadura;

(d) si se desea (por ejemplo, si la célula de levadura carece de actividad alcohol deshidrogenasa dependiente de
NAD+ o en la que la actividad alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ esta limitando la actividad in vivo de la
ruta para la conversion de acetato en etanol o expresa alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD" en un
compartimento celular que no es compatible con su uso en la invencién), obteniendo un segmento de acido nucleico
que comprende un gen que es heterdlogo con respecto a dicha célula de levadura y codifica para una enzima que
tiene una actividad alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+, y estando dicho gen unido de manera operativa a
un promotor funcional en dicha célula de levadura; y

(e) transformar una célula de levadura con dicho segmento de acido nucleico o segmentos proporcionando de ese
modo una célula de levadura recombinante que expresa dicho gen heterélogo y presentando dicha célula de
levadura recombinante una sintesis de glicerol dependiente de NADH reducida en condiciones fermentativas en
comparacién con una célula de levadura no recombinante correspondiente o estando ausente la sintesis de glicerol
dependiente de NADH en condiciones fermentativas en dicha célula de levadura.

En la técnica se conocen promotores para células de levadura y pueden ser, por ejemplo, los promotores de triosa
fosfato deshidrogenasa TPI1, promotores de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa TDHS3, promotores de
elongacion traslacional EF-1 alfa TEF1, promotores de alcohol deshidrogenasa ADH1, promotores de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa gpdA 'y ZWF1, promotores de proteasa tales como pepA, pepB, pepC, los promotores de la
glucoamilasa glaA, promotores de amilasa amyA, amyB, los promotores de catalisis catR o catA, promotor de
glucosa oxidasa goxC, promotor de beta-galactosidasa /acA, promotor de alfa-glucosidasa aglA, promotor de factor
de elongacién traslacional tefA, promotores xilanasa, tales como x/nA, xinB, xInC, xInD, promotores de celulasa,
tales como eglA, egB, cbhA, promotores de reguladores transcripcionales tales como areA, creA, xInR, pacC, prtT,
etc. o cualquier otro, y pueden encontrarse entre otros en el sitio web del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/).

En una realizacion preferida, la secuencia de acido nucleico heteréloga que debe introducirse en una célula de
levadura cuando se prepara una célula de levadura recombinante de la invencién, se incorpora a un vector, y la
transformacion de la célula se lleva a cabo con el vector. Si debe incorporarse mas de una secuencia de &cido
nucleico heteréloga (que codifican para diferentes actividades enzimaticas o que codifican conjuntamente para una
Unica actividad enzimatica), estas secuencias de acido nucleico pueden estar presentes en un Unico vector o estas
secuencias de acido nucleico pueden incorporarse como parte de vectores independientes.

Por consiguiente, se describe adicionalmente un vector para la expresién de un polipéptido heterdlogo en una célula
de levadura, en particular una célula de levadura, comprendiendo dicho vector de expresién una o mas secuencias
de acido nucleico heterélogas unidas de manera operativa a un promotor funcional en la célula de levadura y
codificando dicha(s) secuencia(s) de acido nucleico heterdloga(s) para un polipéptido que tiene actividad enzimatica
para convertir acetil-coenzima A en acetaldehido en (el citosol de) dicha célula de levadura, comprendiendo dicho
polipéptido preferiblemente una secuencia segun SEQ ID NO: 2 o un homoélogo funcional de la misma.

El vector (usado en un método) de la invencion puede ser un vector de fago, un vector bacteriano, un vector de
plasmido integrante, episémico o centromérico o un vector viral.

En una realizacion preferida, el vector es un vector para la expresion en Saccharomyces, en particular S. cerevisiae.
En tal realizacion, la secuencia de &acido nucleico heterdloga que codifica para actividad acetaldehido
deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD+ puede estar optimizada para (un par de) codones para la expresion
en Saccharomyces, en particular S. cerevisiae, aunque se han conseguido buenos resultados con un tipo silvestre
que codifica para una secuencia de acido nucleico.

Con el fin de conseguir una expresion optima en una célula especifica (tal como S. cerevisiae), la utilizacién de (el
par de) codones del gen heterélogo puede optimizarse usando uno cualquiera de una variedad de paquetes de
software de disefio de genes sintéticos, por ejemplo, GeneOptimizer® de Geneart AG (Regensburg, Alemania) para
la optimizacion de la utilizacion de codones o la optimizacion de la utilizacién de pares de codones tal como se
describe en el documento PCT/EP2007/05594. Tal adaptacion de la utilizacién de codones garantiza que los genes
heterdlogos, que son, por ejemplo, de origen bacteriano, se procesen eficazmente mediante la maquinaria de
transcripcion y traduccién de la levadura. La optimizacién de la utilizacién del par de codones dara como resultado
una expresion de proteinas potenciada en la célula de levadura. Las secuencias optimizadas pueden clonarse, por
ejemplo, en un plasmido de expresién de levadura de alta copia, unido de manera operativa a un promotor
(preferiblemente constitutivo) funcional en un hongo (levadura).

Tal como se indic6 anteriormente, la invencion se refiere ademas a la preparacion de etanol.
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Para un método de preparacion de etanol, se usa una célula segun la invencion que en condiciones anaerobias
fermenta un aziucar formando de ese modo etanol. Células de levadura adecuadas para fermentar el azicar se
conocen generalmente e incluyen, entre otras, S. cerevisiae. En un método de la invencién, se usa una célula de
levadura que también produce una acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD* (EC 1.2.1.10).
Esta célula puede obtenerse tal como se describié anteriormente y se ilustra en el ejemplo a continuacion en el
presente documento. Si se usa para la preparacion de etanol, la célula también incluye una actividad acetil-coenzima
A sintetasa. Si se usa para la preparacién de etanol, la célula también incluye preferiblemente una actividad alcohol
deshidrogenasa dependiente de NAD+. Estas actividades pueden estar presentes de manera natural, como en S.
cerevisiae, o proporcionarse mediante modificacion genética (véase también anteriormente en el presente
documento).

Las condiciones de fermentacién pueden basarse en principio en condiciones conocidas generalmente, por ejemplo,
tal como se describe en la revision de Van Maris citada anteriormente, o las referencias citadas en la misma, con la
condicion de que normalmente el medio en el que se lleva a cabo la fermentacion comprenda acetato ademas del/de
los carbohidrato(s) fermentable(s).

La razén molar de acetato con respecto a carbohidrato consumida por cultivos anaerobios de las células de levadura
modificadas segun la invencién es habitualmente de al menos 0,004, en particular al menos 0,01, al menos 0,03, al
menos 0,1 o al menos 0,2. La raz6n molar de acetato con respecto a carbohidrato presente en hidrolizados de
biomasa lignocelulésica es habitualmente de menos de 0,70, en particular 0,5 o menos, mas en particular 0,3 o
menos, o0 0,2 o menos. En el presente documento, el nimero de moles de carbohidrato se basa en unidades de
monosacarido, es decir, un mol de un oligo/polisacarido que tiene n unidades de monosacarido cuenta como n
moles.

En términos absolutos, la concentracion de carbohidrato fermentable esta habitualmente en el intervalo de 65 a
400 g/l, en particular en el intervalo de 100 a 250 g/l.

En términos absolutos, la concentracion de acetato esta habitualmente en el intervalo de 0,5 a 20 g/l, en particular
en el intervalo de 1-15 g/, mas en particular en el intervalo de 2 a 12 g/l

El pH puede elegirse dependiendo de lo que es aceptable para el organismo que se usa, basandose en el
conocimiento general comun o puede determinarse de manera rutinaria. Habitualmente la fermentacion se lleva a
cabo a un pH neutro o acido, en particular a un pH en el intervalo de 2-7, mas en particular a un pH de 3-6, incluso
mas en particular 3,5-5,5 (pH aparente medido en el medio de fermentacion a la temperatura a la que tiene lugar la
fermentacion).

La temperatura puede elegirse dependiendo de lo que es aceptable para el organismo que se usa. Habitualmente la
temperatura esta en el intervalo de 15-50 grados C, en particular en el intervalo de 25-45 grados C.

Como carbohidrato fermentable en principio puede usarse cualquier carbohidrato que se metabolice mediante la
célula recombinante especifica, con etanol como producto metabdlico. La célula puede comprender de manera
natural el sistema de enzimas metabdlicas requeridas o la célula puede haberse modificado genéticamente para ese
propésito, por ejemplo, tal como se describe en la revision de Van Maris, las referencias citadas en la misma, o tal
como se describe en la presente divulgacién. Preferiblemente, los carbohidratos fermentables en el hidrolizado
comprenden al menos un carbohidrato seleccionado del grupo de hexosas, pentosas y oligosacaridos que
comprenden una o mas unidades de hexosa y/o pentosa. En particular, en el caso de que la célula recombinante
sea del grupo Saccharomyces, preferiblemente S. cerevisiae, se usa al menos un carbohidrato seleccionado de
glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, galactosa, xilosa, arabinosa y manosa. Se han obtenido buenos resultados con
glucosa.

Un método segun la invencién es adecuado en particular para preparar etanol usando un hidrolizado de al menos un
polimero seleccionado de celulosa, hemicelulosa y pectina, preferiblemente al menos un polimero seleccionado de
hemicelulosa y pectina, porque tras la hidrolisis de estos polimeros normalmente se libera acetato mediante
hidrélisis o se forma como producto de descomposicion. En particular, el hidrolizado puede ser material
lignocelulésico hidrolizado, tal como biomasa lignocelulésica. Por ejemplo, el material lignocelulésico puede
seleccionarse de material lignoceluldsico agricola, por ejemplo algodon, paja, hierba (elefante), bagazo, hojas y
tronco de maiz, material lignoceluldsico de plantas acuaticas, pulpa de remolacha azucarera, cortezas de citricos,
materiales lignocelulésicos de silvicultura, tal como materiales lignoceluldsicos residuales de arboles o arbustos
(material vegetal cortado/desramado/podado, serrin, etc.) o arboles o arbustos que se hacen crecer especificamente
como fuente para materiales lignocelulésicos, por ejemplo, chopos, residuo (ligno)celulésico de la industria, por
ejemplo, pulpa de madera, papel residual.

Preferiblemente, un hidrolizado lignoceluldsico comprende uno o mas azlcares fermentables (de manera notable
glucosa, xilosa y arabinosa) y acetato, que se han formado durante la hidrélisis. Por tanto, en una realizacién
preferida de la invencién la preparacién de etanol comprende una etapa en la que se hidroliza un material
lignocelulésico, formando de ese modo un hidrolizado que comprende uno o0 mas carbohidratos fermentables, en
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particular glucosa y opcionalmente una o mas de otras hexosas y pentosas, y acetato, hidrolizado que después se
pone en contacto con una célula recombinante de la invencion. Las concentraciones relativas de acetato y
carbohidratos fermentables en el sustrato que se pone en contacto con la célula recombinante de la invencién
pueden modificarse optimizando las condiciones para hidrélisis, combinando diferentes hidrolizados y/o combinando
con fuentes (parcialmente) refinadas de carbohidratos y/o &cido acético.

La metodologia de hidrolisis adecuada puede basarse en la revisiébn de Van Maris citada anteriormente o las
referencias citadas en la misma, e incluye hidrélisis enzimatica, hidrdlisis térmica, hidrélisis quimica y combinaciones
de las mismas. Los polimeros se hidrolizan habitualmente en la medida de que al menos el 50%, preferiblemente al
menos el 90%, en particular al menos el 95% de las cadenas se degraden en unidades de monosacarido o en
unidades de monosacarido y unidades de disacarido.

La invencion se ilustrara hora mediante el siguiente ejemplo:

EJEMPLOS

EJEMPLO 1

Materiales y métodos

Construccion y mantenimiento de cepas

Las cepas de Saccharomyces cerevisiae usadas (tabla 1) se originan de la familia CEN.PK, que se identificd
previamente como referencia adecuada para estudios genéticos vy fisiolégicos combinados (van Dijken et al. (2000)

Enzyme Microb. Technol. 26:706-714).

Tabla 1 Cepas de Saccharomyces cerevisiae usadas

Cepa Genotipo relevante Fuente/referencia
CEN.PK113-5D MATa ura3 GPD1 GPD2 Coleccion de cepas EUROSCARF, Frankfurt, Alemania
IMEO76 MATa ura3 GPD1 GPD2
(referencia) p426_GPD(URA3)
CEN.PK102-3A MATa ura3 leu2 GPD1 GPD2 Coleccion de cepas EUROSCARF, Frankfurt, Alemania
RWB0094 MATa ura3 leu2 gpdi(-|BIRD Engineering, Rotterdam

1,1133)::loxP-

KanMX-loxP gpd2(-

2,1281)::hphMX4
IMZ008 MATa ura3 leu2 gpdi(-

1,1133)::loxP

gpd2(-2,1281)::hphMX4

YEplac181(LEU2)
IMZ132 MATa ura3 leu2 gpdi(-|Depositada en el Centraalbureau voor Schimmelcultures el 16
(CBS125049) 1,1133)::loxP de julio de 2009

gpd2(-2,1281)::hphMX4

YEplac181(LEU2)

pUDE43(URA3 pTHD3::mhpF
(E.coli)::CYCAt)

IMZ127 MATa ura3 leu2 gpdi(-
1,1133)::loxP
gpd2A(-2,1281)::hphMX4
YEplac181(LEUZ2)
p426_GPD(URA3)

Para la disrupcién del gen GPD1 (YDL022W), puede amplificarse segin PCR el casete de disrupcion loxP-KanMX-
loxP segun Guldener et al. (1996, Nucleic Acids Res. 24:2519-2524), usando un conjunto de cebadores que contiene
regiones flanqueantes de 45 nucle6tidos homdlogas a secuencias dentro del gen GPD7 y homodlogos de
aproximadamente 20 nucleétidos a secuencias del médulo de disrupcion de pUG6 (Glldener et al. (1996) Nucleic
Acids Res. 24:2519-2524) (figura 2, tabla 2). De manera similar, puede usarse plasmido pAG32 ((Goldstein y
McCusker (1999) Yeast 15:1541-1553) como molde para amplificacién por PCR del médulo de disrupcién hphMX4.
Para la construccion de un casete de disrupcion de GPD2 (YOL059W) puede usarse un conjunto de cebadores que
contiene regiones flanqueantes de 45 nucleétidos homologas a secuencias dentro del gen GPD2 y secuencias de 20
acidos nucleicos homologas a secuencias del médulo de disrupcion de pAG32 (tabla 2).
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Tabla 2. Oligonucledtidos para la inactivacion de los genes GPD1 y GPD2 y para la verificacion de una disrupcion
correcta mediante PCR diagndstica. Oligonucledtidos de disrupcion génica; los nucledtidos homdlogos a la
secuencia o bien a la izquierda (lado 5°) o a la derecha (lado 3’) de los genes que deben delecionarse se indican en
mayusculas; las letras minusculas indican nucledtidos homdlogos a la secuencia de los casetes de disrupcion.

Gen diana GPD1/YDLO22W GPD2/YOL059W

fw fw

5TTGTACACCCCCCCCCTCC | STCAATTCTCTTTCCCTTTCC
ACAAACACAAATATTCGATAAT | TTTTCCTTCGCTCCCCTTCCT

ATAAAcagctgaagettegtacge TATC ccaggctgaagettegtacg
[SEQ ID NO: 5] [SEQ ID NO: 7]

Cebadores de disrupcién génica
rv rv

SAATCTAATCTTCATGTAGAT | 5GTGTCTATTCGTCATCGATG
CTAATTCTTCAATCATGTCCG | TCTAGCTCTTCAATCATCTCC

GCGgcataggecactagtggatetg GGTAGgcataggccactagtggate
[SEQ ID NO: 6] [SEQ ID NO: 8]
fw 5 GPD1 fw 5’ GPD2
5 5
CCCACCCACACCACCAATAC GTTCAGCAGCTCTTCTCTAC
Cebadores de verificacion — especificos [[SEQ ID NO: 9] [SEQID NO: 11]
para el gen diana rv 3’ GPD1 rv 3 GPD2
5 5
CGGACGCCAGATGCTAGAAG CCAAATGCGACATGAGTCAC
[SEQ ID NO: 10] [SEQ ID NO: 12]
fw KANB Fw KANB

5 5
CGCACGTCAAGACTGTCAAG CGCACGTCAAGACTGTCAAG

Cebadores de verificacion — especificos |[SEQ ID NO: 13] [SEQID NO: 15]

para el casete de disrupcion rv KANA rv KANA
5 5
TCGTATGTGAATGCTGGTCG TCGTATGTGAATGCTGGTCG
[SEQ ID NO: 14] [SEQ ID NO: 16]

La transformacion de los casetes de disrupcion GPD1 y GPD2 amplificados mediante PCR a la cepa de
Saccharomyces cerevisiae CEN.PK102-3A (tabla 1) puede realizarse segun los protocolos descritos por Gilildener et
al (Nucleic Acids Res. (1996) 24:2519-2524), seguido de la seleccion de transformantes en medio complejo YPD
(Burke et al. (2000) Methods in yeast genetics. Cold Spring Harbour Press Plainview, NY) con 200 mg/l de G-418
para cepas transformadas con el casete de disrupcion KanMX y 300 mg/l de higromicina B para cepas
transformadas con el casete de disrupcién hphMX4. La confirmacion de la integracion correcta del casete de
disrupcion del gen GPD1 puede comprobarse mediante PCR de colonia, usando combinaciones de conjuntos de
cebadores 5’ GPD1\KANA y 3’'GPD1\KANB (tabla 2). La inactivacion correcta de GPD2 puede verificarse de manera
similar con conjuntos de cebadores 5 GPD2\KANA y 3'GPD2\KANB (tabla 2). La cepa RWB0094, que porta
deleciones en los marcos de lectura abiertos de los genes GPD1y GPD2 de la cepa CEN.PK102-3A (MATa ura3
leu2) sustituidos por el casete loxP-KanMX-loxP y el casete hphMX4, respectivamente, se adquiri6 de BIRD
Engineering, Rotterdam, Paises Bajos. El marcador KanMX de la cepa RWB0094 se elimind mediante expresion de
la Cre recombinasa (Glldener et al (1996) Nucleic Acids Res. 24:2519-2524) y su auxotrofia de leucina se
complementd mediante transformacién con el plasmido que porta LEU2 YEPlac181 (Gietz, R. D. y S. Akio. (1988)
Gene 74:527-534.), produciendo la cepa IMZ008. La Figura 1 2 muestra esquematicamente el procedimiento de
disrupcion génica, la sustitucion del ORF de GPD1 por KanMX'y el ORF de GPD2 por hphMX4. Las flechas indican
cebadores oligonucleotidicos para la verificacion mediante PCR de diagnéstico de la inactivacién génica correcta.

La transformacién de la cepa IMZ008 con el plasmido de expresién de mhpF que porta URA3 pUDE43 (véase a
continuacion) produjo la cepa prototréfica, que expresa mhpF, IMZ132, la transformacién con el vector “vacio” que
porta URA3 p426_GPD produjo la cepa IMZ127. Finalmente, la transformacion de la cepa CEN.PK113-5D (ura3)
con p426_GPD produjo la cepa de referencia GPD1 GPD2 prototrofica IMEO76. Los cultivos transformados con
casetes de delecibn se sembraron en placa sobre medio complejo YPD que contenia G418 (200 mg I") o]
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higromicina (200 mg I'1). La integracion satisfactoria de los casetes de delecién se confirm6 mediante PCR de
diagnéstico.

Se hicieron crecer cultivos madre de todails las cepas en matraces de agitacion que contenian 100 ml de medio
sintético (véase a continuacion) con 20 g I de glucosa como fuente de carbono. Tras afiadir el 30% (v/v) de glicerol,
se almacenaron alicuotas de 1 ml de cultivos en fase estacionaria a -80°C.

Construccion de plasmido

El gen mhpF de E. coli (nimero de registro EMBL Y09555,7) se amplifico mediante PCR a partir de ADN genémico
de la cepa JMI09 de E coli K12 usando pares de cebadores mhpF-FW (5
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAGTAAGCGTAAAGTCGCCATTATCGG-3' [SEQ ID NO: 3]) y
mhpF-RV (5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTCATGCCGCTTCTCCTGCCTTGC-3', [SEQ ID NO:
4]), que contenian las secuencias attB1 y attB2, respectivamente. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se
realiz6 usando Phusion® Hot Start High-Fidelity DNA Polimerase (Finnzymes Oy, Espoo, Finlandia) segun las
especificaciones del fabricante y en un Biometra TGradient Thermocycler (Biometra, Géttingen, Alemania) con los
siguientes ajustes: 25 ciclos de 10 s de desnaturalizacion a 98°C y 30 s de renaturalizacion y extensién a 72°C. El
producto de PCR de 1011 pb se clon6 usando tecnologia de clonacion Gateway® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.
UU.). Se us6 plasmido pDONR221, usando la reaccion BP, para crear el clon de entrada, designado como plasmido
pUDG64. A partir de este clon de entrada y el plasmido multicopia pAG426GPD-ccdB (Addgene, Cambridge, MA, EE.
UU.) se construy6 el plasmido de expresion de levadura pUDE43 empleando la reaccion LR. Las transformaciones
de productos de reaccion de recombinacién en la cepa JM109 de E. coli K12 competente se realizaron segun el kit
de transformacion de E. coli Z-Competent™ (Zymoresearch Corporation, Orange, EE. UU ) y se sembraron en placa
sobre medio LB que contenian o bien ampicilina (100 mg I’ ) o bien kanamicina (50 mg. I ). Las transformaciones de
levadura se realizaron segun Burke et al. (Methods in yeast genetics (2000.) Cold Spring Harbor Laboratory Press
Plainview, NY.) Tras transformaciones con el plasmido de expresion de levadura, se sembraron en placa células
sobre medios sintéticos. La insercion satisfactoria del plasmido multicopia pUDE43 se confirm6 mediante PCR de
diagnéstico usando los pares de cebadores para clonacién.

Cultivo y medios

Se realizé en cultivo en matraz de agitacién a 30°C en un medio sintético (46). El pH del medio se ajusté a 6,0 con
KOH 2 M antes de la esterilizacion. Se prepararon precultivos inoculando 100 ml de medio que contenia 20 g I
glucosa en un matraz de agitacién de 500 ml con cultivo madre congelado (1 ml). Tras 24 h de incubacion a 30°C en
un incubador-agitador Innova® (200 rpm, New Brunswick Scientific, NJ, EE. UU.), se transfirieron los cultivos a
biorreactores.

Se llevaron a cabo fermentaciones por lotes anaerébicas a 30°C en biorreactores de laboratorio de 2 litros (Applikon,
Schiedam, Paises Bajos) con un volumen de trabajo de 1 litro. Se us6 medio sintético con 20 g I de glucosa (46)
para todas las fermentaciones y se complement6 con 100 pl I" de antiespumante de silicona (Silcolapse 5020
Caldic Belgium, Bleustar Silicones) asi como con los factores de crecimiento anaeroébico, ergosterol (0,01 g I )y
Tween 80 (0,42 g It ) disueltos en etanol. Esto dio como resultado etanol 11-13 mM en el medio. Cuando estaba
indicado, se afiadi6 &cido acético a una concentracion de 2 g I y se reajusto el pH a 5,0 antes de la inoculacién. Se
mantuvo el pH del cultivo a 5,0 mediante la adicién automatica de KOH 2 M. Los cultivos se agitaron a 800 rpm y se
burbujearon con 0,5 | min™ de nitrégeno (<10 ppm de oxigeno). Se monitorizé el oxigeno disuelto con un electrodo
de oxigeno autoclavable (Applisens, Schiedam, Paises Bajos). Para minimizar la difusién de oxigeno, se equiparon
los biorreactores con tubos Norprene (Cole Palmer Instrument Company, Vernon Hills, EE. UU.). Todas las
fermentaciones se llevaron a cabo al menos por duplicado.

Determinacion del peso seco y de la densidad dptica del cultivo

Se filtraron muestras de cultivo (10 ml) a intervalos de tiempo seleccionados a través de filtros de nitrocelulosa
pesados previamente (tamafo de poro 0,45 um; Gelman Laboratory, Ann Arbor, EE. UU.). Tras la retirada del medio
se lavaron los filtros con agua desmineralizada y se secaron en un horno microondas (Bosch, Stuttgart, Alemania)
durante 20 min a 350 W y se pesaron. Las determinaciones por duplicado variaron en menos del 1%. También se
monitorizé el crecimiento del cultivo por medio de lecturas de densidad 6ptica a una longitud de onda de 660 nm en
un espectrofotdmetro Novaspec® |l

Analisis de gases

Se enfrié el gas de escape en un condensador (2°C) y se sec6 con un secador Permapure de tipo MD-110-48P-4
(Permapure, Toms River, EE. UU.). Se determinaron las concentraciones de oxigeno y de didxido de carbono con un
analizador NGA 2000 (Rosemount Analytical, Orrville, EE. UU.). Se determinaron la tasa de flujo de gas de escape y
las tasas de produccion de diéxido de carbono tal como se describid previamente (3). Al calcular estas tasas
especificas de la biomasa, se hizo una correccién para los cambios en volumen provocados por la retirada de
muestras de cultivo.
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Analisis de metabolitos

Se analiz6 el sobrenadante obtenido mediante la centrifugacion de muestras de cultivo para determinar glucosa,
acido acético, acido succinico, acido lactico, glicerol y etanol por medio de andlisis mediante HPLC en un Waters
Alliance 2690 HPLC (Waters, Milford, EE. UU.) que contenia una columna Biorad HPX 87H (Biorad, Hercules, EE.
UU.). La columna se eluyé a 60°C con 0,5 g I de H2SO4 a una tasa de flujo de 0,6 ml min™. La deteccion fue por
medio de un detector de indice de refraccion Waters 2410 y un detector UV Waters 2487. Las concentraciones de
glicerol inicial y final se determinaron adicionalmente usando un kit de determinacion enzimatico (R-Biopharm AG,
Darmstadt, Alemania). Durante el cultivo en biorreactores que se burbujeaban con gas de nitrogeno, se pierde una
fraccion significativa del etanol a través del gas de escape. Para corregir esto, se analizé la cinética de evaporacién
de etanol en biorreactores que se hacian funcionar en condiciones idénticas a diferentes volimenes de trabajo con
medio sintético estéril. Las constantes de evaporaciéon de etanol dependientes del volumen resultantes (para esta
configuracién igual a 0,0080 dividido entre el volumen en litros, expresada en h") se usaron para corregir las
mediciones de HPLC de concentraciones de etanol en sobrenadantes de cultivo, teniendo en cuenta los cambios en
volumen que se provocaron mediante la toma de muestras.

Ensayos de actividad enzimatica

Se prepararon extractores celulares para ensayos de actividad de acetaldehido deshidrogenasa dependiente de
NAD* (acetilante) a partir de cultivos de crecimiento exponencial en lotes anaerdbicos tal como se describid
previamente (Abbott ef al, Appl. Environ. Microbiol. 75:2320-2325). Se midi6 la actividad acetaldehido
deshidrogenasa dependiente de NAD" (acetilante) a 302C monitorizando la oxidacion de NADH a 340 nm. La mezcla
de reaccion (volumen total 1 ml) contenia tamp6n fosfato de potasio 50 mM (pH 7,5), NADH 15 mM y extracto
celular. La reaccion se inicié mediante la adicién de acetil-coenzima A 0,5 mM. Para la determinacién de la actividad
glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (EC 1.1.1.8), se prepararon extractos celulares tal como se describi6é anteriormente
excepto que el tampdn fosfato se sustituy6é por tampén trietanolamina (10 mM, pH 5) (5,19). Se sometieron a ensayo
las actividades glicerol-3-fosfato deshidrogenasa en extractores celulares a 30°C tal como se describié previamente
(Blomberg y Adler (1989), J. Bacteriol. 171:1087-1092. Las tasas de reaccién eran proporcionales a las cantidades
de extracto celular afiadido. Las concentraciones de proteina se determinaron mediante el método Lowry (Lowry et
al (1951) J. Biol. Chem. 193:265-275) usando albumina sérica bovina como patrén.

Resultados
Crecimiento y formacion de producto en cultivos en lotes anaerobicos

Cuando se complementaron cultivos de la cepa de S. cerevisiae de referencia prototréfica IMEQ76 (GPD1 GPD2)
con2,0g I"" de acido acético, la tasa de crecimiento especifico (0,32 h") era idéntica a la notificada para cultivos que
se hicieron crecer en ausencia de &cido acético (0,34 h'1), Kuyper et al. (2005) FEMS Yeast Res. 5:399-409. La
adicion de acido acético condujo a una ligera disminucién de rendimiento de biomasa y, por consiguiente, una
disminucion del rendimiento de glicerol sobre glucosa en relacion con cultivos que se hicieron crecer en ausencia de
acido acético (figura 2, tabla 3).

Este efecto se ha atribuido a la mayor tasa de desasimilacion de glucosa para homeostasis de pH intracelular debido
a la difusién de acido acético al interior de la célula, lo que a su vez da como resultado un menor rendimiento de
biomasa sobre glucosa. En las mismas condiciones, una cepa gpd1A gpd2A isogénica, en la que se confirmo la
ausencia de actividad glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD* en extractores celulares (tabla 2), era
completamente incapaz de crecer anaerobicamente (Figura 2), consistente con la nociéon de que la produccion de
glicerol por medio de Gpd1 y Gpd2 es esencial para la nueva oxidacion de NADH en cultivos anaerobios de S.
cerevisiae.

Tabla 3 Fisiologia de la cepa de S. cerevisiae modificada mediante ingenieria IMZ132 y la cepa de referencia de
vector vacio IMEQ76 durante el cultivo en lotes anaerdbicos sobre medio sintético (pH 5) con mezclas de glucosa-
acetato

Cepas de levadura IMEO76 IMZ132
. gpdi1A gpd2A
Genotipo relevante GPD1 GPD2 + mhoF

Glicerol 3-fosfato deshidrogenasa

PRI I 0,034 £ 0,003 < 0,002
(umol mg de proteina” min™’)

Acetaldehido deshidrogenasa (acetilante)

PR < 0,002 0,020 £ 0,004
(umol mg de proteina” min™’)

Tasa de crecimiento especifico (h™) 0,32 £ 0,01 0,14 £ 0,01
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Cepas de levadura IMEQO76 IMZ132
Rendimiento de biomasa sobre glucosa (g g™') 0,083 + 0,000 | 0,082 + 0,009
Rendimiento de biomasa sobre acetato (g g™) n.a. 3,805
Rendimiento de glicerol sobre glucosa (g g™) 0,073 £ 0,007 < 0,002

Rendimiento de etanol sobre glucosa (g g™')

No corregido para la evaporacion 0,39 £0,01 0,43 £0,01

Rendimiento de etanol sobre glucosa (g g™)
Corregido para la evaporacion

n.a., no aplicable.

0,41 +0,01 0,47 + 0,01

La expresién del gen mhpF de E. coli en una cepa gpdiA gpd2A, dando como resultado tasas dePendlentes de
acetil-CoA de reduccion de NADH en extractores celulares de 0,020 umol min”’ (mg de proteina) " (tabla 3), n
posibilité el crecimiento anaeroblco cuando la glucosa era la Unica fuente de carbono. Sin embargo, cuando el medlo
se complementd con 2,0 g I de acido acético, se observé un crecimiento exponencial a una tasa de crecimiento
especifico de 0,14 h ' No se produjo formacion de glicerol durante el cultivo (Figura 2, tabla 3). Las cantidades traza
(<1 mM) de glicerol presentes en los cultivos de cepas gpd1A gpd2A cepas se originaron de los cultivos de
inoculacion que se iniciaron a partir de reservas de glicerol congeladas. El etanol era el principal producto organico y
las pequenas cantidades de succinato y lactato producidas eran similares a las observadas en cultivos de la cepa de
referencia que se hizo crecer en las mismas condiciones (datos no mostrados).

Se observa que las fermentaciones de IMZ132 (40 h) duraron més tiempo que la cepa de tipo silvestre (15 h) y los
cultivos en lotes anaerobicos se burbujearon con gas de nitrégeno. Por consiguiente, la fraccién de etanol perdida a
través de evaporacion era superior para la cepa IMZ132. Tras la determinacién de la cinética de evaporacion del
etanol en experimentos control estériles y la correccidén de los rendimientos de etanol, se mostrd un rendimiento de
etanol aparaten un 13% superior para la capa modificada mediante ingenieria segun la invencion, usando la ruta
lineal para la reduccion dependiente de NADH de acido acético a etanol (tabla 3).

Discusion

El presente estudio proporciona una prueba del principio de que, estequiométricamente, el papel del glicerol como
sumidero redox para el crecimiento anaerébico de S. cerevisiae puede sustituirse completamente por una ruta lineal
para la reduccién dependiente de NADH de acetato a etanol. Esto ofrece perspectivas interesantes para la
produccion de etanol a gran escala a partir de materias primas que contienen acido acético, tal como hidrolizados
lignocelulésicos.

Ademas de reducir el contenido en carbono orgénico de los medios gastados y aumentar el rendimiento de etanol, la
reduccion de acido acético a etanol puede aliviar al menos parcialmente la inhibicion por acetato del crecimiento y el
metabolismo de levadura, que es especialmente problemético a pH bajo y durante el consumo de azlcares de
pentosa mediante cepas de levadura modificadas mediante ingenieria.

EJEMPLO 2:

Este ejemplo se refiere a la produccion fermentativa de etanol libre de glicerol mediante una cepa de
Saccharomyces cerevisiae gpd1A gpd2A que expresa una version optimizada para los codones (SEQ ID NO: 28) del
gen dmpF de tipo silvestre de Pseudomonas sp. CF600 (n.° GenBank: CAA43226) (Shingler et al. (1992) J.
Bacteriol. 174:71 1-24).

Para este proposito, se usaron los mismos procedimientos y técnicas usados para la construccién y evaluacion del
rendimiento de la cepa IMZ132 (gpd1A gpd2A mhpF). Estos procedimientos y técnicas se describen en la seccion
Materiales y métodos del ejemplo 1. En este trabajo, la transformacién de la cepa IMZ008 (gpd1A gpd2Aura3A) con
el plasmido de expresion dmpF que porta URA3 pUDE47 dio la cepa prototréfica, que expresa dmpF, IMZ130. Para
la construccion del plasmido pUDE47, una copia optimizada para los codones del gen dmpF (nimero de registro
EMBL X60835.1) de Pseudomonas sp. CF600 se ligé en el plasmido p426_GPD. La optimizacién de codones para
la expresion en S. cerevisiae y el ligado al plasmido p426_GPD se realizaron mediante BaseClear BV (Leiden,
Paises Bajos). La insercion satisfactoria del plasmido multicopia pUDE47 se confirmé usando PCR de colonia de
diagnéstico usando los pares de cebadores dmpF-FW (CATTGATTGCGCCATACG) y dmpF-RV
(CCGGTAATATCGGAACAGAC).

Resultados

Crecimiento y formacion de producto en cultivos en lotes anaerobicos
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La expresién del gen dmpF de Pseudomonas sp. CF600 en una cepa de S. cerevisiae gpd1A gpd2A dio resultados
similares a los obtenidos para la expresién del gen mhpF de E. coli en la misma cepa. En fermentaciones en lotes
anaerdbicos, similar a la cepa IMZ132 (gpd1A gpd2A mhpF), la expresiéon funcional del gen dmpF junto con la
complementacion del medio con 2,0 g I de acido aceético, dio como resultado un crecimiento exponencial con una
tasa de crecimiento especifico de 0,11 h' (Figura 1). La cepa IMZ130 (gpd1A gpd2A dmpF) tenia un tiempo de lote
ligeramente mas largo (55 h) que la cepa IMZ132 (40 h). Durante el cultivo, la concentracion inicial de 20 g I de
glucosa se consumié completamente, mientras que no se observo formacién de glicerol. Al mismo tiempo, el acetato
se consumidé de una concentracion inicial de 2,1 g I'" hasta una concentracién final de 16 g I, El etanol era el
principal producto organico, presentando un rendimiento de etanol sobre glucosa de 0,48 g g'1 (rendimiento
corregido mediante la evaporacion de etanol). Se produjeron pequefias cantidades de succinato y lactato, similares a
las observadas en cultivos de la cepa de referencia que se hizo crecer en las mismas condiciones.

La Figura 3 muestra el porcentaje de CO; volumétrico presente en el flujo de salida de una fermentacion por lotes
inoculada con la cepa IMZ130 (gpd14 gpd2A dmpF). El grafico se presenta a escala logaritmica en el eje y con el fin
de demostrar el crecimiento exponencial y calcular la tasa de crecimiento especifico maxima.

La insercion de una copia optimizada para los codones sintética del gen dmpF de Pseudomonas sp. CF600,
proporciona otro ejemplo de que es estequiométricamente posible sustituir la formacién de glicerol como sumidero
redox en el crecimiento anaerdbico de S. cerevisiae por una ruta metabdlica lineal para la reduccion dependiente de
NADH de acetato a etanol. Ademas, este ejemplo muestra que la insercién de acetaldehido deshidrogenasa
(acetilante) en una cepa de S. cerevisiae gpd1A gpd2A dio como resultado rendimientos de etanol superiores sobre
glucosa, ninguna formacion de glicerol de subproducto y el consumo del compuesto inhibidor de la fermentacién
acetato.

Secuencias

SEQ ID NO: 1

Acetaldehido deshidrogenasa del gen mhpF de E. coli, acilante
ATGAGTAAGCGTAAAGTCGCCATTATCGGTTCTGGCAACATTGGTACCGATCTGA
TGATTAAAATTTTGCGTCACGGTCAGCATCTGGAGATGGCGGTGATGGTTGGCAT
TGATCCTCAGTCCGACGGTCTGGCGCGCGCCAGACGTATGGGCGTCGCCACCAC
CCATGAAGGGGTGATCGGACTGATGAACATGCCTGAATTTGCTGATATCGACATT
GTATTTGATGCGACCAGCGCCGGTGCTCATGTGAAAAACGATGCCGCTTTACGCG
AAGCGAAACCGGATATTCGCTTAATTGACCTGACGCCTGCTGCCATCGGCCCTTA
CTGCGTGCCGGTGGTTAACCTCGAGGCGAACGTCGATCAACTGAACGTCAACAT
GGTCACCTGCGGCGGCCAGGCCACCATTCCAATGGTGGCGGCAGTTTCACGCGT
GGCGCGTGTTCATTACGCCGAAATTATCGCTTCTATCGCCAGTAAATCTGCCGGA
CCTGGCACGCGTGCCAATATCGATGAATTTACGGAAACCACTTCCCGAGCCATTG
AAGTGGTGGGCGGCGCGGCAAAAGGGAAGGCGATTATTGTGCTTAACCCAGCA
GAGCCACCGTTGATGATGCGTGACACGGTGTATGTATTGAGCGACGAAGCTTCA
CAAGATGATATCGAAGCCTCAATCAATGAAATGGCTGAGGCGGTGCAGGCTTAC
GTACCGGGTTATCGCCTGAAACAGCGCGTGCAGTTTGAAGTTATCCCGCAGGATA
AACCGGTCAATTTACCGGGCGTGGGGCAATTCTCCGGACTGAAAACAGCGGTCT
GGCTGGAAGTCGAAGGCGCAGCGCATTATCTGCCTGCCTATGCGGGCAACCTCG
ACATTATGACTTCCAGTGCGCTGGCGACAGCGGAAAAAATGGCCCAGTCACTGG
CGCGCAAGGCAGGAGAAGCGGCATGA

SEQID NO: 2

Acetaldehido deshidrogenasa de E. coli OS=Escherichia coli (cepa K12) GN=mhpF PE=1 SV=1
MSKRKVAIIGSGNIGTDLMIKILRHGQHLEMAVMVGIDPQSDGLARARRMGVATT
HEGVIGLMNMPEFADIDIVFDATSAGAHVKNDAALREAKPDIRLIDLTPAAIGPYC
VPVVNLEANVDQLNVNMVTCGGQATIPMVAAVSRVARVHYAEITASTASKSAGPGT
RANIDEFTETTSRAIEVVGGAAKGKAIIVLNPAEPPLMMRDTVYVLSDEASQDDIEA
SINEMAEAVQAYVPGYRLKQRVQFEVIPQDKPVNLPGVGQFSGLKTAVWLEVEGA
AHYLPAYAGNLDIMTSSALATAEKMAQSLARKAGEAA

SEQID NO: 3

Cebador mhpF-FW
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATGAGTAAGCGTAAAGTCGCCATTAT
CGG

SEQID NO: 4
Cebador mhpF-RV
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTTCATGCCGCTTCTCCTGCCTTGC

SEQ ID NO: 5 Cebador de disrupcion génica fw GPD1/YDL022W
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TTGTACACCCCCCCCCTCCACAAACACAAATATTGATAATATAAAcagetgaagcettegta
cge

SEQ ID NO: 6 Cebador de disrupcion génica rv GPD1/YDL0O22W

AATCTAATCTTCATGTAGATCTAATTCTTCAATCATGTCCGGCGgeataggecactagtgg
atctg

SEQ ID NO: 7 Cebador de disrupcion génica fw GPD2/ YOL059W
TCAATTCTCTTTCCCTTTCCTTTTCCTTCGCTCCCCTTCCTTATC
ccaggctgaagettcgtacg

SEQ ID NO: 8 Cebador de disrupcion génica rv GPD2/YOL059W
GTGTCTATTCGTCATCGATGTCTAGCTCTTCAATCATCTCCGGTAGgcataggecactag
tggatc

SEQ ID NO: 9 Cebador de verificacion fw GPD1/YDL022W
CCCACCCACACCACCAATAC

SEQ ID NO: 10 Cebador de verificacién rv GPD1/YDL022W
CGGACGCCAGATGCTAGAAG

SEQ ID NO: 11 Cebador de verificacién fw GPD2/ YOL059W
GTTCAGCAGCTCTTCTCTAC

SEQ ID NO: 12 Cebador de verificacién rv GPD2/ YOL059W
CCAAATGCGACATGAGTCAC

SEQ ID NO: 13 Cebador de verificacion especifico del casete de disrupcién fw GPD1/YDL022W
CGCACGTCAAGACTGTCAAG

SEQ ID NO: 14 Cebador de verificacion especifico del casete de disrupcion rv GPD1/YDL022W
TCGTATGTGAATGCTGGTCG

SEQ ID NO: 15 Cebador de verificacion especifico del casete de disrupcion fw GPD2/ YOL059W
CGCACGTCAAGACTGTCAAG

SEQ ID NO: 16 Cebador de verificacion especifico del casete de disrupcién rv GPD2/YOLO59W
TCGTATGTGAATGCTGGTCG

SEQ ID NO: 17 Gen ACS 1 de S. cerevisiae

ATGTCGCCCTCTGCCGTACAATCATCAAAACTAGAAGAACAGTCAAGTGAAATTG
%%éﬁgAGCAAAAATGTCCCAGTCTGCCGCCACTGCGCAGCAGAAGAAGGAACAT
gﬁggigTTGACTTCGGTCAAGATCGTGCCACAACGGCCCATCTCAGATAGACTGC
é%gggTGCTACCCACTATTCTCCACACTTGGACGGGTTGCAGGACTATCAGCGCT
Ei(c}égGTCTATTGAAGACCCTGCTAAGTTCTTCGGTTCTAAAGCTACCCAATTTT
%éé%%TAAGCCATTCGATAAGGTGTTCATCCCAGACCCTAAAACGGGCAGGCCCT
gggagCAATGCATGGTTCCTCAACGGCCAATTAAACGCCTGTTACAACTGTGTTG
§%§§§CTTGAAGACTCCTAACAAGAAAGCCATTATTTTCGAAGGTGACGAGCCTG
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GGCTATTCCATTACCTACAAGGAACTACTTGAAGAAGTTTGTCAAGTGGCACAAG
ng$ECTCTATGGGCGTTCGCAAGGGCGATACTGTTGCCGTGTACATGCCTATGG
ggg%%AATCATAACCTTGTTGGCCATTTCCCGTATCGGTGCCATTCACTCCGTAG
gggggGTTTTCTTCCAACTCCTTGAGAGATCGTATCAACGATGGGGACTCTAAAG
X%gggTACAGATGAATCCAACAGAGGTGGTAAAGTCATTGAGACTAAAAGAATTG
gﬂ%ﬁ%GCTAAGAGAGACCCCAGGCGTGAGACACGTCTTGGTTTATAGAAAGACC
éégﬁégGTTGCTTTCCATGCCCCCAGAGATTTGGATTGGGCAACAGAAAAGAAGA
QQEQ%CTACTATCCATGCACACCCGTTGATTCTGAGGATCCATTATTCTTGTTGTA
%éggGTTCTACTGGTGCCCCCAAGGGTGTTCAACATTCTACCGCAGGTTACTTGC
g%%g%GTTGACCATGCGCTACACTTTTGACACTCACCAAGAAGACGTTTTCTTCA
géigiCATTGGCTGGATTACAGGCCACACTTATGTGGTTTATGGTCCCTTACTAT
%g%ggCACTTTGGTCTTTGAAGGGACTCCTGCGTACCCAAATTACTCCCGTTATT
g%%ﬁ?&GATGAACACAAAGTCACCCAATTTTATGTTGCGCCAACTGCTTTGCGTTT
gzgiGAGCTGGTGATTCCTACATCGAAAATCATTCCTTAAAATCTTTGCGTTGCTT
ggég&CGGTGAGCCAATTGCTGCTGAAGTTTGGGAGTGGTACTCTGAAAAAATAG
gi%éﬁAATCCCCATTGTAGACACCTACTGGCAAACAGAATCTGGTTCGCATCTGG
ggé%%GGCTGGTGGTGTTACACCAATGAAACCGGGTTCTGCCTCATTCCCCTTCT
nggg&GCAGTTGTTCTTGACCCTAACACTGGTGAAGAACTTAACACCAGCCACG
8g%é%CCTTGCCGTCAAAGCTGCATGGCCATCATTTGCAAGAACTATTTGGAAAA
éi%iéGTATCTAGACACTTATTTGAACCCTTACCCTGGCTACTATTTCACTGGTG
é%%ggAAAGGATAAGGATGGTTATATCTGGATTTTGGGTCGTGTAGACGATGTGG
é%é%gTGGTCACCGTCTGTCTACCGCTGAAATTGAGGCTGCTATTATCGAAGATC
8%%2%CGAGTGTGCTGTTGTCGGATTCAACGATGACTTGACTGGTCAAGCAGTTG
%$gé?éGTGTTGAAAAACAAATCTAGTTGGTCCACCGCAACAGATGATGAATTAC
i%gﬁgGAAGCATTTGGTCTTTACTGTTAGAAAAGACATCGGGCCATTTGCCGCAC
%%éﬁ%CATTTTAGTGGATGACTTGCCCAAGACAAGATCCGGCAAAATTATGAGAC
%%ﬁggAAAAATCCTAGCAGGAGAAAGTGACCAACTAGGCGACGTTTCTACATTGT
gééégCATTGTTAGACATCTAATTGATTCGGTCAAGTTGTAA

SEQ ID NO: 18 Gen ACS 2 de S. cerevisiae
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ATGACAATCAAGGAACATAAAGTAGTTTATGAAGCTCACAACGTAAAGGCTCTTA
éggEEACATTTTTACAACAGCCAACCCGGCAAGGGTTACGTTACTGATATGCAAC
égiégAATGTATCAACAATCTATCAATGAGCCAGAAAAATTCTTTGATAAGATGG
8£i%iCTTGCATTGGGATGCTCCATACACCAAAGTTCAATCTGGTTCATTGAACA
é£%g$TGCATGGTTTTTGAACGGTAAATTGAATGCATCATACAATTGTGTTGACA
gég%gTGCTAATCCCGACAAGCCAGCTTTGATCTATGAAGCTGATGACGAATCCG
igﬁﬁgCATCACATTTGGTGAATTACTCAGAAAAGTTTCCCAAATCGCTGGTGTCT
Xé%%éGGGCGTTAAGAAAGGTGACACAGTGGCTATCTATTTGCCAATGATTCCAG
é%gggTGCTATGTTGGCTGTGGCTCGTATTGGTGCTATTCACTCTGTTGTCTTTGC
$$8§ECGCTGGTTCGTTGAAAGATCGTGTCGTTGACGCTAATTCTAAAGTGGTCA
%8%8£TGAAGGTAAAAGAGGTGGTAAGACCATCAACACTAAAAAAATTGTTGACG
%%gggbGGAGTCGATTTGGTTTCCCGTATCTTGGTTTTCCAAAGAACTGGTACTG
i$ggggATGAAGGCCGGTAGAGATTACTGGTGGCATGAGGAGGCCGCTAAGCAG
%gééﬁgbCTCCTGTTTCATGTGACGCTGAAGATCCTCTATTTTTATTATACACTTC
ggggéTGGTTCTCCAAAGGGTGTCGTTCACACTACAGGTGGTTATTTATTAGGTG
%%SXEAACTAGATACGTTTTTGATATTCACCCAGAAGATGTTCTCTTCACTGCCGG
g%égGCTGGATCACGGGTCACACCTATGCTCTATATGGTCCATTAACCTTGGGTA
%ggiggATTTTCGAATCCACTCCTGCCTACCCAGATTATGGTAGATATTGGAGAA
ggﬁg%TCACAAGGCTACCCATTTCTATGTGGCTCCAACTGCTTTAAGATTAATCA
é%gggTGAAGCCGAAATTGCCAAATATGACACTTCCTCATTACGTGTCTTGGGTT
88%82ACCAATCTCTCCAGACTTATGGGAATGGTATCATGAAAAAGTGGGTAACA
%é%é%CATTTGTGACACTATGTGGCAAACAGAGTCTGGTTCTCATTTAATTGCTC
ggggéTGCTGTCCCAACAAAACCTGGTTCTGCTACCGTGCCATTCTTTGGTATTA
%ggggbATTGACCCTGTTACAGGTGTGGAATTAGAAGGTAATGATGTCGAAGGTG
g%%g%TAAATCACCATGGCCATCAATGGCTAGATCTGTTTGGAACCACCACGACC
§$gégTACTTACTTGAAACCTTATCCTGGTCACTATTTCACAGGTGATGGTGCTG
gz%gﬁTGATGGTTACTACTGGATCAGGGGTAGAGTTGACGACGTTGTAAATGTTT
gg%XgATTATCCACATCAGAAATTGAAGCATCTATCTCAAATCACGAAAACGTCT
g%%ééTGTTGTCGGTATTCCAGATGAATTGACCGGTCAAACCGTCGTTGCATATG
g%iggAGATGGTTATCTACAAAACAACGCTACTGAAGGTGATGCAGAACACATCA
82%22TTTACGTAGAGAATTGATCTTACAAGTTAGGGGTGAGATTGGTCCTTTCG
ggggﬁAACCATTATTCTAGTTAGAGATCTACCAAGAACAAGGTCAGGAAAGATTA
Xgﬁg%TCTAAGAAAGGTTGCTTCTAACGAAGCCGAACAGCTAGGTGACCTAACTA
85%2100CAGAAGTTGTACCTGCCATCATTTCTGCTGTAGAGAACCAATTTTTCT
gigigGAAATAA

SEQ ID NO: 19 ADH1 de S. cerevisiae
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ATGTCTATCCCAGAAACTCAAAAAGGTGTTATCTTCTACGAATCCCACGGTAAGT
%ﬁgﬁﬁAGATATTCCAGTTCCAAAGCCAAAGGCCAACGAATTGTTGATCAACGTTA
%é$égTGTCTGTCACACTGACTTGCACGCTTGGCACGGTGACTGGCCATTGCCAG
g%ﬁégATTAGTCGGTGGTCACGAAGGTGCCGGTGTCGTTGTCGGCATGGGTGAA
ﬁﬁggg%TGGAAGATCGGTGACTACGCCGGTATCAAATGGTTGAACGGTTCTTGT
%gggggTACTGTGAATTGGGTAACGAATCCAACTGTCCTCACGCTGACTTGTCTG
ggg%gCGACGGTTCTTTCCAACAATACGCTACCGCTGACGCTGTTCAAGCCGCTC
égéggAGGTACCGACTTGGCCCAAGTCGCCCCCATCTTGTGTGCTGGTATCACCG
Xg%g%TTTGAAGTCTGCTAACTTGATGGCCGGTCACTGGGTTGCTATCTCCGGTG
gg%ggTCTAGGTTCTTTGGCTGTTCAATACGCCAAGGCTATGGGTTACAGAGTCT
X%%ggbGGTGGTGAAGGTAAGGAAGAATTATTCAGATCCATCGGTGGTGAAGTCT
gié%%CACTAAGGAAAAGGACATTGTCGGTGCTGTTCTAAAGGCCACTGACGGTG
gggggTGTCATCAACGTTTCCGTTTCCGAAGCCGCTATTGAAGCTTCTACCAGAT
ﬁgig%TAACGGTACCACCGTTTTGGTCGGTATGCCAGCTGGTGCCAAGTGTTGTT
8%%%%CAACCAAGTCGTCAAGTCCATCTCTATTGTTGGTTCTTACGTCGGTAACA
gigggCAGAGAAGCTTTGGACTTCTTCGCCAGAGGTTTGGTCAAGTCTCCAATCA
é%gggCTTGTCTACCTTGCCAGAAATTTACGAAAAGATGGAAAAGGGTCAAATCG
ggiﬁECGTTGTTGACACTTCTAAATAA

SEQ ID NO: 20 ADH2 de S. cerevisiae
ATGTCTATTCCAGAAACTCAAAAAGCCATTATCTTCTACGAATCCAACGGCAAGT
gggﬁﬁGGATATCCCAGTTCCAAAGCCAAAGCCCAACGAATTGTTAATCAACGTCA
%8%égTGTCTGCCACACCGATTTGCACGCTTGGCATGGTGACTGGCCATTGCCAA
%$ﬁégATTAGTTGGTGGTCACGAAGGTGCCGGTGTCGTTGTCGGCATGGGTGAA
ﬁﬁggg%TGGAAGATCGGTGACTACGCCGGTATCAAATGGTTGAACGGTTCTTGT
%gggggTACTGTGAATTGGGTAACGAATCCAACTGTCCTCACGCTGACTTGTCTG
gggégCGACGGTTCTTTCCAAGAATACGCTACCGCTGACGCTGTTCAAGCCGCTC
égégXAGGTACTGACTTGGCTGAAGTCGCGCCAATCTTGTGTGCTGGTATCACCG
gﬁ%%%TTTGAAGTCTGCCAACTTGAGAGCAGGCCACTGGGCGGCCATTTCTGGT
gg%%%ECTAGGTTCTTTGGCTGTTCAATATGCTAAGGCGATGGGTTACAGAGTCT
X?ggg&GGTGGTCCAGGAAAGGAAGAATTGTTTACCTCGCTCGGTGGTGAAGTAT
gg%%%CACCAAAGAGAAGGACATTGTTAGCGCAGTCGTTAAGGCTACCAACGGC
§§§§§$ATCATCAATGTTTCCGTTTCCGAAGCCGCTATCGAAGCTTCTACCAGAT
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AGGGCGAACGGTACTGTTGTCTTGGTTGGTTTGCCAGCCGGTGCAAAGTGCTCCT
8%%%%CAACCACGTTGTCAAGTCTATCTCCATTGTCGGCTCTTACGTGGGGAACA

gigggCAGAGAAGCCTTAGATTTCTTTGCCAGAGGTCTAGTCAAGTCTCCAATAA

égggéCTTATCCAGTTTACCAGAAATTTACGAAAAGATGGAGAAGGGCCAAATTG
ggingGTTGTTGACACTTCTAAATAA

SEQ ID NO: 21 ADH3 de S. cerevisiae
ATGTTGAGAACGTCAACATTGTTCACCAGGCGTGTCCAACCAAGCCTATTTTCTA
g%?ﬁ%%AGATTGCAATCCACAGCTGCAATCCCTAAGACTCAAAAAGGTGTCATCT
gingTAAGGGGAAGCTGCATTACAAAGATATCCCTGTCCCCGAGCCTAAGCCA
i%$g$ﬁATCAACGTTAAATATTCTGGTGTATGTCACACCGATTTACATGCTTGGCA
8§%§6GCCATTACCTGTTAAACTACCATTAGTAGGTGGTCATGAAGGTGCTGGTG
g%%EEACTAGGTTCCAATGTCAAGGGCTGGAAAGTCGGTGATTTAGCAGGTATCA
é%gi§CGGTTCTTGTATGACATGCGAATTCTGTGAATCAGGTCATGAATCAAATT
ggggéTGATTTATCTGGTTACACTCATGATGGTTCTTTCCAACAATTTGCGACCG
8%%2$TCAAGCCGCCAAAATTCAACAGGGTACCGACTTGGCCGAAGTAGCCCCAA
%é%g%TGGTGTTACTGTATATAAAGCACTAAAAGAGGCAGACTTGAAAGCTGGTG
é%$ggbATCTCTGGTGCTGCAGGTGGCTTGGGTTCCTTGGCCGTTCAATATGCAA
g%%88TTACAGAGTTCTAGGTATTGATGCAGGTGAGGAAAAGGAAAAACTTTTCA
%%éééGGGTGAAGTATTCATCGACTTTACTAAAACAAAGAATATGGTTTCTGACA
gg%%%TACCAAAGGTGGCCCTCATGGTGTCATTAACGTTTCCGTTTCTGAAGCCG
%E$E$ATCTACGGAATATGTTAGACCATGTGGTACCGTCGTTTTGGTTGGTTTGC
gggggCTACGTTAAATCAGAGGTATTCTCTCATGTGGTGAAGTCCATCAATATCA
%8$$§%GTTGGTAACAGAGCTGATACGAGAGAAGCCTTAGACTTCTTTAGCAGAG
gggigATCACCAATCAAAATTGTTGGATTATCTGAATTACCAAAGGTTTATGACTT
gﬁggAGGGCAAGATTTTGGGTAGATACGTCGTCGATACTAGTAAATAA

SEQ ID NO: 22 ADH4 de S. cerevisiae
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ATGTCTTCCGTTACTGGGTTTTACATTCCACCAATCTCTTTCTTTGGTGAAGGTGC
EXKEAAACCGCTGATTACATCAAAAACAAGGATTACAAAAAGGCTTTGATCGTTA
8ggégTATTGCAGCTATTGGTCTCTCCGGTAGAGTCCAAAAGATGTTGGAAGAAC
g%ﬁﬁﬁbGTTGCTATCTATGACAAAACTCAACCAAACCCAAATATTGCCAATGTCA

8%%%$GAAGGTTTTGAAGGAACAAAACTCTGAAATTGTTGTTTCCATTGGTGGTG
ggﬁgXCGACAATGCTAAGGCCATTGCTTTATTGGCTACTAACGGTGGGGAAATCG
%ﬁ%égAGGTGTCAATCAATCTAAGAAGGCTGCTTTACCACTATTTGCCATCAACA

8%%8%TACTGCTTCCGAAATGACCAGATTCACTATTATCTCTAATGAAGAAAAGA
ﬁﬁéggGGCTATCATTGACAACAACGTCACTCCAGCTGTTGCTGTCAACGATCCAT
g%é%%TGGTTTGCCACCTGCTTTGACTGCTGCTACTGGTCTAGATGCTTTGACTC

i%gggAGCTTATGTTTCCACCGCCTCTAACCCAATCACCGATGCCTGTGCTTTGA

iggéﬁbTTGATCAATGAAAGCTTAGTCGCTGCATACAAAGACGGTAAAGACAAGA
iggggTGACATGTGTTACGCTGAATACTTGGCAGGTATGGCTTTCAACAATGCTT
g%%%ﬁTGTTCATGCCCTTGCTCATCAACTTGGTGGTTTCTACCACTTGCCTCATG

%gggXCGCTGTCTTGTTGCCTCATGTTCAAGAGGCCAACATGCAATGTCCAAAGG
ggéﬁgATTAGGTGAAATTGCTTTGCATTTCGGTGCTTCTCAAGAAGATCCAGAAG
i%éggGGCTTTGCACGTTTTAAACAGAACCATGAACATTCCAAGAAACTTGAAAG
éé%g%TAAAACCGAAGATTTTGAAATTTTGGCTGAACACGCCATGCATGATGCCT
%%éﬁg&AACCCAGTTCAATTCACCAAAGAACAAGTGGTTGCCATTATCAAGAAAG
GAATATTAA

SEQ ID NO: 23 ADH5 de S. cerevisiae

ATGCCTTCGCAAGTCATTCCTGAAAAACAAAAGGCTATTGTCTTTTATGAGACAG
ATGGA
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AAATTGGAATATAAAGACGTCACAGTTCCGGAACCTAAGCCTAACGAAATTTTAG
g%%ﬁgATATTCTGGTGTTTGTCATAGTGACTTGCACGCGTGGCACGGTGATTGGC
gﬁi%%GAAATTTCCATTAATCGGTGGTCACGAAGGTGCTGGTGTTGTTGTTAAGT
%gggbeTTAAGGGCTGGAAAGTCGGTGATTTTGCAGGTATAAAATGGTTGAATG
%géﬁgéTCCTGTGAATATTGTGAAGTAGGTAATGAATCTCAATGTCCTTATTTGG

iggggCTTCACACATGATGGTACTTTTCAAGAATACGCAACTGCCGATGCCGTTC
é%%8XTATTCCACCAAACGTCAATCTTGCTGAAGTTGCCCCAATCTTGTGTGCAG

gg%é%TTATAAGGCGTTGAAAAGAGCCAATGTGATACCAGGCCAATGGGTCACTA
gé%%%ATGCGGTGGCTTGGGTTCTCTGGCAATCCAATACGCCCTTGCTATGGGTT
é%éggTGGTATCGATGGTGGTAATGCCAAGCGAAAGTTATTTGAACAATTAGGCG
géﬁﬁ%EATCGATTTCACGGAAGAAAAAGACATTGTTGGTGCTATAATAAAGGCCA
g%%ggTTCTCATGGAGTTATTAATGTGTCTGTTTCTGAAGCAGCTATCGAGGCTT
ggé%iTTGTAGGCCCAATGGTACTGTCGTCCTGGTTGGTATGCCAGCTCATGCTT
ig$$gCGATGTTTTCAATCAAGTTGTAAAATCAATCTCCATCGTTGGATCTTGTGT
gﬁ%ﬁéAGCTGATACAAGGGAGGCTTTAGATTTCTTCGCCAGAGGTTTGATCAAAT
gggggCTTAGCTGGCCTATCGGATGTTCCTGAAATTTTTGCAAAGATGGAGAAGG
g%%é?&GGTAGATATGTTGTTGAGACTTCTAAATGA

SEQ ID NO 24: GPD1 de S. cerevisiae

ATGTCTGCTGCTGCTGATAGATTAAACTTAACTTCCGGCCACTTGAATGCTGGTA
EéﬁﬁgTTCCTCTTCTGTTTCTTTGAAGGCTGCCGAAAAGCCTTTCAAGGTTACTG
E%QE%TGGTAACTGGGGTACTACTATTGCCAAGGTGGTTGCCGAAAATTGTAAGG
gégégAGTTTTCGCTCCAATAGTACAAATGTGGGTGTTCGAAGAAGAGATCAATG
ggg??éACTGAAATCATAAATACTAGACATCAAAACGTGAAATACTTGCCTGGCA
EE%%%CGACAATTTGGTTGCTAATCCAGACTTGATTGATTCAGTCAAGGATGTCG
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ATCGTTTTCAACATTCCACATCAATTTTTGCCCCGTATCTGTAGCCAATTGAAAGG
g%%aATTCACACGTCAGAGCTATCTCCTGTCTAAAGGGTTTTGAAGTTGGTGCTA
é%gggATTGCTATCCTCTTACATCACTGAGGAACTAGGTATTCAATGTGGTGCTC
gggg%TAACATTGCCACCGAAGTCGCTCAAGAACACTGGTCTGAAACAACAGTTG
gggﬁ%TCCAAAGGATTTCAGAGGCGAGGGCAAGGACGTCGACCATAAGGTTCTA
%%g§$éEACAGACCTTACTTCCACGTTAGTGTCATCGAAGATGTTGCTGGTATCT
ggéggTGCTTTGAAGAACGTTGTTGCCTTAGGTTGTGGTTTCGTCGAAGGTCTAG
gg?ﬁiCAACGCTTCTGCTGCCATCCAAAGAGTCGGTTTGGGTGAGATCATCAGAT
ggii¥GTTTTTCCCAGAATCTAGAGAAGAAACATACTACCAAGAGTCTGCTGGTG
ggg%%GATCACCACCTGCGCTGGTGGTAGAAACGTCAAGGTTGCTAGGCTAATGG
%g$ggTAAGGACGCCTGGGAATGTGAAAAGGAGTTGTTGAATGGCCAATCCGCT
%éﬁﬁgggCCTGCAAAGAAGTTCACGAATGGTTGGAAACATGTGGCTCTGTCGAAG
éggﬁgATTTGAAGCCGTATACCAAATCGTTTACAACAACTACCCAATGAAGAACC
gigggGATTGAAGAATTAGATCTACATGAAGATTAG

SEQ ID NO: 25: GPD2 de S. cerevisiae

ATGCTTGCTGTCAGAAGATTAACAAGATACACATTCCTTAAGCGAACGCATCCGG
$§$§éTCGTCGTGCATATAAAATTTTGCCTTCAAGATCTACTTTCCTAAGAAGATC
%?EéAAACACAACTGCACTCAAAGATGACTGCTCATACTAATATCAAACAGCACA
%égégTGAGGACCATCCTATCAGAAGATCGGACTCTGCCGTGTCAATTGTACATT
gg%ééGCCCTTCAAGGTTACAGTGATTGGTTCTGGTAACTGGGGGACCACCATCG
8%%2%TGCGGAAAACACAGAATTGCATTCCCATATCTTCGAGCCAGAGGTGAGAA
g$$$§%GATGAAAAGATCGGCGACGAAAATCTGACGGATATCATAAATACAAGAC
iggé%TAAATATCTACCCAATATTGACCTGCCCCATAATCTAGTGGCCGATCCTG
§§%§20TCCATCAAGGGTGCTGACATCCTTGTTTTCAACATCCCTCATCAATTTTT

26



ES 2706 653 T3

AACATAGTCAAACAATTGCAAGGCCACGTGGCCCCTCATGTAAGGGCCATCTCGT
ggggéGTTCGAGTTGGGCTCCAAGGGTGTGCAATTGCTATCCTCCTATGTTACTG
%$238AATCCAATGTGGCGCACTATCTGGTGCAAACTTGGCACCGGAAGTGGCC
éiggﬁé%CCGAAACCACCGTGGCTTACCAACTACCAAAGGATTATCAAGGTGATG
gg%é%AGATCATAAGATTTTGAAATTGCTGTTCCACAGACCTTACTTCCACGTCA
ﬁ%gggTGATGTTGCTGGTATATCCATTGCCGGTGCCTTGAAGAACGTCGTGGCAC
%gggéTTTCGTAGAAGGTATGGGATGGGGTAACAATGCCTCCGCAGCCATTCAAA
gg%$%AGGTGAAATTATCAAGTTCGGTAGAATGTTTTTCCCAGAATCCAAAGTCG
%gégﬁ%CAAGAATCCGCTGGTGTTGCAGATCTGATCACCACCTGCTCAGGCGGTA
gééﬁgGGTTGCCACATACATGGCCAAGACCGGTAAGTCAGCCTTGGAAGCAGAA
%%ggﬁ%ZACGGTCAATCCGCCCAAGGGATAATCACATGCAGAGAAGTTCACGAGT
gggﬁéATGTGAGTTGACCCAAGAATTCCCATTATTCGAGGCAGTCTACCAGATAG
ngigCGTCCGCATGGAAGACCTACCGGAGATGATTGAAGAGCTAGACATCGAT
TAG

SEQ ID NO 26: GPP1 de S. cerevisiae
ATGCCTTTGACCACAAAACCTTTATCTTTGAAAATCAACGCCGCTCTATTCGATGT
gg%gCCATCATCATCTCTCAACCAGCCATTGCTGCTTTCTGGAGAGATTTCGGTA
iﬁgégTTACTTCGATGCCGAACACGTTATTCACATCTCTCACGGTTGGAGAACTT
é8%2$TGCCAAGTTCGCTCCAGACTTTGCTGATGAAGAATACGTTAACAAGCTAG
éﬁ§2$cCCAGAAAAGTACGGTGAACACTCCATCGAAGTTCCAGGTGCTGTCAAGT
ZggggTTTGAACGCCTTGCCAAAGGAAAAATGGGCTGTCGCCACCTCTGGTACCC
g%&égCAAGAAATGGTTCGACATTTTGAAGATCAAGAGACCAGAATACTTCATCA
gggggTGTCAAGCAAGGTAAGCCTCACCCAGAACCATACTTAAAGGGTAGAAACG
ggﬁ%&CCCAATTAATGAACAAGACCCATCCAAATCTAAGGTTGTTGTCTTTGAAG
égggéTGGTATTGCTGCTGGTAAGGCTGCTGGCTGTAAAATCGTTGGTATTGCTA
é%ﬁég&TTﬂGACTTCTTGAAGGAAAAGGGTTGTGACATCATTGTCAAGAACCACG
:%ékéAGTCGGTGAATACAACGCTGAAACCGATGAAGTCGAATTGATCTTTCATG
%gE%QCGCTAAGGATGACTTGTTGAAATGGTAA

SEQ ID NO 27: GPP2 de S. cerevisiae
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ATGGGATTGACTACTAAACCTCTATCTTTGAAAGTTAACGCCGCTTTGTTCGACG
ggﬁ‘ig CATTATCATCTCTCAACCAGCCATTGCTGCATTCTGGAGGGATTTCGGTA
ifc}&g? g’I"I‘A’TTT CGATGCTGAACACGTTATCCAAGTCTCGCATGGTTGGAGAACGT
(T}?‘(g‘iT'I:TG CTAAGTTCGCTCCAGACTTTGCCAATGAAGAGTATGTTAACAAATTAG
:aAAgg'l"l‘CCG GTCAAGTACGGTGAAAAATCCATTGAAGTCCCAGGTGCAGTTAAGC
fig(l?((}}gTTTGAA CGCTCTACCAAAAGAGAAATGGGCTGTGGCAACTTCCGGTACCC
E’Il‘g éf(l“‘ ACAAAAATGGTTCGAGCATCTGGGAATCAGGAGACCAAAGTACTTCATTA
ggggi'l‘G'l‘CAAACAG GGTAAGCCTCATCCAGAACCATATCTGAAGGGCAGGAAT
882%11\%000 ATCAATCGAGCAAGACCCTTCCAAATCTAAGGTAGTAGTATTTGAAG
?‘Egg '(I;.A(] GTATTGCCGCCGGAAAAGCCGCCGGTTGTAAGATCATTGGTATTGCC
ACTACT

TT(“ GACTTGGACTTCCTAAAGGAAAAAGGCTGTGACATCATTGTCAAAAACCACG
i%éggAG'l“'l‘GGC-GGC'l‘A CAATGCCGAAACAGACGAAGTTGAATTCATTTTTGACG
T(J?fi?gl(} CTAAGGACGATCTGTTGAAATGGTAA

SEQ ID NO: 28 ORF de dmpF optimizado para codones sintéticos para Saccharomyces cerevisiae.

Secuencia de referencia: Pseudomonas sp. CF600

Numero de registro EMBL: X60835.1
ATGAATCAGAAACTGAAAGTAGCTATCATAGGTTCCGGTAATATCGGAAC
AGACCTGATGATTAAGGTACTGCGTAATGCAAAGTACTTAGAAATGGGCG
CGATGGTCGGTATCGATGCAGCCTCTGATGGACTGGCCAGAGCTCAAAGA
ATGGGCGTTACGACTACTTATGCAGGTGTAGAAGGGCTAATCAAGCTTCC
TGAATTTGCAGACATAGATTTCGTCTTCGATGCTACATCTGCATCAGCCC
ACGTTCAGAACGAGGCTTTATTAAGACAAGCTAAACCTGGTATTAGATTG
ATCGACCTTACCCCGGCGGCAATCGGTCCTTACTGTGTCCCCGTAGTTAA
TCTCGAGGAACATTTGGGCAAGTTGAACGTTAACATGGTTACTTGCGGTG
GCCAAGCTACTATTCCGATGGTCGCAGCTGTCTCACGTGTAGCCAAAGTC
CATTATGCTGAGATTGTTGCTTCTATTTCAAGCAAGAGTGCCGGACCTGG
AACCAGAGCCAATATAGATGAATTCACTGAGACAACCAGTAAAGCCATAG
AAGTTATTGGTGGTGCTGCAAAGGGTAAAGCTATAATTATTATGAACCCA
GCTGAACCACCATTGATTATGAGGGATACGGTGTATGTGCTTTCCGCCGC
CGCTGATCAAGCCGCTGTCGCAGCTTCTGTGGCTGAAATGGTTCAAGCGG
TTCAAGCATACGTGCCAGGCTATAGGTTAAAACAACAGGTTCAGTTTGAC
GTGATTCCCGAGTCCGCGCCACTAAACATCCCCGGTTTGGGGAGATTCAG
CGGGTTGAAAACAAGTGTGTTCCTAGAAGTAGAAGGTGCTGCTCATTATT
TGCCAGCATACGCAGGAAACTTAGATATTATGACTTCCGCAGCGTTAGCT
ACAGCCGAACGTATGGCGCAATCAATGTTGAATGCATAG

SEQ ID NO: 29 ORF de dmpF
MNQKLKVAIIGSGNIGTDLMIKVLRNAKYLEMGAMVGIDAASDGLARAQR
MGVTTTYAGVEGLIKLPEFADIDFVFDATSASAHVQNEALLRQAKPGIRL
IDLTPAAIGPYCVPVVNLEEHLGKLNVNMVTCGGQATIPMVAAVSRVAKY
HYAEIVASISSKSAGPGTRANIDEFTETTSKAIEVIGGAAKGKAIIIMNP
AEPPLIMRDTVYVLSAAADQAAVAASVAEMVQAVQAYVPGYRLKQQVQFD
VIPESAPLNIPGLGRFSGLKTSVFLEVEGAAHYLPAYAGNLDIMTSAALA
TAERMAQSMLNA

SEQ ID NO: 30 Cebador dmpF-FW
CATTGATTGCGCCATACG

SEQ ID NO: 31 Cebador dmpF-RV
CCGGTAATATCGGAACAGAC

SEQ ID NO: 32 Secuencia de tipo silvestre del gen dmpF de Pseudomonas sp. CF600.
Numero de registro EMBL: X60835.1
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ATGAACCAGAAACTCAAAGTCGCGATCATCGGTTCGGGCAATATCGGCACCGAC
CTGATGATCAAGGTGCTGCGCAACGCCAAGTACCTGGAAATGGGCGCCATGGTC
GGCATCGACGCCGCCTCCGACGGCCTGGCCCGCGCCCAGCGCATGGGCGTGACG
ACCACCTATGCCGGCGTCGAAGGGCTGATCAAGCTGCCCGAATTCGCCGACATC
GATTTCGTCTTCGACGCCACCTCGGCCAGTGCCCACGTGCAGAACGAGGCGCTG
CTGCGCCAGGCCAAACCTGGCATCCGCCTGATCGACCTGACCCCGGCGGCCATC
GGCCCGTACTGCGTGCCGGTGGTCAATCTGGAGGAGCACCTCGGCAAGCTCAAC
GTCAACATGGTTACCTGCGGCGGCCAGGCGACCATCCCGATGGTCGCCGCGGTC
TCCCGTGTGGCCAAGGTCCATTACGCCGAGATCGTCGCCTCGATCAGCAGCAAG
TCGGCCGGACCCGGCACCCGCGCCAACATCGACGAGTTCACCGAGACCACCAGC
AAAGCCATCGAAGTGATCGGTGGTGCGGCCAAGGGCAAGGCGATCATCATCATG
AACCCGGCTGAGCCGCCGCTGATCATGCGCGACACCGTGTATGTGCTGTCCGCC
GCCGCCGATCAGGCCGCCGTCGCGGCCTCGGTGGCGGAAATGGTTCAGGCGGTG
CAGGCCTACGTGCCCGGCTATCGCCTGAAGCAGCAGGTGCAGTTCGACGTGATC
CCCGAGTCCGCGCCGCTGAACATCCCCGGTCTCGGCCGGTTCAGCGGGTTGAAG
ACCTCGGTGTTCCTCGAAGTCGAAGGCGCCGCCCATTACCTGCCGGCCTACGCC

GGCAACCTCGACATCATGACCTCCGCCGCGCTGGCTACCGCCGAGCGTATGGCG
CAGTCGATGTTGAACGCCTGA
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REIVINDICACIONES

1.- Célula de levadura recombinante, en particular una célula transgénica de levadura, comprendiendo la célula una
0 mas secuencias recombinantes, en particular heterélogas, de acido nucleico que codifican para una proteina que
tiene actividad acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD+ (EC 1.2.1.10), careciendo dicha célula
de la actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol dependiente de NADH, o teniendo la célula una
actividad enzimatica reducida con respecto a la sintesis de glicerol dependiente de NADH en comparaciéon con una
célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, estando dicha célula libre de actividad glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NAD o teniendo actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD
reducida en comparacion con una célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, y/o estando la célula o bien
libre de actividad glicerol fosfato fosfatasa o bien teniendo actividad glicerol fosfato fosfatasa reducida en
comparacién con una célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, y que comprende una mutaciéon gendémica
en al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en GPD1, GPD2, GPP1 y GPP2, y comprendiendo la
célula de levadura una o mas secuencias de acido nucleico que codifican para una proteina que tiene actividad
acetil-coenzima A sintetasa (EC 6.2.1.1) y una o mas secuencias de &cido nucleico que codifican para una proteina
que tiene actividad alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ (EC 1.1.1.1).

2.- Célula segun la reivindicaciéon 1, comprendiendo la célula una o més secuencias de acido nucleico heterélogas
que codifican para una proteina que tiene actividad acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD+
representada mediante SEQ ID NO: 2 o by SEQ ID: 29 o un homologo funcional de SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 29,
teniendo dicho homdlogo una identidad de secuencia de al menos el 60% con SEQ ID NO: 2 o SEQ ID NO: 29.

3.- Célula segun la reivindicacion 2, comprendiendo al menos una secuencia de acido nucleico que codifica para
dicha proteina una secuencia segun SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 28 o SEQ ID NO: 32 o un homélogo funcional de
SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO:28 o SEQ ID NO: 32, teniendo dicho homélogo una identidad de secuencia de al menos
el 60% con SEQ ID NO: 1.

4.- Célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, pudiendo ser la mutacion en al menos un gen
seleccionado del grupo de GPD1, GPD2, GPP1 y GPP2 una mutacién de desactivacién, mutacion de desactivacion
que puede ser una delecion completa de al menos uno de dichos genes en comparacién con el gen de levadura de
tipo silvestre correspondiente de la célula.

5.- Célula segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, estando la célula libre de genes que codifican para
glicerol 3-fosfato deshidrogenasas dependientes de NAD+ (EC 1.1.1.8).

6.- Célula segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo la célula una célula de levadura seleccionada
de Saccharomycetaceae, en particular del grupo de Saccharomyces, tal como Saccharomyces cerevisiae;
Kluyveromyces, tal como Kluyveromyces marxianus; Pichia, tal como Pichia stipitis o Pichia angusta;
Zygosaccharomyces, tal como Zygosaccharomyces bailii; y Brettanomyces, tal como Brettanomyces intermedius.

7.- Célula segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, siendo la célula la cepa de S. cerevisiae depositada el
16 de julio de 2009 en el Centraal Bureau voor Schimmelcultures con el nimero de depésito CBS125049.

8.- Un método para preparar etanol a partir de acetato y un carbohidrato fermentable que comprende cultivar las
células de levadura segun la reivindicacién 1 en condiciones anaerobias.

9.- Uso de una célula segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la preparacion de etanol.

10.- Método para preparar etanol, que comprende preparar etanol a partir de acetato y a partir de un carbohidrato
fermentable - en particular un carbohidrato seleccionado del grupo de glucosa, fructosa, sacarosa, maltosa, xilosa,
arabinosa, galactosa y manosa - preparacion que se lleva a cabo en condiciones anaerobias usando una célula de
levadura, comprendiendo dicha célula una proteina que tiene actividad acetil-coenzima A sintetasa y una proteina
que tiene actividad acetaldehido deshidrogenasa acetilante dependiente de NAD+ y una proteina que tiene actividad
alcohol deshidrogenasa dependiente de NAD+ (EC 1.1.1.1), siendo dicha célula preferiblemente una célula
seleccionada del grupo de células que carecen de la actividad enzimatica necesaria para la sintesis de glicerol
dependiente de NADH y células que tienen una actividad enzimatica reducida con respecto a la sintesis de glicerol
dependiente de NADH en comparacion con una célula de levadura de tipo silvestre correspondiente, estando dicha
célula libre de actividad glicerol 3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD o teniendo actividad glicerol 3-fosfato
deshidrogenasa dependiente de NAD reducida en comparacién con una célula de levadura de tipo silvestre
correspondiente, y/o estando la célula o bien libre de actividad glicerol fosfato fosfatasa o bien teniendo una
actividad glicerol fosfato fosfatasa reducida en comparacién con una célula de levadura de tipo silvestre
correspondiente, y comprendiendo una mutaciéon genémica en al menos un gen seleccionado del grupo que consiste
en GPD1, GPD2, GPP1 y GPP2.
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11.- El método segun la reivindicacion 10, en el que dicho cultivo se lleva a cabo en un medio de fermentacién que
comprende el acetato y el carbohidrato en una razén molar de 0,7 o menos, en particular al menos de 0,004 a 0,5,
mas en particular de 0,05 a 0,3.

12.- El método segun la reivindicacion 11, en el que al menos parte del carbohidrato y al menos parte del acetato se
han obtenido hidrolizando un polisacarido seleccionado del grupo de lignocelulosas, celulosas, hemicelulosas y
pectinas.

13.- Método segun la reivindicacion 12, en el que se ha hidrolizado biomasa lignocelulésica obteniendo de ese modo
el carbohidrato fermentable y acetato.
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