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CEPA DE Candida glabrata Y SU USO EN PROCESO DE FERMENTACION DE

MEZCLAS DE AZUCARES PARA LA PRODUCCION DE ALCOHOL

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencidn pertenece al campo de |os biocombusﬁbles, mMaAs
particularmente procesos para la obtencion de alcohol, dado que
describe y reclama una cepa de Candida glabrata llamada T1, dicha
cepa fue aislada del estdmago de termita y es capaz de producir alcohol
como principal producto de la fermentacion de mezclas de azucares. La
composicion de la mezcla de azucares incluye azucares de 6 y S carbonos

tales como: glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa, xilosa y arabinosa. La

vtilizacidn de esta cepa capaz de asimilar diferentes azucares tanto
hexosas como pentosas es prometedora para la produccion de alcohol
como fuente de energia alternativa, a partir de residuos lignocelulosicos

agroindustriales.

ANTECEDENTES

La creciente buUsqueda de fuentes alternativas de energia ha llevado
al rdpido desarrollo de la industria de los biocombustibles, no solo por el
problerﬁo del recurso limitado del combustible fosil, sino tambien por la
preocupacion por cuidar el medio ambiente. La produccion de etanol
medion‘Te el uso de microorganismos, mejor conocido como "bioetanol”,

es un proceso ya bien descrito y ampliamente estudiado, el cual ha sido
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planteado como una alternativa de fuente de energia. El uso del bioetanol
vy de los biocombustibles en general producidos a partir de recursos
renovables podria ayudar a minimizar las emisiones de CO2 producidas por
la guema del combustible fosil, debido a que las plantas de las que son
obtenidos requieren del CO2 para su crecimien-’ro, vy de esta forma ser una

alternativa amigable contra el medio ambiente.

La produccion mundial de bioetanol durante los 10 Ultimos anos,
supera los 70 billones de litros anuales, la cual es déminodo OOr paAises
como Estados Unidos y Brasil. El bioetanol producido es utilizado
mayoritariamente como una alternativa de biocombusﬁblé para oS
medios de transporte,. en respuesta al aumento de los precios del
combustible fésil. Sin embargo, las principales materias primas para |a
oroduccidén de este bioetanol, conocido como de primera generacion,
son el almiddn proveniente del maiz y los jarabes de sacarosa provenientes
de la cafa de azicar. El uso de azUcares obtenidos a partir de esta
biomasa para producir biocombustibles ha generado grandes criticas, ya
que se hace uso de un alimento o de recursos de calidaa olimentorid En
Estados Unidos la competicidon por la disponibilidad de estos olimen’ros, s€
ha visto reflejada en la disminucion de la disposicidon de estos recursos para
la produccidn de alcohol, lo que ha traido como consecuencia el retraso
en el desarrollo de los mismos, asi como la busqueda de nuevas

alternativas de materias primas para la produccion de bioetanol que o
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hagan verdaderamente sustentable (Wiloso et al., 2012. Renewable and

sustainable Energy Reviews 16:-5295-5308).

La biomasa, conocida como la materia orgdnica de origen biologico
que incluye plantas, residuos de la agricultura, -desechos del bosque,
células microbianas y desechos municipales provenientes de fuentes
bioldgicas, sin incluir los materiales fosiles, representa uno de l0s MAs
abundantes y subutilizados recursos bioldgicos en el planeta, y se visualiza
como una fuente prometedora para la obtencion de materias primas para
la generacidn de biocombustibles. Adicionalmente los  residuos

agroindustriales obtenidos a partir de procesamiento de los alimentos,

también representan una gran fuente de biomasa, que por lo general son
desechados al ambiente o utilizados en bajas cantidades para ofros fines
(Abdeshahian et al., 2010. Biofechnology 9(3):274-282). La biomasa total
oroducida anualmente en el mundo, es aproximadamente de 100 billones
de toneladas de materia orgdnica en base seca provenientes de tierrq, y
alrededor de 50 billones de toneladas de biomasa acudtica. En México se
generan aproximadamente 400 mil toneladas de subproductos agricolas,
agroindustriales y forestales anuales y sélo alrededor del 1.25 % de estos
residuos es utilizada como alimento, energia y materia prima para procesos
industriales, el resto es desechado y reciclado en el ecosistema. La
biomasa de residuos forestales y de la agricultura, son una alternativo

orometedora para la fermentacion de los azucares presentes en los mismos
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con el fin de obtener biocombustibles tales como el bioetanol, el cual al ser
producido a partir de biomasa es llamado de segunda generacion. Estos
residuos se han reconocido como una posible fuente de energia renovable
sin causar presion por el uso de fuentes fermentables como el maiz y la
sacarosa que son fuente de alimentacion, ademds su utilizacidn disminuye
la generacion de contaminacion ocasionada por los mismos y se le da un

valor agregado (Naik et al, 2010. Renewable and Sustainable Energy

Reviews 14:578-597).

Los residuos lignoceluldsicos ocupdn aproximadamente el 50% de
toda la biomasa producida proveniente de tierra, representando un
recurso  renovable amplio. Estdn compuestos por tres principales
biopolimeros denominados, celulosa, hemicelulosa y lignina, los cuales
estdn unidos fuertemente por enlaces no covalente y enlaces covalentes
cruzados, con un relativamente bajo contenido de monosacarndos,
almiddn, proteinas y aceites (Abdeshahian ef al, 2010. Biotechnology
9(3):274-282). Los residuos lignocelulosicos ofrecen el potencial para
producir biocombustibles de segunda generacion. Sin embargo hasto
ahora los costos de produccion de biocombustibles a partir de estas
materias primas son todavia muy elevados. La razon estd relacionada con
las coroderi’s’ricos de los desechos lignoceluldsicos que requieren
tecnologias de procesamiento avanzadas que Incluyen pretratamientos,

hidrdlisis de la celulosa y hemicelulosa presente, asi como la co-
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fermentacion de los azdcares resultantes. Para favorecer la utilizacion de
l0s residuos lignoceluldsico se requieren grandes esfuerzos para desarroliar
nuevos sistemas en los que la produccidon, conversion y-utilizacion de 10s
productos sean eficiente (Fu ef ol.,- 2013. Enzyme and Microbial Technology.'
45:210-217; Boluda-Aguilar et al., 2013. Industrial Crops and Products. 41.188-

197).

La obtencidn de bioetanol de segunda generacion, requiere del uso
de procesos quimicos o enzimdticos para la liberacidn de los azucares
presentes en las estructuras lignoceluldsicas, tales como hexosas vy
pentosas, entre las principales hexosas se encuentran la D-glucosa, D-
mannosa vy D-galactosa, mientras que las pentosas principalmente
encontradas son las (D-xylosa y L-arabinosa). (Fonseca et al., 2007. Applied
Microbiology and Biotechnology 75:303-310; Hickert, et al., 2013.
Bioresource Technology 131:508-514). El uso de eficientes pretratamientos
de los desechos lignoceluldsicos proporcionan rendimientos de mas del
20% de pentosas, las cuales no pueden ser asimiladas por microorganismaos
comunmente utilizados para la fermentacion de azucares y produccion de
alcohol, tal es el caso de las cepas nativas de Saccharomyces cerevisae,
el microorganismo mas usado para la produccion de etanol. Uno de los
principales problemas para la rentabilidad de |os procesos industriales de

produccion de biotenol a partir de biomasa lignocelulosica es la
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necesidad de una conversion eficiente de las hexosas y pentosas a alcohol

(Fonseca et al., 2007. Applied Microbiology and Biofechnology 75:303-310).

La seleccion de un microorganismo poro‘ un proceso biotecnoldgico
industrial, se determina principalmente por su potencial para producir
eficientemente el producto de interés, ademads existe una preferencia por
MICroorganismos que se encuentren bien caracternzados, geneticamente
accesibles o que tenga el potencial de convertirse en plataformas de
oroduccion. La mayoria de [os microorganismos usados en la industria para
la produccion de etanol tienen la ventaja de ser altos productores de

alcohol, con alta tolerancia a inhibidores. Sin embargo, |a mayoria de estos

MICroorganismos No son capaces de asimilar a Qs pentosas provenientes
de hidrolizados de biomasa como fuente de carbono. Por el conftrario,
existen microorganismos convertidores de pentosas que presentan bagja
tolerancia a inhibidores, ademas de que requieren una pequena y bien
controlada fuente de oxigeno para una maxima produccion de alcohol,
ademas de ser altamente sensibles al alcohol (Hickert, ef al., 2013.
Bioresource Technology 131:508-514; Matsushika et al., 2009 Bioresource
Technology 100:2392-2398). En el caso de la produccion de etanol de
segunda generacion, al tener materias primas tan complejas, 1os
microorganismos a utilizar deben de estar bien adaptados al medio vy Fser
capaces de asimilar todos los azucares presentes en ell MIisSMo. Aunque

existe un gran desarrollo en ingenieria genética y metabdlica para |o
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adaptacion de microorganismos productores de alcohol de primera
generacion para la produccion de alcohol de segunda generacion, hasta
la fecha ha sido mas eficiente cambiar la seleccion del microorganismo,
buscando  microorganismos por nafuraleza  ya adaptados a ciertos

sustratos (Rumbold et al., 2009. Microbial cell Factories).

Las termitas junto con ofros artrépodos comparten Ia habilidad inusual
de crecer en materiales lignocelulosicos tales como en madera sana o en
descomposicion, en pasto, estiercol de animales asi como en residuos
vegetales y cartén. Las condiciones a las que éste tipo de artropodos
oroliferan son muy diversas en cuanto a humedad se refiere, existen mds
de 2600 especies descritas y ampliomente estudiadas en la naturaleza. El
fracto in’rés’rinol de la termita es un microambiente axial bien estructurado
con dife'rénfes actividades metabdlicas y comunidades rhicérobicnos. El
estdmago de termina genérdl_men’re se encuentra constituido por 3 partes
las cuales en conjunto son consideradas como un digestor anaerdbico
bien estructurado. La principal funcidn del estdmago de la termita es
depolimerizar la celulosa y hemicelulosa de los materiales lignoceluldsicos
de los que se alimentan, fermentando los carbohidratos resultantes a
cadenas cortas de dacidos grasos que son absorbidos y asimilados por el
hospedero, esto mediante la microflora simbidtica presente en los sistemas.
En éste sentido el estbmago de termita se parece al rumen del ganado,

caracterizado por concentraciones altas de dacidos grasos volatiles, la

7
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presencia de bacteria fermentadoras y protozoarios. Los principales
microrganismos encontrados en los sistemas se refieren a bacterias vy

levaduras aerotolerantes, algunos aerobios facultativos y aerobios estrictos

(Brune, 1998. TIBTECH; Ni and Tokura, 2013. Biotechnology Advances).

La presencia de enzimas degradadoras de residuos lignoceluldsicos,

asi c:o*mo de los  microorganismos .previdmen’re adaptados
me’robélicomen’re ‘a sustratos especificos encontrados en sistemas tan
organizados como el estbmago de termita, representan una fuente
alternativa para la busgueda de microorganismos Utiles en la produccion

de etanol de segunda generacion.

El género Candida comprende un grupo de levaduras de
reproduccion vegetativa, las células son globosas, elipsoidales y cilindricas
y ocasionalmente presentan forma ojival, triangular o semilunar. Son
capaces de formdr pseudohifas y no formar artroconidias, fisiologicamente
poresentan la capacidad de fermentar azucares, asimilar el nitrato y formar
peliculas en medios liquidos, algunas especies pueden asimilar el inositol y
Nno producen ureasa. En especifico Candida glabrata se reproduce por
gemacion holobdstica y la pared celular es de dos capas y crecen
generalmente a 37°C (Kurtzman and Jack, 1998. Elsevier Science B.V.). Por
otro lado, diversas Levaduras del género Candida han sido utilizadas en

fermentacion de azicares debido a la cercania que presentan con la
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levadura Sacharomices sereviceae. Existen reportes de cepas de Candida
capaces de utillizar xilosa para crecer y producir alcohol, aungue han sido
consideradas como microorganismos poco fermentativos y con bagja
tolerancia al alcohol, (Govindaswamy et al., 2007, Bioresource Technology
98:677-685), también han sido empleodos para la produccidn de alcohol
bajo condiciones aerobias y la produccidon de etanol y xilitol en mezcla de
azucares conteniendo glucosa, xilosa, galactosa y arabinosa, tal es el caso
de la cepa Candida fropicalis ATCC 13803, ademas existen reportes en
donde muesiran ser copdces de crecer b‘ojo condiciones anaerdbicas vy

producir alcohol con resultados similares a los obtenidos por S. cereviseae.

En estudios cen’rrodos.en microorganismos naturalmente fermentadores de
pentosas, algunas levaduras del genero Candida han presentado [0S
mejores resultados en  términos de rendimien’r_o v productividad.
Especificamente existen reportes en los que mencionan la ulilizacidon de
Candida glabrata para la produccion de alcohol a partir de paja de arroz
pretratada, sin embargo el microorganismo  ha sido modificado
genéticamente para la expresion de enzimas que favorezcan la hidrolisis
del sustrato (Wang et al., 2013. Journal of Bioscience and Bioengineering).
Adicionalmente, existen autores que reportan la utilizacion de cepas de
Candida como C. fropicalis que ha sido aplicada en la fermentacion de
algunos materiales agroindustriales como el almidén en combinacion con

otros microorganismos fermentadores de hexosas para obtener elevados
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rendimientos de etanol (Watanabe et al., 2008 J. Ind. Microbiol. Biotechnol.

35, 1117-1122; Oberoi et al., 2010 Process Biochemistry 45:1299-1306).

Con base a lo descrito, en la presente invencion se ha detectado una
cepa nativa de Candida glabrata con numero de registro NRRL Y-50877
aislada de estomago de termita, capaz de asimilar hexosas y pentosas
para |a produécién de alcohol como principal producto de fermentacion,
esta cepa es capaz de asimilar individualmente azucares tanto hexosas

como pentosas, v la mezcla de ellas.

En el estado de la técnica no se encontraron documentos que
mencionen especificamente a la cepa Candida glabrata aislada del
estomago de termita descrita en ta presente solicitud, considerando que la
capacidad de asimilacion de azucares para la produccion de alcohol,
debido a la fuente de donde fue aislada, es diferente al de otfras cepas de
Candida glabrata mencionados en el estado de la técnica, informacion

que se evidenciard en las tablas y figuras que se mostraran posteriormente.

Dentro de las patentes publicadas y solicitudes de patentes
registradas existen algunas que mencionan el uso de microorganismaos
para produccion de aicohol a partir de mezclas de azucares, asi como el
uso de la cepa Candida glabrata para la produccic’)n de metabolitos, sin
embargo no afectan llo novedad o actividad inventiva de |la presente

solicitud, ya que los microorganismos descritos son distintos a la cepa que

10
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se protege en esta solicitud o son utilizados para la generacion de
metabolitos distintos a los que se mencionan en el presente documento, @

continuacion se mencionan las mas relevantes.

La solicitud de patente europea EP2518167A1 describe el uso de
bacteras anaerdbicas extremo termofilicas para la produccidon de etanol
como principal producto de fermen‘rocic’)n; de interés prometedor para la
produccion sustentable de bioetanol de segunda generacion. A pesar de
que la patente describe |la capacidad del microorganismo de asimilar
fanto hexosas como pentosas en mezcla para la produccion de etanol, e!

microorganismo utilizado es una bacteria que difiere claramente de la

levadura que se describe en el presente documento.

La patente de los Estados Unidos 8,3946,22B2, protege el uso de cepas
de levaduras que incrementan Id produccion de etanol, protegiendo el
uso de levaduras dell genero Sacharomices cerevisae productoras de
mayores rendimientos de alcohol y tolerantes a temperaturas superiores o
las  utilizadas comercialmente para la fermentacion de glucosa vy
produccion de alcohol. Este microorganismo y su utilizacidn son
claramente diferentes al que se busca patentar, ya que manejan un
microorganismo gque ha sido genéticamente modificado. En su mayoria las
patentes o registros relacionados con la produccion de alcohol a partir de

mezclas de azucares que pueden encontfrarse en desechos

11
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agroindustriales, protegen el uso de microorganismos geneticamente
modificados como la WO2010057064A2, o tratamientos y procesos que

modifiquen los sustratos a utilizar.

De acuerdo a los antecedentes de la invencion, el problema tecnico
que se resuelve es la descripcion y uso de una cepa novedosa de Candida
glabrata capaz de asimilar diferentes fuentes de carbono individuales o en
mezcla tales como: glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa, xilosa vy
arabinosa gue son los principales azucares obtenidos a partir de la hidrolisis
de residuos lignocelulosicos para la produccidn de etanol y que
comunmente no son asimilables en mezcla por o_’rros MICroorganismos ya
utilizados industrialimente. Ademas han sido evaluados en las proporciones
que los azucares podrian encontrarse en desechos de la industria citricola.
Lo que hace que la presente invencion sea novedosaq, con actividad
iInventiva y con una aplicacion industrial especifica en ia produccion de
etanol de segunda generacion a partir de residuos lignucelulosicos
hidrolizados. Asi como en la industria de |la fabricacidon de alcohol a partir
de diferentes fuentes de carbono. Adicionalmente es capaz de tolerar
altas concentraciones de azucares, no es inhibida por la presencia de
alcohol y es capaz de crecer en un medio minimo de sales, lo que hace
aun mas ventajoso su uso industrial por no requerir la adicion de vitaminas

O algun otro compuesto que pudiera encarecer el proceso.

12
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BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Los detalles caracteristicos del uso de la cepa Candida glabrata para la
asimilacion de mezclas de azucares para la produccidon de alcohol como
principal producto de fermentacion, se muesiran claramente en |as

siguientes figuras y descripcion:

Figura 1. Candida glabrata cepa T1, A) Cultivo puro crecido en medio
sOlido de YPD después de 24h de incubacion a 35°C: se observan colonias
de forma circular, con una elevacidon convexa y de borde liso, la colonia

presenta un tono opaco. B) Imagen al microscopio con aumento de 40x

que muestra células medianas y de circunferencia redonda.

Figura 2. Porcentqgje del consumo de Candida glabrata T1 de cada una
de las hexosas presentes en la mezcla de azucares ¢ concen’rrocibnes
reportadas y alcanzadas en hidrolizados obtenidos a partir de residuos
ignoceluldsicos de la industria citricola, determinados mediante HPLC

durante 10 dias de fermentacion en medio minimo de sales.

Figura 3. Porcentaje del consumo de Candida glabrata Tl cada una de
las pentosas presentes en la mezcla de azicares a concentraciones
repon‘odos. y alcanzadas en hidrolizados obtenidos a partir de residuos
ignoceluldsicos de la industria citricola, determinados mediante HPLC

durante 10 dias de fermentacion en medio minimo de sales.

13
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Figura 4. Contenido de etanol producido por Candida glabrata Tl vy
expresado en g/L en el medio adicionado con la mezcla de azucares, asi
como el crecimiento de Candida glabrata Tl expresado como peso Seco
(g/L) producido en el medio adicionado con la mezcla de azucares @
concentraciones reportadas y alcanzadas en hidrolizados obtenidos o

partir de residuos lignoceluldsicos de la industria citricola.

Figura 5. Muestra la produccidon de alcohol y los rendimientos
Producto/Sustrato en medio YPD a diferentes temperaturas de crecimiento

de Candida glabrata Tl después de 2 dias de fermentacion.

Figura 6. Muestra |la produccion de alcohol y los rendimientos

Producto/Sustrato en medio YPD a diferentes rom de agitacion durante el

crecimiento de Candida glabrata T1 despué's de 2 dias de fermentacion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidon se refiere a una cepa nativa de Candida
glabrata con numero de acceso de NRRL Y-50877, la cudl se obtiene del
estbmago de termita y es capaz de asimilar mezclas de aqzucares
conteniendo hexosas y pentosas para producir alcohol como principal
oroducto de fermentacion. Seileccionodo como la mejor asimiladora de
hexosas y pentosas a partir de varias cepas aisladas del mismo estomago

de termita.
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En ofro aspecto de la presente solicitud, la cepa gue se reclama es
capaz de crecer y producir alcohol a diferentes condiciones de
femperatura, pH y agitacion, en medio de extracto de levadura, peptona
de caseina y dextrosa (YPD). La cepa acorde a la invencidn tiene el
potencial de crecer a concentraciones elevadas de mezcla de azucares y
co-fermentar hexosas y pentosas, ademads de crecer y producir alcohol en
medio minimo de sales en ausencia de vitaminas, peptona o extracto de
levaduras, o que lo hace un buen candidato para ser utilizado en la
poroduccion de bioetanol de segunda generacion donde la fermentacidon

puede llevarse a cabo sin la adicion de suplementos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En un aspecto de la invencion la cepa T1, aislada del intestino de
termifo, es capaz de asimilar mezclas de azucares para la produccion de
alcohol como producto principal de |la fermentacidon. Dicha cepa Ho sido
depositada bajo los términos del Tratado de Budapest, en el Agricultural
Research Service Culture Collection (ARS Patent Culture Collection, 1815
North University St, Peoria, IL, 61604, Estados Unidos de Norteameérica). El

numero de acceso asignado a esta cepa es NRRL Y-50877

El aislamiento de la cepa Candida glabrata capaz de asimilar
mezclas de azucares (hexosas y pentosas) para la produccion de alcohal,

se llevd a cabo a partir de los intestinos de termitas de una proliferacion
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natural en donde se alimentaban con cajas de carton. El proceso de

aislamiento comprende 3 etapas que se enlistan a continuacion:

a. Obtencion de los microorganismos presentes en el intestino de termitq, el
cual se lleva a cabo mediante diseccion empleando un estereoscopio

5 con aumento optico 10X y una aguja de diseccion, una vez obtenido el
intestino de termita se procede al lavado del mismo en un buffer de
fosfatos a pH 7, posteriormente se disgregan por maceracion en mortero

esterl para obtener los microorganismaos.

o. Aiélomien’ro de 1os microorganismos, el cual se lleva a cabo mediante |a

10 preparacion de diferentes diluciones a partir de la muestra de
microorganismos obtenida en el inciso anterior, Ia siembra de las mismas

se realiza en placas de agar que conteniendo carboximetil celulosa al

0.1% y rojo congo como indicador, posteriormente son incubadas a
condiciones aerdbicas. Las colonias que se seleccionan y purifican son

15 aquellas ‘en las que se observan zonas libres de coloracion,
purificGdndolas por resiembra en estria, una vez aisladas se confirma la
capacidad celulolitica mediante Ia decoloracion del rojo congo en |las

placas de agar.

c. Posteriormente se realiza una seleccion mads especifica de los
20 microorganimos aislados, mediante la siembra de los mismos en medio

minimo de sales suplementado con celobiosa, carboxiimetilcelulosa o
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xilosa al 0.1% e incubadas a 150rom durante 48h, para crecer los aisilados
a condiciones aerdbicas. Después de que el crecimiento celular alcanzo
la fase estacionaria, el caldo de cultivo es centrifugado a 6000g durante
'20 min y las celulas son re suspendidas en solucion amortiguadora de

fostato de sodio (pH7,0) para pasos posteriores de seleccion.

d. Posteriormente se readliza una seleccidon mads especifica de los
microorganismos gue son obtenidos en la etapa precedente, utilizando
medios con diferentes fuentes de carbono, las cuales incluyen hexosas vy
pentosas tales como: glucosa, galactosa, fructosa, sacarosa, arabinosa,
xilosa. Se verifica la asimilacion de los diferentes azucares de manera
iIndividual, para por ultimo evaluar los microorganismos que ademas de

asimilar los diferentes azicares, también producen alcohol.

Purificacion del DNA y amplificacion por PCR para identificacion

molecular de la cepa T1 NRRL Y-50877

La identificacidn molecular de la levadura T1 se realizd mediante el andalisis
de la secuencia parcial del gen ribosomdl 16S. La obtencion del DNA
gendmico usado como templado para la reaccion de PCR se realizd a
partr de un cultivo fresco mediante técnicas estdndares, pero
incorporando en la extraccion 0.5% de microperias de vidrio (106 uym) vy
realizando agitaciones con vortex tres veces en pernodos de 1 minuto en

cada uno. El PCR para amplificar el fragmento se realizd en un volumen
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final de 50 ul que contiene 1X del buffer de reaccion, MgCl, a 2 mM, dNTP
cada uvno a 0.2 mM, 2 ng de DNA cromosomal, 0.4 uM de cada
oiligonucledtido y 2 unidades de la enzima Tag DNA polymerase. El PCR se
realizd bajo las condiciones previaomente reportadas por Weisburg y ofros
(1991. J. Bacteriol. 173:697-703) empleando 1os oligonucléotidos fD1 y rD1.
Los fragmentos amplificados se clonaron en el vector pCR2.1 (TA Cloning
kit, Invitrogen) para ser secuenciados y la secuencia obtenida es la
senalada en la SEQ ID No. 1. La metodologia que se selecciond para o
identificacidon molecular de la cepaq, s una metodologi’o que amplifica

una regidon del ADN ribosomal y que se considera una regidn muy

conservada entre especies por ello la amplificacion y secuenciacion de
estos ITS son una herramienta de gran utilidad para la identificacion de
cepas de {microorganismos eucariotas) levaduras y hongos, sin embargo
no significa que las dos cepas de una misma especie sean o tengan un
comportamiento similar, ya que esta seccion del ADN que se amplifica no
corresponde a ninguna enzima especifica del metabolismo.

La secuencia SEQ ID No. 1 tiene una similitud de 99% con secuencias

reportadas de la region 5.8 ARNr de Candida glabrata.
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Deposito de la cepa:

Se depositd la cepa de la especie Candida Tl de acuerdo a lo

siguiente:

La cepa de Candida ha sido depositada bajo los terminos del

Tratado de Budapest, en el Agricultural Research Service Culture Collection

[ARS Patent Culture Collection, 1815 North University $t, Peoria, IL, 61604, Esiados

Unidos de Norteamérica). El nuUmero de acceso NRRL Y-50877 se asigno
después de |la verificacion de la viabilidad de la cepa, y se han pagado |os
impuestos de requisicion. El acceso a dicha cepa serd posible durante el
tramite de la solicitud de patente. Todas las restricciones sobre la
disponibilidad de dicha cepa al publico se removerdn irrevocablemente
una vez que se acepte la patente basadndose en la solicitud. Ademés, el
deposito desighodo se mantendrd por un periodo de treinta (30) anos
desde la fecha de depdsito, o cinco ([5) anos después de la ultima
requisicidon para el depdsito, o para la vida de cumplimiento de |la patente
mexicana, cuan larga sea. St la cepa se vuelve no viable o
inadvertidamente es destruidag, sera reemplazada con una cepa viable. En
la tabla 1 se presenta la descripcidn morfoldgica de la cepa Candida

glabrata (T1) con numero de acceso de NRRL Y-50877
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Tabla 1. Descripcion morfologica.

T1 NRRL Y-50877

TINCION Azul de bromo fenol
(CULTIVO
o
“
CRECIMIENTO \
AEROBIO

Proceso de asimilacion de mezcla de aziUcares para la produccion

de alcohol.

En ofro aspecto, la invencion proporciona una cepa de Candida glabrata
(NRRL Y-50877) capaz de metabolizar azucares de 6 carbonos (hexosas)
como de 5 carbonos (pentosas), tal como se muestran en la figura 2y 3, en
donde se puede apreciar el consumo de cada uno de los azucares
presentes en la mezcla obtenidos mediante el uso de un equipo de
crbmo’rogrofi’o equipado con una bomba cuaternaria, un desgasificador,
un autoinyector termostatado, un horno de columna y un detector de
indice de refraccion. La columna utilizada para la cuantificacion de

intercambio idnico de 300 x 4.6 mm de dimensiones v didmetro de
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particula de relleno 5 um. El fratamiento de datos de los cromatogramas se
realizd con un sistemo informdatico. Todas las medidas indicadas se
realizaron sobre muestras del mismo volumen, obtenidas durante el curso
de la fermentacion, las cuales fueron previamente filtradas con filtros de
celulosa de 0.22 micras. Inyectando 5 ul de muestra y eluyendo con agua

grado HPLC.

En ofro aspecto, la invencidon comprende un método para la asimilacion
de azucares de 6 carbonos (hexosas) y 5 carbonos (pentosas) que

comprende:

a. Preparacion de medios de cultivo adicionados con azicares de 6y 5
carbonos tales como: glucosa, sacarosq, fructosa, galactosa, xilosa y
arabinosa, individuoh;nenfe en medio YPD a concentracion de 70 g/L
de cada azucar y en mezcla a concentraciones de 200 g/L en
medio minimo de sales, el cual se describe en la tabla 2. El pH es

ajustado en cualguiera de los dos casos a 4.5.

b. Adicion de la cepa Candida glabrata (NRRL Y-50877) capaz de
asimilar y utilizar los azucares (hexosas y pentosas) adicionados en 10s
medios de manera individual o en mezcla, como fuente de carbono

para el crecimiento de la cepa a temperatura de 35°C.
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Tabla 2. Contenido del medio minimo de sales

Compuesto Contenido g/L
(NH4)2SO4 12.7
NH4PO3 2.4
MgSO4 0.75
KCI 2.3
CaCls 0.25
Azucares totales 200
Glucosao 51% (W/v)
Fructosa 30% (w/V)
Galactosa 8 % (W/V)
Arabinosa 7 % (W/V)
Sacarosa y Xilosa 2% (W/V)

Lo anterior se puede corroborar en las figuras 2 y 3, donde se observa el
consumo de los azucares en el medio adicionado con la mezcla de
azucares a las concentraciones descritos en la tabla 2. En la tabla 3 se
muestra el porcentaje de consumo de cada azucar presente y las
velocidades de consumo del mismo, indicando que no existen diferencias
significativas en las velocidades de consumo de los sustratos asimilados.
Los porcentajes de los sustratos se encuentran a las concentraciones
reportadas y obtenidas a partir de la hidrdlisis de residuos lignocelulosicos
provenientes de la Industria citricola. Los valores de pH obtenidos durante
la asimilacidn de los azUcares disminuyen de 4.5 que es el valor inicial al
que es gjustado el medio hasta 2.2, valor que puede ser obtenido despues
del tercer dia de asimilacidon y el cual no afecta el desarrollo de Candida

glabrata.
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Tabla 3. Consumo de azucares (pentosas y hexosas) presentes en la mezcla
de azucares a concentraciones reportadas y alcanzadas en hidrolizados
obtenidos a partir de residuos lignoceluldsicos de la industria citricola,

asimilados por Candida glabrata T1 en medio minimo de sales.

[azUcar en el Candida glabrata'(T 1)
Az0car medio]  _ — ’ . R S
Consumo de azucar despues de Velocidad de consumo de
(%) 10.5 dias de fermentacion (%) sustrato total (us)* (g.h-)
Glucosa 51 65.0£0.31¢ 0.02205
Fructosa 30 48.510./8¢ 0.031}¢
Galactosa 8 /8.9+0.12P _ 0.019b
Sacarosa 2 82.710.05¢ 0.019b
Arabinosa 7 52.1+0.33d 0.014b
Xilosa 2 47.510.22¢ 0.013p

5  *Determinado por los qjustes del modelo de Gompertz {r2 >0.95) aztcar consumido en el
curso del tiempo, SD de la ps fue <20% a partir de dos experimentos independientes. Los
valores en una columna con la misma letra no son significativamente diferentes a P<0.035
determinados por multiples comparaciones de medias por Tukey Kramer's test.

10 Lo invencidn también comprende el método para la produccion de

alcohol, qgue comprende:

a. Preparacidon de una mezcla de diferentes azucares que confiene
hexosas, pentosas tales como: glucosa, fructosa, sacarosa, galactosa,

sacarosa xilosa y arabinosa en las proporciones descritas en la tabla 2,

15 dichos valores han sido encontrados en hidrolizados provenientes de
residuos lignoceluldsicos de la industria citricola como el caso de

cascaras de citricos, los cuales se encuentran para cada azucar entre

23



f’/\
’f. “4

>

|05 siguientes valores: glucosa (50-51 %), fructosa (28-30 %), galactosa
(9-16 %), arabinosa (7-8 %), xilosa (2-4 %), sacarosa (1-2 %). Estos vcléres
se basan en |lo reportado por autores como Wilkins et al.,, 2005 vy
Boluda-Aguilar et al., 2013. La concentracion total de los azucares en

5 el medio puede variar de 20g/L a 220 g/L y el pH es ajustado a 4.95.

b. Utilizacidon de la mezcla como fuente de carbono, a partir de la cual
la cepa de Candida glabrata Tl (NRRL Y-50877) en presencia de un
medio mi’nimio de sales que se describe en la tabla 3, y a tfemperaiura
de 35°C sin agitacion por 11 dias crece. Adicionalmente el pH es

10 ajustado a 4.5 para favorecer el crecimiento de Candida glabrata.

c. Fermentacion de los azicares presentes en el medio por la cepa de
Candida glabrata T1 (NRRL Y-50877) para la produccion de olcéhol,
como se observa en la figura 4 donde se presentan el contenido de
alcohol en g/L durante el tiempo de fermentacion evaluado. La

15 fermentacidén requerida para la produccidon de alcohol se puede
mantener hasta alcanzar rendimientos especificos de alcohol, o
fermentacioén se puede llevar a cabo a periodos extendidos de un dio
a 11 dias a temperaturas de 30 a 50 °C a un pH inidol de 4.5. Los
rendimientos de etanol en funcién del sustrato asi como la velocidad

20 de produccion y productividad del mismo se presentan en la tabla 4.
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Los valores de pH inicialmente son ajustados a 4.5, sin embargo durante
la fermentacidon varian hasta valores de 2.2, los cuales no afectan el
crecimiento de Candida glabrata, tampoco la produccion de alcohol,
IO Que proporciona un ventaja sobre otros procesos que se ven

afectados por el pH.

Tabla 4. Pardmetros de produccion de alcohol

Parametro Valor
Consumo de sustrato total en 10. 5 dias 60.3 + 4.4 %
Etanol (g/L} 289+ 1.3
Rendimiento producto/sustrato 0.26 £0.01
Velocidad de produccion de etanol (g/h) 0.040 = 0.006
Consumo de sustrato al dia que se obtuvo 58.1 £ 0.7
Mmaxima produccion de etanol

Productividad (g/L.d) 3.9+0.17

La invencion tambien se refiere al crecimiento de la levadura en co-cultivo
con alguna ofra levadura que potencialice la produccion de alcohol,
como se muestra en la tabla 5, en la que se adiciona otra cepa del género
Candida para incrementar la asimilacidon de azucares y produccion de

etanol a diferentes concentraciones de células.

La preparacion de los medios de cultivo conteniendo mezclas de azucares
de 6 y 5 carbonos de los procesos de asimilacion de azucares y produccion

de alcohol, pueden obtenerse a partir de procesos de hidrolisis de residuos
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lignoceluldsicos, tal como se muestra en la figura 7 en dondé se presenta |a
asimiliacion de los azucares presentes a concentracidn de 26 g/L a pH
inicial de 6 el cual se incremento hasta 7 para posteriormente descender
sin afectar la asimilacion de azucares. De igual forma se presenta lo
5 produccion de alcohol en el sistema a partir de residuos hidrolizados de la
iIndustria citricola en combinacion con ofra levadura del genero Candida.
Adicionalmente en la ’roblo' S s& muestran algunos de los parametros
cinéticos de la produccion de alcohol obtenidos durante la fermentacion

de los hidrolizados citricos.

10
Tabla 5. Candida glabrata con mezcla de ofra cepa del género Candida
para incrementar produccion de alcohol
o _ R Mezcla 1 . Mezcla 2
[azﬁclar (60% otra cepa; 40% Candida  (20% otra cepa; 80% Candida
ene
Azicar mediol glabrata T1) glabrata T1)
~ Consumo  Vel.de Consumo Vel. de
(%) después de consumo después de consumo
10.5 dias (%) (Ms)* (g.h-1) 10.5dias (%)  (Ms)* (g.h'')
Glucosa 51 82.310.369 0.020b.c /7.4%£0.,95¢ 0.020bc
Fructosa 30 62.8+2.78¢ 0.0420.b 68.2+0.12d 0.0420.b
Galactosa 8 86.0+0.500° 0.01/bc 83.9+0.44b 0.01/b¢
Sacarosa 2 /4.1+0.020 0.023b 92.120.10a 0.023k
Arabinosa / 51.6+0.88¢4 0.021b.c 58.310.15¢ 0.021bec
Xilosa Z 44 .9+0.52¢ 0.012¢ 47 41015 0.012¢

*Determinado por los ajustes del modelo de Gompertz (r2 >0.95) azucar consumido en €l
curso del tiempo, SD de la us fue <20% a partir de dos experimentos independientes. Los
15 valores en una columna con la misma letra no son significativamente diferentes a P<0.05
de terminados por multiples comparaciones de medias por Tukey Kramer's test.
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REIVINDICACIONES

Habiéndose descrito lo suficiente la invencidon como antecede, se considera

de nuestra exclusiva propiedad o contenido en las siguientes

reivingdicaciones:

1.

Un metodo para la produccion de alcohol como producto principal de
la fermentacidén, mediante la utilizacidn de una cepa de Candida
glabrata capaz de asimilar mezclas de azucares, caracterizado porque

comprende:

Q. proporcionar las condiciones para la asimilacion de azdcares por una
cepa de Candida glabrata (NRRL Y-50877) de acuerdo a los pasos

siguientes:

. preparar el medio de cultivo adicionado con azucares de 6 y 5

carbonos; y

i. adicionar la cepa Candida glabrata (NRRL Y-50877),
manteniéndola en cultivo a temperatura de entre 35°C, y pH

ajustado a 4.5;

b. llevar a cabo la fermentacion de los azucares con la cepa Candida
glabrata (NRRL Y-50877) para la produccion de alcohol de acuerdo a

los pasos de:
l. preparar una mezcla de diferentes azucares;

iil. mantener el cultivo de Candida glabrata (NRRL Y-50877) en un
medio minimo de sales en presencia de la mezcla de azUcares del
PAso previo, de manera que Ia cepa utllice dicha mezcla de

azucares como fuente de carbono; y

ii. llevar acabo la fermentacion de los azicares con la cepa Candida

glabrata (NRRL Y-50877) para la produccion de alcohol, durante un
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periodo de 1 a 11 dias, a una temperatura de entre 30 y 50°C sin

agitacion, y a un pH inicial de 4.5.

. Elmétodo de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado porque

en (a-i), los azucares de 6 y 5 carbonos comprenden: glucosa, sacarosa,
fructosa, galactosa, xillosa y arabinosa, ya sea individuaimente o en

mezcla.

. El método de conformidad con la reivindicacion 2, caracterizado porque

los azUcares se obtienen a partir de hidrolizados de residuos

lignoceluldsicos.

El método de conformidad con la reivindicacidon 3, caracterizado porque

los residuos lignoceluldsicos son subproductos citricos.

El método de conformidad con la reivindicacion 4, caracterizado porque
los subproductos citricos comprenden cdascaras, semillas y bagazos de

imon, naranja o toronja.

. El método de conformidad con las reivindicaciones 1 o0 2, caracterizado

porque en (a-i), los azicares son azucares individualmente presentes en

medio YPD en una concentracion de 70 g/L.

. El método de conformidad con las reivindicaciones 1 o0 2, caracterizado

porque en (a-), los azUcares son mezclas de azucares en und

concentracion total de entre 20 y 220 g/L en medio minimo de sales.

. EHmétodo de conformidad con la reivindicacion 7, caracterizado porque

el medio minimo de sales comprende: (NH4)2SO4 en una concentracion
de 12.7 g/L; NH4PO3 en una concentracion de 2.4 g/L; MgSO4 en una
concentracién de 0.75 g/L; KCl en una concentracion de 2.3 g/L; CaCls

en una concentracion de 0.25 g/L.
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9. EL método de conformidad con la reivindicacion 1, caracterizado
porque los azucares en (b-i), comprenden: glucosqa, sacarosq, fructosaq,

galactosq, xilosa y arabinosa.

10.El método de conformidad con la reivindicacion 9, caracterizado porque
los azUcares se obtienen a partir de hidrolizados de residuos

lighoceluldsicos.

11.El método de conformidad con la reivindicacion 10, caracterizado

porgue los residuos lignoceluldsicos son subproductos citricos.

12.El método de conformidad con la reivindicacion 11, caracterizado
porque los subproductos citricos comprenden cascaras, semillas vy

bagazos de limon, naranja o toronja.

13.El método de conformidad con alguna de las reivindicaciones 1 — 12, en
donde el alcohol producido por la fermentacion de los azucares es

etanol.

14.El método de conformidad con la reivindicacidon 13, caracterizado

porque la velocidad de produccion de etanol es de 0.040+0.006 g/L.
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RESUMEN

La presente invencidn describe y reclama una cepa de Candida glabrata,
aislada del estomago de termina con No. De Acceso NRRL Y-50877 para la
produccion de dalcohol a partir de mezclas de azicares que incluyen
glucosa, sacarosq, fructosa, galactosq, xilosa y arabinosa en un medio

minimo de sales.
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La SEQ ID No. 1.

La secuenclia obtenida tiene una similitud de 99% con secuencigs

reportadas de la regidon 5.8 ARNr de Candida glabrata.

TCTGCTGTGA  ATGCTTTTTT  AATCCTGCCT GCGCTTAAGT GCGCGOTTGG
GCAGTGGGGG GAGGGAGCCG ACAAAGACCT GGGAGTGTGC GTGGATCTCT
GGAGGTGTTT TATCACACGA CTCGACACTT TCTAATTACT ACACACAGTG
TACTATTCTT  TTGTTCGTTG GGGGAACGCT CTCTTTCGGG GGGGAGTTCT
GCAAACACAA ACAAATATTT TTTTAAACTA ATTCAGTCAA CACAAGATTT
AAAACAACTT CAAAACTTTC AACAATGGAT CTCTTGGTTC TCGCATCGAT
GCGAAATGCG ATACGTAATG TGAATTGCAG AATTCCGTGA ATCATCGAAT
ACATTGCGCC CTCTGGTATT CCGGGGGGCA TGCCTGTTTG AGCGTCATTT
CACGTTGTGT TTGGTAGTGA GTGATACTCT CGTTTTTGAG TTAACTTGAA
ATATCAGTAT GTGGGACACG AGCGCAAGCT TCTCTATTAA - TCTGCTGCTC
GCGGCGGGGG TTAATACTGT ATTAGGTTTIT ACCAACTCGG TGTTGATCTA
AGTGAGTGTT TTGTGCGTGC TGGGCAGACA GACGTCTTTA AGTTTGAC

.- CARACTERISTICAS DE LAS SECUENCIAS.

TGGGTGTTCT
CTATTCCAAA
GAGTTTACTT
CCCAGTGGAT
CTTTTAGTAG
GAAGAACGCA
ATTTGAACGC
CCTTCTCAAA
ATTGTAGGCC
GTTTGCGCGA
GGGAGGGATA

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
708

(A). LONGITUD (longitud de la secuencia expresada como el numero de

pares de bases o residuos de aminoacidos); 708 bp

(B) TIPO (secuencia tipo, por ejemplo de omirjoécidds O nucleéﬁd.os); ADN

(C) TIPO DE CADENA (cuando es un acido nucléico, numero de cadendas

de la molécula del organismo original, por ejemplo si es un cadena simple,

doble, ambas o desconocidas para el solicitante); Doble

(D) TOPOLOGIA (si la molécula original es circular, lineal, ambas ©

desconocidas por el solicitante). Linedl

.- TIPO DE MOLECULA (tipo de molécula secuenciada en la SEQ ID NO: 1):

(Por lo menos una de las siguientes debe ser incluida con subtitulos en el

Listado de Secuencias) : ADN Genomico

1



Il.- HIPOTETICA: (si/no)

V.- ANTI-SENTIDO: (si/no)

5 V.-TIPO DE FRAGMENTO: (Sélo para proteinas y péptidos, por lo menos uno

10

15

20

de los siguientes debe ser incluido en el Listado de Secuencias): No aplico

VI.- FUENTE ORIGINAL (fuente original de molécula secuenciada en SEQ ID
NO:1)
(A) ORGANISMO (nombre cientifico del organismo original); Levadura

(B) CEPA; Candida glabrata con Numero de identificacion de NRRL Y5087/

(C) INDIVIDUAL / AISLADA (nombre / numero de individuo / aislado);
Aislada de estdbmago de termita

(D) ESTADO DE DESARROLLO (dar el estado de desarrollo del organismo
original e indicar ademas la linea germinal de donde se derivé o el patrén
rearreglado de desarrollo); Levadura liofilizada

(E) HAPLOTIPO,

(F) TIPO DE TEJIDO;

(G) TIPO DE CELULA;

(H) LINEA CELULA?:

(1) ORGANELO.
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Vil.- FUENTE INMEDIATA (fuente experimental inmediata de la secuencia en
SEQ ID NO:1): Levadura liofilizado
(A) BIBLIOTECA (biblioteca tipo, nombre)

(B) CLONA(S).

VIIl.- POSICION EN EL GENOMA (posicion de la secuencida en la SEQ ID NO: |

~en el genoma);

Los qenes nucleares ribosomales 185, 5.83 285 son altamente

conservados se encuentran flangqueados por las reagiones llamadas:

"Internal Transcibe Sequences’™ {ITS).

(A) CROMOSOMA/SEGMENTO (cromosoma/nombre del segmento/
NUMEro):.

(B) POSICION EN EL MAPA.

(C) UNIDADES (unidades para la posicion en el mapa, por ejemplo, si ias
unidades estdn en porcentaje del genoma, numero de nucledtidos u otros

(especificar))

IX.- CARACTERISTICAS (descripcidon de puntos de importancia biologica en
la secuencia en SEQ ID NO:1, puede ser repetida dependiendo de las

caracteristicas indicadas):
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Con base en el vocabulario utlizado en la literatura cientifica, las
caracteristicas significativas pueden incluir:

(A) NOMBRE/CLAVE (provee un identificador apropiado para la
caracteristica): ADN ribosomal

(B) LOCALIZACION:

- de {(nUmero de la primera base/aminodcido en la caracteristica)

- a (numero de la Ultima base/aminodcido en la caracteristica)

- pares de bases (numeros referidos a las posiciones de los pares de bases
en una secuencia de nucledtidos)

- aminodcidos (numeros referidos a los residuos de 1os aminodcidos en unda

secuencia de aminodcidos)
- si la caracteristica estd localizada en una cadena complementaria a o

que se ha presentado en el Listado de Secuencias.

(C) METODO DE IDENTIFICACION (por el cual la caracteristica fue
identificada):

- experimentalmente

- por similitud con una secuencia conocida o a una secuencia establecida

DOr CONSENSO.

- por similitud con algun otro patron.

(D) OTRA INFORMACION:
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- fenotipo(s) asociado(s)

- actividad bioldgica/enzimdatica

- actividad bioldgica/enzimatica de sus productos

- clase funcional general del gen y/o producto del gen

- macromoléculas enlazantes, macromoléculas a las cuales el producto del
gen puede enlazarse

- localizacion subcelular, localizacion subcelular del producto del gen

- cualquier ofra informacidon relevante.

La metodologia que se selecciond para la identificacion molecular de lo

cepa, es una metodologia que amplifica una region del ADN ribosomal y
que se considera una regidon muy conservada entre especies por ello la
amplificacion y secuenciacidn de estos ITS son una herramienta de gran
vtilidad para la identificacion de cepas de (microorganismos eucariotas)
levaduras y hongos, sin embargo no significa que las dos cepas de una
misma especie sean o tengan un comportamiento similor,. ya que esta
seccion del ADN que se amplifica no co-rresponde A ninguna enzimdad

especifica del metabolismo.



