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REIVINDICACIONES
1. Una cepa mutante del género Sphingomonas, que contiene:

al menos una modificacién genética que elimina sustancialmente o completamente la produccién
de polihidroxibutirato (PHB);

al menos una modificacion genética que da como resultado un aumento de la produccion de un
esfingano, que comprende una modificacion genética que incrementa la expresion de al menos un gen implicado en
la sintesis de esfingano, donde dicho al menos un gen implicado en la sintesis de esfingano se selecciona del grupo
gue consiste en los genes contenidos en el inserto en los pldsmidos pS8 (SEQ ID NO: 1), pX6 (SEQ ID NO: 54), el
plasmido contenido en la cepa ATCC PTA-10102, el pladsmido contenido en la cepa ATCC PTA-10103, y
Sphingomonas homaélogos del mismo;

por medio de las cuales la cepa mutante del género Sphingomonas puede producir un incremento
en la produccién de un esfingano que esta esencialmente libre de PHB con respecto a una cepa congénica que
contiene la al menos una modificacién genética que elimina sustancialmente o completamente la produccion de PHB
y que carece de la al menos una modificacion genética que da como resultado un incremento de la produccion de un
esfingano.

2. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 1, donde el esfingano se selecciona del
grupo que consiste en diutano, S-7, gelano, S-88, welano, rhamsano, S-198, NW-11, y alcalano.

3. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 2, donde el esfingano es diutano.

4. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 1, donde dicho al menos un gen
implicado en la sintesis de esfingano se selecciona del grupo que consiste en los genes dpsS, dpsG, dpsR, dpsQ,
dpsl, dpskK, dpsL, dpsJ, dpsF, dpsD, dpsC, dpskE, dpsM, dpsN, atrD, atrB, dpsB, rmlA, rmIC, rmIB, rmID, orf7, orf6,
orf5 de Sphingomonas sp. ATCC 53159, y Sphingomonas homologos del mismo.

5. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacién 1, donde dicho Sphingomonas homdlogo
de al menos un gen implicado en la sintesis de esfingano deriva de una especie de Sphingomonas seleccionada del
grupo que consiste en Sphingomonas elodea ATCC 31461, Sphingomonas sp. ATCC 31555, Sphingomonas sp.
ATCC 31961, Sphingomonas sp. ATCC 53159, Sphingomonas sp. ATCC 31554, Sphingomonas sp. ATCC 31853,
Sphingomonas sp. ATCC 21423, Sphingomonas sp. ATCC 53272, y Sphingomonas sp. FERM-BP2015.

6. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 1, donde la al menos una modificacion
genética que da como resultado un incremento de la produccion de un esfingano se selecciona del grupo que
consiste en:

(i) una conexién operable de al menos un gen implicado en la sintesis de esfingano a un promotor ectépico;

(i) un ndmero incrementado de copias por cromosoma bacteriano de al menos un gen implicado en la
sintesis de esfingano; y

(iii) cualquier combinacion de los mismos,

donde cada uno de dichos al menos un gen implicados en la sintesis de esfingano estan contenidos en un
cromosoma bacteriano o un elemento extracromosomico.

7. la cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 1, donde la al menos una madificacion
genética que elimina sustancialmente o completamente la produccion de PHB es una mutaciéon que inactiva o
suprime constitutivamente o condicionalmente un gen seleccionado del grupo que consiste en el gen phaA, el gen
phaB, y el gen phaC o una combinacion de los mismos.

8. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 1, donde la al menos una modificacion
genética que elimina sustancialmente o completamente la produccién de PHB es una insercién o delecion que
inactiva el gen phaC.

9. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 3, donde la cepa mutante del género
Sphingomonas es capaz de producir diutano a una velocidad de al menos alrededor de 0,15 g/L/hora o un
rendimiento de diutano de al menos alrededor de 12 g/L.

10. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 3, donde la cepa mutante del género
Sphingomonas es capaz de producir diutano a una velocidad de al menos alrededor de 0,2 g/L/hora o un
rendimiento de diutano de al menos alrededor de 15 g/L.

11. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 3, donde la cepa mutante del género
Sphingomonas aumenta la velocidad de produccion o el rendimiento de diutano en al menos alrededor de 50% con
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respecto a una cepa congénica que contiene la al menos una modificacién genética que elimina sustancialmente o
completamente la produccién de PHB y que carece de la al menos una modificacidon genética que da como resultado
un incremento de la produccion de esfingano.

12. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 3, donde un diutano clarificado
producido a partir de la cepa mutante del género Sphingomonas proporciona menos de 0,5% de residuo en un
ensayo de solubilidad y residuo en HCI al 15%, o menos de 0,1% en peso de PHB cuando se mide utilizando
cromatografia de gases.

13. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacion 3, donde el diutano clarificado
producido a partir de la cepa mutante del género Sphingomonas y rehidratado como un litro de diutano al 0,4% en
agua de mar puede pasar a través de un filtro Nuclepore en menos de cinco minutos a una presion de flujo de
aproximadamente 20 psi;

donde el filtro Nuclepore tiene un didmetro de aproximadamente 47 mm y tiene un tamafio de poro de
aproximadamente 3 micras.

14. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacién 3, donde el diutano producido a partir
de la cepa mutante del género Sphingomonas esta esencialmente libre de PHB, y donde el diutano muestra una
viscosidad en agua de mar a 3 rpm de al menos alrededor de 40 de lectura del indicador, una viscosidad en agua de
mar a 0,3 rpm de al menos alrededor de 37.000 cp, o una viscosidad a una velocidad de ciazalladura baja en
presencia de dispersante de polietilenglicol de al menos alrededor de 3.500 cp.

15. La cepa mutante del género Sphingomonas de la reivindicacién 3 que es una cepa de Sphingomonas
sp. ATCC 53159 seleccionada del grupo que consiste en las cepas PDD3 / pS8, PDD3 / pX6, PDD6 / pS8, y PDD6 /
pX6.

16. Una composicion que comprende diutano, donde la composicién estd esencialmente libre de
polihidroxibutirato (PHB), y donde el diutano muestra una viscosidad en agua de mar a 3 rpm de al menos alrededor
de 32 de lectura del indicador, una viscosidad en agua de mar a 0,3 rpm de al menos alrededor de 24.000 cp, 0 una
viscosidad a una velocidad de ciazalladura baja en presencia de dispersante de polietilengicol de al menos alrededor
de 3.000 cp.

17. La composicion de la reivindicacion 16, donde el diutano muestra una viscosidad en agua de mar a 3
rpm de al menos alrededor de 40 de lectura del indicador, una viscosidad en agua de mar a 0,3 rpm de al menos
alrededor de 37.000 cp, o una viscosidad a una velocidad de ciazalladura baja en presencia de dispersante de
polietilengicol de al menos alrededor de 3.500 cp.

18. La composicion de la reivindicacion 16, donde el diutano muestra una viscosidad en agua de mar a 3
rpm de al menos alrededor de 45 de lectura del indicador, una viscosidad en agua de mar a 0,3 rpm de al menos
alrededor de 40.000 cp, o una viscosidad a una velocidad de ciazalladura baja en presencia de dispersante de
polietilengicol de al menos alrededor de 5.500 cp.

19. Un método de elaboracion de esfingano que esta esencialmente libre de polihidroxibutirato (PHB), que
comprende:

hacer crecer una cepa mutante del género Sphingomonas en condiciones que facilitan la
produccién de esfingano; y

opcionalmente, aislar el esfingano del cultivo resultante,
donde dicha cepa mutante del género Sphingomonas contiene:

al menos una modificacién genética que da como resultando un incremento de la produccion de un
esfingano; y

al menos una modificacién genética que elimina sustancialmente o completamente la produccién
de PHB.

20. El método de la reivindicacion 19, donde el esfingano es diutano.
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