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 2 

DESCRIPCIÓN 
 
Fermentación de bacilos moderadamente termofílicos en sacarosa 
 
[0001] La presente invención se refiere a la modificación genética de cepas de Bacillus moderadamente termofílicas 5 
para proporcionar la capacidad de utilizar sacarosa para cepas de Bacillus que originalmente no poseían esta 
capacidad. 
 
[0002] Especies de Bacillus moderadamente termofílicas, preferiblemente aquellas especies que son facultativas 
anaeróbicas y homolácticas, son organismos ideales para la producción industrial de ácido láctico. 10 
 
[0003] En el contexto de esta invención, especies de Bacillus moderadamente termofílicas pueden crecer entre 37 y 
65°C y permiten fermentación industrial a temperaturas de más de 50°C. Esta alta temperatura de fermentación tiene 
diferentes ventajas cuando se fermenta a escala industrial: menos riesgo de infecciones y mayor pureza de producto, 
reacciones más rápidas, etcétera. Además, los requisitos de nutrientes de estas bacterias son menos exigentes que los 15 
de las bacterias del ácido lático tales como las especies de Lactobacillus, que también permiten procesos industriales 
relativamente poco costosos. 
 
[0004] Especies de Bacillus moderadamente termofílicas incluyen especies aeróbicas y especies facultativas 
anaeróbicas. El uso de especies facultativas anaeróbicas es preferido, dado que estas especies permiten la 20 
fermentación bajo condiciones anaeróbicas, o al menos bajo una baja presión parcial de oxígeno, que es deseable para 
escala industrial. Tales condiciones evitan la necesidad de aireación costosa y permiten el uso de medios de bajo coste, 
mientras se minimizan riesgos de contaminación o incluso permitiendo procedimientos de producción no estéril. 
 
[0005] Tambien se prefiere usar especies de Bacillus moderadamente termofílicas que son homolácticas. La naturaleza 25 
homoláctica permite la producción de ácido láctico de fuentes de hidrocarburo (incluidos azúcares de hexosa y de 
pentosa; véase WO 04/063382) sin la formación superior a 15 % en peso de productos laterales tales como ácido 
fórmico y ácido acético. La modificación genética del fenotipo homoláctico se puede aplicar para convertir cepas 
homolácticas en cepas de producción homofermentadora para otros productos industriales derivables de piruvato. 
Ejemplos de estos compuestos son piruvato, acetolactato, diacetilo, acetoína, 2,3-butanodiol, 1,2-propanodiol, acetato, 30 
formiato, acetaldheído, etanol, L-alanina, oxaloacetato, S-malato, succinato, fumarato, 2-oxoglutarato, oxalosuccinato, 
isocitrato, citrato, glioxilato. 
 
[0006] Preferiblemente estas cepas de producción son de esporulación deficiente. 
 35 
[0007] Ejemplos de especies de Bacillus facultativas anaeróbicas y moderadamente termofílicas son Bacillus coagulans, 
Bacillus smithii, Bacillus termoamylovorans y Bacillus thermocloacae, al menos las primeras dos especies también son 
homolácticas. Una de las especies preferidas es Bacillus coagulans. 
 
[0008] Es deseable en fermentaciones industriales usar materias primas económicas en los medios de fermentación. 40 
Por ejemplo, sacarosa o sustratos con sacarosa son frecuentemente usados como fuentes de carbono de bajo coste 
para fermentaciones industriales. No obstante, se descubrió que no todas las cepas de Bacillus moderadamente 
termofílicas usadas para fermentaciones industriales poseen la capacidad para utilizar sacarosa como una fuente de 
carbono. Esta es una desventaja, especialmente si tales cepas han sufrido adaptaciones para mejorar su capacidad de 
fermentación o potencial producción en una escala industrial. Por ejemplo, cepa  de Bacillus coagulans DSM 1 resultó 45 
ser una fermentadora muy pobre de sacarosa. Crecimiento sólo escaso y formación ácida es observada usando la 
sacarosa como fuente de carbono única, lo que es probablemente debido a actividad no específica de sistemas para 
utilización de otros azúcares. 
 
[0009] En la bibliografía, B. coagulans se menciona por ser variable en la capacidad de utilización de sacarosa (De 50 
Clerck, E., M.  Rodriguez-Diaz, G. Forsyth, L. Lebbe, N. Logan, 2004: Polyphasic characterization of Bacillus coagulans 
strains.  Syst.  Appl.  Microbiol. 27:50-60 ). No obstante no hay información disponible de genes implicados en el 
catabolismo de sacarosa y no hay genes anotados para catabolismo de sacarosa en la secuencia de genoma del B. 
coagulans 36D1 (http://genome.jgi- psf.org/draft microbes/bacco/bacco.home.html). 
 55 
[0010] Así, un objeto de la presente invención es modificar genéticamente una cepa de Bacillus moderadamente 
termofílica originalmente incapaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono para proporcionar a la cepa la 
capacidad para utilizar sacarosa como una fuente de carbono. Otro objeto de la invención es aprovechar un método 
para producir un compuesto de interés que comprenda el cultivo de una cepa de Bacillus moderadamente termofílica en 
una fuente de carbono conteniendo sacarosa. 60 
 
[0011] La presente invención ahora divulga genes y polipéptidos nuevos implicados en el catabolismo de sacarosa y 
obtenibles de especies de Bacillus moderadamente termofílicas, preferiblemente de especies de Bacillus anaeróbicas 
facultativas y moderadamente termofílicas, de la forma más preferible de especies de Bacillus anaeróbicas facultativas y 
moderadamente termofílicas que son homolácticas. 65 
 

E09165828
04-12-2012

 



 3 

[0012] Los polipéptidos nuevos sorprendentemente muestran una homología más bien baja para polipéptidos 
correspondientes de otras especies de Bacillus, mientras que una homología más alta se observa con polipéptidos 
correspondientes a especies de Lactobacillus. Los genes y polipéptidos nuevos permiten la introducción de la capacidad 
de utilización de sacarosa en las cepas de Bacillus moderadamente termofílicas que no utilizan sacarosa de las mismas 
especies (o cercanamente relacionadas) como las especies donde los genes y polipéptidos nuevos son obtenibles. En 5 
particular, los genes nuevos permiten la introducción de material genético mediante autoclonación, es decir usando 
material genético de especies específicas. 
 
[0013] Así, en un aspecto de esta invención, se provee un método para la construcción de una cepa de Bacillus 
moderadamente termofílica capaz de utilizar sacarosa como fuente de carbono de una cepa de Bacillus progenitora 10 
moderadamente termofílica incapaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono. 
 
[0014] En particular, la cepa de Bacillus moderadamente termofílica capaz de utilizar sacarosa como una fuente de 
carbono es derivada de una cepa de Bacillus progenitora moderadamente termofílica incapaz de utilizar sacarosa como 
fuente de carbono por transformación de dicha cepa progenitora con un polinucleótido (gen) necesario para conseguir 15 
utilizar la sacarosa. Como se describe aquí, este polinucleótido necesario comprende una secuencia de ADN que 
codifica un polipéptido con actividad de fosfotransferasa específica de sacarosa y teniendo i) una secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº 1 o ii) una secuencia de aminoácidos con una identidad de como mínimo 70%, 
preferiblemente de como mínimo 75, 80, 85, 90, 95%, de la SEC ID nº 1 y/o con una secuencia de ADN que codifica un 
polipéptido con actividad de hidrolasa de sacarosa-6-fosfato  y teniendo iii) una secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 20 
2 o iv) una secuencia de aminoácidos con una identidad de al menos 70%, preferiblemente de al menos 75, 80, 85, 90, 
95%, a la secuencia de  SEC ID nº 2. 
 
[0015] La introducción del polinucleótido para conseguir utilizar sacarosa en la cepa de Bacillus moderadamente 
termofílica de interés puede hacerse usando cualquier procedimiento de transformación adecuado conocido por el 25 
experto en la técnica, incluída la transformación de protoplasto o fusión de protoplasto, electroporación, transformación 
biolística, conjugación o transformación de células naturales competentes. Por ejemplo, un procedimiento de 
transformación como se describe en WO 2007/085443, que es incorporado aquí por referencia, puede ser utilizado. 
 
[0016] El polinucleótido para alcanzar la utilización de sacarosa puede ser introducido usando un plásmido que se 30 
replica de manera autónoma o por integración cromosómica. Éste se prefiere para aplicación industrial, dado que la 
integración cromosómica es generalmente considerada como más estable y garantiza una distribución estable del 
polinucleótido sobre las células descendientes. La fermentación de la misma sacarosa puede ser una presión de 
selección para el mantenimiento del polinucleótido para alcanzar la utilización de sacarosa. La introducción del 
polinucleótido en el cromosoma puede realizarse por recombinación no homóloga al igual que por homóloga. 35 
 
[0017] La recombinación homóloga es preferida, dado que abre la oportunidad de introducir, eliminar o simultáneamente 
introducir y eliminar una funcionalidad en/desde el cromosoma bacteriano. Cuando se pretende la recombinación 
homóloga, el  polinucleótido transformante además contiene una secuencia de ADN que es homóloga a una secuencia 
genómica diana del Bacillus específico que va a ser creado genéticamente. Cualquier secuencia genómica diana 40 
adecuada se puede seleccionar para este propósito. Secuencias genómicas diana adecuadas están por ejemplo 
localizadas en una región no codificante del genoma. El experto en la materia entenderá que no se requiere 100% de 
identidad para obtener recombinación homóloga. Una identidad de un porcentaje de aproximadamente 90% también 
basta. Generalmente, la secuencia de ADN de interés para ser insertada en el cromosoma por recombinación homóloga 
se flanquea por secuencias homólogas con una longitud suficiente para permitir recombinación homóloga. Dicha 45 
longitud puede ser de al menos aproximadamente 100 pares de bases, por ejemplo entre aproximadamente 200 y 
aproximadamente 1.500 pares de bases, preferiblemente entre aproximadamente 200 y aproximadamente 1.000 pares 
de bases. 
 
[0018] Para conseguir la expresión del polinucleótido para alcanzar la utilización de sacarosa, la secuencia codificante 50 
del polinucleótido está provista de las secuencias reguladoras necesarias. Estas secuencias reguladoras pueden ser las 
secuencias reguladoras nativas o pueden ser heterólogas a la secuencia codificante en cuestión. 
 
[0019] En otro aspecto, se proporcionan polipéptidos nuevos, es decir un polipéptido que tiene actividad de 
fosfotransferasa específica de sacarosa y un polipéptido que tiene actividad de hidrolasa de sacarosa-6-fosfato. El 55 
polipéptido con actividad de fosfotransferasa específica de sacarosa tiene i) una secuencia de aminoácidos de SEC ID 
nº 1 o ii) una secuencia de aminoácidos con una identidad de como mínimo 70%, preferiblemente omo mínimo 75%, 
más preferiblemente como mínimo 80%, incluso más preferiblemente como mínimo 85%, incluso más preferiblemente 
como mínimo 90%, lo más preferiblemente como mínimo 95%, a la secuencia de SEC ID nº 1. El polipéptido con 
actividad de sacarosa-6-fosfato hidrolasa tiene i) una secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 2 o ii) una secuencia de 60 
aminoácidos con una identidad de como mínimo 70%, preferiblemente como mínimo 75%, más preferiblemente como 
mínimo 80%, incluso más preferiblemente como mínimo 85%, incluso más preferiblemente como mínimo 90%, lo más 
preferiblemente como mínimo 95%, a la secuencia de SEC ID nº 2. 
 
[0020] El polipéptido de fosfotransferasa específica de sacarosa con una secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 1 65 
comparte homología significativa con componentes de EIIBCA de sistema  PTS específico de sacarosa de Pediococcus 

E09165828
04-12-2012

 



 4 

pentosaceus y Lactobacillus plantarum (ambos 62% de identidad a nivel de proteína) y otras bacterias del ácido lático. 
Sorprendentemente, la homología con otras especies de Bacillus es muy inferior, teniendo máxima identidad con el 
homólogo Bacillus clausii (44% de identidad a nivel de proteína). 
 
[0021] El polipéptido de sacarosa-6-fosfato hidrolasa con una secuencia de aminoácidos de SEC ID nº 2 comparte 5 
homología significativa con sacarosa-6-fosfato hidrolasas de Lactobacillus sakei (50% de identidad a nivel de proteína) y 
otras bacterias del ácido lático. También para este polipéptido fue sorprendente ver que la homología a otros homólogos 
de Bacillus fue inferior a la de las bacterias del ácido lático. El homólogo de Bacillus más cercano fue de Bacillus clausii 
(41% de identidad a nivel de proteína). 
 10 
[0022] Con motivo de la presente invención, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoácidos se refiere al 
porcentaje de aminoácidos que son idénticos entre las dos secuencias. El grado de identidad es determinado usando el 
algoritmo de BLAST, que es descrito en Altschul, et al., J. Mol. Biol. 215: 403-410 (1990). El software para realizar 
análisis BLAST está públicamente disponible a través del National Center for Biotechnology Information (http: 
//www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los parámetros de algoritmo BLAST  W, T, y X determinan la sensibilidad y velocidad del 15 
alineamiento. El programa BLASTP usa como valores predeterminados: Tamaño de palabra: 3 Valor esperado: 10; 
Tamaño de lista de aciertos 100; Coste de gap: 11,1 Matriz: BLOSUM62.  
 
[0023] En otro aspecto más, hay polinucleótidos proporcionados  que codifican los polipéptidos del aspecto precedente, 
por ejemplo de un polinucleótido con una secuencia según la SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4. 20 
 
[0024] Los polipéptidos y polinucleótidos de los aspectos anteriores son utilizables para construir una cepa de Bacillus 
moderadamente termofílica capaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono, como se describe en este caso. 
 
[0025] En otro aspecto más, un método está provisto para la producción de un compuesto de interés que comprende el 25 
cultivo de una cepa de Bacillus moderadamente termofílica en una fuente de carbono con sacarosa. El método se 
caracteriza por el hecho de que la cepa de Bacillus moderadamente termofílica para ser cultivada se deriva de una cepa 
de Bacillus progenitora moderadamente termofílica incapaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono 
proporcionando a la cepa progenitora la capacidad de utilizar sacarosa como una fuente de carbono. 
 30 
[0026] La cepa de Bacillus progenitora moderadamente termofílica que no es capaz de utilizar sacarosa como una 
fuente de carbono está provista con la capacidad de utilizar sacarosa como una fuente de carbono usando el método y 
polinucleótido(s) como se describe en los aspectos precedentes. Usando estos métodos y polinucleótido(s), la presente 
invención permite ventajosamente cultivar en una fuente de carbono conteniendo sacarosa cepas de Bacillus 
moderadamente termofílicas que se adaptan a condiciones de cultivo industrial y/o son seleccionadas por poseer un alto 35 
potencial de producción y que originalmente no poseen la capacidad de utilizar sacarosa. 
 
[0027] La fuente de carbono que se usa para cultivo de la cepa de Bacillus moderadamente termofílica puede contener 
sacarosa en un nivel de al menos 0,5% (p/p), basado en el peso total de la fuente de carbono. Es también posible usar 
sacarosa como la fuente de carbono sola.  40 
 
[0028] El cultivo además puede ser realizado bajo condiciones convencionales comúnmente conocidas por el experto en 
la técnica.  
 
[0029] Después del cultivo, el compuesto formado de interés es opcionalmente aislado del medio de fermentación y 45 
purificado cuando es necesario. Métodos de purificación/aislamiento convencional, por ejemplo para ácido láctico, son 
destilación, extracción, electrodiálisis, adsorción, intercambio de iones, cristalización y similares, y combinaciones de los 
métodos  de purificación/aislamiento arriba mencionados. 
 
[0030] El compuesto de interés puede ser ácido láctico. El término "ácido láctico" significa ácido 2-hidroxi-propiónico en 50 
su ácido libre o forma de sal. El ácido láctico contiene un átomo de carbono quiral, y por esta razón pueden existir como 
enantiómero (R) y (S). El término "ácido láctico" como se usa en esta solicitud incluye los isómeros puros (R) y (S), y 
sus mezclas derivadas, incluyendo la mezcla racémica. Para la producción de R-lactato, una cepa de producción 
genéticamente modificada se puede usar como se describe en WO 2007/085443, que se incorpora aquí por referencia. 
 55 
[0031] El compuesto de interés puede ser además piruvato, usando una cepa donde la conversión de piruvato en lactato 
es bloqueada. El compuesto de interés puede ser además un compuesto derivable de piruvato, usando una cepa donde 
piruvato se redirige hacia producción de tal compuesto, incluyendo acetolactato, diacetilo, acetoína, 2,3-butanodiol, 1,2-
propanodiol, acetato, formiato, acetaldheído, etanol, L-alanina, oxaloacetato, S-malato, succinato, fumarato, 2- 
oxoglutarato, oxalosuccinato, isocitrato, citrato, glioxilato. 60 
 
Descripción de las figuras 
 
[0032] 
 65 
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La Figura 1 muestra el mapa genómico del operón de sacarosa de Bacillus coagulans, describiendo el gen de la enzima 
II de PTS sacarosa (scrA) y el gen de sacarosa-6-fosfato hidrolasa (scrB). 
 
La Figura 2 muestra un mapa plásmido de pMH84. Los genes de replicación (repA y repB), el gen de resistencia al 
cloranfenicol (cat), el gen de la enzima II de sacarosa PTS (scrA) y el gen de sacarosa-6-fosfato hidrolasa (scrB) se 5 
representan por flechas. Las regiones de homología aguas arriba (us) y aguas abajo (ds) para recombinación de cruce 
doble (gris), región promotora de Bacillus coagulans (Bco; blanco), y  sitios lox (lox 71 y lox66; negro) están 
encuadrados. Para BglII y NcoI sólo sitios pertinentes para la construcción son incluidos. 
 
EJEMPLOS 10 
 
Cepas y condiciones de cultivo 
 
[0033] B. coagulans DSM 1 se obtuvo de DSMZ, Braunschweig, Alemania. B. coagulans fue rutinariamente cultivado a 
50°C bajo condiciones aeróbicas (120 r.p.m.) en caldo de BC (WO 2007/085443) con 50 g/l de glucosa. Si fuese 15 
apropiado, el medio fue suplementado con cloranfenicol a 7 mg/1. Placas de BC fueron preparadas con Gelrite como se 
ha descrito antes (WO 2007/085443). Para evaluación de uso de carbono B. coagulans fue cultivado en un medio 
químicamente definido (CDM) conteniendo por litro 2,0 g (NH4)2 HPO4, 3,5 g (NH4)2 SO4,10 g tampón Bis-Tris (bis[2-
hidroximetil]iminotris[hidroximetil]-metano), 0,5 g KCl, 0,234 g L-arginina, 0,304 g ácido L-aspártico, 0,026 g L-cistina, 
0,470 g ácido glutámico, 0,093 g L-histidina, 0,360 g L-isoleucina, 0,581 g L-leucina, 0,111 g L-metionina, 0,197 g L-20 
prolina, 0,308 g L-serina, 0,350 g L-treonina, 0,345 g L-valina, 0,2 g MgCl2 · 6 H2O, 50 mg CaCl2 · 2 H2O, 16 mg MnCl2,7 
mg FeSO4 · 7 H2O, 0.1 mg tiamina, 0,5 mg de ácido nicotínico, 0,1 mg de ácido pantoténico, 0,5 mg piridoxamina, 0,5 
mg piridoxal, 0,1 mg D-biotina, 0,1 mg de ácido fólico, 0,1 mg de ácido p-aminobenzoico, 0,1 mg cobalamina. Si fuese 
apropiado, el CDM fue suplementado con 5 g de glucosa o 5 g de sacarosa por litro. Lactococcus lactis MG1363 fue 
descrito por Gasson (Gasson, M. J., 1983: Plasmid complements of Streptococcus lactis NCDO 712 and other lactic 25 
streptococci after protoplast-induced curing, J. Bacteriol. 154:1-9 ). L. lactis fue rutinariamente cultivado a 30°C en caldo 
M17 (Difco) con 5 g/l glucosa. Las bacterias fueron almacenadas en soluciones stock de glicerol, usando 15% (v/v) de 
glicerol, a -80°C. 
 
Técnicas de manipulación de ADN 30 
 
[0034] Técnicas de manipulación de ADN estándar fueron realizadas como se describe por Sambrook y Russell (J.  
Sambrook y D. W. Russell. 2001: Molecular Cloning, a laboratory manual. 3ª edición.  Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, New York).  
 35 
[0035] Aislamiento de ADN plásmido a gran escala de 100 mL de cultivo fue realizado usando Jetstar 2.0 Plasmid 
Maxiprep Kit ® (Genomed) siguiendo las instrucciones del fabricante. Aislamiento de ADN plásmido a escala pequeña 
de cultivo de 1 mL fue realizado usando el kit Nucleospin Plasmid Quick Pure ® (Macherey-Nagel) siguiendo las 
instrucciones del fabricante. 
 40 
[0036] L. lactis sirvió como huésped intermedio durante la construcción del plásmido de integración pMH84 (Figura 2). 
Preparación de células competentes de L. lactis y electroporación fueron realizadas como se describe por Holo y Nes 
(Holo, H. y I. F. Nes, 1989: High-frequency transformation, by electroporation, of Lactococcus lactis subsp. cremoris 
grown with glycine in osmotically stabilized media, Appl.  Environ.  Microbiol. 55:3119-3123 ). 
 45 
[0037] B. coagulans fue transformado por electroporación como se describe en WO 2007/085443. 
 
[0038] Reacciones de PCR para fines de clonación fueron realizadas con la polimerasa Pwo de alta fidelidad (Roche) 
siguiendo las instrucciones del fabricante. 
 50 
[0039] Análisis PCR de colonias fue usado para demostrar la presencia de pNW33N en las colonias resistentes al 
cloranfenicol como se describe en WO 2007/085443. 
 
Fermentaciones 
 55 
[0040] Fermentaciones por lotes de B. coagulans fueron realizadas en los tubos con tapa a rosca (13 mL) con 10 ml de 
caldo de BC o CDM a 50°C. 
 
[0041] Muestras fueron retiradas al final de fermentación para medición de la turbidez a 600 nm, pH, y contenido de 
ácido orgánico en el caldo de fermentación. Para ello, muestras fueron centrifugadas y el detrito restante en el 60 
sobrenadante fue quitado por filtración usando un filtro Millex GP 0.22 µm ® (Millipore). El filtrado fue congelado hasta 
posteriores análisis. 
 
[0042] Ácidos orgánicos (ácido fórmico, ácido acético, ácido propiónico, etanol, ácido butírico, ácido pirúvico, ácido 
láctico, ácido 2-hidroxi butírico, ácido glicólico, ácido oxálico, ácido sórbico, ácido fumárico, ácido succínico, ácido 65 
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benzoico, ácido maleico, ácido málico, ácido cítrico) fueron medidos usando una derivación y GLC. R- y S-lactatos 
fueron metilados a lactato de metilo y medidos por análisis de espacio de cabecera en una columna quiral. 
 
EJEMPLO 1. Construcción de un plásmido de integración de utilización de sacarosa de B. coagulans 
 5 
[0043] Análisis de secuencia aleatorio de una sacarosa seleccionada fermentando cepa de B. coagulans reveló una 
región de dos genes con homología secuencial a genes de enzima II de PTS sacarosa y de sacarosa-6-fosfato hidrolasa 
(scrA y scrB respectivamente). Un mapa genético de la región se muestra en la Figura 1. Un fragmento de ADN con 
agrupamiento de genes scrAB y sus promotores (representados en la SEC ID nº 5) fue generado con PCR de alta 
fidelidad usando los cebadores 5'-AGTACTGCATGCTTAAAGAGTAGCTTTCGGTGTTAAAGTG-3' (introduciendo un 10 
sitio SphI, SEC ID nº 6) y 5'-AGTACTGAGCTCCTATTTATTAATAGAATGAAGACTCCAGTAGTTCCC-3' introduciendo 
un sitio SacI, SEC ID nº 7) en combinación con ADN genómico de una cepa de B. coagulans fermentando en sacarosa 
como ADN molde. Alternativamente el agrupamiento de genes scrAB se puede generar como ADN sintético con la 
secuencia representada en la SEC ID nº 5. Un plásmido de integración de B. coagulans fue modificado para permitir la 
integración del agrupamiento de genes scrAB en el cromosoma DSM 1 de B. coagulans. Fragmentos de 1,0 kb aguas 15 
arriba y aguas abajo del sitio de integración cromosómica fueron usados para recombinación. El vector de integración, 
pMH84 (Figura 2), se basa en el vector de clonación de Lactococcus pMH3 (WO 2007/085443) y tiene un replicón 
termosensible en B. coagulans. Primero el promotor cat fue sustituido por un promotor de B. coagulans. Con este fin el 
fragmento pMH3 de BglII-SalI conteniendo el gen cat fue sustituido por un producto PCR de fusión de un promotor de B. 
coagulans constitutivo traduccionalmente fusionado al gen cat introduciendo simultáneamente un sitio NcoI 20 
superponiendo el codón de inicio cat  (SEC ID nº 18). La parte del promotor fue generada usando combinación de 
cebadores (hacia adelante) 5'-CGCGTCGACTGTGGATAAGACAACAGGATTCGTATG-3' (introduciendo un sitio SalI, 
SEC ID nº 8) y (hacia atrás) 5'-CTAAATCAATTTTATTAAAGTCCATGGGTCCACCCCGTTCTTTTCTTTTTGTG-3' 
(introduciendo un sitio NcoI, SEC ID nº  9) con ADN genómico de una cepa de B. coagulans de fermentación de 
sacarosa como ADN molde. El gen cat fue generado usando combinación de cebadores (hacia adelante) 5'-25 
CACAAAAAGAAAAGAACGGGGTGGACCCATGGACTTTAATAAAATTGATTTAG-3' (introduciendo un sitio NcoI, SEC 
ID nº 10) y (hacia atrás) 5'-CGCAGATCTCCTTCTTCAACTAACGGG-3' (introduciendo un sitio BglII, SEC ID nº 11) 
usando pMH3 como molde. Ambos productos cat usados como molde en una nueva reacción de PCR usando el 
promotor hacia adelante y cebadores hacia atrás cat. Este fragmento puede también ser generado como ADN sintético 
con la secuencia representada en la SEC ID nº 18. El plásmido resultante fue designado pMH71. Para permitir uso 30 
múltiple del sistema Cre-lox, los sitios lox66 y lox71 (Langer, S. J., A. P. Ghafoori, M. Byrd, and L. Leinwand, 2002: A 
genetic screen identifies novel non- compatible loxP sites, Nucleic Acids Res. 30:3067-3077 ., Lambert, J. M., R. S. 
Bongers, and M. Kleere-bezem, 2007: Cre-lox-based system for multiple gene deletions and selectable-marker removal 
in Lactobacillus plantarum, Appl.  Environ. Microbiol. 73:1126-1135.) que flanquean la región de promotor CAT fueron 
introducidos por PCR usando cebadores 5'-35 
CCCGTCGACGCTAGCTACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTGGATAAGACAACAGGATTCG-3' 
(introduciendo los sitios lox66, SalI y NheI, SEC ID nº 12) y 5'-
CGCAGATCTTACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCCTTCTTCAACTAACGGGGCA GGTTAG -3' 
(introduciendo los sitios lox71 y BglII, SEC ID nº 13) y pMH71 como molde. El producto PCR resultante fue digerido con 
BglII-SalI y usado para intercambiar con la región de promotor CAT BglII SalI de pMH71, dando como resultado el 40 
plásmido pMH77. El fragmento aguas arriba del sitio de integración fue generado por PCR usando cebadores 5'- 
CGCCTCGAGAGATCTGGCCGGGCTTTATGGGAGG-3' (introduciendo los sitios XhoI y BglII, SEC ID nº 14) y 5'-
GCCGAGCTCGCATGCCCCTGATCAACCGGGTCAGTGC (introduciendo los sitios SacI y SphI, SEC ID nº 15) y ADN 
cromosómico de DSM 1 de B. coagulans  como molde. El producto PCR fue clonado en pMH77 usando SacI y XhoI. 
Esto dio como resultado pMH82. El fragmento aguas abajo del sitio de integración fue generado por PCR usando 45 
cebadores 5'-CCCGCTAGCCGTTTCAATCACATAGTCGTATTG (introduciendo un sitio NheI, SEC ID nº 16) y 5'- 
CCGGTCGACGGCCTTCATGTGCTTTTGCCGCAAATTC (introduciendo un sitio SalI, SEC ID nº 17) y ADN 
cromosómico de  DSM 1 de B. coagulans como molde. El producto PCR fue clonado en pMH82 como fragmento de 
SalI-NheI, dando como resultado pMH83. El fragmento de ADN con los genes scrAB fue clonado como fragmento de 
SphI y SacI en pMH83 digerido con las mismas enzimas, lo que dio como resultado el vector de integración pMH84 50 
(Figura 2). El plásmido pMH84 fue aislado y la integridad del agrupamiento de genes scrAB, las regiones aguas arriba y 
aguas abajo, y los sitios lox fueron confirmados por análisis de secuencias de ADN. 
 
EJEMPLO 2. Integración genómica de scrAB en DSM 1 de B. coagulans  
 55 
[0044] Para integración genómica de los genes scrAB en DSM 1 de B. coagulans, el plásmido pMH84 fue transformado 
a esta cepa por electroporación y colocado en placas de BC suplementadas con cloranfenicol. Transformantes fueron 
seleccionados por la presencia del plásmido por PCR de colonias. Las colonias positivas fueron cultivadas para 
aislamiento de plásmido y la integridad del plásmido fue confirmada por análisis de restricción. Un transformante fue 
seleccionado para experimentos posteriores. La integración de los genes de sacarosa por intercambio de cruce doble 60 
fue establecido después de cultivo a 60°C y selección para colonias resistentes al cloranfenicol. Un integrante fue 
seleccionado para posteriores estudios y almacenado como solución stock de glicerol. La integración correcta fue 
confirmada por análisis de PCR y análisis de secuencias de los sitios de fusión. Esta cepa fue designada B. coagulans 
DSM 1::scrAB. 
 65 
EJEMPLO 3. Fermentación de sacarosa con B. coagulans 
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[0045] En este experimento los inventores demuestran cómo cepas de B. coagulans que no son capaces de 
fermentación de sacarosa eficaz se pueden modificar para hacerse fermentadoras de sacarosa. Las cepas de B. 
coagulans DSM 1 y DSM 1::scrAB fueron inoculadas de soluciones stock de glicerol en 10 ml de caldo de BC sin azúcar 
e incubadas a 50°C a 120 r.p.m. Durante la noche, los cultivos fueron transferidos (2% v/v) a 10 ml CDM suplementados 5 
con glucosa. Después de la incubación durante toda la noche los cultivos fueron granulados y los gránulos fueron 
resuspendidos en 10 ml CDM sin azúcar. Para cada cepa tres partes triplicadas de 10 ml CDM suplementadas con bien 
5 g de glucosa por litro, 5 g de sacarosa por litro, o ningún azúcar fueron inoculados (2% v/v) de los cultivos 
resuspendidos. Después de 50 h de incubación estática en los tubos de tapa a rosca la turbidez a 600 nm, el pH, y el 
contenido de ácido orgánico del sobrenadante del caldo fueron determinados (tabla 1). Los resultados demuestran que 10 
se requiere azúcar para crecimiento anaeróbico apropiado y que B. coagulans DSM 1::scrAB es capaz de fermentar 
sacarosa a ácido láctico, mientras B. coagulans DSM 1 no lo es. La ausencia de azúcar dio como resultado ningún 
crecimiento y ninguna acidificación para ambas cepas de B. coagulans. En presencia de sacarosa DSM 1 no mostró 
ningún crecimiento y ninguna acidificación, mientras que B. coagulans DSM 1::scrAB tuvo buen crecimiento y 
acidificación. El ácido láctico fue el único ácido orgánico que fue detectado en los sobrenadantes de cultivo. Esto 15 
demuestra que introducir el cassette de genes scrAB de B. coagulans es suficiente para la fermentación de sacarosa 
eficaz con B. coagulans. 
 

Tabla 1. Características de fermentación después de 50h de incubacióna 
 20 
Cepa B. coagulans DSM 1::scrAB B. coagulans DSM 1 
Carbono añadido Glucosa Sacarosa Ninguno Glucosa Sacarosa Ninguno 
Turbidez a 600nm 0,6 0,8 0,0 0,7 0,1 0,0 

pH 4,4 4,5 6,5 4,4 6,5 6,5 

Ácido láctico 0,41 0,36 N.D. 0,40 N.D. N.D. 
aDatos son medidos de 3 fermentaciones. Concentraciones de ácido orgánico se dan en % (p/p). N.D., no determinado. 
Ácido fórmico (<0,02 %), ácido acético (<0,02%), ácido propiónico (<0,02%), ácido butírico (<0,01%), ácido pirúvico 
(<0,02%), ácido 2-hidroxibutírico (<0,01%), ácido glicólico (<0,20%), ácido oxálico (<0,02%), ácido sórbico (<0,01%), 
ácido fumárico (<0,02%), ácido succínico (<0,02%), ácido benzoico (<0,03%) y ácido maleico (<0,02%) estaban por 
debajo de los límites de detección. 
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<211> 3678 
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<213> Bacchus coagulans 
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<210> 6 
<211> 40 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 
 10 
<400> 6 
agtactgcat gcttaaagag tagctttcgg tgttaaagtg  40 
 
<210> 7 
<211> 48 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 20 
 
<400> 7 
agtactgagc tcctatttat taatagaatg aagactccag tagttccc          48 
 
<210> 8 25 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 30 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 8 
cgcgtcgact gtggataaga caacaggatt cgtatg          36 
 35 
<210> 9 
<211> 53 
<212> ADN 
<213> Artificial 
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<220> 
<223> Cebador sintético 
 
<400> 9 5 
ctaaatcaat tttattaaag tccatgggtc caccccgttc ttttcttttt gtg           53 
 
<210> 10 
<211> 53 
<212> ADN 10 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 
 15 
<400> 10 
cacaaaaaga aaagaacggg gtggacccat ggactttaat aaaattgatt marca           53 
 
<210> 11 
<211> 27 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador sintético 25 
 
<400> 11 
cgcagatctc cttcttcaac taacggg   27 
 
<210> 12 30 
<211> 71 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 35 
<223> cebador sintético 
 
<400> 12 
 

 40 
 
<210> 13 
<211> 70 
<212> ADN 
<213> Artificial 45 
 
<220> 
<223> cebador sintético 
 
<400>  50 
13 

 
 
<210> 14 
<211> 34 55 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 60 
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<400> 14 
cgcctcgaga gatctggccg ggctttatgg gagg   34 
 
<210> 15 
<211> 37 5 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> cebador sintético 10 
 
<400> 15 
gccgagctcg catgcccctg atcaaccggg tcagtgc   37 
 
<210> 16 15 
<211> 33 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 20 
<223> cebador sintético 
 
<400> 16 
cccgctagcc catagtcgta de gtttcaatca ttg    33 
 25 
<210> 17 
<211> 37 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 30 
<220> 
<223> cebador sintético 
 
<400> 17 
ccggtcgacg gccttcatgt gcttttgccg caaattc   37 35 
 
<210> 18 
<211> 1146 
<212> ADN 
<213> Artificial 40 
 
<220> 
<223> Constructo CAT 
 
<400> 18 45 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Método para la producción de un compuesto de interés que incluye el cultivo de una cepa de Bacillus moderadamente 
termofílica en una fuente de carbono que contiene sacarosa, caracterizado por que la cepa de Bacillus moderadamente 
termofìlica se deriva de una cepa progenitora de Bacillus moderadamente termofílica que no es capaz de utilizar la 5 
sacarosa como una fuente de carbono por transformación de dicha cepa progenitora con un polinucleótido que incluye 
una secuencia de ADN que codifica un polipéptido con actividad de fosfotransferasa específica de sacarosa y teniendo i) 
una secuencia de aminoácidos de SEC ID nº1 o ii) una secuencia de aminoácidos con una identidad de al menos 70% a 
la secuencia de SEC ID nº 1 y/o que incluye una secuencia de ADN que codifica un polipéptido con actividad de 
sacarosa-6-fosfato hidrolasa y teniendo iii) una secuencia de aminoácido de SEC ID nº 2 ó 4) una secuencia de 10 
aminoácido con una identidad de al menos 70% de la secuencia de SEC ID nº 2. 
 
2. Método según la reivindicación 1, donde el compuesto de interés es ácido láctico. 
 
3. Método para la construcción de una cepa de Bacillus moderadamente termofílica capaz de utilizar sacarosa como 15 
fuente de carbono que incluye la transformación de una cepa de Bacillus progenitora moderadamente termofílica 
incapaz de utilizar sacarosa como fuente de carbono con un polinucleótido que incluye una secuencia de ADN que 
codifica un polipéptido con actividad de fosfotransferasa específica de sacarosa y teniendo i) una secuencia de 
aminoácidos de SEC ID nº 1 o ii) una secuencia de aminoácidos con una identidad de al menos 70% de la secuencia de 
SEC ID nº 1 y/o que incluye una secuencia de ADN que codifica un polipéptido con actividad de sacarosa-6-fosfato 20 
hidrolasa y teniendo iii) una secuencia de aminoácido de SEC ID nº 2 o iv) una secuencia de aminoácido con una 
identidad de al menos 70% de la secuencia de SEC ID nº 2. 
 
4. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la cepa de Bacillus moderadamente termofílica 
es anaeróbica facultativa. 25 
 
5. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la cepa de Bacillus moderadamente termofílica 
es homoláctica. 
 
6. Método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la cepa de Bacillus moderadamente termofílica 30 
es Bacillus coagulans. 
 
7. Polipéptido con actividad de fosfotransferasa específica de sacarosa y con una secuencia de aminoácido de SEC ID 
nº 1 o una secuencia de aminoácido con una identidad de al menos 70% a la secuencia de SEC ID nº 1. 
 35 
8. Polipéptido con actividad de sacarosa-6-fosfato hidrolasa y con una secuencia de aminoácido de SEC ID nº 2 o una 
secuencia de aminoácido con una identidad de al menos 70% a la secuencia de SEC ID nº 2. 
 
9. Polinucleótido que codifica el polipéptido de las reivindicaciones 7 u 8. 
 40 
10. Polinucleótido de la reivindicación 9 teniendo una secuencia de SEC ID nº 3 o SEC ID nº 4. 

E09165828
04-12-2012

 



 22 

 

E09165828
04-12-2012

 



 23 

 

E09165828
04-12-2012

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

