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DESCRIPCION
Fermentaciéon de bacilos moderadamente termofilicos en sacarosa

[0001] La presente invencién se refiere a la modificacion genética de cepas de Bacillus moderadamente termofilicas
para proporcionar la capacidad de utilizar sacarosa para cepas de Bacillus que originalmente no poseian esta
capacidad.

[0002] Especies de Bacillus moderadamente termofilicas, preferiblemente aquellas especies que son facultativas
anaerobicas y homolacticas, son organismos ideales para la produccion industrial de acido lactico.

[0003] En el contexto de esta invencion, especies de Bacillus moderadamente termofilicas pueden crecer entre 37 y
65°C y permiten fermentacion industrial a temperaturas de mas de 50°C. Esta alta temperatura de fermentacion tiene
diferentes ventajas cuando se fermenta a escala industrial: menos riesgo de infecciones y mayor pureza de producto,
reacciones mas rapidas, etcétera. Ademas, los requisitos de nutrientes de estas bacterias son menos exigentes que los
de las bacterias del acido latico tales como las especies de Lactobacillus, que también permiten procesos industriales
relativamente poco costosos.

[0004] Especies de Bacillus moderadamente termofilicas incluyen especies aerébicas y especies facultativas
anaerobicas. El uso de especies facultativas anaerdbicas es preferido, dado que estas especies permiten la
fermentacion bajo condiciones anaerdbicas, o al menos bajo una baja presién parcial de oxigeno, que es deseable para
escala industrial. Tales condiciones evitan la necesidad de aireacion costosa y permiten el uso de medios de bajo coste,
mientras se minimizan riesgos de contaminacion o incluso permitiendo procedimientos de produccién no estéril.

[0005] Tambien se prefiere usar especies de Bacillus moderadamente termofilicas que son homolacticas. La naturaleza
homolactica permite la producciéon de acido lactico de fuentes de hidrocarburo (incluidos azicares de hexosa y de
pentosa; véase WO 04/063382) sin la formacién superior a 15 % en peso de productos laterales tales como acido
férmico y acido acético. La modificacion genética del fenotipo homolactico se puede aplicar para convertir cepas
homolacticas en cepas de produccién homofermentadora para otros productos industriales derivables de piruvato.
Ejemplos de estos compuestos son piruvato, acetolactato, diacetilo, acetoina, 2,3-butanodiol, 1,2-propanodiol, acetato,
formiato, acetaldheido, etanol, L-alanina, oxaloacetato, S-malato, succinato, fumarato, 2-oxoglutarato, oxalosuccinato,
isocitrato, citrato, glioxilato.

[0006] Preferiblemente estas cepas de produccion son de esporulacion deficiente.

[0007] Ejemplos de especies de Bacillus facultativas anaerébicas y moderadamente termofilicas son Bacillus coagulans,
Bacillus smithii, Bacillus termoamylovorans y Bacillus thermocloacae, al menos las primeras dos especies también son
homolacticas. Una de las especies preferidas es Bacillus coagulans.

[0008] Es deseable en fermentaciones industriales usar materias primas econémicas en los medios de fermentacion.
Por ejemplo, sacarosa o sustratos con sacarosa son frecuentemente usados como fuentes de carbono de bajo coste
para fermentaciones industriales. No obstante, se descubrié que no todas las cepas de Bacillus moderadamente
termofilicas 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
fermentacion o potencial producciéon en una escala industrial. Por ejemplo, cepa de Bacillus coagulans DSM 1 resulté
ser una fermentadora muy pobre de sacarosa. Crecimiento sélo escaso y formacion acida es observada usando la
sacarosa como fuente de carbono Unica, lo que es probablemente debido a actividad no especifica de sistemas para
utilizacion de otros azucares.

[0009] En la bibliografia, B. coagulans se menciona por ser variable en la capacidad de utilizaciéon de sacarosa (De
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 informacion 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).

[0010] Asi, un objeto de la presente invencion es modificar genéticamente una cepa de Bacillus moderadamente
termofilica 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 invencion es aprovechar un método
para producir un compuesto de interés que comprenda el cultivo de una cepa de Bacillus moderadamente termofilica en
una fuente de carbono conteniendo sacarosa.

[0011] La presente invencion ahora divulga genes y polipéptidos nuevos implicados en el catabolismo de sacarosa y
obtenibles de especies de Bacillus moderadamente termofilicas, preferiblemente de especies de Bacillus anaerdbicas
facultativas y moderadamente termofilicas, de la forma mas preferible de especies de Bacillus anaerdbicas facultativas y
moderadamente termofilicas que son homolacticas.
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[0012] Los polipéptidos nuevos sorprendentemente muestran una homologia mas bien baja para polipéptidos
correspondientes de otras especies de Bacillus, mientras que una homologia mas alta se observa con polipéptidos
correspondientes a especies de Lactobacillus. Los genes y polipéptidos nuevos permiten la introduccion de la capacidad
de utilizacién de sacarosa en las cepas de Bacillus moderadamente termofilicas que no utilizan sacarosa de las mismas
especies (o cercanamente relacionadas) como las especies donde los genes y polipéptidos nuevos son obtenibles. En
particular, los genes nuevos permiten la introduccién de material genético mediante autoclonacién, es decir usando
material genético de especies especificas.

[0013] Asi, en un aspecto de esta invencién, se provee un método para la construcciéon de una cepa de Bacillus
moderadamente termofilica capaz de utilizar sacarosa como fuente de carbono de una cepa de Bacillus progenitora
moderadamente termofilica incapaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono.

[0014] En particular, la cepa de Bacillus moderadamente termofilica capaz de utilizar sacarosa como una fuente de
carbono es derivada de una cepa de Bacillus progenitora moderadamente termofilica incapaz de utilizar sacarosa como
fuente de carbono por transformacion de dicha cepa progenitora con un polinucleétido (gen) necesario para conseguir
utilizar la sacarosa. Como se describe aqui, este polinucleétido necesario comprende una secuencia de ADN que
codifica un polipéptido con actividad de fosfotransferasa especifica de sacarosa y teniendo i) una secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 1 o ii) una secuencia de aminoacidos con una identidad de como minimo 70%,
preferiblemente de como minimo 75, 80, 85, 90, 95%, de la SEC ID n° 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 aminoacidos de SEC ID n°
2 o iv) una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70%, preferiblemente de al menos 75, 80, 85, 90,
95%, a la secuencia de SEC ID n° 2.

[0015] La introduccion del polinucledtido para conseguir utilizar sacarosa en la cepa de Bacillus moderadamente
termofilica de interés puede hacerse usando cualquier procedimiento de transformacién adecuado conocido por el
experto en la técnica, incluida la transformacion de protoplasto o fusion de protoplasto, electroporacion, transformacion
biolistica, conjugaciéon o transformacién de células naturales competentes. Por ejemplo, un procedimiento de
transformacion como se describe en WO 2007/085443, que es incorporado aqui por referencia, puede ser utilizado.

[0016] El polinucleétido para alcanzar la utilizacion de sacarosa puede ser introducido usando un plasmido que se
replica de manera auténoma o por integraciéon cromosémica. Este se prefiere para aplicacién industrial, dado que la
integraciéon cromosomica es generalmente considerada como mas estable y garantiza una distribucidon estable del
polinucleétido sobre las células descendientes. La fermentacion de la misma sacarosa puede ser una presion de
selecciéon para el mantenimiento del polinucleétido para alcanzar la utilizacion de sacarosa. La introduccién del
polinucleétido en el cromosoma puede realizarse por recombinacion no homaéloga al igual que por homéloga.

[0017] La recombinacién homoéloga es preferida, dado que abre la oportunidad de introducir, eliminar o simultaneamente
introducir y eliminar una funcionalidad en/desde el cromosoma bacteriano. Cuando se pretende la recombinacion
homoéloga, el polinucleétido transformante ademas contiene una secuencia de ADN que es homdloga a una secuencia
genomica diana del Bacillus especifico que va a ser creado genéticamente. Cualquier secuencia gendmica diana
adecuada se puede seleccionar para este propdsito. Secuencias gendémicas diana adecuadas estan por ejemplo
localizadas en una regién no codificante del genoma. El experto en la materia entendera que no se requiere 100% de
identidad para obtener recombinaciéon homdloga. Una identidad de un porcentaje de aproximadamente 90% también
basta. Generalmente, la secuencia de ADN de interés para ser insertada en el cromosoma por recombinacion homaéloga
se flanquea por secuencias homodlogas con una longitud suficiente para permitir recombinacién homdloga. Dicha
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 expresion del polinucleétido para alcanzar la utilizacion de sacarosa, la secuencia codificante
del polinucledtido esta provista de las secuencias reguladoras necesarias. Estas secuencias reguladoras pueden ser las
secuencias reguladoras nativas o pueden ser heterélogas a la secuencia codificante en cuestion.

[0019] En otro aspecto, se proporcionan polipéptidos nuevos, es decir un polipéptido que tiene actividad de
fosfotransferasa especifica de sacarosa y un polipéptido que tiene actividad de hidrolasa de sacarosa-6-fosfato. El
polipéptido con actividad de fosfotransferasa especifica de sacarosa tiene i) una secuencia de aminoacidos de SEC ID
n° 1 o ii) una secuencia de aminoacidos con una identidad de como minimo 70%, preferiblemente omo minimo 75%,
mas preferiblemente como minimo 80%, incluso mas preferiblemente como minimo 85%, incluso mas preferiblemente
como minimo 90%, lo mas preferiblemente como minimo 95%, a la secuencia de SEC ID n° 1. El polipéptido con
actividad de sacarosa-6-fosfato hidrolasa tiene i) una secuencia de aminoacidos de SEC ID n°® 2 o ii) una secuencia de
aminoacidos con una identidad de como minimo 70%, preferiblemente como minimo 75%, mas preferiblemente como
minimo 80%, incluso mas preferiblemente como minimo 85%, incluso mas preferiblemente como minimo 90%, lo mas
preferiblemente como minimo 95%, a la secuencia de SEC ID n° 2.

[0020] El polipéptido de fosfotransferasa especifica de sacarosa con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n° 1
comparte homologia significativa con componentes de EIIBCA de sistema PTS especifico de sacarosa de Pediococcus
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pentosaceus y Lactobacillus plantarum (ambos 62% de identidad a nivel de proteina) y otras bacterias del acido latico.
Sorprendentemente, la homologia con otras especies de Bacillus es muy inferior, teniendo maxima identidad con el
homologo Bacillus clausii (44% de identidad a nivel de proteina).

[0021] El polipéptido de sacarosa-6-fosfato hidrolasa con una secuencia de aminoacidos de SEC ID n® 2 comparte
homologia significativa con sacarosa-6-fosfato hidrolasas de Lactobacillus sakei (50% de identidad a nivel de proteina) y
otras bacterias del acido latico. También para este polipéptido fue sorprendente ver que la homologia a otros homaélogos
de Bacillus fue inferior a la de las bacterias del acido latico. El homdlogo de Bacillus mas cercano fue de Bacillus clausii
(41% de identidad a nivel de proteina).

[0022] Con motivo de la presente invencién, el grado de identidad entre dos secuencias de aminoacidos se refiere al
porcentaje de aminoacidos 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
analisis BLAST esta publicamente disponible a través del National Center for Biotechnology Information (http:
[lwww.ncbi.nim.nih.gov/). Los parametros de algoritmo BLAST W, T, y X determinan la sensibilidad y velocidad del
alineamiento. El programa BLASTP usa como valores predeterminados: Tamafio de palabra: 3 Valor esperado: 10;
Tamafio de lista de aciertos 100; Coste de gap: 11,1 Matriz: BLOSUM62.

[0023] En otro aspecto mas, hay polinucleétidos proporcionados que codifican los polipéptidos del aspecto precedente,
por ejemplo de un polinucleétido con una secuencia segun la SEC ID n°® 3 o SEC ID n° 4.

[0024] Los polipéptidos y polinucleétidos de los aspectos anteriores son utilizables para construir una cepa de Bacillus
moderadamente termofilica capaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono, como se describe en este caso.

[0025] En otro aspecto mas, un método esta provisto para la producciéon de un compuesto de interés que comprende el
cultivo de una cepa de Bacillus moderadamente termofilica en una fuente de carbono con sacarosa. El método se
caracteriza por el hecho de que la cepa de Bacillus moderadamente termofilica para ser cultivada se deriva de una cepa
de Bacillus progenitora moderadamente termofilica incapaz de utilizar sacarosa como una fuente de carbono
proporcionando a la cepa progenitora la capacidad de utilizar sacarosa como una fuente de carbono.

[0026] La cepa de Bacillus progenitora moderadamente termofilica que no es capaz de utilizar sacarosa como una
fuente de carbono esta provista con la capacidad de utilizar sacarosa como una fuente de carbono usando el método y
polinucleétido(s) como se describe en los aspectos precedentes. Usando estos métodos y polinucleétido(s), la presente
invencion permite ventajosamente cultivar en una fuente de carbono conteniendo sacarosa cepas de Bacillus
moderadamente termofilicas que se adaptan a condiciones de cultivo industrial y/o son seleccionadas por poseer un alto
potencial de produccion 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 termofilica 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.

[0028] El cultivo ademas puede ser realizado bajo condiciones convencionales cominmente conocidas por el experto en
la técnica.

[0029] Después del cultivo, el compuesto formado de interés es opcionalmente aislado del medio de fermentacion y
purificado cuando es necesario. Métodos de purificacion/aislamiento convencional, por ejemplo para acido lactico, son
destilacion, extraccion, electrodialisis, adsorcion, intercambio de iones, cristalizacion y similares, y combinaciones de los
métodos de purificacion/aislamiento arriba mencionados.

[0030] El compuesto de interés puede ser acido lactico. El término "acido lactico" significa acido 2-hidroxi-propioénico en
su acido libre o forma de sal. El acido lactico contiene un atomo de carbono quiral, y por esta razén pueden existir como
enantiomero (R) y (S). El término "acido lactico" como se usa en esta solicitud incluye los isémeros puros (R) y (S), y
sus mezclas derivadas, incluyendo la mezcla racémica. Para la produccién de R-lactato, una cepa de produccion
genéticamente modificada se puede usar como se describe en WO 2007/085443, que se incorpora aqui por referencia.

[0031] EI compuesto de interés puede ser ademas piruvato, usando una cepa donde la conversién de piruvato en lactato
es bloqueada. El compuesto de interés puede ser ademas un compuesto derivable de piruvato, usando una cepa donde
piruvato se redirige hacia produccion de tal compuesto, incluyendo acetolactato, diacetilo, acetoina, 2,3-butanodiol, 1,2-
propanodiol, acetato, formiato, acetaldheido, etanol, L-alanina, oxaloacetato, S-malato, succinato, fumarato, 2-
oxoglutarato, oxalosuccinato, isocitrato, citrato, glioxilato.

Descripcion de las figuras

[0032]
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La Figura 1 muestra el mapa genémico del operéon de sacarosa de Bacillus coagulans, describiendo el gen de la enzima
Il de PTS sacarosa (scrA) y el gen de sacarosa-6-fosfato hidrolasa (scrB).

La Figura 2 muestra un mapa plasmido de pMH84. Los genes de replicacion (repA y repB), el gen de resistencia al
cloranfenicol (cat), el gen de la enzima Il de sacarosa PTS (scrA) y el gen de sacarosa-6-fosfato hidrolasa (scrB) se
representan por flechas. Las regiones de homologia aguas arriba (us) y aguas abajo (ds) para recombinacién de cruce
doble (gris), region promotora de Bacillus coagulans (Bco; blanco), y sitios lox (lox 71 y lox66; negro) estan
encuadrados. Para Bglll y Ncol sélo sitios pertinentes para la construccion son incluidos.

EJEMPLOS
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 aerodbicas (120 r.p.m.) en caldo de BC (WO 2007/085443) con 50 g/l de glucosa. Si fuese
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 evaluacion de uso de carbono B. coagulans fue cultivado en un medio
quimicamente definido (CDM) conteniendo por litro 2,0 g (NH4)2 HPO4, 3,5 g (NH4)2 SO4,10 g tampén Bis-Tris (bis[2-
hidroximetilliminotris[hidroximetil]-metano), 0,5 g KCI, 0,234 g L-arginina, 0,304 g acido L-aspartico, 0,026 g L-cistina,
0,470 g acido glutamico, 0,093 g L-histidina, 0,360 g L-isoleucina, 0,581 g L-leucina, 0,111 g L-metionina, 0,197 g L-
prolina, 0,308 g L-serina, 0,350 g L-treonina, 0,345 g L-valina, 0,2 g MgCl; - 6 H,0, 50 mg CaCl, - 2 H20, 16 mg MnCl,,7
mg FeSO4 - 7 H20, 0.1 mg tiamina, 0,5 mg de acido nicotinico, 0,1 mg de acido pantoténico, 0,5 mg piridoxamina, 0,5
mg piridoxal, 0,1 mg D-biotina, 0,1 mg de acido félico, 0,1 mg de acido 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
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 manipulacién de ADN

[0034] Técnicas de manipulacion de ADN estandar fueron realizadas como se describe por Sambrook y Russell (J.
Sambrook y D. W. Russell. 2001: Molecular Cloning, a laboratory manual. 32 edicion. Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York).

[0035] Aislamiento de ADN plasmido 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 plasmido a escala pequefa
de cultivo de 1 mL fue realizado usando el kit Nucleospin Plasmid Quick Pure ® (Macherey-Nagel) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

[0036] L. lactis sirvi6 como huésped intermedio durante la construccion del plasmido de integraciéon pMH84 (Figura 2).
Preparacion de células competentes de L. /actis y electroporacion 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 ).

[0037] B. coagulans fue transformado por electroporaciéon como se describe en WO 2007/085443.

[0038] Reacciones de PCR para fines de clonacion fueron realizadas con la polimerasa Pwo de alta fidelidad (Roche)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

[0039] Analisis 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

[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 fermentacion para medicién de la turbidez a 600 nm, pH, y contenido de
acido organico en el caldo de fermentacién. Para ello, muestras fueron centrifugadas y el detrito restante en el
sobrenadante fue quitado por filtracion usando un filtro Millex GP 0.22 ym ® (Millipore). El filtrado fue congelado hasta
posteriores analisis.

[0042] Acidos organicos (acido formico, acido acético, acido propionico, etanol, acido butirico, acido pirdvico, acido
lactico, acido 2-hidroxi butirico, acido glicolico, acido oxalico, acido sérbico, acido fumarico, acido succinico, acido



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2394749 T3

benzoico, acido maleico, acido malico, acido citrico) fueron medidos usando una derivacion y GLC. R- y S-lactatos
fueron metilados a lactato de metilo y medidos por analisis de espacio de cabecera en una columna quiral.

EJEMPLO 1. Construccién de un plasmido de integracion de utilizaciéon de sacarosa de B. coagulans

[0043] Analisis de secuencia aleatorio de una sacarosa seleccionada fermentando cepa de B. coagulans revel6 una
regiéon de dos genes con homologia secuencial a genes de enzima Il de PTS sacarosa y de sacarosa-6-fosfato hidrolasa
(scrA y scrB respectivamente). Un mapa genético de la regién se muestra en la Figura 1. Un fragmento de ADN con
agrupamiento de genes scrAB y sus promotores (representados en la SEC ID n° 5) fue generado con PCR de alta
fidelidad usando los cebadores 5-AGTACTGCATGCTTAAAGAGTAGCTTTCGGTGTTAAAGTG-3' (introduciendo un
sitio Sphl, SEC ID n° 6) y 5'-AGTACTGAGCTCCTATTTATTAATAGAATGAAGACTCCAGTAGTTCCC-3' introduciendo
un sitio Sacl, SEC ID n° 7) en combinacién con ADN gendémico 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 n° 5. Un plasmido de integracion de B. coagulans fue modificado para permitir la
integracion del agrupamiento de genes scrAB en el cromosoma DSM 1 de B. coagulans. Fragmentos de 1,0 kb aguas
arriba y aguas abajo del sitio de integracién cromosémica fueron usados para recombinacion. El vector de integracion,
pMH84 (Figura 2), se basa en el vector de clonacion de Lactococcus pMH3 (WO 2007/085443) y tiene un replicon
termosensible en B. coagulans. Primero el promotor cat fue sustituido por un promotor de B. coagulans. Con este fin el
fragmento pMH3 de Bglll-Sall conteniendo el gen cat fue sustituido por un producto PCR de fusién de un promotor de B.
coagulans constitutivo traduccionalmente fusionado al gen cat introduciendo simultaneamente un sitio Ncol
superponiendo el codén de inicio cat (SEC ID n° 18). La parte del promotor fue generada usando combinacién de
cebadores (hacia adelante) 5-CGCGTCGACTGTGGATAAGACAACAGGATTCGTATG-3' (introduciendo un sitio Sall,
SEC ID n°® 8) y (hacia atrds) 5-CTAAATCAATTTTATTAAAGTCCATGGGTCCACCCCGTTCTTTTCTTTTTGTG-3'
(introduciendo un sitio Ncol, SEC ID n°® 9) con ADN genémico de una cepa de B. coagulans de fermentacion de
sacarosa como ADN molde. El gen cat fue generado usando combinacion de cebadores (hacia adelante) 5'-
CACAAAAAGAAAAGAACGGGGTGGACCCATGGACTTTAATAAAATTGATTTAG-3' (introduciendo un sitio Ncol, SEC
ID n° 10) y (hacia atras) 5-CGCAGATCTCCTTCTTCAACTAACGGG-3' (introduciendo un sitio Bglll, SEC ID n° 11)
usando pMH3 como molde. Ambos productos cat usados como molde en una nueva reacciéon de PCR usando el
promotor hacia adelante y cebadores hacia atras cat. Este fragmento puede también ser generado como ADN sintético
con la secuencia representada en la SEC ID n° 18. El plasmido resultante fue designado pMH71. Para permitir uso
multiple 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 regién de promotor CAT fueron

introducidos por PCR usando cebadores 5'-
CCCGTCGACGCTAGCTACCGTTCGTATAATGTATGCTATACGAAGTTATGTGGATAAGACAACAGGATTCG-3'
(introduciendo los sitios lox66, Sall y Nhel, SEC ID n° 12) y 5'-

CGCAGATCTTACCGTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTATCCTTCTTCAACTAACGGGGCA GGTTAG -3'
(introduciendo los sitios lox71 y Bglll, SEC ID n® 13) y pMH71 como molde. El producto PCR resultante fue digerido con
Bglll-Sall y usado para intercambiar con la region de promotor CAT Bglll Sall de pMH71, dando como resultado el
plasmido pMH77. El fragmento aguas arriba del sitio de integracion fue generado por PCR usando cebadores 5'-
CGCCTCGAGAGATCTGGCCGGGCTTTATGGGAGG-3' (introduciendo los sitios Xhol y Bglll, SEC ID n° 14) y 5'-
GCCGAGCTCGCATGCCCCTGATCAACCGGGTCAGTGC (introduciendo los sitios Sacl y Sphl, SEC ID n°® 15) y ADN
cromosomico de DSM 1 de B. coagulans como molde. El producto PCR fue clonado en pMH77 usando Sacl y Xhol.
Esto dio como resultado pMH82. El fragmento aguas abajo del sitio de integracién fue generado por PCR usando
cebadores 5-CCCGCTAGCCGTTTCAATCACATAGTCGTATTG (introduciendo un sitio Nhel, SEC ID n® 16) y 5'-
CCGGTCGACGGCCTTCATGTGCTTTTGCCGCAAATTC (introduciendo un sitio Sall, SEC ID n° 17) y ADN
cromosomico de DSM 1 de B. coagulans como molde. El producto PCR fue clonado en pMH82 como fragmento de
Sall-Nhel, dando como resultado pMH83. El fragmento de ADN con los genes scrAB fue clonado como fragmento de
Sphl y Sacl en pMH83 digerido con las mismas enzimas, lo que dio como resultado el vector de integracion pMH84
(Figura 2). El plasmido 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 analisis de secuencias de ADN.

EJEMPLO 2. Integracion genémica de scrAB en DSM 1 de B. coagulans

[0044] Para integracion gendmica de los genes scrAB en DSM 1 de B. coagulans, el plasmido pMH84 fue transformado
a esta cepa por electroporacion y colocado en placas de BC suplementadas con cloranfenicol. Transformantes fueron
seleccionados por la presencia del plasmido por PCR de colonias. Las colonias positivas fueron cultivadas para
aislamiento de plasmido y la integridad del plasmido fue confirmada por analisis de restriccion. Un transformante fue
seleccionado para experimentos posteriores. La integracion de los genes de sacarosa por intercambio de cruce doble
fue establecido después de cultivo a 60°C y seleccién para colonias resistentes al cloranfenicol. Un integrante fue
seleccionado para posteriores estudios y almacenado como solucién stock de glicerol. La integracion correcta fue
confirmada por analisis de PCR y analisis de secuencias de los sitios de fusion. Esta cepa fue designada B. coagulans
DSM 1::scrAB.

EJEMPLO 3. Fermentacion de sacarosa con B. coagulans
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[0045] En este experimento los inventores demuestran cémo cepas de B. coagulans que no son capaces de
fermentacién 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 azucar
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
con glucosa. Después de la incubacion durante toda la noche los cultivos fueron granulados y los granulos fueron
resuspendidos en 10 ml CDM sin azucar. 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 ningun azucar fueron inoculados (2% v/v) de los cultivos
resuspendidos. Después de 50 h de incubacién estatica en los tubos de tapa a rosca la turbidez a 600 nm, el pH, y el
contenido de acido organico del sobrenadante del caldo fueron determinados (tabla 1). Los resultados demuestran que
se requiere azucar para crecimiento anaerdbico apropiado y que B. coagulans DSM 1::scrAB es capaz de fermentar
sacarosa a acido lactico, mientras B. coagulans DSM 1 no lo es. La ausencia de azlcar dio como resultado ningun
crecimiento y ninguna acidificacion para ambas cepas de B. coagulans. En presencia de sacarosa DSM 1 no mostré
ningun crecimiento y ninguna acidificacion, mientras que B. coagulans DSM 1:scrAB tuvo buen crecimiento y
acidificacion. El acido lactico fue el unico acido organico que fue detectado en los sobrenadantes de cultivo. Esto
demuestra que introducir el cassette de genes scrAB de B. coagulans es suficiente para la fermentacion de sacarosa
eficaz con B. coagulans.

Tabla 1. Caracteristicas de fermentacion después de 50h de incubacién®

Cepa B. coagulans DSM 1::scrAB B. coagulans DSM 1

Carbono afadido 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
Acido lactico 0,41 0,36 N.D. 0,40 N.D. N.D.

@Datos son medidos de 3 fermentaciones. Concentraciones de acido orgénico se dan en % (p/p). N.D., no determinado.
iAcido férmico (<0,02 %), acido aceético (<0,02%), acido propidénico (<0,02%), acido butirico (<0,01%), acido piravico
(<0,02%), acido 2-hidroxibutirico (<0,01%), acido glicolico (<0,20%), acido oxalico (<0,02%), acido sorbico (<0,01%),
acido fumarico (<0,02%), acido succinico (<0,02%), acido benzoico (<0,03%) y acido maleico (<0,02%) estaban por
debajo de los limites de deteccion.
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atgatccaac
ttaatcatga
ctactettta

ttattggcat
ggtattggta
aaatgcatte
grttacattt
gtggttatat
gattgtcatt
tatrgcaaaa
aggtgctget
ttcttcageca
cttgaaatta
tattggcatg
ttgcatteoc
cgecttcaca
Tacgaatgaa
ccctgetggt
tgtgaaggat
aaacggcegat
tgcatacgge
ggttaatctg
aggcgacaaa
cgtgatcacc
tcatgataag
a

660

720

780

B40

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1971
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atggaatgga
aagcatttac
gaaagcggat
ttttatcaaa
tcaaaagatc
gacagtcacg
tatacaggaa

dtggataaaa

aattacacgg
ttgatcggtg
ctgaaaaact
attgaatgec
ggectegace
gatacgttcg
gaaggattecg
gtcagctgga
tgcttgagtt
aaagaaacag
acccagerga
aacggggaag
aactttgcty
caatacggaa
t1tatggatg
cgtctctrtc
tataatggga

<210>5
<211> 3678
<212> ADN

atcgagcat:
ttcttcaaat
tgttgaatga
attatccgat
ttatccatty
getgetacte
acgtccgaga
aaggtcggat
accatttcag
cccagacgaa
gggaattcaa
cgaatatcgt
daaatatttt
accctgagaa
atatttacgc
tcggecttec
taatcaaaga
agagcctteg
tattgaatca
gtaaattaca
atggaacatt
cttccagaac
ctictgtegt
caagcaaaad

actactggag

<213> Bacchus coagulans

<400> 5

ES 2394749 T3

acgttataaa
agaaaattct
tccaaacgga
ggggectgte
gaaagggaag
cggatctgca
taaaaactgg
ttccaaatta

ggatecgeaa
acaaaaagag
cggacegett
argggtggat
acactatcaa
aaaccgtttt
tacgcaggcc
tgaaatcgat
attgaaaata
<ggaaggaaa
aaatgagaca
attggcttcg
ggtcctggac
cgtccaaatt
tgaaattttt
acaaacaaag
tctrcatict

aatctazatg
cegtggegge
TITLCTLLITE
catggittaa
gogctggcca
atcccggtrg
aacagattct
adaactccat

attatceget
gggaatatct
gaattaccgt
caaaageegg
aatatttatc
gaatctaaat
tttaacgeac
tatccgacag
caggacggcec
attgaattag
gcttatgaat
gacgggceate
cgcagecaty
CCaaaaaata
ttaaaccatg
atctrctrtgg
attaataaat

14

agtggtctga
tgcattacca
ttaatgatga
aatgctggta
tattgeegoa
aagaccgttt
cttaccaget

taattgcaaa

atcataattc
tggtttacca
taaagaattt
tecttatatt
ccaacactta
atctectgea
cggacgggeg
atcagtacgg
atcrLratca
acggegtett
tggaaatcat
aagcgrtaaa
cgggtatece
cccecgetgaa
gacacgatgt
aaacaaacca

ag

ggaagaaaaa
tattcaacet
atggcatcta
tcatcttagt
tacagagtat
atttatcatg
tggagcgtog
acagccagaa
ttactatgct
atccaaagac
gggatatatg
ctgcecgcaa
cttaattogg
taatttggat
cacacttgea
ttgggcgeat
atrtccrgta
dacagaacag
tctgaaaggg
tcttattttc
Trrrgcacag
cctgcatatt
gttaacatct
tcatttaget

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1330
1440
1482



gagctectat
gtttgttree
atcgtgreca
cagcggggta
gatacccgea
taacgcttga
gatttccaat
gacccegrce
ataaagatgg
gtactgatct
ccegrecggt
caggagatat

agtgttggoa

ttattaatag
aagaagatct
fggttiaaaa
ttttttggaa
tggctgegge
tgceegtecn
tcataagctg
aattcaattt
ccgtcctgta
gtcggataat
gcgttaaagg
ttagattcaa
taaatatttt
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aatgaagact
Ttgrttgret
2aatttcaac
tttggacgot
Ccaggaccaa
aagccaattg
tcrcattttg
tecrtecgeg
ttttcaattc
cgatttcaggy
cLrgegtageo
aacggttitt
gatagtygtaa

ccagtagtte
ttrgcttgga
gacagaagca
tctggaagtt
tgttceatea
taatttacct
attcaatatc
aaggctctet
Ttigattaaa
aaggccgatce
gtaaatatcg
ctcagogtcyg
aatattttgyg

15

ccattataag
aagagacgag
tccataaaaa
ccgtattget
gcaaagttga
tecccegttec
agcroggtct
gretertta
ctcaagcaat
cagctgactg
aatccttcat
aacgtatcce
tcgaggeett

ctaaztgatg
atgttaacac
tatgcaggtt
gtgcaaaagg
aaataagatt
ctttcagaat
gttctgttaa
caggaaattg
gcgeecaace
caagtgtgeg
ccaaattatg

caattaagta

gcgggcagasa

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780



tataaggacc
attctttaac
gtaaaccaag
attatgataa
tgcaattaat
ctygtaagag
acggtettea
cggcaatatg
ccagcatttt
atcattaaaa
gtaatgeage
agaccactea
tceccaaatt
caaccgtata
tatgataaac
aaatatgaaa
ttaaatggca
atcaatgatg
acatttaaaa
tatgctgaat
acttcgaatg
tregrtccaa
ttgacagcgg
gatatagegt
atcggatatt
atgatcatgy
ggggoagrtag
tctgtcttge
daatatattt
ggatttctaa
aatggaatta
ttttattcac
cttttggetg
aatattgcge

ggctrttgat
ggtaattcaa
atattcccet
cggataattt
ggagttrtta
aatctgttcc
accgggatty
gecageccect
aaaccatgga
2aagaaaatc
cgccacggag
fttagatitt
caagoaaage
acatacaaaa
gettgacata
gggtgtacac
aagataatat
aatcaaaaat
caaacggceea
tgatcaaatt
aaaagcaggg
ttattcctgce
aacacctatt
catttatcaa
cegeaaccaa
tatctectoc
ctrattggca
cggtattggt
caaatgcatt
cgtitacatrt
Tgtggttata
cgattgtcat
atattgcaaa

aaggtgctgc
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ccacccatac gatattcggg cattcaatca

gecggtecgtt
ctrttrgrtt
gcggatccct
atrttggaaat
agtrterarc
cagatccgga
tcccttteca
caggcececat
cgtttogatc
dattirctat
tataacgtaa
grtctectgg
tatcttaaat
taataaaaag
gatgaaccat
aaaagctgea
agaccaaaaa
gtaccaaatt
aaccggectt
aaatgtatta
acttgttgee
cacaaagaag
taccatgtcg
acggtttggt
attgacaagc
tatttttgga
agtttcatgg
tgattrtacg
tgttgggect
taatgcaaca
taccggtetg
aaccggegga
ttgtcttgee

gaattcccag
cgtctgggea
gaaatggtcc
cegacetttt
tcggacgete
gtagcagccg
atggataaga
cggataattt
attcaacaat
ttgaagaagt
tgctegattc
atrtaatgta
gatggtaaaa
atagratatt
gcaaaggtty
gcccactgceg
gcattggaty
attataggac
ccggatatga
ttaagattaa
ggcggtttge
gcaatagtyg
gctgececat
gggaatccgt
gggtatgatg
ttaaaagteg
attttagcta
ttcacaccga
gttatgcgtg
ggcacogttg
catcaaagtt
tegtttgtat
gtattcttta

16

titttcaggt
ccgatcaaag
gtgtaattet
ttatccatee
cctgtataca
tgactgtcat
tcttttgaac
tgataaaata
ccgetrtcag
aaatgetttt
cattccatat
ctgtaaacaa
cataaaazaa
agtatgtgaa
caaaagacgt
cgacaaggct
cgcatccgga
cgggggatgt
caacggagga
tcaaggratt
tgatggettt
aattgtaccc
ttactttctt
atttaggage
ttgttagcgce
cgeaggeegy
aattagagaa
tgettgceat
atgtgagtga
gaactgcaat
ttcctgeaat
taccaatege

ttacazaazg

tatatcecaa
cttrggattg
catagtaaga
ctggctgttt
acgctceaag
tgataaataa
actctgtatc
taagatgata
gatgecatte
gttgaatatg
tttettecte
atataadacgc
agtgatatgt
taataaaaaa
acgattacaa
gttaaalgct
gcgcttagte
tgtaaaaggt
¢gataaagtt
tgtgaaaaza
atctgatatt
aaacaatgta
gggactgaaa
gccggtttta
tgetatggog
aaaagcatca
ttaccaagge
atttttccat
tatcattaca
tgggttaacc
ctttgpacty
tgaaaccaca
ctetatgger

taaaaaacaa

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
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15

20

25

30

35

aaaagertat
ttcgggatta
gcttctatat
attggtttta
agttttgtta
<aaaatacga
Tcggctacgg
agcttaaaaa
atcatgacga
gatacacatc
ggtattgaca
acggtaaacc
tatgatccaa
tttaatcatg

gctactcttt

<210>6
<211>40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

cttcttcagce
acttgaaatt
ttattgycat
ttrgcattcg
tcgeettecac
ttacgaatga
cccctgcetyy
atgtgaagga
aaaacggcga
atgcatacgg
cggtrraatct
aaggcgacaa
ccgtgatcac
atcatgataa

aagcatgce

<223> cebador sintético

<400> 6
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aagtatttca
aaggtatceg
gttccatgtg
ctcacaatct
aacaacgtat
acgggratct
taatatcatc
taaattattt
tgtctatgct
cattaaaacy
gaaaggcgaa
acratgcagt
cgtegtgacce
ggtaaaacag

agtactgcat gcttaaagag tagctttcgg tgttaaagtg 40

<210>7
<211>48
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 7

agtactgagc tcctatttat taatagaatg aagactccag tagttccc

<210> 8
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Cebador sintético

<400> 8

cgcgtcgact gtggataaga caacaggatt cgtatg

<210>9
<211>53
<212> ADN
<213> Artificial

36

getettttgg
ttettttgty
ttatcagttt
atcttgeott
atatatggaa
ggaaaagaac
atttttgcce
tcatctgaat
ccttygtgacy
gaagatggag
tattttacaa
tttgatctygg
aacacageag
gggagecagt

48

17

ggatracaga
caatggtigc
caatgggacc
tigtcatgag
gacgggcygge
aaataggaga
cggtigaagg
taatgggtaa
gaatttigac
cagaaatttt
gttacgtaga
agaaaattaa
attatgcogc
tcatcacttt

accggctatt
trccggracey
tgcaagtgta
tggcegcaata
ggcaaaggaa
aacggctget
tgadacaatg
aggggcagac
cacggtatrt
aattcacatt
aaaaggtcag
agaacttgot
tgttgaagga

aacaccgaaa

2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3678



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2394749 T3

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 9
ctaaatcaat tttattaaag tccatgggtc caccccgttc ttttcttttt gtg 53

<210>10
<211>53
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 10
cacaaaaaga aaagaacggg gtggacccat ggactttaat aaaattgatt marca

<210> 11
<211> 27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador sintético

<400> 11
cgcagatctc cttcttcaac taacggg 27

<210>12
<211>71
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400> 12

cccgt_cgacg ctagctaccg ttcgtataat gtatgctata cgaagttatg tggataagac

aacaggattc g

<210> 13
<211>70
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> cebador sintético

<400>
13

53

cgeagatctt accgttogta tageatacat tatacgaagt tatCcttctt caactaacgg 60
ggcaggttag 70
<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificia

<220>
<223> cebador sintético

18
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<400> 14
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cgcctcgaga gatctggecg ggctttatgg gagg

<210> 15
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 15

gccgagcteg catgeccectg atcaaccggg tcagtge

<210> 16
<211>33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 16

cccgctagcec catagtcgta de gtttcaatca ttg

<210> 17
<211> 37
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> cebador sintético

<400> 17

ccggtcgacg gecttcatgt gettttgeeg caaatte

<210> 18
<211> 1146
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> Constructo CAT

<400> 18

gtcgactgty
agagcattaa
ttttagagta
tttaagtatg
ttataaaage
cagcegttte
agcrgtatag
tttaatagaa

gataagacaa
atgcaggaaa
aatttrttta
trttgettea
cgettteggc
accggetaac
atatcaattt
trgatttaga

caggattcgt
atcgcagaag
atctaatcta
ggcggtaaaa
attttgectt
caggccectt
ttggaacaca
caattggaag

34

37

33

37

atgccerett
atcataccta
gaaaatcagt
cttcgtataa
99gagrLyge
tttggaagecg
aaaagaaaag
agaaaagaga

19

ttgtataaag
aaaatgaaaa
acatcgraaa
taagggagag
cccggtttag
aagatccgga

aacgggetog
tatttaatca

caggcaaaac
tgtggtaaat
aagetegggr
gectatccta
acgggacgta
aatcaagatc
acccatggac

ttattrgaac

€0
120
180
240
300
360
420
480



caacaaacga
aaacaagaag
tcaaatacag
ttagagccac
cctgtaaaga
aatggtrcagg
attattcegt
cttctaccca
ctatctttac
tctattcagg
actgtracttt
agatct

cttttagtat
gatataaatt
cttttagaac
trtatacaat
atgacttcaa
ggaaattgtt
ggacttcatt
ttattacagc
aggtacatca
aattgtcaga
ttacagtcag
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aaccacagaa
ttacectgea
tggttacaat
ttttgatygt
agagtrrtat
tcccaaaaca
tactggottt
aggaaaatte
ttetgttegt
taggcctaat
trttctaatg

attgatatta
trtattricy
agcgacggag
gtatctaaaa
gatttatacc
cctatacetg
aacttaaata
attaataaag
gatggttatc
gacragocttt
tcactaacct

20

gtgttttata
tagtgacaag
agttaggtta
catteretyy
tttctgatyt
aaaatgcrtt
tcaataataa
gtaattcaat
atgcaggatt
tataatatga

gccccgttag

ccgaaacata
ggtgataaac
ttoggataag
tatttggact
agagaaatat
ttctetrrct
tagtaattac
atatttaccg
gtttatgaac
gataatgceg
ttgaagaagg

540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1146
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REIVINDICACIONES

1. Método para la produccién de un compuesto de interés que incluye el cultivo de una cepa de Bacillus moderadamente
termofilica en una fuente de carbono que contiene sacarosa, caracterizado por que la cepa de Bacillus moderadamente
termofilica se deriva de una cepa progenitora de Bacillus moderadamente termofilica que no es capaz de utilizar la
sacarosa como una fuente de carbono por transformacion de dicha cepa progenitora con un polinucleétido que incluye
una secuencia de ADN que codifica un polipéptido con actividad de fosfotransferasa especifica de sacarosa y teniendo i)
una secuencia de aminoacidos de SEC ID n°1 o ii) una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70% a
la secuencia de SEC ID n° 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 aminoacido de SEC ID n° 2 6 4) una secuencia de
aminoacido con una identidad de al menos 70% de la secuencia de SEC ID n° 2.

2. Método segun la reivindicacion 1, donde el compuesto de interés es acido lactico.

3. Método para la construccion de una cepa de Bacillus moderadamente termofilica capaz de utilizar sacarosa como
fuente de carbono que incluye la transformaciéon de una cepa de Bacillus progenitora moderadamente termofilica
incapaz de utilizar sacarosa como fuente de carbono con un polinucleétido que incluye una secuencia de ADN que
codifica un polipéptido con actividad de fosfotransferasa especifica de sacarosa y teniendo i) una secuencia de
aminoacidos de SEC ID n° 1 o ii) una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos 70% de la secuencia de
SEC ID n° 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 aminoacido de SEC ID n° 2 o iv) una secuencia de aminoacido con una
identidad de al menos 70% de la secuencia de SEC ID n° 2.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la cepa de Bacillus moderadamente termofilica
es anaerobica facultativa.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la cepa de Bacillus moderadamente termofilica
es homolactica.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes donde la cepa de Bacillus moderadamente termofilica
es Bacillus coagulans.

7. Polipéptido con actividad de fosfotransferasa especifica de sacarosa y con una secuencia de aminoacido de SEC ID
n° 1 o una secuencia de aminoacido con una identidad de al menos 70% a la secuencia de SEC ID n° 1.

8. Polipéptido con actividad de sacarosa-6-fosfato hidrolasa y con una secuencia de aminoacido de SEC ID n° 2 o una
secuencia de aminoacido con una identidad de al menos 70% a la secuencia de SEC ID n° 2.

9. Polinucleétido que codifica el polipéptido de las reivindicaciones 7 u 8.

10. Polinucledétido de la reivindicacion 9 teniendo una secuencia de SEC ID n°® 3 0 SEC ID n° 4.

21
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