
ES
 2

 4
22

 3
82

 T
3

11 2 422 382

OFICINA ESPAÑOLA DE
PATENTES Y MARCAS

ESPAÑA

19

Número de publicación:

T312

51 Int. CI.:

C07C 57/04 (2006.01)

C12P 7/62 (2006.01)

C08F 220/06 (2006.01)

C07C 69/54 (2006.01)

Un procedimiento para la preparación de ácido metacrílico o ésteres del ácido metacrílico Título:54

TRADUCCIÓN DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentación y número de la solicitud europea:96 E 08760294 (2)30.05.2008
97 Fecha y número de publicación de la concesión europea: EP 215265924.04.2013

73 Titular/es:

EVONIK RÖHM GMBH (100.0%)
KIRSCHENALLEE 45
64293 DARMSTADT, DE

72 Inventor/es:

MARX, ACHIM;
PÖTTER, MARKUS;
BUCHHOLZ, STEFAN;
MAY, ALEXANDER;
SIEGERT, HERMANN;
ALBER, BIRGIT;
FUCHS, GEORG y
EGGELING, LOTHAR

74 Agente/Representante:

LEHMANN NOVO, María Isabel

30 Prioridad:

01.06.2007 WO PCT/EP2007/055394

45 Fecha de publicación y mención en BOPI de la
traducción de la patente:
11.09.2013

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicación en el Boletín europeo de patentes, de
la mención de concesión de la patente europea, cualquier persona podrá oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposición deberá formularse por escrito y estar motivada; sólo se
considerará como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposición (art. 99.1 del
Convenio sobre concesión de Patentes Europeas).



2

DESCRIPCIÓN

Un procedimiento para la preparación de ácido metacrílico o ésteres del ácido metacrílico

La presente invención se refiere a un procedimiento para la preparación de ácido metacrílico o ésteres del ácido 5
metacrílico, así como a un procedimiento para la preparación de ácido polimetacrílico o ésteres del ácido 
polimetacrílico.

El ácido metacrílico es un importante producto intermedio que encuentra aplicación, en particular, en forma de sus 
ésteres alquílicos para la preparación de polímeros. Un derivado del ácido metacrílico conocido es, por ejemplo, el 10
éster metílico del ácido metacrílico. Actualmente, la producción anual mundial de ésteres metílicos del ácido 
metacrílico asciende a aprox. 1,5 millones de toneladas. Los ésteres del ácido polimetacrílico son materias primas 
empleables de manera variada en el sector de los materiales sintéticos.

La producción comercial de ácido metacrílico tiene lugar, habitualmente, mediante oxidación en fase gaseosa 15
heterogénea, catalizada en dos etapas, de compuestos de carbono C4 tales como butileno, isobutileno, butano, iso-
butano, alcohol t-butílico o metacroleína a masas de óxidos de múltiples metales sólidas como catalizador. La 
mezcla gaseosa de producto obtenida con ello, la cual contiene, junto al ácido metacrílico, además numerosos 
productos secundarios, es sometida a continuación a una condensación total obteniéndose una disolución acuosa 
de ácido metacrílico, o es absorbida en una mezcla de disolventes adecuada. Después, le sigue habitualmente una 20
purificación ulterior de las fases líquidas así obtenidas mediante destilación, cristalización, extracción o mediante 
una combinación de estas medidas. Junto a la oxidación en fase gaseosa catalítica de compuestos de carbono C4, 
el ácido metacrílico puede formarse también mediante una deshidrogenación catalítica oxidativa a partir de ácido 
isobutírico, tal como se describe, por ejemplo, en el documento EP-A-0 356 315. Otra posibilidad para la 
preparación de ácido metacrílico la ofrece el denominado “Proceso ACH”, el que acetocianhidrina y ácido sulfúrico 25
se hacen reaccionar bajo la formación de metacrilamida como producto intermedio, la cual se hace reaccionar 
luego posteriormente con agua para formar ácido metacrílico. A continuación, tiene lugar una purificación por 
destilación del ácido metacrílico así obtenido. Este procedimiento se describe, por ejemplo, en el documento EP-A-
1 359 137.

30
El documento EP1186592 describe un procedimiento para la producción de metacrilatos en el que ácido α-
hidroxiisobutírico reacciona con un alcohol en presencia de un catalizador sólido. Por el contrario, el documento 
US 3.562.320 muestra la producción de ácido metacrílico en un procedimiento en el que el ácido α-
hidroxiisobutírico es deshidrogenado bajo la influencia de calor y un catalizador de sal metálica.

35
El inconveniente de estos procedimientos habituales para la preparación de ácido metacrílico estriba, entre otros, 
en que tanto en la preparación del ácido metacrílico propiamente dicho como también en las siguientes etapas de 
purificación por destilación se produce, en virtud de la elevada tendencia a la polimerización del ácido metacrílico 
por parte de las etapas de procedimiento térmicamente lastrantes, una formación de dímeros u oligómeros lo cual
está ligado, junto a la complejidad de purificación adicional, también con una pérdida de rendimiento.40

La presente invención tuvo por misión superar los inconvenientes que resultan del estado conocido de la técnica.

En particular, la presente invención tuvo por misión indicar un procedimiento para la preparación de ácido 
metacrílico, en el que el ácido metacrílico se pueda obtener con el menor número posible de etapas térmicamente 45
lastrantes.

También, este procedimiento debía hacer posible preparar el ácido metacrílico a partir de materias primas 
renovables, en particular a partir de hidratos de carbono y/o a partir de glicerol.

50
Una contribución a la solución de los problemas precedentemente mencionados la ofrece un procedimiento para la 
preparación de ácido metacrílico o ésteres del ácido metacrílico, que comprende las etapas de procedimiento

IA) preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico mediante un procedimiento que comprende la etapa de 
procedimiento de la puesta en contacto de una célula que fue modificada por tecnología genética con 55
respecto a su tipo salvaje, de modo que, en comparación con su tipo salvaje, es capaz de formar más 
ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, con un medio 
nutricio que contiene como fuente de carbono hidratos de carbono, glicerol, dióxido de carbono, metano, 
metanol, L-valina o L-glutamato, bajo condiciones en las que a partir de la fuente de carbono se forman 
ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, eventual 60
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purificación del ácido 3-hidroxiisobutírico a partir del medio nutricio, así como, eventualmente,
neutralización del ácido 3-hidroxiisobutírico, teniendo lugar la formación del ácido 3-hidroxiisobutírico o de 
los polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico preferiblemente a través de metilmalonato-
semialdehído o a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo;

5
IB) deshidratación del ácido 3-hidroxiisobutírico bajo formación de ácido metacrílico, así como,

eventualmente, esterificación del ácido metacrílico.

En la medida en que la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico tenga lugar a través de metilmalonato-semialdehído como producto previo, se prefiere, además, 10
que la formación tenga lugar a través de succinil-coenzima A, propionil-coenzima A o acriloil-coenzima A, de 
manera particularmente preferida a través de succinil-coenzima A como producto intermedio adicional. En la 
medida en que la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico tenga lugar a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo, se prefiere, además, 
que la formación tenga lugar a través de isobutiril-coenzima A o a través de 3-hidroxibutiril-coenzima A,15
preferiblemente a través de 3-hidroxibutiril-coenzima A como otro producto intermedio.

La expresión “producto previo”, tal como se utiliza en esta memoria, define un compuesto químico el cual puede 
hacerse reaccionar en sólo una única etapa de reacción y por vía enzimática para formar ácido 3-hidroxiisobutírico, 
mientras que la expresión “producto intermedio” define un compuesto químico que no puede hacerse reaccionar en 20
sólo una etapa de reacción por vía enzimática para formar ácido 3-hidroxiisobutírico.

La expresión “ácido 3-hidroxiisobutírico”, tal como se utiliza en esta memoria, describe siempre el correspondiente 
ácido carboxílico C4 en la forma en la que se presenta después de la formación mediante los correspondientes 
microorganismos en función del valor del pH. La expresión comprende, por consiguiente, siempre la forma de 25
ácido pura (ácido 3-hidroxiisobutírico), la forma de base pura (3-hidroxiisobutirato) así como mezclas a base de la 
forma protonada y desprotonada del ácido. Además, la expresión “ácido 3-hidroxiisobutírico” comprende 
básicamente tanto el estereoisómero (R) como también el estereoisómero (S), siendo particularmente preferido el 
estereoisómero (S).

30
La formulación “de que es capaz de formar más ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en 
ácido 3-hidroxiisobutírico en comparación con su tipo salvaje” se refiere también al caso de que el tipo salvaje de 
la célula modificada por tecnología genética no sea capaz de formar en absoluto ácido 3-hidroxiisobutírico o 
polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, pero al menos cantidades detectables algunas de 
estos compuestos, y sólo puedan formarse cantidades detectables de estos componentes después de la 35
modificación por tecnología genética.

Por un “tipo salvaje” de una célula se designa preferiblemente una célula, cuyo genoma se presenta en un estado 
tal como resulte de forma natural a través de la evolución. La expresión se utiliza tanto para la célula completa 
como también para genes individuales. Bajo la expresión “tipo salvaje” caen, por lo tanto, en particular no aquellas 40
células o bien aquellos genes cuyas secuencias génicas hayan sido modificadas, al menos en parte, por el hombre 
mediante procedimientos recombinantes.

A partir del ácido 3-hidroxiisobutírico se obtiene a continuación ácido metacrílico mediante una reacción de 
deshidratación moderada. En el caso de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico pueden 45
aislarse las vesículas contenidas en las células, que están llenas de estos polihidroxialcanoatos, y a continuación 
disociarse los polímeros, obteniéndose ácido 3-hidroxiisobutírico que luego puede ser deshidratado, obteniéndose 
ácido metacrilico. 

En este caso, se prefiere, de acuerdo con la invención que la célula modificada por tecnología genética y empleada 50
en el procedimiento de acuerdo con la invención sea modificada por tecnología genética de modo que en un 
intervalo de tiempo definido, preferiblemente en el espacio de 2 horas, todavía más preferiblemente en el espacio 
de 8 horas y lo más preferiblemente en el espacio de 24 horas, forme al menos 2 veces, de manera 
particularmente preferida al menos 10 veces, de manera más preferida al menos 100 veces, todavía de manera 
más preferida al menos 1.000 veces, y de la manera más preferida al menos 10.000 veces más ácido 3-55
hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos  basados en ácido 3-hidroxiisobutírico que el tipo salvaje de la célula. El 
aumento de la formación de productos puede determinarse en tal caso, por ejemplo, debido a que la célula 
empleada en el procedimiento de acuerdo con la invención y la célula de tipo salvaje sean cultivadas en cada caso 
por separado y bajo las mismas condiciones (misma densidad celular, mismo medio nutricio, mismas condiciones 
de cultivo) durante un intervalo de tiempo determinado en un medio nutricio adecuado y, a continuación, se 60
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determina la cantidad de producto diana (ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico) en el medio nutricio.

Las células empleadas en el procedimiento de acuerdo con la invención pueden ser procariotas o eucariotas. En 
este caso, se puede tratar de células de mamíferos (tales como, por ejemplo, células de seres humanos), de 5
células vegetales o de microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias, siendo particularmente 
preferidos microorganismos y siendo lo más preferido bacterias y levaduras.

En calidad de bacterias, levaduras u hongos son particularmente adecuados aquellas bacterias, levaduras u 
hongos que hayan sido depositados en la Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH 10
(DSMZ) (Colección Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares), Braunschweig, Alemania, como cepas de 
bacterias, levaduras u hongos.

Bacterias adecuadas de acuerdo con la invención pertenecen a los géneros que están recogidos en 
15

http://www.dsmz.de/species/bacteria.htm

levaduras adecuadas de acuerdo con la invención pertenecen a aquellos géneros que están recogidos bajo

http://www.dsmz.de/species/yeasts.htm20

y hongos adecuados de acuerdo con la invención son aquellos que están recogidos bajo

http://www.dsmz.de/species/fungi.htm
25

De manera particularmente preferida, de acuerdo con la invención se emplean células de los géneros 
Corynebacterium, Brevibacterium, Bacillus, Acinetobacter, Lactobacillus, Lactococcus, Candida, Pichia, 
Kluveromyces, Saccharomyces, Escherichia, Zymomonas, Yarrowia, Methylobacterium, Ralstonia, Pseudomonas, 
Burkholderia y Clostridium, empleándose de manera más preferida Brevibacterium flavum, Brevibacterium 
lactofermentum, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces lactis, Candida blankii, Candida rugosa, 30
Corynebacterium glutamicum, Corynebacterium efficiens, Zymonomas mobilis, Yarrowia lipolytica, Methylobacterium 
extorquens, Ralstonia eutropha, en particular Ralstonia eutropha H16, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter 
sphaeroides, Paracoccus versutus, Pseudomonas aeroginosa, Acinetobacter calcoaceticus o Pichia pastoris.

Conforme a una primera variante del procedimiento de acuerdo con la invención se emplea una célula en la que la 35
formación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar 
a través de metilmalonato-semialdehído como producto previo.

Conforme a una primera forma de realización particular de esta primera variante del procedimiento de acuerdo con 
la invención se prefiere que la formación del ácido 3-hidroxiisobutírico o del polihidroxialcanoato basado en ácido 40
3-hidroxiisobutírico tenga lugar preferiblemente a través de succinil-coenzima A como producto intermedio, en 
donde la célula modificada por tecnología genética y empleada en esta forma de realización del procedimiento de 
acuerdo con la invención es capaz de aprovechar como fuente de carbono a hidratos de carbono, glicerol o 
glutamato.

45
En tal caso, en relación con la primera forma de realización particular de la primera variante del procedimiento de 
acuerdo con la invención puede ser ventajoso que la célula modificada por tecnología genética y empleada en esta 
forma de realización del procedimiento de acuerdo con la invención presente una actividad incrementada de una 
enzima E1 en comparación con su tipo salvaje, la cual cataliza la reacción de succinil-coenzima A para formar 
metilmalonil-coenzima A (véase la Figura 1).50

La expresión “actividad incrementada de una enzima” tal como se utiliza precedentemente en relación con la 
enzima E1 y en las especificaciones subsiguientes en relación con las enzimas E2, etc., se ha de entender 
preferiblemente como actividad intracelular incrementada.

55
Las explicaciones que siguen ahora para el aumento de la actividad enzimática en células son válidas tanto para el 
aumento de la actividad de la enzima E1 como también para todas las enzimas mencionadas en lo que sigue, cuya 
actividad puede ser eventualmente incrementada. Básicamente, un aumento de la actividad enzimática puede 
conseguirse aumentando el número de copias de la secuencia génica o bien de las secuencias génicas que 
codifican la enzima, utilizando un promotor potente o aprovechando un gen o alelo que codifica una 60
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correspondiente enzima con una actividad incrementada, y eventualmente combinando estas medidas. Células 
modificadas por tecnología genética de acuerdo con la invención se generan, por ejemplo, mediante 
transformación, transducción, conjugación o una combinación de estos métodos con un vector que contiene al gen 
deseado, a un alelo de este gen o a partes del mismo y un vector que posibilita la expresión del gen. La expresión
heteróloga se alcanza, en particular, mediante la integración del gen o de los alelos en el cromosoma de la célula o 5
en un vector extracromosómico replicante.

Una panorámica sobre las posibilidades para el aumento de la actividad enzimática en células en el ejemplo de la 
piruvato-carboxilasa la proporciona el documento DE-A-100 31 999.

10
La expresión de las enzimas o bien genes mencionados precedentemente y de todos los mencionados en lo que 
sigue se puede detectar con ayuda de la separación en gel de proteínas mono- y bi-dimensional y subsiguiente 
identificación óptica de la concentración de proteínas con un correspondiente software de evaluación en el gel. Si el 
aumento de una actividad enzimática se basa exclusivamente en un aumento de la expresión del gen 
correspondiente, entonces la cuantificación del aumento de la actividad enzimática puede determinarse de manera 15
sencilla mediante una comparación de las separaciones de proteínas mono- o bi-dimensionales entre tipo salvaje y 
célula modificada por tecnología genética. Un método habitual para la preparación de los geles de proteínas en el 
caso de bacterias corineformes y para la identificación de las proteínas es el modo de proceder descrito por 
Hermann et al, (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001)). La concentración de proteínas puede analizarse asimismo 
mediante hibridación de transferencia Western con un anticuerpo específico para la proteína a detectar (Sambrook 20
et al., Molecular Cloning: a laboratory manual, 2ª ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
N.Y. EE.UU. 1989) y subsiguiente evaluación óptica con un correspondiente software para la determinación de la 
concentración (Lohaus y Meyer (1989) Biospektrum 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte Chemie 111: 2630-
2647). La actividad de proteínas de unión a ADN puede medirse por medio de ensayos de desplazamiento de 
banda de ADN (también designados como retardo en gel) (Wilson et al. (2001) Journal of Bacteriology, 183: 2151-25
2155). El efecto de proteínas de unión a ADN sobre la expresión de otros genes puede detectarse mediante 
diferentes métodos bien descritos del ensayo del gen informador (Sambrook et al., Molecular Cloning: a laboratory 
manual,  2ª ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. EE.UU., 1989). Las actividades 
enzimáticas intracelulares pueden determinarse según distintos métodos descritos (Donahue et al. (2000) Journal 
of Bacteriology 182 (19): 5624-5627; Ray et al. (2000) Journal of Bacteriology 182 (8): 2277-2284; Freedberg et al. 30
(1973) Journal of Bacteriology 115 (3): 816-823). En la medida en que en las realizaciones que siguen no se 
indiquen métodos concretos para la determinación de la actividad de una determinada enzima, la determinación 
del aumento de la actividad enzimática y también la determinación de la disminución de una actividad enzimática 
tienen lugar preferiblemente mediante los métodos descritos en Hermann et al., Electophoresis, 22: 1712-23 
(2001), Lohaus et al., Biospektrum 5 32-39 (1998), Lottspeich, Angewandte Chemie 111: 2630-2647 (1999) y 35
Wilson et al., Journal of Bacteriology 183: 2151-2155 (2001).

Si el aumento de la actividad enzimática se realiza mediante mutación del gen endógeno, entonces pueden 
generarse de forma no orientada, mutaciones de este tipo, ya sea según métodos clásicos tales como, por 
ejemplo, mediante irradiación UV, o mediante productos químicos desencadenantes de mutaciones, o de forma 40
deliberada por medio de métodos de tecnología genética tales como deleción o deleciones, inserción o inserciones 
y/o intercambio o intercambios de nucleótidos. Mediante estas mutaciones se obtienen células modificadas por 
tecnología genética. Mutantes particularmente preferidos de enzimas son, en particular, también aquellas enzimas 
que ya no pueden ser inhibidas por retroalimentación o que lo sean al menos de manera reducida en comparación 
con la enzima de tipo salvaje.45

Si el aumento de la actividad enzimática se realiza mediante el aumento de la expresión de una enzima, entonces 
se aumenta, por ejemplo, el número de copias de los genes correspondientes o se muta la región del promotor y 
de regulación o el sitio de unión al ribosoma que se encuentra aguas arriba del gen estructural. De igual manera 
actúan las casetes de expresión que se incorporan aguas arriba del gen estructural. Mediante promotores 50
inducibles es adicionalmente posible aumentar la expresión en cualquier instante arbitrario. Además de ello, al gen 
de la enzima pueden asociarse, en calidad de secuencias reguladoras, sin embargo también los denominados 
“potenciadores” que determinan asimismo una expresión del gen incrementada a través de una interacción 
mejorada entre ARN-polimerasa y ADN. Mediante medidas para prolongar la vida del ARNm se mejora asimismo 
la expresión. Además, impidiendo la degradación de la proteína enzimática se refuerza asimismo la actividad 55
enzimática. Los genes o construcciones de genes se presentan en tal caso en plásmidos con un número diferente 
de copias o están integrados y amplificados en el cromosoma. Alternativamente, se puede alcanzar, además, una 
sobre-expresión de los genes respectivos mediante variación de la composición de los medios y la realización del 
cultivo. Instrucciones para ello las encuentra el experto en la materia, entre otros, en Martin et al. (Bio/Technology 
5, 137-146 (1987)), en Guerrero et al. (Gene 138, 35-41 (1994)), Tsuchiya y Morinaga (Bio/Technology 6, 428-43060
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(1988)), en Eikmanns et al. (Gene 102, 93-98 (1991)), en el documento EP-A-0 472 869, en el documento US 
4.601.893, en Schwarzer y Pühler (Bio/Technology 9, 84-87 (1991), en Reinscheid et al. (Applied and Environmental 
Microbiology 60, 126-132 (1994)), en LaBarre et al. (Journal of Bacteriology 175, 1001-1007 (1993)), en el 
documento WO-A-96/15246, en Malumbres et al. (Gene 134, 15-24 (1993), en el documento JP-A-10-229891, en 
Jensen y Hammer (Biotechnology and Bioengineering 58, 191-195 (1998)) y en libros de texto conocidos de 5
genética y biología molecular. Las medidas precedentemente descritas conducen, al igual que las mutaciones, a 
células modificadas por tecnología genética.

Para el aumento de la expresión de los genes respectivos se emplean, por ejemplo, plásmidos episomales. En 
calidad de plásmidos se adecuan, en particular, aquellos que son replicados en bacterias corineformes. 10
Numerosos vectores de plásmidos conocidos tales como, por ejemplo, pZ1 (Menkel et al., Applied and 
Environmental Microbiology 64: 549-554 (1989)), pEKEx1 (Eikmanns et al., Gene 107: 69-74 (1991) o pHS2-1 
(Sonnen et al., Gene 107: 69-74 (1991)) se basan en los plásmidos crípticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros 
vectores de plásmidos tales como, por ejemplo, aquellos que se basan en pCG4 (documento US 4.489.160) o 
pNG2 (Serwold-Davis et al., FEMS Microbiology Letters 66: 119-124 (1990)) o pAG1 (documento US 5.158.891) 15
pueden emplearse de igual manera.

Además, también vectores de plásmidos de este tipo, con ayuda de los cuales se puede aplicar el procedimiento a 
la amplificación del gen mediante integración en el cromosoma, se adecuan además, tal como se describió, por 
ejemplo, por Reinscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60: 126-132 (1994)) para la duplicación o 20
bien amplificación del operón hom-thrB. En el caso de este método, el gen completo es clonado en un vector de 
plásmido que puede replicarse en un hospedante (típicamente Escherichia coli), pero no en Corynebacterium 
glutamicum. En calidad de vectores entran en consideración, por ejemplo, pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology 
1: 784-791 (1983)), pK18mob o pK19mob (Schäfer et al., Gene 145: 69-73 (1994)), pGEM-T (Promega 
Corporation, Madison, Wisconsin, EE.UU.), pCR2.1-TOPO (Shuman, Journal of Biological Chemistry 269: 32678-25
84 (1994)), pCR®Blunt (Invitrogen, Groningen, Holanda), pEM1 (Schrumpf et al., Journal of Bacteriology 173: 4510-
4516)) o pBGS8 (Spratt et al., Gene 41: 337-342 (1986)). El vector del plásmido que contiene el gen a amplificar 
es transformado a continuación, mediante conjugación o transformación, en la cepa deseada de Corynebacterium 
glutamicum. El método de la conjugación se describe, por ejemplo, en Schäfer et al., Applied and Environmental 
Microbiology 60: 756-759 (1994). Métodos para la transformación se describen, por ejemplo, en Thierbach et al., 30
Applied Microbiology and Biotechnology 29: 356-362 (1988), Dunican y Shivnan, Bio/Technology 7: 1067-1070 
(1989) y Tauch et al., FEMS Microbiology Letters 123: 343-347 (1994). Después de recombinación homóloga por 
medio de un acontecimnto de “cross-over” (sobrecruzamiento), la cepa resultante contiene al menos dos copias del 
gen correspondiente.

35
Por la formulación utilizada precedentemente y en las realizaciones subsiguientes “una actividad de una enzima Ex

incrementada con respecto a su tipo salvaje” se ha de entender, preferiblemente, siempre una actividad de la 
respectiva enzima Ex incrementada en un factor de al menos 2, de manera particularmente preferida de al menos 
10, de manera más preferida de al menos 100, de manera todavía más preferida de al menos 1.000 y, de la 
manera más preferida de al menos 10.000. Además, la célula modificada por tecnología genética y empleada en el 40
procedimiento de acuerdo con la invención, la cual presenta “una actividad de una enzima Ex incrementada con 
respecto a su tipo salvaje”, comprende también una célula, cuyo tipo salvaje no presenta o al menos no presenta 
actividad detectable alguna de esta enzima Ex y que, sólo después del aumento de la actividad enzimática, por 
ejemplo mediante sobre-expresión, muestra una actividad detectable de esta enzima Ex. A este respecto, el término 
“sobre-expresión” o la formulación “aumento de la expresión” utilizada en las siguientes realizaciones, comprende 45
también el caso de que una célula de partida, por ejemplo una célula de tipo salvaje, no presente o no presente al 
menos expresión detectable alguna y sólo mediante procedimientos recombinantes sea inducida una expresión 
detectable de la enzima Ex.

Por la formulación utilizada en lo que sigue, “actividad reducida de una enzima Ex” se entiende de manera 50
correspondiente, preferiblemente, una actividad disminuida en un factor de al menos 0,5, de manera 
particularmente preferida de al menos 0,1, de manera más preferida de al menos 0,01, de manera todavía más 
preferida de al menos 0,001 y de la manera más preferida, de al menos 0,0001. La disminución de la actividad de 
una enzima determinada puede tener lugar, por ejemplo, mediante mutación dirigida, mediante la adición de 
inhibidores competitivos o no competitivos o mediante otras medidas conocidas por el experto en la materia para 55
disminuir la expresión de una enzima determinada.

En el caso de la enzima E1, la cual cataliza la reacción de succinil-coenzima A en metilmalonil-coenzima A, se trata 
preferiblemente de una metilmalonil-coenzima A-mutasa (EC 5.4.99.2). Esta enzima es codificada preferiblemente 
por los genes elegidos del grupo que consiste en mut, mutA, mutB, sbm, sbmA, sbmB, sbm5, bhbA, mcmA, 60
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mcmA1, mcmA2, mcmB, mcm1, mcm2, mcm3, icmA, meaA1 y meaA2. Las secuencias de nucleótidos de estos 
genes pueden tomarse, por ejemplo, de la “Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes” (banco de datos de 
KEGG), los bancos de datos de National Center for Biotechnology Information (NCBI) de la National Library of 
Medicine (Bethesda, MD, EE.UU.) o de los bancos de datos de secuencias de nucleótidos de European Molecular 
Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Alemania o bien Cambridge, Reino Unido).5

Conforme a una forma de realización particularmente preferida de la primera variante del procedimiento del 
procedimiento de acuerdo con la invención, en el caso de la enzima E1 se trata de la metilmalonil-coenzima A-
mutasa de Corynebacterium glutamicum ATCC 13032, que es codificada por un gen con la secuencia de ADN 
conforme a SEQ.-ID-NO. 01 y que presenta la secuencia de aminoácidos conforme a SEQ.–ID-NO. 02.10

Además, conforme a una primera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea 
una célula modificada por tecnología genética, en la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio 
y metilmalonato-semialdehído como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de 
polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, se prefiere que la célula modificada por tecnología 15
genética y empleada conforme a esta alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención presente, 
eventualmente de manera adicional a la actividad incrementada de la enzima E1, una actividad, incrementada en 
comparación con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E2 a E4 (véase la Figura 2):

- de una enzima E2 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;20
- de una enzima E3 que cataliza la reacción de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehído;

- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar ácido 3-
hidroxiisobutírico.

De acuerdo con la invención se emplean particularmente células en las que está incrementada la actividad de las 25
siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E2, E3, E4, E2E3, E2E4, E3E4, E2E3E4, siendo la más preferida 
E2E3E4. Además, es posible que una enzima sea capaz de catalizar también al menos a dos de las etapas de 
reacción precedentemente descritas. Así, por ejemplo, puede emplearse una enzima que presente tanto la 
actividad de la enzima E2 como también la de la enzima E3 (y, por consiguiente, catalice la reacción de 
metilmalonil-coenzima A directamente para formar metilmalonato-semialdehído) tal como, por ejemplo, la malonil-30
coenzima A- reductasa de Sulfolobus tokodaii, la cual es codificada por la secuencia de ADN con la SEQ.–ID.-NO. 
03 y que presenta la secuencia de aminoácidos conforme a SEQ.–ID.-NO. 04, o bien una enzima que presente las 
tres actividades enzimáticas E2, E3 y E4 tal como la malonil-coenzima A-reductasa de Chloroflexus aurantiacus
(Hügler et al., Journal of Bacteriology 184, páginas 2.404-2.410, 2002).

35
A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima
E2 sea una metilmalonil-coenzima A–hidrolasa (EC 3.1.2.17)
E3 sea una aldehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o una aldehído-oxidasa (EC 1.2.3.1) y
E4 sea una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A–

deshidrogenasa (EC 1.1.1.35).40

La enzima E2 es codificada preferiblemente por el gen aox1. La metilmalonil-coenzima A–hidrolasa del hígado de 
rata se describe, por ejemplo, en Kovachy et al., “Recognition, isolation, and characterization of rat liver D-
methylmalonyl coenzyme A hidrolase”, J. Biol. Chem. 258 (1983), páginas 11.415-11.421.

45
La enzima E3 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que consiste en aldh2, aldh3a1, aldh3a2, 
aldh1b1, aldh9a1, aldh7a1, aldh1a4, aldh1a1, aldh1a2, mgc80785, mgc83352, mgc89020, dmel-CG31075,
cg3752, cg9629, alh-9, alh-1, alh-2, f508.35, t7O23.15, f15I1.19, tT17F15.130, ald1, ald2, ald4, ald5, ald6, 
acl044Wp, adr417wp, msc7, tb06.5F5.780, aldH, puuC, putA, aldA, badH, alkH, pcD, rsp1591, rs01031, exaC, 
acoD, dhaL, pchA, aldB, dhaS, betB, ywdH, ycbD, aldX, aldY, aldA1, aldA2, aldC, pcd, cgl0546, cgl2668, cgl2796, 50
scg11A.05, sci30A.27c, sce9.27c, sck13.05c, sc5H4.03, thcA, gabD2, alkH, aldH, aldh1, aldY1, aldY2, aldY3, 
aldY4, aldY5, aldY6, aldY7 y aldhT.

Genes adecuados para la enzima E4 se eligen del grupo consistente en hibadh, cg15093, cg15093, cg4747, 
mwL2.23, t13k14.90, f19b15.150, hibA, ygbJ, mmsB, mmsB, garR, tsar, mmsB-1, mmsB-2, yfjR, ykwC, ywjF, 55
hibD, glxR, SCM1.40c, hibD, ehhahd, hadh2, hadhsc, hsd17B4, loc488110, had, mgC81885, hadh2-prov, cg3415,
cg7113, ech-1, ech-8, ech-9, ard-1, yfcX, fadB, faoA, fadB2x, hbd-1, hbd-2, hbd-3, hbd-4, hbd-5, hbd-6, hbd-7, hbd-
8, hbd-9, hbd-10, fadJ, rs04421, rs02946, rs05766, bbsD, bbsC, fadB1, fadB2, fadB5, hbdA, pimF, fabJ-1, fabJ, 
scbac19f3.11, sci35.13, scbac8d1.10c, sc5f2a.15, sc6a5.38, fadC2, fadC4, fadC5, fadC6, had y paaH. Otras 3-
hidroxiisobutirato-deshidrogenasas adecuadas se describen, por ejemplo, en Bannerjee et al. (1970), J. Biol. 60
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Chem., 245, páginas 1.828 a 1.835, Steele et al-(1992), J. Biol. Chem., 267, páginas 13.585 a 13.592, Harris et al. 
(1988), J. Biol. Chem., 263, páginas 327 a 331, Harris et al., Biochim. Biophys. Acta, 1645 (1), páginas 89 a 95, 
Hawes et al. (2000), Methods Enzymol., 324, páginas 218 a 228, Harris et al., J. Biol. Chem., 275 (49), páginas 
38.780 a 38.786, Rougraff et al. (1988), J. Biol. Chem., 263(1), páginas 327 a 331, Robinson et al., J. Biol. Chem., 
225, páginas 511 a 521, Hawes et al. (1995), Biochemistry, 34, páginas 4.231 a 4.237, Hasegawa J. (1981), Agric. 5
Biol. Chem., 45, páginas 2.805 a 2814, Hawes et al. (1996), FEBS Lett., 389, páginas 263 a 267, Hawes et al. 
(1996), Enzymology and Molecular Biology of Carbonyl Metabolism, Plenum Press, Nueva York, páginas 395 a 402, 
Adams et al. (1994), Structure, 2, páginas 651 a 668, Zhang et al. (1999), Biochemistry, 38, páginas 11.231 a
11.238, Mirny et al., (1999), J. Mol. Biol., 291, páginas 177 a 196 y Lokanath et al. (2005), J Mol Biol.

10
Las secuencias de nucleótidos de los genes precedentemente mencionados, así como de otros genes para las 
enzimas E2 a E4 pueden tomarse, entre otros, también del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI 
o del banco de datos de EMBL.

De acuerdo con una forma de realización particularmente preferida de esta alternativa del procedimiento de 15
acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que succinil-
coenzima A se forma como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído se forma como producto previo en 
la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, se 
prefiere que para la reacción de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato-semialdehído se emplee la 
malonil-coenzima A-reductasa de Sulfolobus tokodaii, la cual es codificada por la secuencia de ADN con la SEQ.–20
ID.-NO. 03 y que presenta la secuencia de aminoácidos conforme a SEQ.–ID.-NO. 04. De acuerdo con otra forma 
de realización particularmente preferida de esta variante, para la reacción de metilmalonil-coenzima A para formar 
ácido 3-hidroxiisobutírico se emplea la malonil-coenzima A-reductasa de Chloroflexus aurantiacus (Hügler et al., 
Journal of Bacteriology 184, páginas 2.404-2.410, 2002).

25
Además, en relación con esta primera alternativa de la primera forma de realización particular del procedimiento de 
acuerdo con la invención se prefiere que la célula modificada por tecnología genética y empleada de acuerdo con 
esta forma de realización presente una actividad de una enzima E5 disminuida en comparación con su tipo salvaje,
la cual presenta la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar propionil-coenzima A, tratándose en el 
caso de esta enzima, preferiblemente, de una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27).30

De acuerdo con una segunda alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una 
célula modificada por tecnología genética en la que se forman succinil-coenzima A en calidad de producto 
intermedio y metilmalonato-semialdehído en calidad de producto previo en la preparación de ácido 3-
hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, se prefiere que la célula, 35
eventualmente de manera adicional a la actividad incrementada de la enzima E1, presente una actividad 
incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E4 a E7 (véase la 
Figura 3):

- de una enzima E6 que cataliza la reacción de (R)-metilmalonil-coenzima A para formar (S)-metilmalonil-40
coenzima A;

- de una enzima E7 que cataliza la reacción de (S)-metilmalonil-coenzima A para formar propionil-coenzima 
A;

- de una enzima E5 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar metilmalonato-
semialdehído;45

- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar ácido 3-
hidroxiisobutírico.

De acuerdo con la invención, de manera particularmente preferida se emplean células en las que está 
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E4, E5, E6, E7, E4E5, E4E6, E4E7, 50
E5E6, E5E7, E6E7, E4E5E6, E4E5E7, E4E6E7, E5E6E7 y E4E5E6E7, siendo la más preferida E4E5E6E7.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima
E6 sea una metilmalonil-coenzima A-epimerasa (EC 5.1.99.1)
E7 sea un metilmalonil-coenzima A-descarborxilasa (EC 4.1.1.41),55
E5 sea una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27) y
E4 sea una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-

deshidrogenasa (EC 1.1.1.35).

Enzimas E4 preferidas son en este caso aquellas que ya se han descrito precedentemente en relación con la 60
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primera variante de la primera forma de realización preferida del procedimiento de acuerdo con la invención.

La enzima E6 es codificada preferiblemente por el gen mcee. Una metilmalonil-coenzima A-descarboxilasa (enzima 
E7) adecuada se describe, por ejemplo, en Biochemistry, Vol. 39 (2000), páginas 4.630-4.639 por parte de Benning 
et al. Genes adecuados para la enzima E5 se eligen preferiblemente del grupo consistente en aldh6a1, cg17896, 5
t22c12.10, ald6, putA1, mmsA, mmsA-1, mmsA-2, mmsA-3, mmsA-4, msdA, io1A e io1AB.

Genes adecuados para la enzima E7 se eligen preferiblemente del grupo consistente en mmdA, bcc, oadB, oadB2, 
oadB3, SC1C2.16, SC1G7.10, pccB1, accA2, mmdB, mmdC y ppcB.

10
Las secuencias de nucleótidos de los genes precedentemente mencionados para las enzimas E5, E6 y E7 pueden 
tomarse, entre otros, también del banco de datos de KEGG.  

De acuerdo con una tercera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una 
célula modificada por tecnología genética en la que succinil-coenzima A se forma como producto intermedio y 15
metilmalonato-semialdehído se forma como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de 
polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, se prefiere que la célula, eventualmente de manera 
adicional a la actividad incrementada de la enzima E1, presente una actividad incrementada en comparación con 
su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E4, E5 y E7 (véase la Figura 4):

20
- de una enzima E7 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;
- de una enzima E5 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar metilmalonato-

semialdehído;
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar ácido 3-

hidroxiisobutírico.25

Esta vía corresponde esencialmente a la segunda variante de la primera forma de realización preferida del 
procedimiento de acuerdo con la invención en la que, sin embargo, a diferencia de la segunda variante, la 
preparación de propionil-CoA tiene lugar directamente a partir de metilmalonil-coenzima A. Enzimas y genes 
preferidos para las enzimas E4, E5 y E7 son aquellos genes o bien enzimas que ya han sido mencionados 30
precedentemente en relación con la segunda variante.

Además, de acuerdo con la primera forma de realización preferida del procedimiento de acuerdo con la invención 
(y también de acuerdo con todas las formas de realización que se describen todavía en lo que sigue) puede 
preferirse emplear una célula modificada por tecnología genética que esté en condiciones de transformar el ácido 35
3-hidroxiisobutírico formado en un polihidroxialcanoato. Polihidroxialcanoatos de este tipo son almacenados 
intracelularmente por muchos microorganismos en forma de gránulos que difractan intensamente la luz. A este 
respecto, es especialmente preferido que la célula modificada por tecnología genética y empleada en el 
procedimiento de acuerdo con la invención presente una actividad incrementada en comparación con su tipo 
salvaje de al menos una, preferiblemente de las dos siguientes enzimas E8 y E9 (véase la Figura 5):40

- de una enzima E8 que cataliza la reacción de ácido 3-hidroxiisobutírico para formar 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A;

- de una enzima E9 que cataliza la reacción de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar un 
polihidroxialcanoato basado en ácido 3-hidroxiisobutírico.45

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E8 sea una 3-hidroxiisobutiril-CoA-hidrolasa (EC 3.1.2.4) y
E9 sea un polihidroxialcanoato-sintasa.50

Tal como ya se ha explicado precedentemente, en el caso de la primera forma de realización preferida del 
procedimiento de acuerdo con la invención, el ácido 3-hidroxiisobutírico o los polihidroxialcanoatos basados en 
ácido 3-hidroxiisobutírico se forman a partir de succinil-coenzima A como producto intermedio y a partir de 
metilmalonato-semialdehído como producto previo. En tal caso, puede ser básicamente conveniente, junto a una 55
influencia de una o varias de las actividades de las enzimas E1 a E9 precedentemente mencionadas, influir también 
sobre aquellas actividades de las enzimas que conduzcan a un aumento de la formación de succinil-coenzima A en 
la célula.

En la medida en que de acuerdo con la primera forma de realización particular de la primera variante del 60
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procedimiento de acuerdo con la invención la formación del ácido 3-hidroxiisobutírico o del polihidroxialcanoato 
basado en ácido 3-hidroxiisobutírico tenga lugar a través de succinil-coenzima A como producto intermedio y 
metilmalonato-semialdehído como producto previo a partir de hidratos de carbono o glicerol, conforme a una 
ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa precedentemente descrita del procedimiento de 
acuerdo con la invención se prefiere que la célula empleada, modificada por tecnología genética, presente una 5
actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una, preferiblemente de las dos siguientes 
enzimas E10 y E11 (véase la Figura 6):

- de una enzima E10 que cataliza la reacción de fosfoenol-piruvato para formar oxalacetato;
- de una enzima E11 que cataliza la reacción de piruvato para formar oxalacetato.10

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E10 sea una fosfoenolpiruvato-carboxilasa (EC 4.1.1.31) y
E11 sea una piruvato-carboxilasa (EC 6.4.1.1.).15

La enzima E10 es codificada por los genes elegidos del grupo que comprende fl2m16.21, fl4n22.13, k15m2.8, ppc, 
clpA, pepC, capP, cgl1585, pepC, pck, ppc y pccA, siendo particularmente preferido el gen ppc. Fosfoenolpiruvato-
carboxilasas preferidas de acuerdo con la invención están también descritas, en particular, en los documentos US 
4.757.009, US 4.980.285, US 5.573.945, US 6.872.553 y US 6.599.732.20

La enzima E11 se elige preferiblemente de los genes del grupo que comprende pc, pcx, cg1516, cg1516, pyc-1, 
pyc-2, aar162Cp, pyr1, accC-2, pycA, pycA2, pca, cg10689, pyc, pycB, accC, oadA, acc y accC1, siendo 
particularmente preferido el gen pyc. Piruvato-carboxilasas preferidas de acuerdo con la invención se describen 
también, en particular, en los documentos US 6.455.284, US 6.171.833, US 6.884.606, US 6.403.351, US 25
6.852.516 y US 6.861.246. Otra piruvato-carboxilasa particularmente preferida de acuerdo con la invención es el 
mutante que está descrito en "A novel methodology employing Corynebacterium glutamicum genome information to 
generate a new L-lysine-producing mutant.", Ohnishi J et al., Applied Microbiology and Biotechnology, Vol. 58 (2), 
páginas 217-223 (2002).

30
Las secuencias de nucleótidos de genes adecuados de las enzimas E10 y E11 pueden tomarse del banco de datos 
de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

A partir de la etapa intermedia de oxalacetato existen varias posibilidades para acceder a succinil-coenzima A que 
luego puede hacerse reaccionar para formar ácido 3-hidroxiisobutírico a través de metilmalonil-coenzima A por 35
medio de las tres variantes mencionadas al comienzo.

Una primera vía conduce a través de fumarato como producto intermedio. En este caso, de acuerdo con una 
primera ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa precedentemente descrita del 
procedimiento de acuerdo con la invención en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética, en 40
la que se forma metilmalonato-semialdehído como producto previo y succinil-coenzima A como producto 
intermedio, se prefiere que la célula, eventualmente de manera adicional a una actividad incrementada de la 
enzima E10 o E11 , presente una actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una de las 
siguientes enzimas E12 a E15 (véase la Figura 7):

45
- de una enzima E12 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar malato;
- de una enzima E13 que cataliza la reacción de malato para formar fumarato;
- de una enzima E14 que cataliza la reacción de fumarato para formar succinato;
- de una enzima E15 que cataliza la reacción de succinato para formar succinil-coenzima A.

50
De acuerdo con la invención, se emplean particularmente en tal caso células en las que está incrementada la 
actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E12, E13, E14, E15, E12E13, E12E14, E12E15, E13E14, 
E13E15, E14E15, E12E13E14, E12E13E15, E12E14E15, E13E14E15, E12E13E14E15, siendo la más preferida E12E13E14E15.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima55

E12 sea una malato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) o una malato-quinona-oxidorreductasa (1.1.99.16),
E13 sea una fumarato-hidratasa (EC 4.2.1.2),
E14 sea una succionato-deshidrogenasa (EC 1.3.99.1 o EC 1.3.5.1) o una succinato-quinona-oxidorreductasa 

(1.3.5.1), y60
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E15 sea una succinato-coenzima A-ligasa (EC 6.2.1.4 o EC 6.2.1.5).

La enzima E12 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende mdh1, mdh2, mor1, 
cg10748, cg10749, cg5362, mdh-1, f46e10.10, f19p19.13, f12m16.14, t30l20.4, k15m2.16, f1p2.70, f17i14.150, 
mnl12.18, mik19.17, mdh3, adl164cp, adr152cp, adr252wp, mdhA, mdhC, mdhB, ybiC, mdh, yiaK, ybiC, allD, citH, 5
yjmC, citH, cgl2380, ldh, sqdB, mqo, yojH, mqoA, mqoB, mqo1, mqo2, mqo3, mqo4 y cgl2001, siendo 
particularmente preferido el gene mqo y el gen mdh.

La enzima E13  es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende fh, fh1, sc4094, sc4095, 
t30b22.19, k3k7.11, acr013Cp, fum1, fum2, fum3, fum4, fumH, fumA, fumB, fumC, fumC1, fumC2, fum, ttdA, ttdB, 10
fumB-alfa, fumB-beta, citG, citB, fumX, fum-1 y fum-2, siendo particularmente preferido el gen fum.

La enzima E14 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende sdh1, sdh2, sdh3, sdh4, 
sdh5, sdh6, osm1, osm2, sdhA, sdhB, sdhC, sdhD, frdA, frdB, frdC, frdD, ifcA-1, ifcA-2, sdhB-1, sdhB-2, frdC2, 
cgl0370, cgl0371, cgl0372, scm10.10c, scm10.11c, scm10.12c, sc5g8.25c, sc5g8.26c, scbac-31e11.02c, 15
scbac31e11.02c, sc4b10.10c, s-dhA2, sdhB2, sdhA1, sdhB1, qcrB2, sdhA3, sdhB3, frdB1 y frdB2, siendo 
particularmente preferidos los genes sdhA, sdhB y sdhC.

La enzima E15  es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende suclg1, suclg2, 
loc434885, cg10622, dmel-CG6255, f11a3.3, f8115.30, mkd15.11, lsc1, lsc2, a-el211wp, afr134cp, scsA, scsB, 20
sucC y sucD.
Las secuencias de nucleótidos de genes adecuados de las enzimas E12 a E15 pueden tomarse de nuevo también 
del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

En la medida en que esté aumentada la actividad de una o varias de las enzimas E12 a E15, también se puede 25
manifestar como ventajoso que la célula presente una actividad reducida en comparación con su tipo salvaje de 
una de las siguientes enzimas E16 a E23:

- de una enzima E16 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar citrato;
- de una enzima E17 que cataliza la reacción de malato para formar oxalacetato;30
- de una enzima E18 que cataliza la reacción de succinil-coenzima A para formar succinato;
- de una enzima E19 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar fosfoenolpiruvato;
- de una enzima E20 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar piruvato;
- de una enzima E21 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar aspartato;
- de una enzima E22 que cataliza la reacción de malato para formar piruvato;35
- de una enzima E23 que cataliza la reacción de piruvato para formar acetato.

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención son en tal caso aquellas en las que está reducida la 
actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E16, E17, E18 ,E19, E20, E21 y 
E16E17E18E19E20E21E22E23.40

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E16 sea una citrato-sintasa (EC 2.3.3.1 o EC 2.3.3.8),
E17 sea una malato-oxidasa (EC 1.1.3.3.),45
E18 sea una succinil-CoA-hidrolasa (EC 3.1.2.3),
E19 sea una fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (EC 4.1.1.49 o 4.1.1.32),
E20 sea una oxalacetato-descarboxilasa (EC 4.1.1.3),
E21 sea un aspartato-transaminasa (EC 2.6.1.1),
E22 sea una malato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.38, o EC 1.1.1.39 o EC 1.1.1.40),50
E23 sea una piruvato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.51).

La enzima E16 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende glt, cs, csl, cg3861, cts-
1, f7f19.21, f4i1.16, t20n10.90, t20n10.100, t2O9.80, cit1, cit2, cit3, aar004cp, agr002wp, cshA, gltA, citZ, cit, prpC, 
cisY, cis, mmgD, citA, gltA1, gltA2, gltA3, cgl0829, prpC1, scd10.20, citA1, citA2, citA3, acly, cg8322, f5e6.2, 55
k7jJ8.14 y citE, siendo el más preferido gltA.

La enzima E19 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende pckA, pck1, pck2, 
cg10924, cg17725, cg17725, pckG, ppcK, cgl2863, pck y 2sck36.02. La enzima E20 es codificada preferiblemente 
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por genes elegidos del grupo que comprende oadA, oadB, oadC, oadG, oag3, eda, dcoA, oadA1, oadA2, pycB y 
mmdB.

La enzima E21 es preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende myn8.7, glt1, adr290wp, gltB, gltD, 
glt1, gls1, gltA, glt, glxD, gltD1, gltD2, gdh2, agl040Cp, gdhA1, gdhA, gdhA2, gluD, gluD1, gluD2, rocG, ypcA, 5
gudB, t11i18.2, t2i1.150, mrg7.13, f19c24.7, gdh, gdh1, gdh2, gdh3, got1, got2, cg4233, cg8430, f23n19.17, 
f13j11.16, t26c19.9, f7f1.18, F10N7.200, t16l1.170, f15n18.110, t20d1.70, aat1, aat2, abl038wp, afr211cp, agx1, 
bna4, aatA, aatB, ybdL, aspC, yfbQ, aat, avtA1, avtA2, tyrB, avtA, avtB, argD1, argD2, aspB1, aspB2, aspB3, 
aspB, aspC1, aspC2, aspC3, aspC4, RS05143, aspAT, ywfG, yhdR, argD, mtnV, alaT, hisC, avtA1, avtA2, avtA3, 
cgl0240, cgl1103, cgl2599, cgl2844, 2sck36.07c, sc9e12.21, sc2h4.04c, tyrB, gtp, gtp1, gtp2, cg1640, f20d23.34, 10
f26f24.16, f24j13.15, t10d10.20 y agr085wp, siendo particularmente preferidos aspC, aatA, gdh, gudB, gdhA, gltB y 
gltD.

La enzima E21 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende myn8.7, glt1, adr290wp, 
gltB, gltD, glt1, gls1, gltA, glt, glxD, gltD1, gltD2, gdh2, agl040Cp, gdhAl, gdhA, gdhA2, gluD, gluD1, gluD2, rocG, 15
ypcA, 

La enzima E22 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende me, me1, me2, me3, 
mae, mae1, mae2, sfcA, sfcA1, maeA, maeB, tme, yqkJ, ywkA, yqkJ, malS, ytsJ, mleA, mleS, mez, sce59.10c, 
2sc7g11.23, malS1, malS2, dme, maeB1, maeB2, mdh, mdh1, mdh2, dmel_cg10120, dmel_cg10120, dmel-20
cg5889, f19k16.27, f6f22.7, t22p22.60, f18a17.1, mod1, tme, mao, cgl3007, malS y malE.

La enzima E23 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende me, me1, me2, me3, 
mae, mae1, mae2, sfcA, sfcA1, maeA, maeB, tme, yqkJ, ywkA, yqkJ, malS, ytsJ, mleA, mleS, mez, sce59.10c, 
2sc7g11.23, malS1, malS2, dme, maeB1, maeB2, mdh, mdh1, mdh2, dmel_cg10120, dmel_cg10120, 25
dmel_cg5889, f19k16.27, f6f22.7, t22p22.60, f18a17.1, mod1, tme, mao, cgl3007, malS y malE.

Además, se prefiere de acuerdo con la invención que en el caso en el que la habilitación incrementada de succinil-
coenzima A en la célula tenga lugar por medio de la vía precedentemente descrita (oxalacetato → malato → 
fumarato → succinil-coenzima A) incrementar de manera preestablecida en la célula también la habilitación de 30
equivalentes de reducción.

Una posibilidad de aumentar los equivalentes de reducción consiste en aumentar la vía de pentosafosfato 
oxidativa. A este respecto, se prefiere particularmente aumentar la actividad de la glucosa-6-fosfato-
deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) y/o de la 6-fosfogluconato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.44), la cual es codificada 35
preferiblemente por el gen gnd y, eventualmente, al mismo tiempo inhibir la glicólisis, por ejemplo mediante 
debilitamiento de la actividad de la glucosa-6-fosfato-isomerasa tal como se describe en el documento WO-A-
01/07626. Junto a o en lugar del fomento preestablecido de la vía de pentosafosfato, puede preferirse, además, 
habilitar equivalentes de reducción de forma que a las células se les ofrezca etanol como fuente de carbono y en 
las células se fomente la reducción del etanol en acetaldehído mediante alcohol-deshidrogenasas (EC 1.1.1.1, EC 40
1.1.1.2, EC 1.1.1.71 o EC 1.1.99.8) y fomentar la reacción ulterior del acetaldehído para formar acetil-coenzima A 
mediante acetaldehído-deshidrogenasas (EC 1.2.1.10). Genes adecuados para alcohol-deshidrogenasas y 
acetaldehído-deshidrogenasas pueden tomarse de nuevo por parte del experto en la materia de bancos de datos de 
genes conocidos tales como, por ejemplo, del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco 
de datos de EMBL.45

Una segunda vía de oxalacetato para formar succinil-coenzima A conduce a través de citrato como producto 
intermedio. En este caso, de acuerdo con una segunda ejecución particular de la primera, segunda o tercera 
alternativa precedentemente descrita del procedimiento de acuerdo con la invención se prefiere emplear una célula 
modificada por tecnología genética, que eventualmente presente de manera adicional a una actividad 50
incrementada de la enzima E10 o E11, una actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos 
una de las siguientes enzimas E13 a E16 y E24 a E26 (véase la Figura 8):

- de una enzima E16 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar citrato;
- de una enzima E24 que cataliza la reacción de citrato para formar isocitrato;55
- de una enzima E25 que cataliza la reacción de isocitrato para formar glioxalato y succinato;
- de una enzima E26 que cataliza la reacción de glioxalato para formar malato;
- de una enzima E13 que cataliza la reacción de malato para formar fumarato;
- de una enzima E14 que cataliza la reacción de fumarato para formar succinato;
- de una enzima E15 que cataliza la reacción de succinato para formar succinil-coenzima A.60
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Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención son en tal caso aquellas en las que está 
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E13, E14, E15, E16, E24, E25, E26, 
E13E14, E13E15, E13E16, E13E24, E13E25, E13E26, E14E15, E14E16, E14E24, E14E25, E14E26, E15E16, E15E24, E15E25, E15E26 y 
E13E14E15E16E24E25E26, siendo la más preferida E13E14E15E16E24E25E26.5

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E13 sea una fumarato-hidratasa (EC 4.2.1.2),
E14 sea una succinato-deshidrogenasa (EC 1.3.99.1 o EC 1.3.5.1) o una succinato-quinona-oxidorreductasa 10

(1.3.5.1),
E15 sea una succinato-coenzima A-ligasa (EC 6.2.1.4 o EC 6.2.1.5),
E16 sea una citrato-sintasa (EC 2.3.3.1 o EC 2.3.3.8),
E24 sea una aconitato-hidratasa (EC 4.2.1.3),
E25 sea una isocitrato-liasa (EC 4.1.3.1) y15
E26 sea una malato-sintasa (EC 2.3.3.9).

Genes preferidos para las enzimas E13 a E16 son aquellos que ya se describieron precedentemente en relación con 
la primera vía de oxalacetato para formar succinil-coenzima A.

20
La enzima E24 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende aco1, aco2, ratireb, 
dmel-CG4706, dmel-CG4900, dmel-cg6342, cg9244, t3p4.5, f10m23.310, f4b14.100, ad1032Wp, afr629wp, acnA, 
acnB, acnC, acnD, rpfA, acnA1, acnA2, acnM, citB, leuC, cgl1540, sacA, can y aco, siendo particularmente 
preferidos acnA y acnB.

25
La enzima E25 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende msd21.4, icl1, icl2, 
adl066cp, agl057wp, aceA, icl, aceAa, aceAb, cgl0097 y cgl2331, siendo particularmente preferido aceA. De 
acuerdo con una forma de realización particular, se prefieren aquellos genes que codifican una isocitrato-liasa 
desrregulada en el plano del gen o en el plano de la proteína.

30
La enzima E26 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende med24.5, mlsS1, 
acr268cp, masA, glcB, aceB, mls, glcB-1, glcB-2, cg12329, masZ, aceB1, aceB2 y mas, siendo particularmente 
preferido el gen aceB.

También aquí, las secuencias de nucleótidos de genes adecuados de las enzimas E24 a E26 pueden tomarse del 35
banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

Cuando se fomenta la habilitación de oxalacetato a partir de fosfoenolpiruvato o a partir de piruvato mediante el 
incremento de la actividad de la enzima E10 o E11, el succinato formado en la disociación del isocitrato por parte de 
la isocitrato-liasa junto a glioxalato puede aprovecharse asimismo para la formación de succinil-coenzima A. 40
Además, en el caso de esta segunda vía del oxalacetato al succinato puede ser ventajoso reducir la actividad de 
una enzima E27 la cual cataliza la reacción de isocitrato para formar 2-oxoglutarato y de la que se trata 
preferiblemente de una isocitrato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.41 o EC 1.1.1.42). Preferiblemente, en el caso de la 
isocitrato-deshidrogenasa se trata de una enzima que es codificada por un gen elegido del grupo que comprende 
idh1, idh2, cg7176, cg7176, cg7176, f20d21.16, f12p19.10, t15n1.80, idp1, idp2, idp3, aal022Wp, aer061Cp, idhC, 45
idhM, icdA, icd, idh, icd1, icd2, leuB, citC, citC, cgl0664, leuB2, idh3A, idg3B, idh3G, cg12233, dmel-CG5028, 
dmel-CG6439, f6p23.14, f23e12.180, f8d20.160, f12e4.20, adl223wp y afr137cp, siendo particularmente preferidos 
icdA y citC.

Una tercera vía del oxalacetato a la succinil-coenzima A conduce a través de 2-oxoglutarato como producto 50
intermedio. En este caso, conforme a una tercera ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa 
del procedimiento de acuerdo con la invención precedentemente descrita se prefiere emplear una célula modificada 
por tecnología genética que, eventualmente de forma adicional a una actividad incrementada de la enzima E10 o 
E11, presenta una actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de una de las siguientes enzimas: 
E16, E24, E27 y E28 (véase la Figura 9):55

- de una enzima E16 que cataliza la reacción de oxalacetato para formar citrato;
- de una enzima E24 que cataliza la reacción de citrato para formar isocitrato;
- de una enzima E27 que cataliza la reacción de isocitrato para formar 2-oxoglutarato;
- de una enzima E28 que cataliza la reacción de 2-oxoglutarato para formar succinil-coenzima A.60
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Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención son en este caso aquellas en las que está 
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E16, E24, E27, E28, E16E24, E16E27, 
E13E28, E24E27, E24E28, E27E28, E16E24E27, E16E24E28, E24E27E28 y E16E24E27E28, siendo la más preferida E16E24E27E28.

5
A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E16 sea una citrato-sintasa (EC 2.3.3.1 o EC 2.3.3.8),
E24 sea una aconitato-hidratasa (EC 4.2.1.3),
E27 sea una isocitrato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.41 o EC 1.1.1.42) y10
E28 sea una 2-oxoglutarato-sintasa (EC 1.2.7.3).

Genes preferidos para las enzimas E16, E24 y E27 son aquellos que ya han sido descritos precedentemente en 
relación con la primera y segunda vías de oxalacetato a succinil-coenzima A.

15
La enzima E28 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende korA, korB, kor D, 
korA1, korA2, korB1, korB2, oorA, oorB, oorC, oorD, oforA, oforB, porA, porB, porA1, porA2, porA3, porA4, porG, 
porG1, porG2, porB1, porB2, porB3, SCD20.12c, SCD20.13c, SCAH10.34c, SCAH10.35c, korG, orA, orB, korG1 y 
korG2. Además, en el caso de E28 puede tratarse también de un complejo de deshidrogenasas a base de varias 
subunidades que presentan diferentes actividades enzimáticas. En particular, se puede tratar de un complejo de 20
deshidrogenasas que comprende una oxoglutarato-deshidrogenasa (EC 1.2.4.2), una dihidrolipoil-deshidrogenasa 
(EC 1.8.1.4) y una dihidrolipoil-lisin-radical-succinil-transferasa (EC 2.3.1.61). La oxoglutarato-deshidrogenasa (EC 
1.2.4.2) es codificada en tal caso preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende ogdh, ghdhl, 
loc239017, mgc68800, mgc80496, cg11661, t22e16.70, mpA24.10, kgd1, aer374cp, sucA, odhA, kgdA y cgl1129, 
siendo particularmente preferidos sucA y odhA. La dihidrolipoil-deshidrogenasa (EC 1.8.1.4) es codificada 25
preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende dld, dldprov, dldh, cg7430, t2j15.6, k14a17.6, 
at3g17240, mgd8.7lpd1, afr512wp, dld1, lpd, tb03.26j7.650, tb04.3m17.450, tb927.8.7380, tb08.10k10.200, lpdA, 
lpdG, lpdV, lpd3, acoD, lpdA1, lpdA2, lpdA3, odhL, pdhD, pdhD1, pdhD2, pdhD3, pdhD42, lpdAch1, lpdAch2, 
lpdAc, acoL, bfmbC, bkdD, cgl0366, cgl0688, scm1.17c, pdhL, sck13.11, lpdB2 y dld1, siendo lpd particularmente 
preferido. La dihidrolipoil-lisina-radical-succinil-transferasa (EC 2.3.1.61) es codificada en tal caso preferiblemente 30
por genes elegidos del grupo que comprende dlst, dlst-prov, mgc89125, dmel_CG5214, f10m23.250, k13p22.8, 
kgd2agl200wp, kgd2, odhB, sucB, aceF, kgdB, sucB1, sucB2, pdhC, dlaT, kgd, sc5F7.20 y sc4B10.24c, siendo 
particularmente preferidos sucB y odhB.

Las secuencias de nucleótidos de genes adecuados de la enzima E28 o bien de las subunidades precedentemente 35
mencionadas de la enzima E28 pueden tomarse de nuevo del banco de datos de KEGG, del banco de datos de 
NCBI o del banco de datos de EMBL.

Las vías precedentemente descritas del oxalacetato a la succinil-coenzima A parten de fosfoenolpiruvato o de 
piruvato como precursores del sustrato. A este respecto, puede ser además preferido modificar por tecnología 40
genética a las células de manera que puedan habilitar, a partir de hidratos de carbono y/o a partir de glicerol,
cantidades particularmente grandes de piruvato o fosfoenolpiruvato.

En la medida en que las células puedan aprovechar glicerol como fuente nutricia, se prefiere que la célula 
modificada por tecnología genética y empleada en el procedimiento de acuerdo con la invención presente una 45
actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una, preferiblemente de todas las 
siguientes enzimas E29 a E42:

- de una enzima E29 que facilita la difusión de glicerol en la célula,
- de una enzima E30 que cataliza la reacción de glicerol para formar glicerol-3-fosfato,50
- de una enzima E31 que cataliza la reacción de glicerol-3-fosfato para formar dihidroxiacetona-fosfato,

- de una enzima E32 que cataliza la transferencia de azufre al aceptor de azufre tiorredoxina 1,
- de una enzima E33 que cataliza la hidrólisis de fosfolípidos bajo formación de alcoholes y glicerol,

- de una enzima E34 que cataliza el transporte de glicerol-3-fosfato en la célula en intercambio por fosfato;
- de una enzima E35 que cataliza la reacción de dihidroxiacetona-fosfato para formar gliceraldehído-3-55

fosfato,
- de una enzima E36 que cataliza la reacción de gliceraldehído-3-fosfato para formar 1,3-bifosfoglicerato,
- de una enzima E37 que cataliza la reacción de 1,3-bifosfoglicerato para formar 3-fosfoglicerato,
- de una enzima E38 que cataliza la reacción de 3-fosfoglicerato para formar 2-fosfoglicerato,
- de una enzima E39 que cataliza la reacción de 2-fosfoglicerato para formar fosfoenolpiruvato,60
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- de una enzima E40 que cataliza la reacción de fosfoenolpiruvato para formar piruvato,
- de una enzima E41 que cataliza la reacción de glicerol para formar dihidroxiacetona,
- de una enzima E42 que cataliza la reacción de dihidroxiacetona para formar dihidroxiacetona-fosfato.

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención son este caso aquellas en las que está reducida la 5
actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas E29, E30, E31, E32, E33, E34, E35, E36, E37, E38, E39, 
E40, E41, E42, E29E30, E29E31, E29E32, E29E33, E29E34, E29E35, E29E36, E29E37, E29E38, E29E39, E29E40, E29E41, E29E42, 
E30E31, E30E32, E30E33, E30E34, E30E35, E30E36, E30E37, E30E38, E30E39, E30E40, E30E41, E30E42, E31E32, E31E33, E31E34, 
E31E35, E31E36, E31E37, E31E38, E31E39, E31E40, E31E41, E31E42, E32E33, E32E34, E32E35, E32E36, E32E37, E32E38, E32E39, 
E32E40, E32E41, E32E42, E33E34, E33E35, E33E36, E33E37, E33E38, E33E39, E33E40, E34E41, E33E42, E34E35, E34E36, E34E47, 10
E34E38, E34E39, E34E40, E34E41, E34E42, E35E36, E35E37, E35E38, E35E39, E35E40, E35E41, E35E42, E36E37, E36E38, E36E39, 
E36E40, E36E41, E36E42, E37E38, E37E39, E37E40, E37E41, E37E42, E36E39, E39E40, E39E41, E39E42, E40E41, E40E42, E41E42 y 
E29E30E31E32E33E34E35E36E37E38E39E40E41E42.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima15

E29 sea una aquagliceroporina (facilitador de glicerol) que es codificada preferiblemente por el gen glpF,
E30 sea una glicerol-quinasa (EC 2.7.1.30) que es codificada preferiblemente por el gen glpK,
E31 sea una glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.1.99.5) preferiblemente una glicerol-3-fosfato-

deshidrogenasa dependiente de FAD, siendo codificada la glicerol-3-fosfato-deshidrogenasa 20
preferiblemente por el gen glpA, el gen glpB, el gen glpC o el gen glpD, de manera particularmente 
preferida por el gen glpD,

E32 sea una azufre-transferasa que es codificada por el gen glpE,
E33 sea una glicerolfosfodiesterasa (EC 3.1.4.46) que es codificada preferiblemente por el gen glpQ,
E34 sea una glicerol-3-fosfato-permeasa que es codificada preferiblemente por el gen glpT,25
E35 sea una triosa fosfato-isomerasa (EC 5.3.1.1),
E36 sea una gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.12),
E37 sea una fosfoglicerato-quinasa (EC 2.7.2.3),
E38 sea una fosfoglicerato-mutasa (EC 5.4.2.1),
E39 sea una enolasa (EC 4.2.1.11),30
E40 sea una piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40),
E41 sea una glicerol-deshidrogenasa (EC 1.1.1.6), que es codificada preferiblemente por el gen gldA, y
E42 sea una dihidroxiacetona-quinasa (EC 2.7.1.29), que es codificada preferiblemente por el gen dhaK.

Las secuencias de genes de las enzimas precedentemente mencionadas pueden tomarse de nuevo de los bancos 35
de datos de genes conocidos por el experto en la materia, en particular del banco de datos de KEGG, del banco de 
datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

Además de ello, el gen gap que codifica gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (Eikmanns (1992), Journal of 
Bacteriology 174: 6076-6086), el gen tpi que codifica triosa fosfato-isomerasa (Eikmanns (1992) Journal of 40
Bacteriology 174: 6076-6086) y el gen pgk que codifica la 3-fosfoglicerato-quinasa (Eikmanns (1992) Journal of 
Bacteriology 174: 6076-6086) son también conocidos de otras fuentes.

Con los genes conocidos de las enzimas E29 a E42 se pueden preparar células modificadas por tecnología genética 
en las que al menos una, de manera particularmente preferida al menos dos, de manera más preferida al menos 45
tres y de la manera más preferida todas las actividades de las enzimas E29 a E42 están incrementadas por las 
técnicas descritas al comienzo en relación con la enzima E1 (mutación de la enzima o incremento de la expresión 
de la enzima). Estas células están en condiciones de poder ser cultivadas en presencia de glicerol como única 
fuente de carbono (o bien junto con hidratos de carbono como otra fuente de carbono).

50
Junto al incremento de una o varias de las actividades de las enzimas E29 a E42 puede ser también ventajoso que 
la célula sea capaz de aprovechar glicerol como fuente de carbono si en las células empleadas en el procedimiento 
de acuerdo con la invención son expresados los siguientes genes, preferiblemente de forma heteróloga:

- el gen glpG o el gen 3925,55
- el gen glpX,
- el gen dhaR, el gen ycgU o el gen b1201,
- el gen fsa, el gen mipB, el gen ybiZ o el gen B0825,
- el gen talC, el gen fsaB, el gen yijG o el gen b3946.

60

E08760294
22-07-2013ES 2 422 382 T3

 



16

Las secuencias de nucleótidos de estos genes pueden ser tomadas de nuevo del banco de datos de KEGG, del 
banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

En la medida en que las células puedan aprovechar hidratos de carbono como fuente de sustancias nutricias, se 
prefiere que la célula empleada en el procedimiento de acuerdo con la invención presente una actividad 5
incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una, preferiblemente de todas las siguientes 
enzimas E43 a E45 y E36 a E40:

- de una enzima E43 que cataliza la reacción de α-D-glucosa-6-fosfato para formar β-D-fructosa-6-fosfato,
- de una enzima E44 que cataliza la reacción de β-D-fructosa-6-fosfato en β-D-fructosa-1,6-bifosfato,10
- de una enzima E45 que cataliza la reacción de β-D-fructosa-1,6-bifosfato para formar gliceraldehído-3-

fosfato y dihidroxiacetona-fosfato,
- de una enzima E36 que cataliza la reacción de gliceraldehído-3-fosfato para formar 1,3-bifosfoglicerato,
- de una enzima E37 que cataliza la reacción de 1,3-bifosfoglicerato para formar 3- fosfoglicerato,
- de una enzima E38 que cataliza la reacción de 3-fosfoglicerato para formar 2-fosfoglicerato,15
- de una enzima E39 que cataliza la reacción de 2-fosfoglicerato para formar fosfoenolpiruvato, y
- de una enzima E40 que cataliza la reacción de fosfoenolpiruvato para formar piruvato.

Células modificadas por tecnología genética particularmente preferidas de acuerdo con la invención son en tal 
caso aquellas en las que está incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: 20
E36, E37, E38, E39, E40, E43, E44, E45, E36E37, E36E38, E36E39, E36E40, E36E43, E36E44, E36E45, E37E38, E37E39, E37E40, 
E37E43, E37E44, E37E45, E38E39, E38E40, E38E43, E38E44, E38E45, E39E40, E39E43, E39E44, E39E45, E40E43, E40E44, E40E45, 
E43E44, E43E45, E44E45 y E36E37E38E39E40E43E44E45. 

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima25

E43 sea una glucosa-6-fosfato-isomerasa (EC 5.3.1.9),
E44 sea una 6-fosfofructo-quinasa (EC 2.7.1.11),
E45 sea una fructosa-bifosfato-aldolasa (EC 4.1.2.13),
E36 sea una gliceraldehído-3-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.12),30
E37 sea una fosfoglicerato-quinasa (EC 2.7.2.3),
E38 sea una fosfoglicerato-mutasa (EC 5.4.2.1),
E39 sea una enolasa (EC 4.2.1.11) y
E40 sea una piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40).

35
Las secuencias de nucleótidos de estos genes pueden tomarse de nuevo del banco de datos de KEGG, del banco 
de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

Además, cuando la célula es capaz de aprovechar hidratos de carbono como fuente de carbono, se prefiere que, 
junto a la actividad de las enzimas E43 a E45 y E36 a E40 precedentemente mencionadas se incremente también la 40
absorción de glucosa en las células, por ejemplo mediante el incremento de la actividad de enzimas del sistema de 
fosfotransferasa, en particular de aquellas enzimas que son codificadas por los genes ptsI, ptsH y ptsM, o por el 
refuerzo de la glucoquinasa (EC 2.7.1.2) que es codificada preferiblemente por el gen glk. A este respecto, se 
remite en particular a los documentos US 6.680.187, US 6.818.432, US 6.913.910 y US 6.884.614. También, en el 
caso de hidratos de carbono como fuente de carbono puede ser ventajoso fomentar la vía de la pentosa fosfato,45
por ejemplo mediante el incremento de la actividad de la glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.49) y de la 6-
fosfogluconato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.44) que es codificada preferiblemente por el gen gnd, y eventualmente al 
mismo tiempo inhibir la glicolisis, por ejemplo mediante el debilitamiento de la actividad de la glucosa-6-fosfato-
isomerasa tal como se describe en el documento WO-A-01/07626.

50
En la medida en que las células formen ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico de acuerdo con la ejecución particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que 
se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se forman metilmalonato-semialdehído como 
producto previo y succinil-coenzima A como producto intermedio, a través de oxalacetato y piruvato como 
productos intermedios, puede preferirse, además, reducir la actividad de al menos una, preferiblemente de todas 55
las siguientes actividades de enzimas en la célula:

- de una enzima que cataliza la reacción de oxalacetato para formar fosfoenolpiruvato tal como, por 
ejemplo, la fosfoenolpiruvato-carboxi-quinasa (EC 4.1.1.49) (véase también el documento DE-A-199 50 
409),60
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- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar acetato tal como, por ejemplo, la piruvato-
oxidasa (EC 1.2.2.2) (véase también el documento DE-A-199 51 975),

- de una enzima que cataliza la reacción de α-D-glucosa-6-fosfato para formar β-D-fructosa-6-fosfato 
(véase también el documento US 09/396.478),

- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar lactato tal como, por ejemplo, la 1-lactato-5
deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) o la lactato-malato-transhidrogensa (EC 1.1.99.7),

- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar acetil-coenzima A tal como, por ejemplo, 
la piruvato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.51),

- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar acetilfosfato tal como, por ejemplo, la 
piruvato-oxidasa (EC 1.2.3.3),10

- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar acetato tal como, por ejemplo, la piruvato-
deshidrogenasa (EC 1.2.2.2),

- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar fosfoenol-piruvato tal como, por ejemplo, 
la fosfoenolpiruvato-sintasa (EC 2.7.9.2) o la piruvato-fosfato-diquinasa (EC 2.7.9.1),

- de una enzima que cataliza la reacción de piruvato para formar alanina tal como, por ejemplo, la alanin-15
transaminasa (EC 2.6.1.2) o la alanin-oxácido-transaminasa (EC 2.6.1.12) y/o

- de una enzima que hace reaccionar piruvato para formar acetolactato tal como, por ejemplo, la 
acetohidroxiácido-sintasa (EC 2.2.1.6).

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención que pueden formar ácido 3-hidroxiisobutírico o 20
polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutílirico a través de succinil-coenzima A como producto 
intermedio a partir de hidratos de carbono como fuente de carbono y en las que pueden incrementarse una o varias 
de las actividades de enzimas antes mencionadas, en particular una de las actividades de las enzimas E1 a E45, 
más preferiblemente las actividades de enzimas E1, E1E2E3E4, E1E4E5E6E7 y/o E1E4E5E7, son aquellos 
microorganismos que se describen por Bennett et al., Metab. Eng. (2005), 7 (3), páginas 229 a 239, Bennett et al., 25
Biotechnol. Bioeng. (2005), 90 (6), páginas 775 a 779, Bennett et al., Biotechnol. Prog. (2005), 21 (2), páginas 358 
a 365, Bennett et al. (2005), Appl. Microbiol. Biotechnol., 67 (4), páginas 515 a 523, Vemuri et al. (2002), Applied 
and Environmental Microbiology 68 (4), páginas 1.715 a 1.727 y en el document US 6.455.284.

Si, de acuerdo con la primera forma de realización preferida del procedimiento de acuerdo con la invención, la 30
formación del ácido 3-hidroxiisobutírico o del polihidroxialcanoato basado en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a 
través de succinil-coenzima A como producto intermedio a partir de L-glutamato como fuente de carbono, 
entonces, de acuerdo con otra forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en la 
que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se forman metilmalonato-semialdehído 
como producto previo y succinil-coenzima A como producto intermedio, se prefiere además, de acuerdo con la 35
invención, que la célula empleada presente una actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al 
menos una, preferiblemente de las dos siguientes enzimas E28 y E46 (véase la Figura 10):

- de una enzima E46 que cataliza la reacción de L-glutamato para formar 2-oxoglutarato;
- de una enzima E28 que cataliza la reacción de 2-oxoglutarato para formar succinil-coenzima A.40

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima 

E46 sea una glutamato-sintasa (EC 1.4.1.13 o EC 1.4.1.14), una glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, EC 
1.4.1.3 o EC 1.4.1.4) o una aspartato-transaminasa (EC 2.6.1.1 o EC 2.6.1.2) y45

E28 sea una 2-oxoglutarato-sintasa (EC 1.2.7.3).

Como enzimas E28 se prefieren aquellas que ya han sido mencionadas al comienzo como enzimas E28 preferidas.

La enzima E46 es codificada preferiblemente por los genes elegidos del grupo que comprende myn8., glt1, 50
adr290wp, gltB, gltD, yeiT, aegA, ygfT, gltD-1, gltD-2, glt1, glt2, gls1, gltA, glt, glxD, gltA, yerD, cg10184, cgl0185, 
sc3c9.12, gdh1, gdh2, ag140cp, gdhA, gdhA1, gdhA2, gluD, rocG, ypcA, gudB, gluD, gdhA, gdhA2, gdh, gdhA-1, 
gdhA2-2, gdhA-3, gluD1, gluD2, glud1-prov, glud1a, t11I18.2, t2I1.150, mrg7.13, got1, got2, caspat, got2-prov, 
xr406-prov, 406-prov, cg4233, cg4233, cg8430, cg8430, f23n19,17, f13j11.16, t26c19.9, f7f1.18, f10n7.200, 
t1611.170, f15n18.110, t20d1.70, aat, aat1, aat2, abl038wp, afr211cp, agx1, bnA4, aatA, aatB, ybdL, aspC, yfbQ, 55
ydcR, avtA2, aspC-1, aspC-2, aspC-3, aspC-4, aspB, aspB-1, aspB-2, aspB-3, aspB-4, argD1, argD2, aatAc, ywfG, 
mtnV, alaT, avtA1, avtA2, avtA3, cgl0240, cgl1103,cgl2599, cgl2844, dapC, 2sck36.07c, sc9e12.21, sc2h4.04c, 
aspB1, aspB2, aspB3, tyrB, gpt, gpt1, gpt2, mgc82097, cg1640, c32f10.8, f20d23.34, f26f24.16, f24j13.15, 
t10d10.20 y agrwp.
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Las secuencias de nucleótidos de estos genes pueden tomarse de nuevo del banco de datos de KEGG, del banco 
de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

De acuerdo con una segunda forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención en la 
que se emplea una célula modificada por tecnología genética, en la que la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico 5
o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a través de metilmalonato-
semialdehído como producto previo, se prefiere que la formación del ácido 3-hidroxiisobutírico o del 
polihidroxialcanoato basado en ácido 3-hidroxiisobutírico tenga lugar a través de propionil-coenzima A como 
producto intermedio, siendo capaz de aprovechar la célula empleada preferiblemente hidratos de carbono, glicerol, 
metano o metanol como fuente de carbono. En tal caso, existen diferentes vías para acceder de la propionil-10
coenzima A al ácido 3-hidroxiisobutírico o bien los a los polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico.

De acuerdo con una primera alternativa de esta segunda forma de realización particular del procedimiento de 
acuerdo con la invención, la formación del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar a través de acetil-15
coenzima A como producto intermedio adicional. A este respecto, se prefiere particularmente que la célula 
modificada por tecnología genética empleada presente una actividad incrementada en comparación con su tipo 
salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E4, E5 y E47 a E52 (véanse las Figuras 11 y 12):

- de una enzima E47 que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para formar malonil-coenzima A;20
- de una enzima E48 que cataliza la reacción de malonil-coenzima A para formar malonato-semialdehído;
- de una enzima E49 que cataliza la reacción de malonato-semialdehido para formar 3-hidroxipropionato;
- de una enzima E50 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionato para formar 3-hidroxipropionil-coenzima 

A;
- de una enzima E51 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionil-coenzima A para formar acriloil-coenzima 25

A;
- de una enzima E52 que cataliza la reacción de acriloil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;
- de una enzima E5 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar metilmalonato-

semialdehído;
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semaldehído para formar 3-hidroxiisobutirato.30

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invención se emplean células modificadas por tecnología 
genética en las que está incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E47, 
E48, E49, E50, E51, E52, E4, E5 y E47E48E49E50E51E52E4E5.

35
Además, a este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E4 sea una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-
deshidrogenasa (EC 1.1.1.35),

E5 sea una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27),40
E47 sea una malonil-conenzima A-descarboxilasa (EC 4.1.1.9), una malonato-coenzima A-transferasa (EC 

2.8.3.3), una metilmalonil-coenzima A-carboxitransferasa (EC 2.1.3.1) o una acetil-coenzima A-
carboxilasa (EC 6.4.1.2),

E48 sea una malonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.18),
E49 sea una 3-hidroxipropionato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.59),45
E50 sea una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),
E51 sea una enoil-coenzima-A-hidratasa (EC 4.2.1.17) y
E52 sea una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3).

Genes preferidos para las enzimas E4 y E5 son aquellos que ya se han descrito precedentemente en relación con la 50
primera forma de realización particular de la célula de acuerdo con la invención.

La enzima E47 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende mlycd, t19b17.4, 
tb08.2904.110, matA, acac, acaca, acacb, f5j5.21, f15c21.2, t8p21.5, acc1, aar071wp, accA, accB, accC, accD, 
accC1, accC2, mmdA, fabG, accD1, accD2, accD3, cgl0831, accBC, dtsR1, accDA, scc24.16c y cgl1327, siendo 55
accA, accC y accD los más preferidos.

La enzima E48 es codificada preferiblemente por el gen iolD.
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La enzima E51 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende echS1, ehhadh, hadha, 
echs1-prov, cg4389, cg4389, cg6543, cg6984, cg8778, ech-1, ech-2, ech-3, ech-4, ech-5, ech-6, ech-7, 
FCAALL.314, fcaall.21, fox2, eci1,-eci2, paaF, paaG, yfcX, fadB, faoA, rpfF, phaA, phaB, echA1, echA2, echA3, 
echA4, echA5, echA6, echA7, echA8, e-chA9, echA9, echA10, echA11, echA12, echA13, echA14, e-chA15, 
echA16, echA17, echA18, echA19, echA20, echA21, fad-1, fad-2, fad-3, dcaE, hcaA, fadJ, rsp0671, rsp0035, 5
rsp0648, rsp0647, rs03234, rs03271, rs04421, rs04419, rs02820, rs02946, paaG1, paaG2, paaG3, ech, pksH, 
ydbS, eccH1, eccH2, pimF, fabJ1, fabJ2, caiD2, ysiB, yngF, yusL, fucA, cgl0919, scf41.23, scd10.16, sck13.22, 
scp8.07c, stbac16h6.14, sc5f2a.15, sc6a5.38, hbd-1, hbd-2, hdb-3, hdb-4, hdb-5, hdb-6, hdb-7, hdb-8, hdb-9, hdb-
10, fad-1, fad-2, fad-3, fad-4, fad-5, paaF-1, paaF-2, paaF-3, paaF-4, paaF-5, paaF-6, paaF-7 y crt.

10
La enzima E52 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende acadl, acadm, acad10, 
acad11, acadmprov, acadl-prov, mgc81873, cg12262, cg4703, cg4860, f3e22.5, afl213wp, acdC, fadE13, acd-1, 
acd-2, acd-3, acd-4, acd-5, acd-6, acd-7, acd-8, acd-9, acd-10, acd-11, acd-12, acd, fadE1, fadE2, fadE3, fadE4, 
fadE5, fadE6, fadE7, fadE13, fadE14, fadE15, fadE16, fadE17, fadE18, fadE19, fadE20, fadE21, fadE22, fadE23, 
fadE26, fadE27, fadE30, fadE31, fadE33, fadE35, fadE38, fadE45, fadE, caiA, aidB, RSp0036, RS03588, mmgC, 15
acdA-3, bcd, acdA, acdH1, acdH2, acdH3, aidB, acdI y acdH.

Las secuencias de nucleótidos de genes adecuados para las enzimas E47 a E52, en particular también de las 
enzimas E49 y E50 pueden tomarse del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos 
de EMBL.20

De acuerdo con una segunda alternativa de esta segunda forma de realización preferida del procedimiento de 
acuerdo con la invención, la formación del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar asimismo a través 
de acetil-coenzima A como producto intermedio adicional, en donde de acuerdo con esta alternativa, la propionil-
coenzima-A no es hecha reaccionar directamente, sino a través de metilmalonil-coenzima A para formar 25
metilmalonato-semialdehído. A este respecto, se prefiere particularmente que la célula modificada por tecnología 
genética empleada presente una actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una de 
las siguientes enzimas E2 a E4, E6, E7 y E47 a E52 (véanse las Figuras 13 y 14):

- de una enzima E47 que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para formar malonil-coenzima A;30
- de una enzima E48 que cataliza la reacción de malonil-coenzima A para formar malonato-semialdehído;
- de una enzima E49 que cataliza la reacción de malonato-semialdehído para formar 3-hidroxipropionato;
- de una enzima E50 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionato para formar 3-hidroxipropionil-coenzima 

A;
- de una enzima E51 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionil-coenzima A para formar acriloil-coenzima 35

A;
- de una enzima E52 que cataliza la reacción de acriloil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;
- de una enzima E7 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar (S)-metilmalonil-coenzima 

A;
- de una enzima E6 que cataliza la reacción de (S)-metilmalonil-coenzima A para formar (R)-metilmalonil-40

coenzima A;
- de una enzima E2 que cataliza la reacción de (R)-metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;
- de una enzima E3 que cataliza la reacción de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehído;
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar 3-

hidroxiisobutirato.45

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invención se emplean células modificadas por tecnología 
genética en las que está incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E2, E3, 
E4, E6, E7, E47, E48, E49, E50, E51, E52 y E2E3E4E6E7E47E48E49E50E51E52.

50
Enzimas y genes preferidos de estas enzimas son aquellos genes y enzimas que ya han sido citados 
precedentemente en relación con las enzimas E2 a E4, E6, E7 y E47 a E52.

Conforme a una tercera alternativa de esta primera alternativa de la segunda forma de realización particular del 
procedimiento de acuerdo con la invención, la formación del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar 55
asimismo a través de acetil-coenzima A como producto intermedio adicional, haciéndose reaccionar conforme a 
esta alternativa la propionil-coenzima A asimismo de forma no directa, sino a través de (R)-metilmalonil-coenzima 
A (y no a través de (S)-metilmalonil-coenzima A) para formar metilmalonato-semialdehído. A este respecto, se 
prefiere particularmente que la célula modificada por tecnología genética empleada presente una actividad 
incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E2 a E4, E7 y E47 a 60
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E52 (véanse las Figuras 15 y 16):

- de una enzima E47 que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para formar malonil-coenzima A;
- de una enzima E48 que cataliza la reacción de malonil-coenzima A para formar malonato-semialdehído;
- de una enzima E49 que cataliza la reacción de malonato-semialdehído para formar 3-hidroxipropionato;5
- de una enzima E50 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionato para formar 3-hidroxipropionil-coenzima 

A;
- de una enzima E51 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionil-coenzima A para formar acriloil-coenzima 

A;
- de una enzima E52 que cataliza la reacción de acriloil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;10
- de una enzima E7 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar  metilmalonil-coenzima A;
- de una enzima E2 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;
- de una enzima E3 que cataliza la reacción de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehído;
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar 3-

hidroxiisobutirato.15

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invención se emplean células modificadas por tecnología 
genética en las que está incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E2, E3, 
E4, E7, E47, E48, E49, E50, E51, E52 y E2E3E4E7E47E48E49E50E51E52.

20
Enzimas y genes preferidos también de estas enzimas son de nuevo aquellos genes y enzimas que ya se citaron 
precedentemente en relación con las enzimas E2 a E4, E7 y E47 a E52.

De acuerdo con una cuarta alternativa de la segunda forma de realización particular del procedimiento de acuerdo 
con la invención, la formación del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar asimismo a través de 25
acetil-coenzima A como  producto intermedio adicional, formándose conforme a esta alternativa 
acetoacetilcoenzima A como producto intermedio. A este respecto, se prefiere particularmente que la célula 
modificada por tecnología genética empleada presente una actividad incrementada en comparación con su tipo 
salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E8 y E53 a E61.

30
- de una enzima E53 que cataliza la reacción de dos unidades de acetil-coenzima A para formar acetoacetil-

coenzima A;
- de una enzima E54 que cataliza la reacción de acetoacetilcoenzima A para formar 3-hidroxibutanoil-

coenzima A;
- de una enzima E55 que cataliza la reacción de 3-hidroxibutanoil-coenzima A para formar crotonil-coenzima 35

A;
- de una enzima E56 que cataliza la reacción de crotonil-coenzima A para formar butiril-coenzima A;
- de una enzima E57 que cataliza la reacción de butiril-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A;
- de una enzima E58 que cataliza la reacción de etilmalonil-coenzima A para formar metilsuccinil-coenzima 

A;40
- de una enzima E59 que cataliza la reacción de metilsuccinil-coenzima A para formar isobutiril-coenzima A;
- de una enzima E60 que cataliza la reacción de isobutiril-coenzima A para formar metacrilil-coenzima A;
- de una enzima E61 que cataliza la reacción de metacrilil-coenzima A para formar 3-hidroxiisobutiril-

coenzima A;
- de una enzima E8 que cataliza la reacción de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar 3-45

hidroxiisobutirato.

Células modificadas por tecnología genética particularmente preferidas de acuerdo con la invención son en tal 
caso aquellas en las que está incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: 
E8, E53, E54, E55, E56, E57, E58, E59, E60, E61 y E8E53E54E55E56E57E58E59E60E61.50

Esta vía del metabolismo y las enzimas que participan en esta vía del metabolismo están descritas, por ejemplo, 
en Korotkova et al., Journal of Bacteriology (2002), páginas 1.750 a 1.758.

De acuerdo con una quinta alternativa de la segunda forma de realización particular del procedimiento de acuerdo 55
con la invención, la formación del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar de nuevo a través de acetil-
coenzima A como producto intermedio adicional, formándose de acuerdo con esta modificación asimismo 
acetoatil-coenzima A como producto intermedio adicional, pero formándose en este caso a partir de crotonil-
coenzima A directamente etilmalonil-coenzima A. A este respecto, se puede preferir que la célula presente una 
actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E8, E53 a 60
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E55, E58 y  E62 a E65 (véase la Figura 17):

- de una enzima E53 que cataliza la reacción de dos unidades de acetil-coenzima A para formar acetoacetil-
coenzima A;

- de una enzima E54 que cataliza la reacción de acetoacetil-coenzima A para formar 3-hidroxibutiril-5
coenzima A;

- de una enzima E55 que cataliza la reacción de 3-hidroxibutiril-coenzima A para formar crotonil-coenzima 
A;

- de una enzima E62 que cataliza la reacción de crotonil-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A;
- de una enzima E58 que cataliza la reacción de etilmalonil-coenzima A para formar metilsuccinil-coenzima 10

A;
- de una enzima E63 que cataliza la reacción de metilsuccinil-coenzima A para formar mesaconil-coenzima 

A;
- de una enzima E64 que cataliza la reacción de mesaconil-coenzima A para formar β-metilmalil-coenzima 

A;15
- de una enzima E65 que cataliza la reacción de β-metilmalil-coenzima A para formar glioxilato y propionil-

coenzima A.

A partir de la propionil-coenzima A puede formarse entonces ácido 3-hidroxiisobutírico de la manera 
precedentemente descrita (incremento de la actividad de una o varias de las enzimas E7, E2, E3 y E4, incremento 20
de la actividad de una o varias de las enzimas E7, E6, E2, E3 y E4 o incremento de la actividad de una o de las dos 
enzimas E4 y E5).

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima
25

- E53 sea una β-cetotiolasa (EC 2.3.1.9),
- E54 sea una acetoacetil-coenzima A-reductasa (una EC 1.1.1.36),
- E55 sea una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17), 
- E62 sea una crotonil-coenzima A-descarboxilasa,
- E58 sea una etilmalonil-coenzima A-mutasa (EC 5.4.99.2),30
- E63 sea una metilsuccinil-coenzima A-deshidrogenasa,
- E64 sea una mesaconil-coenzima A-hidratasa y
- E65 sea una β-metilmalil/L-malil-coenzima A-liasa.

La enzima E53 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo consistente en acat1, acat2, loc484063, 35
loc489421, mgc69098, mgc81403, mgc81256, mgc83664, kat-1, erg10, ygeF, atoB, fadAx, phbA-1, phbA-2, atoB-
2, pcaF, pcaF-2, phb-A, bktB, phaA, tioL, thlA, fadA, paaJ, phbAf, pimB, mmgA, yhfS, th1, vraB, th1, mvaC, thiL,
paaJ, fadA3, fadA4, fadA5, fadA6, cgl12392 catF, sc8f4.03, thiL1, thiL2, acaB1, acaB2, acaB3 o acaB4, siendo 
particularmente preferidos acat1, acat2, atoB y phbA, así como el correspondiente gen de Rhodobacter 
sphaeroides.40

La enzima E54 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo consistente en phbB, fabG, phbN1, 
phbB2 o cgl12444, siendo particularmente preferido phbB, y siendo particularmente preferido el correspondiente 
gen de Rhodobacter sphaeroides.

45
La enzima E55 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo consistente en echS1, ehhadh, hadha, 
echs1-prov, cg4389, cg4389, cg6543, cg6984, cg8778, ech-1, ech-2, ech-3, ech-4, ech-5, ech-6, ech-7, 
FCAALL.314, fcaall.21, fox2, eci1, eci2, paaF, paaG, yfcX, fadB, faoA, rpfF, phaA, phaB, echA1, echA2, echA3, 
echA4, echA5, echA6, echA7, echA8, e-chA9, echA9, echA10, echA11, echA12, echA13, echA14, e-chA15, 
echA16, echA17, echA18, echA19, echA20, echA21, fad-1, fad-2, fad-3, dcaE, hcaA, fadJ, rsp0671, rsp0035, 50
rsp0648, rsp0647, rs03234, rs03271, rs04421, rs04419, rs02820, rs02946, paaG1, paaG2, paaG3, ech, pksH, 
ydbS, eccH1, eccH2, pimF, fabJ1, fabJ2, caiD2, ysiB, yngF, yusL, fucA, cgl0919, scf41.23, scd10.16, sck13.22, 
scp8.07c, stbac16h6.14, sc5f2a.15, sc6a5.38, hbd-1, hbd-2, hdb-3, hdb-4, hdb-5, hdb-6, hdb-7, hdb-8, hdb-9, hdb-
10, fad-1, fad-2, fad-3, fad-4, fad-5, paaF-1, paaF-2, paaF-3, paaF-4, paaF-5, paaF-6, paaF-7 y crt, siendo 
particularmente preferido el correspondiente gen de Rhodobacter sphaeroides.55

Genes adecuados para la enzima E58 se eligen del grupo consistente en mut, mutA, mutB, sbm, sbmA, sbmB, 
sbm5, bhbA, mcmA, mcmA1, mcmA2, mcmB, mcm1, mcm2, mcm3, icmA, meaA1 y meaA2, siendo aquí también 
particularmente preferido el correspondiente gen de Rhodobacter sphaeroides.

60
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En calidad de enzima E62 se emplea preferiblemente una enzima de Rhodobacter sphaeroides que es codificada 
por la secuencia de ADN con la SEQ.-ID.-NO. 05 y que presenta la secuencia de aminoácidos conforme a SEQ.-
ID.-NO. 06.

Genes preferidos para las enzimas E63, E64 y E65 son, en particular, los genes para estas enzimas de Rhodobacter 5
sphaeroides.

Otros ejemplos de secuencias de nucleótidos de los genes precedentemente mencionados pueden tomarse, entre 
otros, también del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

10
Como ya se explicado precedentemente, en el caso de la primera alternativa de la segunda forma de realización 
preferida del procedimiento de acuerdo con la invención, el ácido 3-hidroxiisobutírico o los polihidroxialcanoatos 
basados en ácido 3-hidroxiisobutírico se forman a través de propionil-coenzima A y acetil-coenzima A como 
productos intermedios. En este caso, puede ser básicamente conveniente ejercer junto a una influencia de una o 
varias de las actividades de enzimas precedentemente mencionados E2 a E8 y E47 a E65, influir también sobre 15
aquellas actividades de enzimas que conducen a un aumento de la formación de acetil-coenzima A en la célula.

Si el ácido 3-hidroxiisobutírico se forma a partir de hidratos de carbono o a partir de glicerol como fuente de 
carbono, entonces se puede preferir que la célula presente una actividad incrementada de una enzima E66 que 
cataliza la reacción de piruvato para formar acetil-coenzima A. En el caso de esta enzima E66 se trata 20
preferiblemente de una piruvato-deshidrogenasa (EC. 1.2.1.51).

Si el ácido 3-hidroxiisobutírico se forma a partir de fuentes de carbono C1 tales como, por ejemplo, metano o 
metanol, entonces se puede preferir que la célula presente una actividad incrementada en comparación con su tipo 
salvaje de al menos una de las enzimas E67 a E71:25

- de una enzima E67 que cataliza la reacción de metano para formar metanol;
- de una enzima E68 que cataliza la reacción de metanol para formar formaldehido;
- de una enzima E69 que cataliza la reacción de formaldehido para formar 5,10-metilentetrahidrofolato;
- de una enzima E70 que cataliza la reacción de 5,10-metilentetrahidrofolato para formar 5-30

metiltetrahidrofolato;
- de una enzima E71 que cataliza la reacción de 5-metiltetrahidrofolato para formar acetil-coenzima A.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima 
35

E67 sea una metano-monooxigenasa (EC 1.14.13.25),
E68 sea una metanol-deshidrogenasa (EC 1.1.1.244),
E69 sea una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27),
E70 sea una metilentetrahidrofolato-reductasa (EC 1.5.1.20),
E71 sea una monóxido de carbono-deshidrogenasa (EC 1.2.99.2).40

Las secuencias de nucleótidos de genes adecuados para las enzimas E63 a E67 pueden tomarse, entre otros, 
también del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

De acuerdo con una tercera formar de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención en la 45
que se emplea una célula modificada por tecnología genética, en la que la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico 
o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a través de metilmalonato-
semialdehído como producto previo, se prefiere que la formación del ácido 3-hidroxisobutírico o del 
polihidroxialcanoato basado en el ácido 3-hidroxiisobutírico tenga lugar a través de acriloil-coenzima A como 
producto intermedio, en donde la célula empleada debe poder aprovechar preferiblemente hidratos de carbono, 50
glicerol o glutamato como fuente de carbono.

En relación con la tercera forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, se prefiere 
particularmente que la célula modificada por tecnología genética empleada presente una actividad incrementada 
en comparación con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E2 a E4, E62, E72 y E73 (véase la 55
Figura 18):

- de una enzima E72 que cataliza la reacción de beta-alanina para formar beta-alanil-coenzima A,
- de una enzima E73 que cataliza la reacción de beta-alanil-coenzima A para formar acrilil-coenzima A,
- de una enzima E62 que cataliza la reacción de acrilil-coenzima A para formar metilmalonil-coenzima A (o 60
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la reacción de crotonil-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A),
- de una enzima E2 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;
- de una enzima E3 que cataliza la reacción de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehído;
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para formar ácido 3-

hidroxiisobutírico.5

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invención son en tal caso aquellas en las que está 
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E62E2, E62E3, E62E4, E62E2E3 y 
E72E73E62E2E3E4. También en relación con la cuarta forma de realización particular del procedimiento de acuerdo 
con la invención puede ser ventajoso emplear una célula modificada por tecnología genética en la que se sobre-10
exprese una enzima que pueda catalizar al menos dos de las etapas de reacción precedentemente descritas. Así, 
también aquí puede emplearse, por ejemplo, una enzima que presente tanto la actividad de la enzima E2 como 
también la de la enzima E3, tal como, por ejemplo la malonil-coenzima A-reductasa de Sulfolobus tokodaii que es 
codificada por la secuencia de ADN con la SEQ.-ID.-NO. 03 y que presenta la secuencia de aminoácidos conforme 
a la SEQ.-ID.-NO. 04. Además, en relación con la cuarta forma de realización particular de la célula de acuerdo 15
con la invención, es básicamente también posible emplear una célula que ya está en condiciones de formar 
cantidades particularmente grandes de acrilil-coenzima A.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima
20

E72 sea una coenzima A-transferasa (EC 2.8.3.1) o coenzima A-sintetasa, preferiblemente una coenzima A-
transferasa,

E73 sea una beta-alanil-coenzima A-amonio-liasa (EC 4.3.1.6),
E62 sea una crotonil-coenzima A-descarboxilasa,
E2 sea una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.17),25
E3 sea una aldehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o un aldehído-oxidasa (EC 1.2.3.1) y
E4 sea una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-

deshidrogenasa (EC 1.1.1.35).

Enzimas E72 preferidas con una actividad de CoA-transferasa son aquellas de Megasphaera elsdenii, Clostridium 30
propionicum, Clostridium kluyveri y también de Escherichia coli. Como ejemplos de una secuencia de ADN que 
codifica una CoA-transferasa se ha de mencionar en este punto la secuencia de Megasphaera elsdenii designada 
en el documento WO-A-03/062173 con la SEQ.-ID.-NO.: 24. Enzimas adicionalmente preferidas son aquellas 
variantes de la CoA-transferasa que se describen en el documento WO-A-03/062173.

35
Enzimas E73 adecuadas con una actividad de beta-alanil-coenzima A-amonio-liasa son, por ejemplo, las de 
Clostridium propionicum. Secuencias de ADN que codifican una enzima de este tipo pueden obtenerse, por ejemplo, 
de Clostridium propionicum tal como se describe en el Ejemplo 10 del documento WO-A-03/062173. La secuencia 
de ADN que codifica la beta-alanil-coenzima A-amonio-liasa de Clostridium propionicum se indica en el documento 
WO-A-03/062173 como SEQ.-ID.-NO.: 22.40

Como enzima E62 se emplea preferiblemente de nuevo la crotonil-coenzima A-descarboxilasa de Rhodobacter 
sphaeroides que es codificada por la secuencia de ADN con la SEQ.-ID.-NO.: 05 y que presenta la secuencia de 
aminoácidos conforme a la SEQ.-ID.-NO.: 06. Esta enzima no sólo está en condiciones de hacer reaccionar 
crotonil-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A, sino también acrilil-coenzima A para formar metilmalonil-45
coenzima A.

Genes adecuados paras las enzimas E2 a E4 ya se mencionaron en relación con la primera variante del 
procedimiento de acuerdo con la invención, siendo también preferido en relación con relación a la segunda 
variante, siendo preterido en particular como gen para la enzima E3 el gen precedentemente descrito de Sulfolobus 50
tokodaii.

De acuerdo con una variante particularmente preferida de la tercera forma de realización particular del 
procedimiento de acuerdo con la invención se emplea una célula modificada por tecnología genética que, en 
comparación con su tipo salvaje, presenta al menos una actividad incrementada de las enzimas E2 y E62 o bien de 55
las enzimas E2, E3 y E62, siendo codificada la enzima E2 o bien las enzimas E2 y E3 por una secuencia de ADN 
conforme a SEQ.-ID.-NO.: 03 y siendo codifica la enzima E62 por una secuencia de ADN conforme a SEQ.-ID.-
NO.: 05. A este respecto, se prefiere que la actividad incrementada de estas dos enzimas se alcance debido a que 
los polipéptidos con SEQ.-ID.-NO.: 04 y SEQ.-ID.-NO.: 06 o bien las secuencias de aminoácidos que presentan 
una identidad de al menos el 50%, preferiblemente de al menos el 55%, más preferiblemente de al menos el 60%, 60
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más preferiblemente al menos el 65% y de la manera más preferida de al menos el 70% con la secuencia de 
aminoácidos conforme a SEQ.-ID.-NO.: 04 o bien SEQ.-ID.-NO.: 06. En tal caso, estas dos secuencias de ADN 
pueden estar integradas en el genoma de la célula o pueden presentarse en un vector en el interior de la célula.

En relación con la tercera forma de realización particular, precedentemente descrita, del procedimiento de acuerdo 5
con la invención puede ser ventajoso, además, que la célula modificada por tecnología genética empleada 
presente, junto al aumento de la actividad de la enzima E62 y/o de la enzima E2 o bien de las enzimas E2 y E3, al 
menos una, preferiblemente las dos de las siguientes propiedades:

- una actividad de una enzima E11, incrementada en comparación con su tipo salvaje, que cataliza la 10
reacción de piruvato para formar oxalacetato, o de una enzima E74 que cataliza la reacción de 
fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato, pero preferiblemente de una enzima E11 que cataliza la 
reacción de piruvato para formar oxalacetato, así como

- una actividad incrementada de una enzima E75 que cataliza la reacción de aspartato para formar beta-15
alanina.

En el caso de la enzima E11 se trata preferiblemente de una carboxilasa, de manera particularmente preferida de 
una piruvato-carboxilasa (número EC 6.4.1.1) que cataliza la reacción de piruvato para formar oxalacetato. Una 
piruvato-carboxilasa particularmente preferida a este respecto, es aquel mutante que se describe en "A novel 20
methodology employing Corynebacterium glutamicum genome information to generate a new L-lysine-producing 
mutant.", Ohnishi J et al., Applied Microbiology and Biotechnology, Vol. 58 (2), páginas 217-223 (2002). En el caso 
de esta mutación se reemplazó el aminoácido prolina en la posición 458 por serina.

En el caso de la enzima E75 se trata preferiblemente de una descarboxilasa, de manera particularmente preferida 25
de una glutamato-descarboxilasa o de una aspartato-descarboxilasa, siendo la más preferida 1-aspartato-1-
descarboxilasa (número EC 4.1.1.11), que es codificada por el gen panD. La aspartato-descarboxilasa cataliza la 
reacción de aspartato para formar beta-alanina. Genes para la aspartato-descarboxilasa (genes panD), entre otros 
de Escherichia coli (FEMS Microbiology Letters, 143, páginas 247-252 (1996)), “Photorhabdus luminescens subsp. 
Laumondii, Mycobacterim bovis subsp. Bovis”) así como de numerosos otros microorganismos ya fueron clonados 30
y secuenciados. En particular, la secuencia de nucleótidos del gen panD de Corynebacterium glutamicum está 
descrito en el documento DE-A-198 55 313. Básicamente, pueden utilizarse genes panD de cualquier origen 
imaginable, independientemente de que sea de bacterias, levaduras u hongos. Además, pueden utilizarse todos los 
alelos del gen panD, en particular también aquellos que resultan de la capacidad de degeneración del código 
genético mediante mutaciones sentidos (sense mutations) funcionales neutras. Una aspartato-descarboxilasa 35
particularmente preferida de acuerdo con la invención junto a la asparato-descarboxilasa de Corynebacterium 
glutamicum es la mutante DV9 de Escherichia coli (Vallari y Rock, Journal of Bacteriology, 164, páginas 136-142 
(1985)). La preparación de células recombinantes, en las que está incrementada tanto la actividad de la piruvato-
carboxilasa como también la actividad de la aspartato-descarboxilasa, se describe en el documento DE-A-10 2005 
048 818.40

Conforme a una segunda variante del procedimiento de acuerdo con la invención, la formación de ácido 3-
hidroxiisobutírico o de poliohidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a través de ácido 3-
hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo.

45
Si en el procedimiento de acuerdo con la invención se emplea una célula en la que la formación de ácido 3-
hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar conforme a la 
segunda variante a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo, se prefiere, conforme a una 
primera forma de realización particular, que la formación del ácido 3-hidroxiisobutírico o del polihidroxialcanoato 
basado en ácido 3-hidroxiisobutírico tenga lugar a través de isobutiril-coenzima A como producto intermedio, 50
siendo capaz de aprovechar la célula preferiblemente hidratos de carbono, glicerol o L-valina en calidad de fuente 
de carbono.

En la medida en que hidratos de carbono o glicerol sirvan como fuente de carbono, conforme a una primera 
alternativa de esta primera forma de realización particular de la segunda variante del procedimiento de acuerdo 55
con la invención se prefiere emplear una célula modificada por tecnología genética que presente una actividad 
incrementada en comparación con su tipo salvaje de una de las siguientes enzimas E76 a E79, E60, E61 y E8 (véase 
la Figura 19):

- de una enzima E76 que cataliza la reacción de piruvato para formar 2-acetolactato;60
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- de una enzima E77 que cataliza la reacción de 2-acetolactato para formar 2,3-dihidroxiisovalerato;
- de una enzima E78 que cataliza la reacción de 2,3-dihidroxiisovalerato para formar 2-oxoisovalerato;
- de una enzima E79 que cataliza la reacción de 2-oxoisovalerato para formar isobutiril-coenzima A;
- de una enzima E60 que cataliza la reacción de isobutiril-coenzima A para formar metacrilil-coenzima A;
- de una enzima E61 que cataliza la reacción de metacrilil-coenzima A para formar 3-hidroxiisobutiril-5

coenzima A;
- de una enzima E8 que cataliza la reacción de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar 3-hidroxi-

isobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invención, se emplean células modificadas por tecnología 10
genética en las que está incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E8, E60, 
E61, E76, E77, E78, E79 y E8E60E61E76E77E78E79.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima
15

E8 sea una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),
E76 sea una acetolactato-sintasa (EC 2.2.1.6),
E77 sea una dihidroxiisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.86),
E78 sea una 2,3-dihidroxiisovalerato-deshidratasa (EC 4.2.1.9),
E79 sea una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.25 o EC 1.2.4.4),20
E60 sea una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3), una butiril-coenzima A-deshidrogenasa (EC 

1.3.99.2) o una 2-metilacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.12), y
E61 sea una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17).

Enzimas E8, E60 y E61 preferidas son aquellas que ya han sido descritas precedentemente.25

La enzima E76 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende ilvbl, t8p19.70, ilv1, ilv2, 
ilv6, aal021wp, ael305cp, ilvI, ilvH, ilvN, ilvB, ilvM, ilvG, ilvN, budB, ilvN-1, ilvN-2, atrC, ilvX, iolD, budB, alsS, ilvK, 
ilvB1, ilvB2, ilvB3, ilvN1, ilvN2, cgl1271, cgl1272, iolD y scc57A.40c.

30
La enzima E77 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende f14p22.200, ilv5, 
acl198Wp, ilvC, ilvY, ilvC-1, ilvC-2, ilvC-3 y cgl1273, siendo el más preferido el gen ilvC.

La enzima E78 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende f14o13.18, ilv3, 
acl117wp, ilvD, cgl1268, ilvD1 e ilvD2, siendo el más preferido ilvD.35

En la medida en que L-valina sirva como fuente de carbono, se prefiere conforme a una segunda modificación de 
la primera forma de realización particular de la segunda alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención,
en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que la formación de ácido 3-
hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a través de 3-40
hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo e isobutiril-coenzima A como producto intermedio, que esta 
célula empleada presente una actividad incrementada en comparación con su tipo salvaje de al menos una de las 
siguientes enzimas E79, E80, E60, E61 y E8 (véase la Figura 20):

- de una enzima E80 que cataliza la reacción de L-valina para formar 2-oxoisovalerato;45
- de una enzima E79 que cataliza la reacción de 2-oxoisovalerato para formar isobutiril-coenzima A;
- de una enzima E60 que cataliza la reacción de isobutiril-coenzima A para formar metacrilil-coenzima A;
- de una enzima E61 que cataliza la reacción de metacrilil-coenzima A para formar 3-hidroxiisobutiril-

coenzima A;
- de una enzima E8 que cataliza la reacción de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar 3-50

hidroxiisobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invención se emplean células modificadas por tecnología 
genética en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E8, E60, 
E61, E79, E80 y E8E60E61E79E80.55

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E8 sea una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),
E60 sea una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3), una butiril-coenzima A-deshidrogenasa (EC 60
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1.3.99.2) o una 2-metilacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.12),
E61 sea una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17),
E79 sea una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.25 o EC 1.2.4.4) y
E80 sea una aminoácido-transferasa (EC 2.6.1.42).

5
Enzimas E8, E60, E61 y E79 preferidas son aquellas que ya han sido descritas precedentemente.

La enzima E80 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende bcat1, bcat2, t27I1.8, 
t27i1.9, f2j10.5, f2j10.4, t12h1.16, mmb12.20, t9c5.3, mpa24.13, bat1, bat2, adl384wp, eca39, bcaA, ilvE, ilvE1, 
ilvE2, ilvE3, ywaA, ybgE, bcaT y cgl2204, siendo particularmente preferido ilvE.10

Las secuencias de nucleótidos de genes adecuados de la enzima E80 pueden tomarse de nuevo del banco de datos 
de KEGG, del banco de datos de NBCI o del banco de datos de EMBL.

En relación con esta segunda alternativa de la primera forma de realización particular de la segunda variante del 15
procedimiento de acuerdo con la invención puede ser, además, ventajoso emplear una célula modificada por 
tecnología genética en la que esté disminuida la actividad de una enzima E4, la cual cataliza la reacción de 
metilmalonato-semialdehído para formar ácido 3-hidroxiisobutírico tratándose de esta enzima E4, preferiblemente, 
de una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o de una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 
1.1.1.35).20

Además, conforme a la segunda modificación de la primera forma de realización particular de la segunda variante
del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética 
en la que la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico tiene lugar a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo y de isobutiril-25
coenzima A como producto intermedio y partiendo de L-valina como fuente de carbono, se puede preferir emplear 
aquellas células que ya pueden formar grandes cantidades de L-valina. En este caso, entran en consideración, en 
particular, aquellas células que fueron descritas en Applied Environmental Microbiology, Vol. 73 (7) (2007), páginas 
2.079-2.084 de Blombach et al.

30
De acuerdo con una forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención se prefiere, 
además, que la célula modificada por tecnología genética empleada presente una expresión incrementada con 
respecto a su tipo salvaje del gen glbO. Además, bajo determinadas circunstancias puede preferirse que la célula 
modificada por tecnología genética empleada presente una actividad disminuida en comparación con su tipo 
salvaje de la proteína con transporte citrato que es codificada por el gen dctA o el gen citP.35

La célula modificada por tecnología genética y empleada en el procedimiento de acuerdo con la invención se 
puede obtener, preferiblemente, mediante un procedimiento que comprende la etapa de procedimiento del aumento 
de la actividad de al menos una de las enzimas precedentemente descritas, preferiblemente una o varias de las 
enzimas40

- E1 a E4,
- E1, E4, E5, E6 y E7,
- E1, E4, E5 y E7,
- E4, E5 y E47 a E52,45
- E2 a E4, E6, E7 y E47 a E52,
- E2 a E4, E7 y E47 a E52,
- E8 y E53 a E61,
- E8, E53 a E55, E58 y E62 a E64,
- E2 a E3, E62, E72 y E73,50
- E8, E60, E61 y E76 a E79, o
- E8, E60, E61, E79 y E80

en la célula teniendo lugar el incremento de la actividad enzimática preferiblemente mediante los procedimientos 
descritos al comienzo.55

En la etapa IA) del procedimiento de acuerdo con la invención, las células modificadas por tecnología genética 
pueden ser puestas en contacto con el medio nutricio y, por consiguiente, cultivadas de forma continua o 
discontinua en el procedimiento por tandas (cultivo por tandas) o en el procedimiento de alimentación por tandas 
(procedimiento de afluencia) o en el procedimiento de alimentación por tandas repetido (procedimiento de afluencia 60
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repetitivo) con el fin de la producción de 3-hidroxiisobutirato o de polihidroxialcanoatos basados en 3-
hidroxiisobutirato. También es imaginable un procedimiento semi-continuo tal como se describe en el documento 
GB-A-1009370. Una recopilación sobre medios de cultivo conocidos se describe en el libro de texto de Chmiel 
(“Bioprozesstechnik 1. Einführung in die Bioverfahrenstechnik” (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en libro 
de texto de Storhas (“Bioreaktoren und periphere Einrichtungen”, editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden, 5
1994).

El medio de cultivo a utilizar debe satisfacer las exigencias de las respectivas cepas. Descripciones de medios de 
cultivo de diferentes microorganismos están contenidas en el manual “Manual of Methods for General Bacteriology”
de American Society for Bacteriology (Washington D. C., EE.UU., 1981).10

Como fuente de carbono pueden utilizarse hidratos de carbono tales como, p. ej., glucosa, sacarosa, lactosa, 
fructosa, maltosa, melaza, almidón y celulosa, aceites y grasas tales como, p. ej., aceite de soja, aceite de girasol, 
aceite de cacahuete y aceite y grasa de coco, ácidos grasos tales como, p. ej., ácido palmítico, ácido esteárico y 
ácido linoleico, alcoholes tales como, p. ej., glicerol y metanol, hidrocarburos tales como metano, aminoácidos 15
tales como L-glutamato o L-valina, o ácidos orgánicos tal como, p. ej., ácido acético. Estas sustancias pueden 
utilizarse individualmente o en forma de mezcla. Se prefiere particularmente el empleo de hidratos de carbono, en 
particular monosacáridos, oligosacáridos o polisacáridos tal como se describe en los documentos US 6.01.494 y 
US 6.136.576, de azúcares C5 o de glicerol.

20
Como fuente de nitrógeno pueden utilizarse compuestos nitrogenados orgánicos tales como peptonas, extracto de 
levadura, extracto de carne, extracto de malta, líquido de maceración de maíz, harina de soja y urea, o compuestos 
inorgánicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de 
amonio. Las fuentes de nitrógeno pueden utilizarse individualmente o en forma de mezcla.

25
Como fuente de fósforo pueden utilizarse ácido fosfórico, dihidrógeno-fosfato de potasio o hidrógeno-fosfato de 
dipotasio o las correspondientes sales con contenido en sodio. El medio de cultivo debe contener, además, sales 
de metales tales como, p. ej., sulfato de magnesio o sulfato de hierro que son necesarias para el crecimiento.
Finalmente, pueden emplearse, adicionalmente a las sustancias arriba mencionadas, sustancias para el 
crecimiento esenciales tales como aminoácidos y vitaminas. Al medio de cultivo se le pueden añadir, además, 30
precursores adecuados. Las sustancias de partida mencionadas pueden añadirse al cultivo en forma de una tanda 
de una vez o aportarse de manera adecuada durante el cultivo.

Para el control del pH del cultivo se emplean de manera adecuada compuestos de carácter básico tales como 
hidróxido de sodio, hidróxido de potasio, amoníaco o bien agua amoniacal, o compuestos de carácter ácido tal 35
como ácido fosfórico o ácido sulfúrico. Para el control del desarrollo de la espuma pueden emplearse agentes 
antiespumantes tales como, p. ej., poliglicolésteres de ácidos grasos. Para conservar la estabilidad de plásmidos 
pueden añadirse al medio sustancias de acción selectiva adecuadas tales como, p. ej., antibióticos. Con el fin de 
conservar las condiciones aerobias se incorporan en el cultivo oxígeno o mezclas gaseosas con contenido en 
oxígeno tales como, p. ej., aire. La temperatura del cultivo se encuentra normalmente en 20ºC a 45ºC y, 40
preferiblemente, en 25ºC a 40ºC. En particular, en el caso de utilizar células que puedan transformar glicerol como 
sustrato, se puede preferir emplear como células aquellas que se describen en el documento US 6.803.218. En 
este caso, las células pueden cultivarse a temperaturas en el intervalo de 40 a 100ºC.

La purificación del ácido 3-hidroxiisobutírico a partir de la disolución nutricia tiene lugar preferiblemente de forma 45
continua, siendo a este respecto además preferido llevar a cabo de manera continua la preparación del ácido 3-
hidroxiisobutírico mediante fermentación, de modo que todo el proceso desde la preparación del ácido 3-
hidroxiisobutírico hasta su purificación a partir del caldo de fermentación pueda llevarse a cabo de forma continua. 
Para la purificación continua de la preparación del ácido 3-hidroxiisobutírico a partir del caldo de fermentación, 
éste es conducido de forma continua a través de un dispositivo para la separación de los microorganismos 50
empleados en la fermentación, preferiblemente a través de un filtro con un tamaño de exclusión en un intervalo de 
20 a 200 kDa, en el que tiene lugar una separación sólido/líquido. Es imaginable también el empleo de una 
centrífuga, de un dispositivo de sedimentación adecuado o de una combinación de estos dispositivos, siendo 
particularmente preferido separar al menos una parte de los microorganismos primeramente mediante 
sedimentación y, a continuación, aportar el caldo de fermentación parcialmente liberado de los microorganismos a 55
una ultrafiltración o dispositivo de centrifugación.

El producto de la fermentación enriquecido en relación con su porción de ácido 3-hidroxiisobutírico es aportado, 
después de la separación de los microorganismos, a una instalación de separación preferiblemente de varias 
etapas. En esta instalación de separación están previstas varias etapas de separación conectadas una tras otra, de 60
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las que en cada caso desembocan tuberías de retorno que son devueltas al tanque de fermentación. Además, a 
partir de las etapas de separación respectivas salen tuberías de evacuación. Las distintas etapas de separación 
pueden trabajar según el principio de la electrodiálisis, de la ósmosis inversa, de la ultrafiltración o de la 
nanofiltración. Por norma general, en las distintas etapas de separación se trata de dispositivos de separación de 
membrana. La elección de las distintas etapas de separación resulta del tipo y magnitud de los productos 5
secundarios de la fermentación y los restos de sustratos.

Junto a la separación del ácido 3-hidroxiisobutírico por medio de elecrodiálisis, ósmosis inversa, ultrafiltración o 
nanofiltración, en cuyo transcurso se obtiene como producto final una disolución acuosa de ácido 3-
hidroxiisobutírico, el ácido 3-hidroxiisobutírico puede también separarse mediante procesos de extracción de la 10
disolución de fermentación liberada de microorganismos, pudiendo obtenerse en este caso en última instancia, el 
ácido 3-hidroxiisobutírico. Para la separación del ácido 3-hidroxiisobutírico mediante extracción pueden añadirse a 
la disolución de fermentación, por ejemplo, compuestos de amonio o aminas con el fin de formar una sal de 
amonio del ácido 3-hidroxiisobutírico. Esta sal de amonio puede separarse entonces de la disolución de 
fermentación añadiendo un agente de extracción orgánico y calentando a continuación la mezcla así obtenida, con 15
lo cual la sal de amonio se acumula en la fase orgánica. A partir de esta fase puede entonces aislarse el ácido 3-
hidroxiisobutírico, obteniéndose el ácido 3-hidroxiisobutírico puro, por ejemplo mediante otras etapas de 
extracción. Particularidades más precisas en relación con este procedimiento de separación se pueden tomar del 
documento WO-A-02/090312, cuyo contenido divulgatorio se introduce en este caso como referencia en relación 
con la separación de ácidos hidroxicarboxílicos a partir de disoluciones de fermentación y forma una parte de la 20
divulgación de la presente solicitud.

En función del tipo de separación del ácido 3-hidroxiisobutírico a partir de la disolución de fermentación se obtiene 
una disolución acuosa de ácido 3-hidroxiisobutírico, que contiene 2 a 90% en peso, preferiblemente 7,5 a 50% en 
peso y de manera particularmente preferida 10 a 25% en peso de ácido 3-hidroxiisobutírico, o bien ácido 3-25
hidroxiisobutírico puro.

Además de ello, el ácido 3-hidroxiisobutírico preparado en la etapa IA) del procedimiento de acuerdo con la 
invención puede todavía neutralizarse antes, durante o después de la purificación, pudiendo emplearse para ello en 
este caso bases tales como, por ejemplo, hidróxido de calcio o hidróxido de sodio.30

En la etapa IB) del procedimiento de acuerdo con la invención, el ácido 3-hidroxiisobutírico se deshidrata bajo 
formación de ácido metacrílico, pudiendo emplearse para ello el ácido 3-hidroxiisobutírico puro, aislado a partir de 
la disolución de fermentación, o bien la disolución acuosa de ácido 3-hidroxiisobutírico aislada durante el 
tratamiento de la disolución de fermentación, concentrándose ésta, eventualmente todavía antes de la 35
deshidratación, por ejemplo mediante destilación, eventualmente en presencia de un agente de arrastre adecuado.

La deshidratación puede llevarse a cabo básicamente en fase líquida o en la fase gaseosa. Además, de acuerdo 
con la invención se prefiere que la deshidratación tenga lugar en presencia de un catalizador, dependiendo el tipo 
de catalizador empleado de si se lleva a cabo una reacción en fase gaseosa o una reacción en fase líquida.40

Como catalizadores de deshidratación entran en consideración tanto catalizadores de carácter ácido como también 
alcalinos. Catalizadores de carácter ácido son particularmente preferidos debido a la escasa tendencia a la 
formación de oligómeros. El catalizador de deshidratación puede emplearse tanto como catalizador homogéneo 
como también como catalizador heterogéneo. Si el catalizador de deshidratación está presente como un 45
catalizador heterogéneo, se prefiere que el catalizador de deshidratación sea puesto en contacto con un soporte x. 
En calidad de soportes x entran en consideración todos los sólidos considerados como adecuados por el experto 
en la materia. A este respecto, se prefiere que estos sólidos presenten volúmenes de poros adecuados que son 
adecuados para la buena unión y absorción del catalizador de deshidratación. Además, se prefieren volúmenes de 
poros totales según la norma DIN 66133 en un intervalo de 0,01 a 3 ml/g y se prefieren particularmente volúmenes 50
de poros totales en un intervalo de 0,1 a 1,5 ml/g. Además, se prefiere que los sólidos adecuados como soporte x 
presenten una superficie en el intervalo de 0,001 a 1000 m2/g, preferiblemente en el intervalo de 0,005 a 450 m2/g 
y más preferiblemente, en el intervalo de 0,01 a 300 m2/g según el ensayo BET conforme a la norma DIN 66131. 
Como soportes para el catalizador de deshidratación puede emplearse, por una parte, un material a granel que 
presente un diámetro medio de partículas en el intervalo de 0,1 a 40 mm, preferiblemente en el intervalo de 1 a 10 55
mm y más preferiblemente en el intervalo de 1,5 a 5 mm. Además, la pared del reactor de deshidratación puede 
servir como soporte. Además, el soporte puede ser de carácter ácido o básico en sí o se puede aplicar sobre un 
soporte un catalizador de deshidratación de carácter ácido o básico. Como técnicas de aplicación se han de 
mencionar, en particular, inmersión o bien impregnación o la incorporación en una matriz de soporte.
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En calidad de soportes x, que pueden presentar también propiedades de catalizador de deshidratación, se 
adecuan, en particular, sustancias silicáticas naturales o sintéticas tales como, en particular, mordenita, 
montmorillonita, zeolitas de carácter ácido; sustancias de soporte revestidas con ácidos inorgánicos mono-, di- o 
poli-básicos, en particular ácido fosfórico, o sales de carácter ácido de ácidos inorgánicos tales como sustancias 
oxídicas o silicáticas, por ejemplo Al2O3, TiO2; óxidos y óxidos mixtos tales como, por ejemplo, γ-Al2O3 y óxidos 5
mixtos de ZnO-Al2O3 de los heteropoliácidos.

Corresponde a una forma de realización de acuerdo con la invención el que el soporte x se componga, al menos en 
parte, de un compuesto oxídico. Compuestos oxídicos de este tipo deberían presentar al menos uno de los 
elementos de Si, Ti, Zr, Al, P o una combinación de al menos dos de los mismos. Soportes de este tipo pueden 10
actuar también por sí mismos como catalizador de deshidratación debido a sus propiedades ácidas o básicas. Una 
clase de compuestos preferida que actúa tanto como soporte x como también como catalizador de deshidratación 
contiene óxidos de silicio/aluminio/fósforo. Sustancias de carácter básico preferidas que funcionan tanto como 
catalizador de deshidratación como también como soporte x contienen metales alcalinos, metales alcalinotérreos, 
lantano, lantanoides o una combinación de al menos dos de ellos en su forma oxídica. Catalizadores de 15
deshidratación de carácter ácido o básico de este tipo se pueden adquirir comercialmente tanto de Degussa AG 
como también de Südchemie AG. Otra clase la representan los intercambiadores de iones. También estos pueden 
presentarse tanto en forma básica como también en forma ácida.  

En calidad de catalizadores de deshidratación homogéneos, entran en consideración, en particular, ácidos 20
inorgánicos, preferiblemente ácidos con contenido en fósforo y, más preferiblemente, ácido fosfórico. Estos ácidos 
inorgánicos pueden ser inmovilizados sobre el soporte x mediante inmersión o bien impregnación.

En particular, en el caso de la deshidratación en fase gaseosa se ha acreditado particularmente el empleo de 
catalizadores heterogéneos. En el caso de la deshidratación en fase líquida se emplean, sin embargo, tanto 25
catalizadores de deshidratación homogéneos como también heterogéneos.

Además, se prefiere que en el procedimiento de acuerdo con la invención se emplee un catalizador de 
deshidratación con un valor H0 en el intervalo de +1 a -10, preferiblemente en un intervalo de +2 a -8,2 y, más 
preferiblemente, en la deshidratación en fase líquida en un intervalo de +2 a -3 y en la deshidratación en fase 30
gaseosa en un intervalo de -3 a -8,2. El valor H0 corresponde a la función ácido según Hämmert y se puede 
determinar mediante la denominada titulación con amina utilizando indicadores o mediante absorción de una base 
gaseosa (véase “Studies in Surface Science and Catalytics”, Vol. 51, 1989; “New solid Acids and Bases, their 
catalytic Properties””, K. Tannabe et al.

35
Conforme a una forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en calidad de 
catalizador sólido de carácter ácido se emplea un cuerpo de soporte en forma de poros puesto en contacto 
preferiblemente con ácido fosfórico o con superácidos tales como, por ejemplo, óxido de zirconio sulfatado o 
fosfatado, cuerpo que se basa preferiblemente en al menos un 90% en peso, más preferiblemente en al menos un 
95% en peso y lo más preferiblemente en al menos un 99% en peso en un óxido de silicio, preferiblemente en 40
SiO2. La puesta en contacto del cuerpo de soporte en forma de poros con el ácido inorgánico tiene lugar 
preferiblemente mediante la impregnación del cuerpo de soporte con el ácido, en donde éste se pone en contacto 
con el cuerpo de soporte preferiblemente en una cantidad en un intervalo de 10 a 70% en peso, de manera 
particularmente preferida en un intervalo de 20 a 60% en peso, y más preferiblemente en un intervalo de 30 a 50%
en peso, referido al peso del cuerpo de soporte y, a continuación, se seca. A continuación del secado, el cuerpo de 45
soporte es calentado para la fijación del ácido inorgánico preferiblemente hasta una temperatura en un intervalo de 
300 a 600ºC, más preferiblemente en un intervalo de 400 a 500ºC.

De acuerdo con una forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, la 
deshidratación se lleva a cabo en la fase gaseosa. En este caso, pueden emplearse sistemas de aparatos 50
habituales tal como se conocen por el experto en la materia para la reacción en fase gaseosa, por ejemplo 
reactores de tubos. Particularmente preferido es el empleo de intercambiadores de calor de haces de tubos, así 
como de reactores, que contienen termoplacas en calidad de intercambiadores de calor.

De acuerdo con una forma de realización de la deshidratación en fase gaseosa se incorpora ácido 3-55
hidroxiisobutírico puro en un reactor que comprende uno de los catalizadores de lecho fijo precedentemente 
mencionados. De acuerdo con otra forma de realización, el ácido 3-hidroxiisobutírico se incorpora en el reactor en 
forma de una disolución acuosa que contiene 2 a 80% en peso, de manera particularmente preferida 5 a 50% en 
peso, y más preferiblemente 10 a 25% en peso de ácido 3-hidroxiisobutírico, en cada caso referido al peso total de 
la disolución acuosa. Las condiciones de presión y de temperatura en el interior del reactor se eligen de manera 60
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que el ácido 3-hidroxiisobutírico o bien la disolución acuosa se presente en forma gaseosa en su entrada al reactor. 
La deshidratación en la fase gaseosa tiene lugar preferiblemente en un intervalo de temperaturas entre 200 y 
400ºC, de manera particularmente preferida entre 250 y 350ºC. La presión en el interior del reactor se encuentra en 
la deshidratación en fase gaseosa preferiblemente en un intervalo de 0,1 a 50 bar, de manera particularmente
preferida en un intervalo de 0,2 a 10 bar y lo más preferido en un intervalo de 0,5 a 5 bar.5

La cantidad de ácido 3-hidroxiisobutírico incorporado en el reactor se encuentra en la deshidratación en fase 
gaseosa preferiblemente en un intervalo de 10 a 100% en vol., de manera particularmente preferida en un intervalo 
de 20 a 100% en vol. y lo más preferiblemente en un intervalo de 30 a 100% en vol.

10
De acuerdo con otra forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, la 
deshidratación se lleva a cabo en la fase líquida. La deshidratación en fase líquida puede llevarse a cabo asimismo 
en todos los sistemas de aparatos conocidos por el experto en la materia en los que un fluido puede ser calentado 
hasta una temperatura de reacción deseada, pudiendo ser solicitado el sistema de aparatos con una presión que 
sea suficiente como para mantener líquidos a los componentes de la reacción bajo las condiciones de temperatura 15
deseadas.

De acuerdo con una forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, el 
procedimiento comprende la deshidratación en fase líquida de una primera etapa de procedimiento, en la que ácido 
3-hidroxiisobutírico puro o una disolución acuosa que contiene 5 a 100% en peso, de manera particularmente 20
preferida 20 a 100% en peso, y lo más preferiblemente 50 a 100% en peso de ácido 3-hidroxiisobutírico, referido al 
peso total de la disolución acuosa, se incorpora en un reactor. Las condiciones de presión y temperatura en el 
interior del reactor se eligen de modo que el ácido 3-hidroxiisobutírico o bien la disolución acuosa esté presente en 
forma líquida en su entrada al reactor. De acuerdo con una forma de realización particular del procedimiento de 
acuerdo con la invención, en la que se lleva a cabo una deshidratación en la fase líquida, el ácido 3-25
hidroxiisobutírico o bien la disolución acuosa es conducida en el interior del reactor de deshidratación de tal modo 
a través de un lecho fijo de catalizador que la fase líquida gotea por encima de la superficie de las partículas de 
catalizador. Un modo de proceder de este tipo puede llevarse a cabo, por ejemplo, en un reactor de lecho por 
goteo.

30
La deshidratación en la fase líquida tiene lugar preferiblemente en el intervalo de temperaturas entre 200 y 350ºC, 
de manera particularmente preferida entre 250 y 300ºC. La presión en el interior del reactor se encuentra, en el 
caso de la deshidratación en fase líquida, preferiblemente en un intervalo de 1 a 50 bar, de manera particularmente 
preferida en un intervalo de 2 a 25 bar, y lo más preferido en un intervalo de 3 a 10 bar.

35
La catálisis de la deshidratación puede tener lugar tanto en la deshidratación en fase gaseosa como también en la 
deshidratación en fase líquida en forma homogénea o heterogénea.

En el caso de la catálisis homogénea el catalizador, del que entonces se trata preferiblemente de un ácido 
inorgánico tal como, por ejemplo, ácido fosfórico o ácido sulfúrico, se pone primeramente en contacto con el ácido 40
3-hidroxiisobutírico puro o con la disolución acuosa que contiene el ácido 3-hidroxiisobutírico. A continuación, la 
composición, así obtenida, se incorpora en el reactor y se transforma en ácido metacrílico bajo las condiciones de 
presión y temperatura deseadas. También es imaginable incorporar en el reactor el ácido inorgánico 
independientemente del ácido 3-hidroxiisobutírico o bien de la disolución acuosa. En este caso, el reactor presenta 
al menos dos tuberías de entrada, una para el ácido 3-hidroxiisobutírico o bien la disolución acuosa que contiene el 45
ácido 3-hidroxiisobutírico, y una para el catalizador. Si la deshidratación se lleva a cabo en fase líquida en un 
reactor de lecho por goteo, entonces se prefiere que el catalizador sea incorporado en la zona superior del reactor 
junto con el ácido 3-hidroxiisobutírico o bien la disolución acuosa que contiene el ácido 3-hidroxiisobutírico.

En el caso de la catálisis heterogénea, el catalizador se encuentra en forma de un sustrato sólido en la zona de 50
reacción, por ejemplo en forma de una carga de lecho fijo, en forma de placas revestidas con catalizador, 
preferiblemente termoplacas que están dispuestas en el interior del reactor, o bien en forma de paredes del reactor 
revestidas con catalizador. Reactores posibles se describen, por ejemplo, en los documentos DE-A-198 48 208, 
DE-A-100 19 381 y EP-A-1 234 612. En el caso de la catálisis heterogénea se prefieren en calidad de catalizadores 
cuerpos de soporte preferiblemente en forma de poros impregnados, puestos en contacto con ácidos inorgánicos. 55
El ácido 3-hidroxiisobutírico o bien la disolución acuosa que contiene el ácido 3-hidroxiisobutírico se pone luego en 
contacto en forma de vapor o en forma líquida con la superficie del material de catalizador sólido.

De acuerdo con una forma de realización particularmente preferida del procedimiento de acuerdo con la invención, 
la deshidratación del ácido 3-hidroxiisobutírico en fase líquida se lleva a cabo a una presión en un intervalo de 200 60
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a 500 mbar, a una temperatura en un intervalo de 200 a 230ºC y en presencia de iones de metales alcalinos en 
calidad de catalizador.

Como mezcla de reacción, la cual se obtiene a continuación de la deshidratación, se obtiene una disolución acuosa 
de ácido metacrílico que no contiene componentes de catalizador (una de este tipo se obtiene en el caso de una 5
deshidratación catalizada de forma heterogénea) o bien una disolución acuosa de ácido metacrílico que contiene 
catalizadores (una de este tipo se obtiene en el caso de una deshidratación catalizada de forma homogénea). 
Además, la disolución acuosa de ácido metacrílico puede presentarse en forma líquida (en la medida en que la 
deshidratación tenga lugar en la fase líquida) o gaseosa (en la medida en que la deshidratación tenga lugar en la 
fase gaseosa).10

Conforme a una forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención la disolución de 
ácido metacrílico, así obtenida, puede aportarse, sin tratamiento ulterior, eventualmente para la esterificación. En 
tal caso, la disolución de ácido metacrílico se pone en contacto, bajo calentamiento, con alcoholes 
correspondientes tales como, por ejemplo, metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol o 1-butanol, así como 15
catalizadores de esterificación adecuados y conocidos por el experto en la materia tales como, por ejemplo, ácidos 
concentrados, y el ácido metacrílico se transforma de esta manera en los correspondientes ésteres. Sin embargo, 
puede ser ventajoso purificar todavía el ácido metacrílico antes de la esterificación, pudiendo aplicarse para la 
purificación básicamente cualquier procedimiento de purificación conocido por el experto en la materia que 
encuentre aplicación convencionalmente para la purificación de ácido (met)acrílico impurificado y obtenido 20
mediante oxidación en fase gaseosa catalítica de propileno.

Si la deshidratación se llevó a cabo en la fase gaseosa, entonces se prefiere que el ácido metacrílico sea 
condensado primeramente, obteniéndose una disolución acuosa de ácido metacrílico. En tal caso, puede 
emplearse básicamente cualquier procedimiento de condensación conocido por el experto en la materia, por 25
ejemplo una condensación fraccionada tal como se describe en los documentos WO-A-2004/035514, WO-A-
03/014172 o EP-A-EP 1 163 201, o mediante una condensación total tal como se describe en el documento EP-A-0 
695 736. También es imaginable añadir durante la condensación disolvente adicional, en particular agua, con el fin 
de absorber de la forma más completa posible al ácido metacrílico.

30
La disolución acuosa de ácido metacrílico, obtenida después de la condensación, o bien la disolución acuosa de 
ácido metacrílico obtenida en el caso de la deshidratación en fase líquida puede entonces liberarse de agua y de 
otras impurezas en etapas de purificación ulteriores. En tal caso, primeramente puede separarse mediante 
destilación azeotrópica el agua en presencia de un agente de arrastre tal como se describe, por ejemplo, en el 
documento DE-A-198 53 064. También es imaginable el empleo de disolventes orgánicos de elevado punto de 35
ebullición para la absorción del ácido metacrílico tal como se da a conocer, por ejemplo, en el documento EP-A-0 
974 574. Junto a estos procedimientos por destilación también pueden emplearse membranas para la 
deshidratación tal como se propone, por ejemplo, en el documento DE-A-44 01 405. Es imaginable, además, una 
purificación, mediante procedimientos de cristalización, de la disolución acuosa de ácido metacrílico obtenida en el 
caso de la deshidratación en fase líquida o mediante condensación.40

El ácido metacrílico obtenido después de la deshidratación puede continuar siendo purificado adicionalmente en 
otras etapas del procedimiento. Así, impurezas de elevado punto de ebullición, todavía contenidas, pueden 
separarse mediante etapas de destilación adicionales. Sin embargo, se prefiere particularmente que el ácido 
metacrílico obtenido después de la deshidratación sea purificado ulteriormente mediante procesos de cristalización 45
tal como se describe, por ejemplo, en el documento DE-A-101 49 353.

El ácido metacrílico purificado, así obtenido, puede someterse entonces eventualmente a la esterificación.

Una aportación a la solución de los problemas mencionados al comienzo la proporciona, además, un 50
procedimiento para la preparación de ácido metacrílico o ésteres del ácido metacrílico, que comprende las etapas 
de procedimiento

IIA) preparación de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico mediante el procedimiento 
precedentemente descrito,55

IIB) disociación de los polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico bajo formación de ácido 3-
hidroxiisobutírico, así como, eventualmente, neutralización del ácido 3-hidroxiisobutírico y/o purificación 
del ácido 3-hidroxiisobutírico,
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IIC) deshidratación del ácido 3-hidroxiisobutírico bajo formación de ácido metacrílico así como, 
eventualmente, esterificación del metacrilato o bien del ácido metacrílico.

Una aportación a la solución de los problemas mencionados al comienzo la proporciona también un procedimiento 
para la preparación de ácido polimetacrílico o ésteres del ácido polimetacrílico, que comprende las etapas de 5
procedimiento

IIIA) preparación de ácido metacrílico mediante el procedimiento precedentemente descrito,

IIIB) polimerización en los radicales del ácido metacrílico,10

pudiendo esterificarse, al menos en parte, eventualmente los grupos carboxilo del ácido metacrílico antes o 
después de la polimerización en los radicales.

La presente invención se explica ahora con mayor detalle con ayuda de Figuras y Ejemplos no limitantes.15

La Figura 1 muestra la reacción, catalizada por la enzima E1, de succinil-coenzima A para formar metilmalonil-
coenzima A.

La Figura 2 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E2 a E4, de metilmalonil-coenzima A para formar ácido 20
3-hidroxibutírico conforme a la primera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se 
emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se forman succinil-coenzima A como producto 
intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o 
de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

25
La Figura 3 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E4, E6 y E7, de (R)-metilmalonil-coenzima A para 
formar ácido 3-hidroxiisobutírico de acuerdo con la segunda alternativa del procedimiento de acuerdo con la 
invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se forman succinil-
coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto previo en la preparación de 
ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidrohixialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.30

La Figura 4 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E4, E5 y E7, de metilmalonil-coenzima A para formar 
ácido 3-hidroxiisobutírico de acuerdo con la tercera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invención, en la 
que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se forman succinil-coenzima A como 
producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto previo en la preparación de ácido 3-35
hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

La Figura 5 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E8 y E9, de ácido 3-hidroxiisobutírico para formar un 
polihidroxialcanoato.

40
La Figura 6 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E10 o E11, de fosfoenolpiruvato o bien piruvato para 
formar oxalacetato de acuerdo con una ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa del 
procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en 
la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto 
previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-45
hidroxiisobutírico.

La Figura 7 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E12 a E15, de oxalacetato para formar succinil-
coenzima A de acuerdo con una primera ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa del 
procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en 50
la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto 
previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico.

La Figura 8 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E13 a E16 y E24 a E26, de oxalacetato para formar 55
succinil-coenzima A de acuerdo con una segunda ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa 
del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética 
en la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto 
previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico.60
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La Figura 9 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E16, E24, E27 y E28, de oxalacetato para formar succinil-
coenzima A de acuerdo con una tercera ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa del 
procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en 
la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto 5
previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico.

La Figura 10 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E46 y E28, de L-glutamato para formar succinil-
coenzima A de acuerdo con otra ejecución particular de la primera, segunda o tercera alternativa del procedimiento 10
de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se 
forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto previo en la 
preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

Las Figuras 11 y 12 muestran la reacción, catalizada por las enzimas E4, E5 y E47 a  E52, de acetil-coenzima A para 15
formar ácido 3-hidroxiisobutírico de acuerdo con una primera alternativa de la segunda forma de realización 
particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología 
genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como 
producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico.20

Las Figuras 13 y 14 muestran la reacción, catalizada por las enzimas E2 a E4, E6, E7 y E47 a E52, de propionil-
coenzima A para formar ácido 3-hidroxiisobutírico de acuerdo con una segunda alternativa de la segunda forma de 
realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada 
por tecnología genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-25
semialdehído como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos 
basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

Las Figuras 15 y 16 muestran la reacción, catalizada por las enzimas E2 a E4, E7 y E47 a E52, de propionil-coenzima 
A para formar ácido 3-hidroxiisobutíroco de acuerdo con una tercera alternativa de la segunda forma de realización 30
particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología 
genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como 
producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico.

35
La Figura 17 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E53 a E55, E58 y E62 a E65, de dos unidades de acetil-
coenzima A para formar glioxilato y propionil-coenzima A de acuerdo con una quinta alternativa de la segunda 
forma de realización particular del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula 
modificada por tecnología genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y 
metilmalonato-semialdehído como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de 40
polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

La Figura 18 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E2 a E4, E62, E72 y E73, de beta-alanina para formar 
ácido 3-hidroxiisobutírico de acuerdo con una tercera forma de realización particular del procedimiento de acuerdo 
con la invención, en la que se emplea una célula modificada por tecnología genética en la que se forman acrilil-45
coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehído como producto previo en la preparación de 
ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

La Figura 19 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E76 a E79, E60, E61 y E8, de piruvato para formar ácido 
3-hidroxiisobutírico de acuerdo con una primera alternativa de la primera forma de realización particular de la 50
segunda variante del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por 
tecnología genética en la que se forman isobutiril-coenzima A como producto intermedio y 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos 
basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

55
La Figura 20 muestra la reacción, catalizada por las enzimas E8, E60, E61, E79 y E80 de L-valina para formar ácido 3-
hidroxiisobutírico de acuerdo con una segunda alternativa de la primera forma de realización particular de la 
segunda variante del procedimiento de acuerdo con la invención, en la que se emplea una célula modificada por 
tecnología genética en la que se forman isobutiril-coenzima A como producto intermedio y 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A como producto previo en la preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico o de polihidroxialcanoatos 60
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basados en ácido 3-hidroxiisobutírico.

La Figura 21 muestra el plásmido pEKEx2MCM cgl del Ejemplo 3.

La Figura 22 muestra el vector pGA4_3HIBDH del Ejemplo 3.5

La Figura 23 muestra el vector pGA5_MMCoAR_3HIBDH del Ejemplo 3.

La Figura 24 muestra el vector pECXT99A del Ejemplo 3.
10

La Figura 25 muestra el vector pECXT99A_MMCoAR_3HIBDH del Ejemplo 3.

La Figura 26 muestra la detección por cromatografía de iones de una formación de ácido 3-hidroxiisobutírico 
mediante las células recombinantes en el Ejemplo 3.

15
La Figura 27 muestra la detección por cromatografía de iones de que en el caso del pico caracterizado en la Figura 
26 se trata del ácido 3-hidroxiisobutírico.

Ejemplos
20

Ejemplo 1

La presente invención se explica ahora en el Ejemplo 1 con ayuda de una célula recombinante que es capaz de 
producir ácido 3-hidroxiisobutírico a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo e isobutiril-
coenzima A como producto intermedio partiendo de L-valina como fuente de carbono. Esta célula puede emplearse 25
de acuerdo con la invención para la preparación de ácido metacrílico. Para ello, en BL21 (DE3) de E. coli se sobre-
expresaron las enzimas EC 2.6.1.42 y EC 1.2.4.4 (en cada caso de Pseudomonas aeruginosa) así como un racimo 
que comprende las tres enzimas EC 1.3.99.12, EC 4.2.1.17 y EC 3.1.2.4 (de Acinetobacter calcoaceticus).

La enzima EC 1.2.4.4 es codificada en tal caso por un gen con la secuencia de ADN conforme a SEQ.-ID.-NO. 07 30
y 08 (subunidad α y β), mientras que la enzima EC 2.6.1.42 es codificada por un gen con la secuencia de ADN 
conforme a SEQ.-ID.-NO. 09. La enzima EC 1.3.99.12 es codificada por un gen con la secuencia de ADN con la 
SEQ.-ID.-NO. 10, la enzima EC 4.2.1.17 es codificada por un gen con la secuencia de ADN conforme a SEQ.-ID.-
NO. 11 y la enzima EC 3.1.2.4 es codificada por un gen con la secuencia de ADN conforme a SEQ.-ID.-NO. 12.

35
1. Organismos, plásmidos y oligonucleótidos

Para la preparación de esta célula recombinante se utilizaron las siguientes cepas de bacterias, vectores, ADN 
genómico y oligonucleótidos:

40
Tab. 1: Cepas de bacterias utilizadas

             Cepa                                                             Referencia (fabricante)

    DH5 de E. coli                                                                   NEB
    BL21 (DE3) de E. coli                                                        Invitrogen

Tab. 2: Vectores utilizados
45

             Vector                                                             Referencia (fabricante)

    pCDFDuet-1                                                                   Novagen
    pET101/D-TOPO                                                           Invitrogen
    pCR2.1-TOPO                                                               Invitrogen

Tab. 3: ADN genómico utilizado

             Cepa

    Pseudomonas aeruginosa PAO1
    Acinetobacter calcoaceticus ADP1
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Tab. 4: Oligonucleótidos utilizados

Nombre                                  Secuencia

A-ca_VClus_fw                 5’-ATGCAATTTAATGAAGAACAGCTATTAATTC-3’ (SEQ.-ID-NO. 13)
A-ca_VClus_rev                5’-CAGTCTGAAATGACTAACCTAATTGGC-3’ (SEQ.-ID-NO. 14)
Pae_26142_fw                  5’-ACGGAATTCTGAAGGAGCTGGCAACTATG-3’ (SEQ.-ID-NO. 15)
Pae_26142_rev                 5’-TTGTCGACTTACTTGACCAGGGTACGCC-3’ (SEQ.-ID-NO. 16)
Pae_1244_fw                    5’-ACAGATCTGGAGGCCTGTCATGAGTGATTAC-3’ (SEQ.-ID-NO. 17)
Pae_1244_rev                   5’-ATGGGTACCCATTCAGACCTCCATC-3’ (SEQ.-ID-NO. 18)

2. Amplificación de los fragmentos de PCR 1.2.4.4 (2.313 kb) y 2.6.1.42 (958 pb)
5

Primeramente, se amplifican mediante PCR los fragmentos de 1.2.4.4 y 2.6.1.42 por medio de los cebadores 
indicados en la Tabla 4 conforme a SEQ.-ID.-NO. 15 a SEQ.-ID.-NO. 18 partiendo del ADN total de Pseudomonas 
aeruginosa.

3. Digestión del vector pCDF-Duet-1 y del fragmento de PCR 2.6.1.42 (958 pb)10

El vector pCDFDuet-1 (que presenta una resistencia a estreptomicina/espectinomicina) se corta, al igual que el 
fragmento de PCR 2.6.1.42 por medio de EcoRI/SalI, y las restricciones, así obtenidas, se ligan durante una noche 
con T4-ligasa. Se obtiene el vector pCDFDuet::2.6.1.42.

15
4. Clonación de los fragmentos de PCR en el vector pCR.2.1-TOPO

La preparación de un vector de clonación que comprende el fragmento 2.6.1.42 o bien el fragmento 1.2.4.4 bajo el 
empleo del vector pCR2.1-TOPO tuvo lugar conforme a las indicaciones del fabricante. Con los vectores de 
clonación pCR2.1-TOPO::1.2.4.4 y pCR2.1-TOPO::2.6.1.42 obtenidos de esta manera se transformaron células 20
DH5α de E. coli. Dado que los vectores pCR2.1-TOPO presentan una resistencia a canamicina y una resistencia a 
ampicilina, se extendieron en 2 placas de AXI y KXI (20 y 40 μl). Los plásmidos de los clones obtenidos se aislaron 
y digerieron: 

pCR2.1-TOPO::1.2.4.4 BgIII + KpnI tamaño del fragmento 2313 pb25
pCR2.1-TOPO::2.6.1.42 EcoRI + SalI tamaño del fragmento 958 pb

Los fragmentos se eluyeron en cada caso a partir del gel y se purificaron con el kit QIAquick de Qiagen (según las 
instrucciones).

30
5. Preparación del vector pCDFDuet: 2.6.1.42 – 1.2.4.4

El vector pCDFDuet::2.6.1.42 así como el vector pCR2.1-TOPO::1.2.4.4 se digieren con BgIII/KpnI. A continuación, 
tiene lugar el ligamiento de pCDFDuet::2.6.1.42 (BgIII/KpnI) con pCR2.1-TOPO::1.2.4.4, obteniéndose el vector 
pCDFDuet::2.6.1.42- 1.2.4.4. Mediante este vector de clonación se transformaron de nuevo células DH5α de E. 35
coli. Los plásmidos se aislaron. El plásmido pCDFDuet::2.6.1.42 - 1.2.4.4. presenta la secuencia de ADN conforme 
a SEQ.-ID.-NO. 19.

6. Clonación del racimo de valina procedente de Acinetobacter calcoaceticus (V-ClusAca)
40

La cepa ATCC 33304 de Acinetobacter calcoaceticus se ligó para un aislamiento del ADN total (agar o bien medio 
HH). El aislamiento del ADN total tuvo lugar con el kit DNEasy de Qiagen (L1 y L2) y mediante un procedimiento 
que comprende las etapas de procedimiento i) centrifugación de 1 mL de cultivo, ii) adición de 200 μL de H2O al 
sedimento, iii) calentamiento durante 10 min hasta 95ºC, iv) centrifugación (10 min, 13.000 rpm), así como v) 
retirada del residuo para una PCR.45

Para la amplificación del racimo de valina a partir de A. calcoaceticus se llevó a cabo una PCR utilizando el 
cebador indicado en la Tabla 4, conforme a SEQ.-ID.-NO. 13 y SEQ.-ID.-NO. 14 (según las instrucciones del 
fabricante con las polimerasas Pfu o bien Taq).

50
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Los productos de la PCR se purificaron y se ligaron según las instrucción al plásmido pET101/D-TOPO, así como 
se incorporaron en DH5α de E. coli. Se obtiene el plásmido pET101/D-TOPO::V-ClusterAca. El plásmido pET101/D-
TOPO::V-ClusterAca presenta la secuencia de ADN conforme a SEQ.-ID.-NO. 20.

7. Preparación de una célula recombinante que es capaz de formar ácido 3-hidroxiisobutírico a partir de L-5
valina

BL21 (DE3) de E. coli se transformó con los plásmidos pET101/D-TOPO::V-ClusterAca y PcDF-Duet::2.6.1.42-
1.2.4.4 (extendida en placas con medio LB-Spec./Amp). Las células, así obtenidas, estaban en condiciones de 
hacer reaccionar la L-valina para forma ácido 3-hidroxiisobutírico en un medio nutricio que contenía L-valina. Por el 10
contrario, el tipo salvaje de las células (BL21 (DE3) de E. coli) no pudo formar en un medio nutricio de este tipo 
cantidades detectables de ácido 3-hidroxiisobutírico.

Ejemplo 2
15

En este ejemplo se aísla un ADN que codifica un gen, y el gen se sobre-expresa en E. coli. El ADN codifica una 
enzima que presenta tanto la actividad de la enzima E2 como también la de la enzima E3.

1. Cultivo y recolección de Sulfolobus tokodaii
20

Sulfolobus tokodaii se cultivó en un pequeño volumen de cultivo (40-200 ml) a 75ºC y a un valor del pH de 3,0 bajo 
sacudimiento (150 rpm). El crecimiento se vigiló fotométricamente a través de la medición de la densidad óptica a 
578 nm (DO578 nm). Se utilizó un medio de Sulfolobus (modificado según Brock et al., Archives of Microbiology 84, 
páginas 54-68, 1972; Suzuki et al., Extremophiles, 6, páginas 39-44, 2002). Como fuente de energía y de carbono 
servían extracto de levadura, casaminoácidos y glucosa. El medio consistía en los siguientes componentes: medio 25
base, solución madre de glucosa, solución madre de hierro y solución madre de oligoelementos. A una de DO578 nm

de 0,3-0,5 (fase exponencial) se cultivaron las células. La centrifugación tuvo lugar en una centrífuga Sorvall (rotor 
SS34) durante 15 min a 9.000 rpm. El precipitado celular se empleó directamente para la extracción de ADN.

Medio base. KH2PO4 (0,28 g/l), (NH4)2SO4 (1,3 g/l), MgSO4 x 7 H2O (0,25 g/l), CaCl2 x 6 H2O (0,07 g/l), extracto de 30
levadura (1 g/l) y casaminoácidos (1 g/l). El valor del pH se ajustó con H2SO4 a 3,0 antes del sometimiento en 
autoclave.

Solución madre de glucosa (100 veces). Glucosa (100 g/l). La disolución se filtró en condiciones estériles.
35

Solución madre de hierro (1000 veces). FeCl3 x 6 H2O (20 g/l). La disolución se filtró en condiciones estériles.

Solución madre de oligoelementos (1000 veces). MnCl2 x 4 H2O (1,8 g/l), Na2B4O7 x 10 H2O (4, 5 g/l), ZnSO4 x 7 
H2O (220 mg/l), CuCl2 x 2 H2O (50 mg/l), Na2MoO4 x 2 H2O (30 mg/l), VOSO4 x 5 H2O (30 mg/l), CoCl2 x 6 H2O 
(8,4 mg/l). Los distintos componentes se disolvieron sucesivamente en H2O dest., el valor del pH se ajustó a 3,0 40
con HCl  y la disolución se filtró en condiciones estériles.

2. Aislamiento de ADN genómico a partir de S. tokodaii

El aislamiento de ADN genómico se llevó a cabo según el método de Murray y Thompson (Nucleic Acid Research, 45
8, páginas 4.321-4.325, 1980). Para ello, se pesaron 10-50 mg (peso en húmedo) de células recién recolectadas 
en un recipiente de reacción Eppendorf de 1,5 ml y se resuspendieron en 570 ml tampón TE (Tris 10 mM/HCl, pH 
8,0), NaEDTA 1 mM). Se añadieron 30 μl de una disolución al 10% (p/v) en SDS (disolución en dodecilsulfato de 
sodio) y se añadieron 3 μl de proteinasa K (20 μg/μl) y se incubaron durante 1 h a 52ºC. Después, se añadieron 
100 μl de disolución 5 M de NaCl y 80 μl de disolución previamente calentada al 10% (p/v) de bromuro de 50
cetiltrimetil-amonio (CTAB) (CTAB al 10% p/v) en NaCl 0,7 M). Después de incubación durante 10 min a 65ºC, se 
extrajeron los complejos a base de CTAB, fragmentos de la pared celular y proteínas con 780 μl de 
cloroformo/alcohol iso-amílico (24:1 (v/v)) y se separaron por centrifugación durante 15 min a 14.000 rpm. La fase 
acuosa superior se transfirió a un nuevo recipiente de reacción Eppendorf y se repitió la extracción. Después de 
que la fase acuosa estaba exenta de pigmentos, se revistió con 400 μl de isopropanol al 100%. Mediante 55
cuidadosa mezcladura de las dos fases, el ADN cromosómico precipitó en la capa límite. El ADN pudo recogerse 
con una pipeta de Pasteur extraída y se lavó en 200 μl de etanol al 70%. Después de centrifugación renovada (5 
min, 14.000 rpm), se retiró el residuo, el ADN se secó a la temperatura ambiente durante 2 h y finalmente se 
disolvió en 100 μl de tampón TE.

60
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3. Amplificación del gen para la malonil-coenzima A-reductasa

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51, páginas 
263-273, 1986) se empleó para amplificar de manera preestablecida el gen para la malonil-CoA-reductasa 
partiendo del ADN genómico de Sulfolobus tokodaii obtenido en el Ejemplo 2. La reacción fue llevada a cabo en un 5
termociclador (Biometra, Göttingen).

Pasó a emplearse una PCR preparativa en la que se utilizó la Pfu-polimerasa (Pfunds, Genaxxon). La Pfu-
polimerasa contiene una función exonucleasa 3’-5’ (lectura de prueba - “proofreading”).

10
Se utilizaron los siguientes cebadores:

5’-ATTATCCCATGGGGAGAACATTAAAAGC-3’ ("cebador directo"; el punto de corte NcoI está subrayado; SEQ.-
ID-NO. 21) y
5’-CGGGATCCTTACTTTTCAATATATCC-3’ ("cebador inverso"; el punto de corte BamHI está subrayado; SEQ.-ID-15
NO. 22)

Para las reacciones PCR se utilizó el planteamiento de reacción indicado en la siguiente Tabla 1. La PCR se llevó a 
cabo como PCR de arranque en caliente, es decir, la tanda de la reacción se incubó antes de la adición de la Pfu-
polimerasa durante 2 min a 95ºC. A continuación siguieron 30 ciclos en cada caso de 1 minuto a 95ºC, de 1 20
minuto a 45ºC y de 5 minutos a 72ºC, seguidos de una última etapa con 30 segundos a 45ºC, 15 minutos a 72ºC y, 
finalmente, una pausa a 6ºC.

Tabla 1: Tanda de reacción estándar (50 µl) para PCR con lectura de prueba con Pfu-polimerasa
25

Composición µl/ tanda de 50 µl

Tampón de reacción Pfu-PCR 10 x 5

Mezcla de dNTP (2 mM cada nucleótido) 5

Cebador directo (2 µM) 12,5

Cebador inverso (2 µM) 12,5

ADN cromosómico 1 (10 – 50 ng)

Pfu-polimerasa (2,5 U/µl) 2

H2Obidest. 12

Se obtuvo un fragmento de gen con una longitud de 1,1 kb.

4. Clonación del gen para la malonil-coenzima A-reductasa
30

Para la clonación del gen para la malonil-coenzima A-reductasa de Sulfolobus tokodaii se clonó el gen amplificado 
en el Ejemplo 3 de manera no específica con el kit de expresión “pCR T7 Topo TA Expressión Kit” (Invitrogen, 
Karlsruhe) en el vector pCR T7/CT-Topo (Invitrogen, Kalsruhe). La realización tuvo lugar de acuerdo con los datos 
del fabricante.

35
Para el aislamiento del ADN del plásmido, a partir de cultivos durante una noche de 5 ml de células de TOP10F’ de 
E. coli transformadas se preparó el ADN del plásmido con el kit “QIAprep Spin Plasmid Miniprep Kit” de Qiagen
(Hilden) según las instrucciones del fabricante.

5. Preparación de un vector de expresión40

Para la preparación de un vector de expresión que comprende el gen para malonil-coenzima A-reductasa, el vector 
de clonación aislado y obtenido en el Ejemplo 4 se somete a una digestión por restricción con las enzimas de 
restricción NcoI y BamHI. Para ello, se mezclan bien 25-27 μl de ADN del plásmido (vector de expresión pTrc99A o 
bien vector pCR T7/CT-Topo con el gen incorporado de la malonil-coenzima A-reductasa) con 5 μl de tampón de 45
reducción 10 veces concentrado y 2-3 μl de enzima de restricción (10 U/μl; Fermentas, St. Leon-Rot). La tanda de 
reacción se completó con H2O dest hasta 50 μl y se incubó durante 5 h a la temperatura indicada por el fabricante. 
Antes del uso ulterior se llevó a cabo una precipitación en etanol. Para ello, el ADN se mezcló con 3 unidades en 
volumen de etanol al 100% y 0,1 unidades en volumen de tampón acetato de sodio 3 M (pH 5,3) y se incubó 
durante 2 h o a lo largo de una noche a -80ºC. Después de una etapa de centrifugación (20 min, 14.000 rpm, 4ºC, 50
centrífuga de mesa Eppendorf), el residuo se retiró cuidadosamente y el ADN se lavó con 3 unidades en volumen 
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de etanol al 70% (v/v). Después de incubación durante 10 min a la temperatura ambiente, se centrifugó de nuevo 
(10 min, 14.000 rpm, 4ºC, centrífuga de mesa Eppendorf) y se desechó el residuo. El ADN se secó durante 1 hora 
a la temperatura ambiente y, a continuación, se recogió en el volumen deseado H2O o tampón TE (Tris10 mM/HCl 
(pH 8,0), NaEDTA 1 mM).

5
A continuación, se utiliza fosfatasa alcalina con el fin de separar los grupos 5’-fosfato del vector de doble cadena 
linearizado. De este modo, se aumenta la eficacia de clonación, ya que se impide un religamiento del vector. Se 
utilizó fosfatasa alcalina de intestinos de ternero para la desfosforilación del vector digerido.

La desfosforilación se llevó a cabo en el mismo tampón que la digestión por restricción. 50 μl de tanda de 10
restricción se mezclaron con 1,5 μl de CIAP (siglas inglesas de fosfatasa alcalina del intestino de ternero) (1U/μl; 
Fermentas, St. Leon-Rot) y se incubaron durante 30 min a 37ºC. Antes del uso ulterior del vector cortado y 
desfosforilado, se llevó a cabo la precipitación en etanol tal como se ha descrito precedentemente.

Para el ligamiento del ADN del inserto con el vector de expresión se utiliza la T4 ADN-ligasa, empleándose ADN 15
del plásmido y ADN del inserto en una relación molar de 1:3 - 1:6.

Soluciones patrón:

Tampón de ligamiento (10 veces): Tris 0,5 M/HCl, pH 7,620
MgCl2 100 mM,
0,5 mg/ml de BSA
filtrar en condiciones estériles, almacenamiento a la temperatura 
ambiente,

ATP (adenosintrifosfato) 5 mM emplearlo siempre reciente en H2O dest estéril25
DTE (ditioeritritol) 5 mM emplearlo siempre reciente en tampón de ligamiento

Las tandas de ligamiento tenían un volumen de 50 μl. ADN del plásmido (2-10 μl), ADN del inserto (2-20 μl), 5 μl 
de tampón de ligamiento con DTE (50 mM) y la cantidad correspondiente de H2Odest estéril se pipetearon 
conjuntamente, se sometieron a un vórtice, se separaron brevemente por centrifugación y, a continuación, se 30
incubaron durante 5 min a 45ºC. La tanda se enfrió en hielo. Se añadieron 5 μl de ATP 5 mM y 1,5 μl de T4 ADN-
ligasa (1U/μl; Fermentas; St. Leon-Rot), y la tanda se mezcló. El ligamiento tuvo lugar durante una noche a 16ºC.

La tanda de ligamiento se empleó directamente para la transformación de células químicamente competentes.
35

6. Transformación de células de E. coli con el vector de expresión

Partiendo de una colonia individual de células Rosetta 2 de E. coli se cultivó un cultivo durante una noche de 5 ml. 
Con 0,5-1,0 ml de este cultivo se inocularon a la mañana siguiente 50 ml de medio LB (Sambrook et al., “Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual” Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989). 40
Después de incubación durante 1,5 - 2 h (37ºC, sacudimiento (180 rpm)) se alcanzó una DO578 nm de 0,6. Las 
células se enfriaron durante 10 min en hielo y, a continuación, se separaron por centrifugación durante 5 min a 
5.000 rpm y 4ºC (rotor GSA, centrífuga Sorvall). El sobrenadante se desechó y el precipitado celular se 
resuspendió en 2,7 ml de disolución fría de CaCl2 0,1 M. Después de la adición de 2,3 ml de glicerol estéril al 50% 
(v/v), la suspensión de células se distribuyó en porciones (en cada caso 300 μl) en recipientes de reacción 45
Eppendorf de 1,5 ml. Las células competentes se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y, a 
continuación, se almacenaron a -80ºC.

Para la transformación de las células se descongeló una parte alícuota de las células químicamente competentes 
(300 μl) en hielo y se mezcló con 25 μl de una tanda de ligamiento. La tanda se mezcló cuidadosamente y se 50
incubó durante 30 min en hielo. Después de un choque de calor (42ºC, 1 min) se incubó de nuevo durante 5 min en 
hielo. A continuación, se añadieron 800 μl de medio LB (Sambrook et al., 1989), y las células se sacudieron 
durante 1 h a 37ºC (termomezclador, Eppendorf 5436). Antes de extender la tanda sobre medio LB, la tanda se 
concentró todavía. Para ello, se separó por centrifugación durante 1 min a 10.000 rpm, del sobrenadante se 
desecharon 750 μl y el precipitado celular se resuspendió. De esta tanda concentrada se extendieron 50 μl, 100 μl 55
y 200 μl en placas LB (Sambrook et al., 1989) con 10 μg/ml de ampicilina y se incubó durante una noche a 37ºC 
en la incubadora. Las placas se aclararon con 1 ml de medio LB. Con esta suspensión de células se inocularon a 
continuación 150 ml de medio LB (con 100 μg/ml de ampicilina) en matraces con deflector de Erlenmeyer de 500 
ml. Los cultivos crecieron a 37ºC y a 180 rpm. La sobre-expresión tuvo lugar mediante inducción del promotor en 
pTrc99A mediante la adición de IPTG (isopropil-β-D-tiogalactopiranósido) 0,5 M a una DO578 nm de 0,6. Los cultivos 60
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inducidos se incubaron durante 3 h bajo las condiciones mencionadas y, a continuación, se recolectaron a una 
DO578 nm = 2,7.

7. Detección de la actividad enzimática
5

La cepa de E. coli obtenida en el Ejemplo 6 se disgregó por medio de un molino de células. El material disgregado 
de las células se calentó durante 15 min hasta 85ºC. A esta precipitación de calor coagulan las enzimas no 
estables térmicamente y precipitan. Dado que la proteína diana es estable al calor, queda retenida en el 
sobrenadante. Para la medición de la actividad de malonil-coenzima A-reductasa, el sobrenadante se diluyó en la 
relación 1:50 en tampón TM (Tris 50 mM/Cl, MgCl2 1 mM, pH 8,1). A 500 μl de tampón HIPS (HEPES 100 10
mM/NaOH, MgCl2 5 mM, ditioeritritol 1 mM, que contenía NADPH 0,5 mM se pipetearon 30 μl del sobrenadante 
diluido o bien no diluido (para la detección de la actividad de metilmalonil-coenzima A-reductasa). En una primera 
tanda se inició la reacción mediante la adición de malonil-coenzima A, siendo la concentración final de 0,5 mM. Se 
determinó la disminución de la absorción de NADPH a 365 nm. La actividad enzimática determinada ascendió a 
15,5 μmol/min/mg de proteína (15,5 U/mg).15

En una segunda tanda se inició la reacción mediante la adición de metilmalonil-coenzima A (razón social Fluka, nº 
de art.: 67767), ascendiendo la concentración final a 2,0 mM. Se determinó la disminución de la absorción de 
NADPH. La actividad enzimática determinada ascendió a 0,24 μmol/min/mg de proteína (0,24 U/mg).
De estos resultados se puede deducir que el polipéptido que codifica la secuencia de ADN con la SEQ.-ID.-NO. 03 20
cataliza tanto la reacción de malonil-CoA como también de metilmalonil-coenzima A.
Por cada mol de malonil-CoA o bien de metilmalonil-CoA empleado se oxidó 1 mol de NADPH. De ello se puede 
deducir que la reacción enzimática conduce al correspondiente semialdehído.

Ejemplo 325

La presente invención se continúa explicando en el Ejemplo 3 con ayuda de la preparación de ácido metacrílico 
mediante una célula recombinante que es capaz de producir ácido 3-hidroxiisobutírico a través de metilmalonato-
semialdehído como producto previo partiendo de glucosa como fuente de carbono. Para ello se sobre-expresaron 
en C. glutamicum ATCC13032, entre otras, las enzimas metilmalonil-coenzima A-mutasa (E1) y 3-30
hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (E4).

1. Clonación de los genes NCgl1470, NCgl1471 y NCg11472 (arginina/sistema de transporte de ornitina-
ATPasa, metilmalonil-coenzima A-mutasa y metilmalonil-coenzima A-mutasa, dominio/subunidad N-
terminal) en pEKEx2, construcción de pEKEx2MCM cgl35

Para las manipulaciones de ADN se utilizaron técnicas convencionales tal como se indican en Sambrook, J. et al. 
(1989), “Molecular Cloning: a laboratory manual”, 2ª ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
Nueva York. Las amplificaciones de ADN se llevaron a cabo con la Pwo-ADN polimerasa de SAWADY (Peqlab 
Biotechnologie, Erlangen, Alemania) o Pfx-ADN-polimerasa de platino (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). Si no se 40
indicó de otro modo, la utilización de las polimerasas tuvo lugar de manera correspondiente a los datos de los 
fabricantes. Oligonucleótidos para las amplificaciones por PCR y la introducción de puntos de corte por restricción 
se obtuvieron de MWG-Biotech (Ebersberg, Alemania). La detección de cepas construidas tuvo lugar mediante 
PCR de colonias con Taq Polymerase READYMIX (Sigma, Taufkirchen, Alemania), así como preparaciones de 
plásmidos. Fragmentos de ADN se purificaron y obtuvieron con el kit de extracción de gel MinElute (Qiagen, 45
Hilden, Alemania) según los datos del fabricante. El ADN del plásmido se aisló mediante kits Qiaprep spin Miniprep 
(Qiagen, Hilden, Alemania). Todos los plásmidos construidos se verificaron mediante análisis de restricción con 
subsiguiente secuenciación.

Para la construcción de pEKEx2MCM_cgl se empleó el vector pEKEx2 (Kleinertz et al., 1991, Gene 102:93), que 50
permite la transcripción de genes clonados bajo el control del promotor tac inducible por isopropil-β-D-
tiogalactopiranósido (IPTG) y del sistema represor lac (lacIq). El fragmento de ADN de 5,2 kb de tamaño, el cual 
codifica los genes NCgl1470, NCgl1471 y NCgl1472 se amplificó mediante los siguientes oligonucleótidos y ADN 
de Corynebacterim glutamicum ATCC13032 como moldes:

55
pcg1859-57_directo (SEQ.-ID-NO. 23):
5’-cggtcgacaaggagatatagataTGACTGATCTCACAAAGACTGC-3,
y
pcg1857-59_inverso (SEQ.-ID-NO. 24):
5’-cTTAGGCTTTGTCGAACGCCTCC-3’.60
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(En mayúsculas se indican las secuencias complementarias a la secuencia del genoma).

En los productos amplificados se introdujeron adicionalmente puntos de corte por restricción (subrayados) y un 
lugar de unión al ribosoma (aaggag) de 8 nucleótidos delante del codón de iniciación. En tal caso, el codón de 5
iniciación TTG original fue sustituido por ATG. El material amplificado por PCR se fosforiló con polinucleótido 
quinasa (Roche, Basilea, Suiza) y el extremo romo se clonó en el punto de corte SmaI de vector pUC19 (Yanisch-
Perron et al., 1985, Gene 33: 103-19). La identidad y el carácter correcto del inserto de 5,2 kb, se confirmó 
mediante secuenciación. A continuación, a partir del derivado pUC19 se aisló el fragmento de 5,2 kb como 
fragmento SalI y se ligó en el punto de corte SalI del vector pEKEx2. Con ayuda de la digestión por restricción se 10
eligieron plásmidos con la orientación correcta y uno de ellos se designó pEKEx2MCM cgl. El plásmido obtenido se 
muestra en la Figura 21.

2. Clonación de la 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa de Thermus thermophilus en pEKEx2, construcción 
de pECXT99A MMCoAR 3HIBDH15

El gen de la 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (3HIBDH) de Thermus thermophilus (TTHA0237) se sintetizó 
teniendo en cuenta el uso de codones de C. glutamicum. El gen optimizado por el uso del codón (SEQ.-ID.-NO. 25) 
se sintetizó en el vector pGA4 (pGA4_3HIBDH, Figura 22). Mediante digestión del vector pGA4_3HIBDH con las 
endonucleasas KpnI y Ecl136II, el gen de 3HIBDH se ligó en el vector pGA5_MMCoAR linearizado con las enzimas 20
de restricción BamHI (y subsiguiente reacción de relleno) y KpnI, un vector que ya contiene una secuencia derivada 
de la metilmalonil-coenzima A-mutasa de Sulfolobus tokodaii bajo el control de la expresión funcional del promotor 
T7. El vector pGA5_MMCoAR_3HIBDH resultante se representa en la Figura 23.

A partir del vector pGA5_MMCoAR_3HIBDH se clonó, mediante digestión con KpnI y Ecl136II, el inserto con la 25
metilmalonil-coenzima A-reductasa y la 3HIBDH en el vector diana pECXT99A linearizado mediante digestión con 
las endonucleasas de restricción BamHI (y subsiguiente reacción de relleno) y KpnI (número de acceso: AY219684, 
Figura 24) (vector resultante pECXT99A_MMCoAR_3HIBDH, Figura 25).

3. Preparación con pEKEx2MCM cgl y pECXT99A 2HIBDH varIIMMCoAR de células de C. glutamicum30
transformadas

La preparación de células competentes de C. glutamicum ATCC13032 tuvo lugar tal como se describe en Tauch et 
al. (Curr Microbiol. 2002, 45: 362-367). ADN de pEKEx2MCM_cgl y pEC-XT99A_3HIBDH_varIIMMCoAR se 
introdujo mediante electroporación y se seleccionaron transformantes en agar de cerebro-corazón de la razón 35
social Merck (Darmstadt, Alemania) que había sido suplementado con 50 mg/l de canamicina y 5 mg/l de 
tetraciclina (Liebl et al. FEMS Microbiol Lett., 1989, 53: 299-303). De los transformantes se aisló el ADN del 
plásmido, y éste se caracterizó mediante digestión por restricción. De este modo se obtuvo pEKEx2MCM_cgl/pEC-
XT99A_3HIBDH_varIIMMCoAR de C. glutamicum.

40
4. Cultivo y preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico

Colonias individuales de C. glutamicum pEKEx2MCM_cgl/pEC-XT99A_3HIBDH_varIIMMCoAR se inocularon en 25 
ml de medio completo (medio de cerebro-corazón) con 15 μg/l de canamicina y 5 μg/l de tetraciclina y se cultivaron
durante una noche a 30ºC y 200 rpm. Como control se cultivó el tipo salvaje sin antibióticos.45

Los cultivos se separaron por centrifugación (10 min, 4ºC, 5292 x g) y se lavaron con solución salina (NaCl al 
0,9%). Las células se resuspendieron en 25 ml (en matraces de 250 ml) de medio GCXII con antibióticos (15 μg/l 
de canamicina y 5 μg/l de tetraciclina). La cepa portadora de plásmidos se indujo con IPTG 0,5 mM (12,5 μl de la 
solución madre 1 M).50

Medio mínimo CGXII (según Keilhauer et al., J Bacteriol. 1993, 175: 5595-5603):
20 g de (NH4)2SO4

5 g de urea
1 g de K2HPO455
1 g de KH2PO4

42 g de MOPS
1 ml de MgSO4 x 7 H2O (25 g/100 ml, filtrado en condiciones estériles)
1 ml de CaCl2 x 2 H2O (1,32 g/100 ml, filtrado en condiciones estériles)

60
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Las sales se disolvieron en aprox. 800 ml de agua bidest. y el pH se ajustó a 7 con KOH. Para ello, se añadieron 
aprox. 20-25 plaquitas de KOH y a continuación se titularon con KOH 10 N a pH 7. Los componentes de los 
medios se completaron entonces con agua bidestilada hasta 900 ml y se trataron en autoclave.

Después del tratamiento en autoclave, se añadió 1 ml de disolución salina de trazas.5

Disolución salina de trazas:
1 g de FeSO4 x 7 H2O
1 g de MnSO4 x 7 H2O
0,1 g de ZnSO4 x 7 H2O10
0,02 g de CuSO4

0,002 g de NiCl2 x 6 H2O 

Las sales se disolvieron en 100 ml de H2O desionizada y en tal caso se acidificó con HCl (papel de pH aprox. pH 
1). A continuación, la disolución se filtró en condiciones estériles.15

Al medio se añadieron 100 ml de glucosa al 50% (concentración final 5%), para una concentración final de 4% se 
añaden 80 ml de glucosa al 50% y 20 ml de agua bidest. estéril.

El medio se suplementó con 1 ml de biotina (20 mg/100 ml), 60 μg/l de coenzima B12 (después de 7 h), propionato 20
0,1 mM (después de 22 h) y disolución salina de trazas.

Al cabo de 27 h pudieron detectarse en una muestra 6 mg/l de ácido 3-hidroxiisobutírico mediante cromatografía 
de iones (Metrohm Compact IC 761 con automuestreador, fase móvil: NaOH 8 mM; columna: Dionex AS15 4 x 250 
mm + antecolumna AG15 4 x 50 mm; temperatura de la columna: 25ºC, caudal: 1,4 mL/min; detector: 25
conductividad; volumen de inyección: 10 μl; tiempo de funcionamiento: 30 min (Figura 26). La identidad del ácido 
3-hidroxiisobutírico se confirmó mediante acumulación de ácido 3-hidroxiisobutírico químicamente puro (30 mg/l) 
(Figura 27).

5. Deshidratación de ácido 3-hidroxiisobutírico para formar metacrilato30

5 ml de disolución de ácido 3-hidroxiisobutírico (0,2 g/L), producida según el Ejemplo 4 precedente, se mezclan 
con agitación con NaOH (0,06 mg). La disolución se incuba bajo agitación y enfriamiento a reflujo a 185 - 195ºC 
bajo vacío (300 torr). A lo largo de un espacio de tiempo de 5 h, se añaden cada hora en cada caso otros 0,5 mg 
de ácido ácido 3-hidroxiisobutírico en 5 mL. La disolución contiene p-metoxifenol al 0,4 por ciento en peso con el 35
fin de impedir una polimerización del metacrilato. Después de 24 h de incubación, finaliza la reacción. La 
conversión de ácido 3-hidroxiisobutírico en metacrilato asciende a más de 90%. La separación del ácido 
metacrílico de la tanda de reacción tiene lugar mediante destilación.

Ejemplo 440

La presente invención se explica adicionalmente en el Ejemplo 4 con la ayuda de la preparación de ácido 
metacrílico mediante una célula de E. coli recombinante que es capaz de formar ácido 3-hidroxiisobutírico a través 
de metilmalonato-semialdehído como producto previo y a través de acriloil-coenzima A como producto intermedio.

45
Para la reacción de la fuente de C glicerol para formar ácido 3-hidroxiisobutírico con células de E. coli
recombinantes, los genes de siete enzimas diferentes se clonaron en una serie de plásmidos de expresión. Para 
ello, se aprovecharon los vectores Duet (Merck, Alemania). En este caso, se trata de un sistema de cuatro vectores 
de expresión que son todos compatibles entre sí y, además, presentan diferentes marcadores de resistencia a 
antibióticos.50

1. En particular, para la reacción de glicerol para formar ácido 3-hidroxiisobutírico se clonaron en vectores 
de expresión los genes que codifican las siguientes enzimas:

a) Glicerol-deshidratasa (EC 4.2.1.30) (GD) de Klebsiella pneumoniae. La enzima cataliza la deshidratación, 55
dependiente de adenosilcobalamina de glicerol para formar 3-HPA (3-hidroxipropionaldehído). Se 
compone de tres subunidades (GD-alfa, GD-beta y GD-gamma), que se presentan codificadas en un 
operón en K. pneumoniae de 3 genes (gldA, gldB y gldC).

b) Factor de reactivación de K-pneumoniae. Dado que glicerol-deshidratasas dependientes de 60
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adenosilcobalamina son inactivadas mediante glicerol, se requiere adicionalmente para la reacción de 
glicerol para formar 3-HPA, la actividad de un factor de reactivación. El factor de reactivación para la 
glicerol-deshidratasa de K. pneumoniae es codificado por los genes gdrA y gdrB.

c) Aldehído-deshidrogenasa AldH de E. coli. Para la reacción de 3-HPA para formar ácido 3-5
hidroxipropiónico (3-HP) se amplificó el gen aldH de  E. coli.

d) Propinil-coenzima A-sintasa (Pcs) de Chloroflexus aurantiacus (codificada por el gen pcs). La propionil-
coenzima A-sintasa cataliza la reacción de 3-HP para formar propionil-coenzima A. Se trata de una 
enzima trifuncional y contiene tres dominios funcionales. El dominio de acil-coenzima A-sintetasa (ACS) 10
cataliza la activación de 3-HP para formar 3-hidroxipropionil-CoA. A continuación de ello tiene lugar la 
deshidratación para formar acrilil-CoA, catalizada por el dominio enoil-CoA-hidratasa (ECH) de la Pcs. El 
dominio de enoil-CoA-reductasa (ECR) de la Pcs cataliza finalmente la reducción dependiente de NADPH 
del acrilil-CoA para formar propionil-CoA. No obstante, esta reacción es irrelevante para el proyecto 
descrito, ya que aquí el producto intermedio acrilil-CoA es hecho reaccionar ulteriormente por parte de la 15
siguiente enzima (crotonil-CoA carboxilasa/reductasa, véase más abajo).

e) Crotonil-coenzima A-carboxilasa/reductasa (enzima E62) (Ccr) de Rhodobacter sphaeroides (codificada 
por el gen ccR). La actividad principal de la Ccr se encuentra en la carboxilación reductora de crotonil-
coenzima A para formar etilmalonil-CoA. Sin embargo, la enzima muestra una amplia especificidad por el 20
sustrato y convierte de manera muy eficaz acrilil-coenzima A en metilmalonil-coenzima A.

f) Malonil-CoA reductasa (Mcr, E2 y E3) de Sulfolobus tokodaii (codificada por el gen mcr). La Mcr cataliza 
preferentemente la reducción dependiente de NADPH de malonil-coenzima A para formar malonato-
semiladehído. Sin embargo, también presenta una actividad secundaria con metilmalonil-coenzima A 25
como sustrato y convierte a éste en metilmalonato-semialdehído.

g) 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (E4) (3-HIB-DH) de Thermus thermophilus (codificada por el gen 
MmsB). Esta enzima cataliza la reacción reversible, dependiente de NADPH, de metilmalonato-
semialdehído para formar ácido 3-hidroxiisobutírico (3-HIB).30

2. En lo que sigue se describe con detalle la estrategia de clonación para la sobre-expresión heteróloga de 
las enzimas arriba descritas.

a) Construcción del plásmido pACYCDuet-KpGDRF para la sobre-expresión del factor de reactivación de 35
glicerol-deshidratasa (GDRF).

Primeramente se amplificaron mediante PCR los genes gdrA (sínónimo ORF4) y gdrB (sinónimo ORF2b), 
que codifican las dos subunidades de GDRF de K. pneumoniae. Como matriz se utilizó ADN cromosómico 
de la cepa DSM2026 de K. pneumoniae.40

Para la amplificación de gdrA se emplearon los siguientes oligonucleótidos:

orf4fw (SEQ.-ID-NO. 26):
5’-TGAAGATCCTAGGAGGTTTAAACATATGCCGTTAATAGCCGGGATTG-3’)45

orf4Salrv (SEQ.-ID-NO. 27):
5’-TATATAGTCGACTTAATTCGCCTGACCGGCCAG-3’;
(subrayada la secuencia de reconocimiento de SalI).

50
Para la amplificación de gdrB se emplearon los siguientes oligonucleótidos:

            orf2bPcifw (SEQ.-ID-NO. 28):
5’-TATATAACATGTCGCTTTCACCGCCAGGC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de PciI)55

orf2brv (SEQ.-ID-NO. 29):
5’-CATATGTTTAAACCTCCTAGGATCTTCAGTTTCTCTCACTTAACGGCA GG-3’).
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Los productos de la PCR obtenidos se fusionaron entre sí seguidamente mediante PCR de 
sobrecruzamiento.

Para ello se emplearon los siguientes oligonucléotidos:
5

orf2bNcofw (SEQ.-ID-NO. 30):
(5’-TATATACCATGGCGCTTTCACCGCCAGGC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NcoI)

orf4Salrv (SEQ.-ID-NO. 31):10
5’-TATATAGTCGACTTAATTCGCCTGACCGGCCAG-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de SalI)

El producto de la PCR (2.220 pb) se purificó por medio del kit de purificación de PCR QIAquick de Qiagen, 
Hilden, de acuerdo con los datos del fabricante y se ligó en el vector pCR-BluntII-TOPO, obteniéndose el 15
vector pCR-BluntII-Topo-KpGDRF. El ligamiento y la subsiguiente transformación en células de E. coli
tienen lugar según los datos del fabricante Invitrogen Corporation, Carlsbad (Zero Blunt TOPO PCR 
Cloning Kit).

La secuencia de GDRF se separó por corte del vector a continuación mediante digestión de pCR-BluntII-20
Topo-KpGDRF con PciI y SalI y se ligó en el vector de expresión pACYC-Duet cortado con NcoI y SalI, 
obteniéndose pACYC-Duet-KpGDRF (6.142 pb).

b) Contrucción del plásmido pAS50_Ec_aldH para la sobre-expresión de la glicerol-deshidratasa (GD) de K. 
pneumoniae y de la aldehído-deshidrogenasa aldH de E. coli.25

Las tres subunidades de la GD de K. penumoniae están organizadas de forma natural en un operón 
(genes gldA, gldB y gldC). Se amplificaron mediante PCR, utilizándose como matriz de nuevo ADN 
cromosómico de DSM2026 de K. pneumoniae.

30
Se emplearon los siguientes oligonucleótidos para la amplificación:

KpGDNdefw (SEQ.-ID-NO. 32):
5’-TATATACATATGAAAAGATCAAAACGATTTGCAGTACTGG-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NdeI)35

KpGDSalrv (SEQ.-ID-NO. 33):
5’-TATATAGTCGACTTAGCTTCCTTTACGCAGCTTATGC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de SalI)

40
El material amplificado se ligó en el vector pCR-BluntII-TOPO, obteniéndose el vector pCR-BluntII-Topo-
KpGD. El ligamiento y la subsiguiente transformación en células de E. coli tuvo lugar según los datos del 
fabricante Invitrogen Corporation, Carlsbad (Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit).

El fragmento que codifica GD se separó por corte del vector pCR-BluntII-Topo-KpGD con XbaI (rellenado 45
en los extremos romos mediante Klenow) y NdeI y se ligó en un vector de expresión pET-Duet cortado con 
NdeI y EcoRV, obteniéndose el plásmido pAS50 (8161 pb).

Seguidamente, se amplificó el gen aldH de E. coli. Para ello, se empleó ADN cromosómico de E. coli K12
como molde, y como cebadores de PCR se emplearon los oligonucleótidos50

1228_ald_fp (SEQ.-ID-NO. 34):
5’-AAAACATATGAATTTTCATCATCTGGCTTACTGG-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NdeI) y

55
1228_ald_rp (SEQ.-ID-NO. 35):
5’-AAAACATATGTATATTTCCTTCTTTCAGGCCTCCAGGCTTATCCAGATG-3’)
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NdeI)

El material amplificado por PCR se purificó a través de gel y, a continuación, se ligó en el sitio NdeI del 60
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plásmido pAS50 mediante digestión con NedI, obteniéndose el plásmido pAS50_Ec_aldH (9.666 pb).

c) Construcción del plásmido pCDFDuet-1_Rs_ccR_Cau_pcs para la sobre-expresión de la propionil-
coenzima A-sintasa (Pcs) de Chloroflexus aurantiacus así como de la crotonil-coenzima A-
carboxilasa/reductasa (CCR) de Rhodobacter sphaeroides.5

Para la expresión heteróloga en E. coli y la purificación de la CCR, el gen se clonó en el vector de 
expresión pTE3d, obteniéndose el plásmido pTE13: el gen ccr de R. sphaeroides se amplificó mediante 
PCR utilizando los oligonucleótidos

10
ccr-fw (SEQ.-ID-NO. 36):
5’-GGAGGCAACCATGGCCCTCGACGTGCAGAG-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NcoI) y

ccr-rev (SEQ.-ID-NO. 37):15
5’-GAGACTTGCGGATCCCTCCGATCAGGCCTTGC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de BamHI)

empleándose ADN cromosómico de la cepa R. sphaeroides 2.4.1. (DSMZ 158) como moldes. El producto 
de la PCR se ligó como fragmento NcoI/BamHI en el vector pET3d cortado con NcoI/BamHI (Merck, 20
Alemania), obteniéndose el plásmido pTE13.

A partir del pTE13 se clonó el gen ccr como fragmento NcoI/BamHI en los lugares de corte de NcoI/BamHI 
del plásmido pCDFDuet-1 (Merck, Alemania), obteniéndose el plásmido pCDFDuet-1_Rs_ccr.

25
Seguidamente, el gen pcs de C. aurantiacus se amplificó mediante PCR con los oligonucleótidos

            1228_Cau_pcs_fp(71) (SEQ.-ID-NO. 38):
5’-AAAACATATGATCGACACTGCGCCCCTTGC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NdeI) y30

1228_Cau_pcs_rp(74) (SEQ.-ID-NO. 39):
5’-AAGACGTCCTACCGCTCGCCGGCCGTCC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de AatII)

35
utilizándose ADN cromosómico de la cepa C. aurantiacus OK-70-fl (DSM 636) como moldes. El material 
amplificado se ligó en el vector pCDFDuet-1_Rs_ccr correspondientemente cortado después de la 
purificación mediante extracción en gel a través de digestión con NdeI/AatII, obteniéndose el plásmido 
pCDFDuet-1_Rs_ccr_Cau_pcs (10472 pb).

40
d) Construcción del plásmido pCOLA-Duet_St_mcr_Ocg_Tth_HIBDH_oCg para la sobre-expresión de la 

malonil-CoA-reductasa (Mcr) de Sulfolobus tokodaii así como de la 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (3-
HIB-DH) de Thermus thermophilus.

Mediante la síntesis del gen se preparó primeramente una variante del gen mcr de S tokodaii adaptada al 45
uso del codón de Corynebacterium glutamicum (St_mcr_oCg). La síntesis tuvo lugar en la razón social 
GeneArt, Alemania, y se habilitó el gen artificial St_mcr_oCg en forma del plásmido pGA4-MMCoAR_ST 
(SEQ.-ID.-NO. 40). El ADN de pGA4-MMCoAR_ST se empleó como molde de PCR con el fin de 
amplificar el gen artificial St_mcr_oCg con los oligonucleótidos

50
1228_MMCoAR_fp (SEQ.-ID-NO. 41):
5’-AACCATGGGCCGCACCCTGAAGG-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NcoI) y

1228_MMCoAR_rp (SEQ.-ID-NO. 42):55
5’-AAGGATCCTTACTTTTCGATGTAGCCCTTTTCC-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de BamHI)

Después de la purificación mediante extracción en gel, el material amplificado se digerió con NcoI/BamHI
y se ligó en los correspondientes lugares de corte del plásmido pCOLADuet_1 (Merck, Alemania), 60
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obteniéndose el plásmido pCOLA-Duet_St_mcr_oCg.

Una variante del gen MmsB de T. thermophilus adaptada al uso del codón de Corynebacterium glutamicum
(que codifica una 3-HIB-DH) se habilitó asimismo mediante la síntesis de gen (GeneArt, Alemania), a 
saber en forma del plásmido pGA4_3HIBDH_TT (SEQ ID NO 43).5

pGA4_3HIBDH_TT se empleó como molde de PCR con el fin de amplificar el gen Tth_HIBDH_oCg
artificial con los oligonucleótidos

1228_Tth_HIBDH_fp (SEQ.-ID-NO. 44):10
5’-AAAACATATGGAAAAGGTGGCATTCATCG-3’
(subrayada la secuencia de reconocimiento de NdeI) y

1228_Tth_HIBDH_rp (SEQ.-ID-NO. 45):
5’-AAAAGATCTTTAGCGGATTTCCACACCGCC-3’15
(subrayada la secuencia de reconocimiento de BglII)

Después de la extracción del gel, el material amplificado se cortó con NdeI/BglII y se ligó en los lugares de 
corte NdeI/BglII del plásmido pCOLA-Duet_St_mcr_oCg, obteniéndose el plásmido pCOLA-
Duet_St_mcr_oCg_Tth_HIBDH_oCg (5.620 pb).20

e) Los 4 plásmidos pACYCDuet-KpGDRF, pAS50_Ec_aldH, pCDFDuet-1_Rs_ccR_Cau_pcs y pCOLA-
Duet_St_mcr_oCg_Tth_HIBDH_oCg se co-transformaron subsiguientemente de acuerdo con el protocolo 
del fabricante en células BL21 (DE3) de E. coli químicamente competentes y adquiribles en el comercio 
(Merck, Alemania). La selección tuvo lugar en agar LB suplementado con ampicilina (25 μg/ml), 25
cloranfenicol (17 μg/ml), canamicina (15 μg/ml) y estreptomicina (25 μg/ml).

f) Inducción de los plásmidos de expresión en E. coli

Las cepas de E. coli descritas precedentemente en e) y portadoras de plásmidos se cultivaron en medio 30
M9 modificado (6,8 g/l de Na2HPO4 x 2H2O; 3 g/l de KH2PO4; 0,5 g/l de NaCl; 1 g/l de NH4Cl; 1,25 g/l de 
extracto de levadura; glicerol al 1% v/v; 15 mg/l de CaCl2 x 2H2O; 250 mg/l de MgSO4 x 7 H2O; solución 
de vitamina Gibco MEM al 1% v/v; 41,9 g/l de MOPS). El medio se suplementó con ampicilina (25 μg/ml), 
cloranfenicol (17 μg/ml), canamicina (15 μg/ml) y estreptomicina (25 μg/ml). Todo el cultivo (cultivos 
previos y cultivos principales) tuvo lugar en un sacudidor regulado en temperatura a 37ºC. Primeramente 35
se cultivaron las cepas en 5 ml de medio a lo largo de una noche. Seguidamente, 20 ml de medio se 
inocularon en matraces con deflectores de 100 ml en la relación 1 : 20 a partir del cultivo durante una 
noche y se continuaron cultivando. Al alcanzar una DO600 de aprox. 0,8, se añadieron 6 μM de cobalamina 
y 1 μM de IPTG y se continuaron incubando durante 4 horas. En este instante se retiraron 2,5 ml de 
suspensión de células y se almacenaron a -20ºC hasta el análisis.40

g) La detección y cuantificación de 3-HIB tuvo lugar mediante cromatografía de iones (IC) y detección de la 
conductividad. Para ello, muestras de 2,5 ml se descongelaron a la temperatura ambiente y se separaron 
por centrifugación (10 min, 13.200 rpm). El sobrenadante se purifica a través de un filtro de jeringa 
(tamaño de poros 0,44 μm). La medición tiene lugar con un aparato Metrohm Compact IC 761 con 45
automuestreador. Fase móvil: NaOH 8 mM. Columna: Dionex AS15 4 x 250 mm, antecolumna AG15 4 x 
50 mm. Temperatura de la columna: 25ºC. Caudal: 1,4 ml/min. Volumen de inyección: 10 μl.

h) Deshidratación de ácido 3-hidroxiisobutírico para formar metacrilato
50

5 ml de disolución concentrada de ácido 3-hidroxiisobutírico (0,2 g/L), producida según el procedimiento 
precedente, descrito en f), se mezclan con agitación con NaOH (0,06 mg). La disolución se incuba con 
agitación y refrigeración a reflujo a 185 - 195ºC bajo vacío (300 torr). A lo largo de un espacio de tiempo 
de 5 h se añaden cada hora en cada caso otros 0,5 mg de ácido 3-hidroxiisobutírico en 5 mL. La 
disolución contiene p-metoxifenol al 0,4 por ciento en peso con el fin de impedir una polimerización de 55
metacrilato. Después de incubación durante 24 h, termina la reacción. La conversión de ácido 3-
hidroxiisobutírico en metacrilato asciende a más del 90%. La separación de ácido metacrílico a partir de la 
tanda de reacción tiene lugar mediante destilación.

60
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REIVINDICACIONES 

 
1.- Un procedimiento para la preparación de ácido metacrílico o ésteres del ácido metacrílico, que comprende las 
etapas de procedimiento 5 
IA) preparación de ácido 3-hidroxiisobutírico mediante un procedimiento que comprende la etapa de 

procedimiento de la puesta en contacto de una célula que fue modificada por tecnología genética con 
respecto a su tipo salvaje, de modo que, en comparación con su tipo salvaje, es capaz de formar más ácido 
3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, con un medio nutricio que 
contiene como fuente de carbono hidratos de carbono, glicerol, dióxido de carbono, metano, metanol, L-10 
valina o L-glutamato, bajo condiciones en las que a partir de la fuente de carbono se forman ácido 3-
hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-hidroxiisobutírico, eventual purificación del 
ácido 3-hidroxiisobutírico a partir del medio nutricio, así como, eventualmente, neutralización del ácido 3-
hidroxiisobutírico,  

IB) deshidratación del ácido 3-hidroxiisobutírico bajo formación de ácido metacrílico, así como, eventualmente, 15 
esterificación del ácido metacrílico, en el que 

1) la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en 
ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a través de metilmalonato-semiladehído 
en calidad de producto previo, y en el que 
1a) la célula es capaz de formar ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-20 

hidroxiisobutírico a través de succinil-coenzima A como producto intermedio, y en el que  
1a1) la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de 

una enzima E1 que cataliza la reacción de succinil-coenzima A para formar metilmalonil-
coenzima A, y/o 

1a2)  la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 25 
menos una de las siguientes enzimas E2 a E4: 
- de una enzima E2 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para 
formar metilmalonato, 
- de una enzima E3 que cataliza la reacción de metilmalonato para formar 
metilmalonato-semialdehído, 30 
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para 
formar 3-hidroxiisobutirato, o 

1a3)  la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 
menos una de las siguientes enzimas E4, E5, E6 y E7: 
- de una enzima E6 que cataliza la reacción de (R)-metilmalonil-coenzima A para 35 
formar (S)-metilmalonil-coenzima A, 
- de una enzima E7 que cataliza la reacción de (S)-metilmalonil-coenzima A para 
formar propionil-coenzima A, 
- de una enzima E5 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar 
metilmalonato-semialdehído, 40 
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para 
formar ácido 3-hidroxiisobutírico, o 

1a4)  la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 
menos una de las siguientes enzimas E4, E5 y E7: 
- de una enzima E7 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para 45 
formar propionil-coenzima A, 
- de una enzima E5 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar 
metilmalonato-semialdehído, 
- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para 
formar ácido 3-hidroxiisobutírico, o 50 

1a5)  la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 
menos una de las siguientes enzimas E28 y E46: 
- de una enzima E46 que cataliza la reacción de L-glutamato para formar 2-
oxoglutarato; 
- de una enzima E28 que cataliza la reacción de 2-oxoglutarato para formar 55 
succinil-coenzima A, o 

1b) la célula es capaz de formar ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico a través de propionil-coenzima A como producto intermedio, y en el que  
1b1) la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 

menos una de las siguientes enzimas E4, E5 y E47 a E52: 60 

ES 2 422 382 T3

 



 
 

93 
 

 

- de una enzima E47 que cataliza la reacción de acetil-coenzima A para formar 
malonil-coenzima A, 

- de una enzima E48 que cataliza la reacción de malonil-coenzima A para formar 
malonato-semialdehído, 

- de una enzima E49 que cataliza la reacción de malonato-semialdehido para 5 
formar 3-hidroxipropionato, 

- de una enzima E50 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionato para formar 3-
hidroxipropionil-coenzima A, 

- de una enzima E51 que cataliza la reacción de 3-hidroxipropionil-coenzima A 
para formar acriloil-coenzima A, 10 

- de una enzima E52 que cataliza la reacción de acriloil-coenzima A para formar 
propionil-coenzima A, 

- de una enzima E5 que cataliza la reacción de propionil-coenzima A para formar 
metilmalonato-semialdehído, 

- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semaldehído para 15 
formar 3-hidroxiisobutirato, o 

1c) la célula es capaz de formar ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-
hidroxiisobutírico a través de propionil-coenzima A como producto intermedio, y 
1c1)  la célula presenta una actividad, incrementada en comparación 
  con su tipo salvaje, de al menos una de las siguientes enzimas E2 a E4 y E56, E72 y E73: 20 

- de una enzima E72 que cataliza la reacción de beta-alanina para formar beta-
alanil-coenzima A, 

- de una enzima E73 que cataliza la reacción de beta-alanil-coenzima A para 
formar acrilil-coenzima A, 

- de una enzima E56 que cataliza la reacción de acrilil-coenzima A para formar 25 
metilmalonil-coenzima A, 

- de una enzima E2 que cataliza la reacción de metilmalonil-coenzima A para 
formar metilmalonato, 

- de una enzima E3 que cataliza la reacción de metilmalonato para formar 
metilmalonato-semialdehído, 30 

- de una enzima E4 que cataliza la reacción de metilmalonato-semialdehído para 
formar ácido 3-hidroxiisobutírico, o 

2) la formación de ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en 
ácido 3-hidroxiisobutírico tiene lugar a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A en calidad de producto 
previo, y en el que 35 
2a) la célula es capaz de formar ácido 3-hidroxiisobutírico o polihidroxialcanoatos basados en ácido 3-

hidroxiisobutírico a través de isobutiril-coenzima A como producto intermedio, y en el que  
2a1) la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 

menos una de las siguientes enzimas E76 a E79, E60, E61 y E8: 
- de una enzima E76 que cataliza la reacción de piruvato para formar 2-40 
acetolactato, 
- de una enzima E77 que cataliza la reacción de 2-acetolactato para formar 2,3-
dihidroxiisovalerato, 
- de una enzima E78 que cataliza la reacción de 2,3-dihidroxiisovalerato para 
formar 2-oxoisovalerato, 45 
- de una enzima E79 que cataliza la reacción de 2-oxoisovalerato para formar 
isobutiril-coenzima A, 
- de una enzima E60 que cataliza la reacción de isobutiril-coenzima A para formar 
metacrilil-coenzima A, 
- de una enzima E61 que cataliza la reacción de metacrilil-coenzima A para formar 50 
3-hidroxiisobutiril-coenzima A, 
- de una enzima E8 que cataliza la reacción de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para 
formar 3-hidroxi-isobutirato, o 

2a2) la célula presenta una actividad, incrementada en comparación con su tipo salvaje, de al 
menos una de las siguientes enzimas E8 E60 a E61 y E79 a E80: 55 
- de una enzima E80 que cataliza la reacción de L-valina para formar 2-

oxoisovalerato, 
- de una enzima E79 que cataliza la reacción de 2-oxoisovalerato para formar 

isobutiril-coenzima A, 
- de una enzima E60 que cataliza la reacción de isobutiril-coenzima A para formar 60 
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metacrilil-coenzima A, 
- de una enzima E61 que cataliza la reacción de metacrilil-coenzima A para formar 

3-hidroxiisobutiril-coenzima A, 
- de una enzima E8 que cataliza la reacción de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para 

formar 3-hidroxiisobutirato. 5 
 
2.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que la enzima E1 en 1a1) es una metilmalonil-coenzima A-
hidrolasa (EC 5.4.99.2). 
 
3.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 1a1) la enzima  10 
E2 es una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.2.1.17), 
E3 es una aldehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o una aldehído-oxidasa (EC 1.2.3.1) y 
E4 es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 
1.1.1.35). 
 15 
4.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 1a3) la enzima  
E6 es una metilmalonil-coenzima A-epimerasa (EC 5.1.99.1), 
E7 es una metilmalonil-coenzima A-descarboxilasa (EC 4.1.1.41), 
E5 es una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27), y 
E4 es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 20 
1.1.1.35). 
 
5.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 1a4) la enzima  
E7 es una metilmalonil-coenzima A-descarboxilasa (EC 4.1.1.41), 
E5 es una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27), y 25 
E4 es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 
1.1.1.35). 
 
6.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 1a5) la enzima  
E46 es una glutamato-sintasa (EC 1.4.1.13 o EC 1.4.1.14), una glutamato-deshidrogenasa (EC 1.4.1.2, EC 1.4.1.3 o 30 
EC 1.4.1.4) o una aspartato-transaminasa (EC 2.6.1.1 o EC 2.6.1.2) y 
E28 es una 2-oxoglutarato-sintasa (EC 1.2.7.3). 
 
7.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 1b1) la enzima  
E4 es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 35 
1.1.1.35), 
E5 es una metilmalonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27), 
E47 es una malonil-coenzima A-descarboxilasa (EC 4.1.1.9), una malonato-coenzima A-transferasa (EC 2.8.3.3), 
una metilmalonil-coenzima A-carboxitransferasa (EC 2.1.3.1) o una acetil-coenzima A-carboxilasa (EC 6.4.1.2), 
E48 es una malonato-semialdehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.18), 40 
E49 es una 3-hidroxipropionato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.59), 
E50 es una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A hidrolasa (EC 3.1.2.4), 
E51 es una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17) y  
E52 es una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3). 
 45 
8.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 1c1) la enzima  
E72 es una coenzima A-transferasa (EC 2.8.3.1) o coenzima A-sintetasa, preferiblemente una coenzima A-
transferasa, 
E73 es una beta-alanil-coenzima A-amonio-lisasa (EC 4.3.1.6), 
E56 es una crotonil-coenzima A-descarboxilasa 50 
E2 es una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.17), 
E3 es una aldehído-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o una aldehído-oxidasa (EC 1.2.3.1) y  
E4 es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 
1.1.1.35). 
 55 
9.-  El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 2a2) la enzima  
E8 es una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4), 
E76 es una acetolactato-sintasa (EC 2.2.1.6), 
E77 es una dihidroxiisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.86), 
E78 es una 2,3-dihidroxiisovalerato-deshidratasa (EC 4.2.1.9), 60 
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E79 es una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.25 o EC 1.2.4.4), 
E60 es una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3), una butiril-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.2) o 
una 2-metilacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.12) y 
E61 es una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17). 
 5 
10.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que en 2a2) la enzima  
E8 es una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4), 
E60 es una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3), una butiril-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.2) o 
una 2-metilacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.12), 
E61 es una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4-2.1.17), 10 
E79 es una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.25 o EC 1.2.4.4) y 
E80 es una aminoácido-transferasa (EC 2.6.1.42). 
 
11.- El procedimiento según la reivindicación 1, en el que la célula se puede obtener mediante un procedimiento para 
la preparación de una célula modificada por tecnología genética, que comprende la etapa de procedimiento del 15 
incremento de la actividad de al menos una de las enzimas mencionadas en las reivindicaciones 1 a 10 en la célula. 
 
12.- Un procedimiento para la preparación de ácido polimetacrílico o ésteres del ácido polimetacrílico, que 
comprende las etapas de procedimiento 
IIIA) preparación de ácido metacrílico mediante un procedimiento según una de las reivindicaciones 1 a 11, 20 
IIIB) polimerización en los radicales del ácido metacrílico, 
pudiendo esterificarse, al menos en parte, eventualmente los grupos carboxilo del ácido metacrílico o bien el grupo 
carboxilato del metacrilato antes o después de la polimerización en los radicales. 
 

25 
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