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DESCRIPCION
Un procedimiento para la preparacion de acido metacrilico o ésteres del acido metacrilico

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de acido metacrilico o ésteres del acido
metacrilico, asi como a un procedimiento para la preparacién de acido polimetacrilico o ésteres del acido
polimetacrilico.

El acido metacrilico es un importante producto intermedio que encuentra aplicacién, en particular, en forma de sus
ésteres alquilicos para la preparacion de polimeros. Un derivado del acido metacrilico conocido es, por ejemplo, el
éster metilico del acido metacrilico. Actualmente, la produccién anual mundial de ésteres metilicos del acido
metacrilico asciende a aprox. 1,5 millones de toneladas. Los ésteres del acido polimetacrilico son materias primas
empleables de manera variada en el sector de los materiales sintéticos.

La produccién comercial de acido metacrilico tiene lugar, habitualmente, mediante oxidacion en fase gaseosa
heterogénea, catalizada en dos etapas, de compuestos de carbono C, tales como butileno, isobutileno, butano, iso-
butano, alcohol t-butilico o metacroleina a masas de 6xidos de multiples metales sélidas como catalizador. La
mezcla gaseosa de producto obtenida con ello, la cual contiene, junto al acido metacrilico, ademas numerosos
productos secundarios, es sometida a continuacion a una condensacion total obteniéndose una disolucién acuosa
de acido metacrilico, o es absorbida en una mezcla de disolventes adecuada. Después, le sigue habitualmente una
purificacién ulterior de las fases liquidas asi obtenidas mediante destilacion, cristalizacion, extraccion o mediante
una combinacién de estas medidas. Junto a la oxidacidn en fase gaseosa catalitica de compuestos de carbono Ca,
el acido metacrilico puede formarse también mediante una deshidrogenacion catalitica oxidativa a partir de acido
isobutirico, tal como se describe, por ejemplo, en el documento EP-A-0 356 315. Otra posibilidad para la
preparacion de acido metacrilico la ofrece el denominado “Proceso ACH”, el que acetocianhidrina y acido sulfurico
se hacen reaccionar bajo la formacién de metacrilamida como producto intermedio, la cual se hace reaccionar
luego posteriormente con agua para formar acido metacrilico. A continuacion, tiene lugar una purificacién por
destilacion del acido metacrilico asi obtenido. Este procedimiento se describe, por ejemplo, en el documento EP-A-
1 359 137.

El documento EP1186592 describe un procedimiento para la produccién de metacrilatos en el que acido a-
hidroxiisobutirico reacciona con un alcohol en presencia de un catalizador sélido. Por el contrario, el documento
US 3.562.320 muestra la produccion de acido metacrilico en un procedimiento en el que el acido a-
hidroxiisobutirico es deshidrogenado bajo la influencia de calor y un catalizador de sal metalica.

El inconveniente de estos procedimientos habituales para la preparacion de acido metacrilico estriba, entre otros,
en que tanto en la preparacion del acido metacrilico propiamente dicho como también en las siguientes etapas de
purificacién por destilacion se produce, en virtud de la elevada tendencia a la polimerizacion del acido metacrilico
por parte de las etapas de procedimiento térmicamente lastrantes, una formacion de dimeros u oligémeros lo cual
esta ligado, junto a la complejidad de purificacion adicional, también con una pérdida de rendimiento.

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

En particular, la presente invencion tuvo por misién indicar un procedimiento para la preparacién de acido
metacrilico, en el que el acido metacrilico se pueda obtener con el menor nimero posible de etapas térmicamente
lastrantes.

También, este procedimiento debia hacer posible preparar el acido metacrilico a partir de materias primas
renovables, en particular a partir de hidratos de carbono y/o a partir de glicerol.

Una contribucion a la solucién de los problemas precedentemente mencionados la ofrece un procedimiento para la
preparacion de acido metacrilico o ésteres del acido metacrilico, que comprende las etapas de procedimiento

IA) preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico mediante un procedimiento que comprende la etapa de
procedimiento de la puesta en contacto de una célula que fue modificada por tecnologia genética con
respecto a su tipo salvaje, de modo que, en comparacion con su tipo salvaje, es capaz de formar mas
acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, con un medio
nutricio que contiene como fuente de carbono hidratos de carbono, glicerol, diéxido de carbono, metano,
metanol, L-valina o L-glutamato, bajo condiciones en las que a partir de la fuente de carbono se forman
acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, eventual
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purificaciéon del acido 3-hidroxiisobutirico a partir del medio nutricio, asi como, eventualmente,
neutralizacion del acido 3-hidroxiisobutirico, teniendo lugar la formacion del acido 3-hidroxiisobutirico o de
los polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico preferiblemente a través de metilmalonato-
semialdehido o a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo;

IB) deshidratacion del acido 3-hidroxiisobutirico bajo formacion de &acido metacrilico, asi como,
eventualmente, esterificacion del acido metacrilico.

En la medida en que la formacién de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico tenga lugar a través de metilmalonato-semialdehido como producto previo, se prefiere, ademas,
que la formacion 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 formacién de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico tenga lugar a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo, se prefiere, ademas,
que la formacién tenga lugar a través de isobutiril-coenzima A o a través de 3-hidroxibutiril-coenzima A,
preferiblemente a través de 3-hidroxibutiril-coenzima A como otro producto intermedio.

La expresién “producto previo”, tal como se utiliza en esta memoria, define un compuesto quimico el cual puede
hacerse reaccionar en sélo una unica etapa de reaccion y por via enzimatica para formar acido 3-hidroxiisobutirico,
mientras que la expresion “producto intermedio” define un compuesto quimico que no puede hacerse reaccionar en
s6lo una etapa de reaccién por via enzimatica para formar acido 3-hidroxiisobutirico.

La expresion “acido 3-hidroxiisobutirico”, tal como se utiliza en esta memoria, describe siempre el correspondiente
acido carboxilico C4 en la forma en la que se presenta después de la formacién mediante los correspondientes
microorganismos en funcion del valor del pH. La expresion comprende, por consiguiente, siempre la forma de
acido pura (acido 3-hidroxiisobutirico), la forma de base pura (3-hidroxiisobutirato) asi como mezclas a base de la
forma protonada y desprotonada del acido. Ademas, la expresion “acido 3-hidroxiisobutirico” comprende
basicamente tanto el estereoisomero (R) como también el estereoisémero (S), siendo particularmente preferido el
estereoisémero (S).

La formulacién “de que es capaz de formar mas acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en
acido 3-hidroxiisobutirico en comparacién con su tipo salvaje” se refiere también al caso de que el tipo salvaje de
la célula modificada por tecnologia genética no sea capaz de formar en absoluto acido 3-hidroxiisobutirico o
polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, pero al menos cantidades detectables algunas de
estos compuestos, y so6lo puedan formarse cantidades detectables de estos componentes después de la
modificacién por tecnologia 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 evolucién. La expresion se utiliza tanto para la célula completa
como también para genes individuales. Bajo la expresion “tipo salvaje” caen, por lo tanto, en particular no aquellas
células o bien aquellos genes cuyas secuencias génicas hayan sido modificadas, al menos en parte, por el hombre
mediante procedimientos recombinantes.

A partir del acido 3-hidroxiisobutirico se obtiene a continuacion acido metacrilico mediante una reaccién de
deshidratacion moderada. En el caso de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico pueden
aislarse las vesiculas contenidas en las células, que estan llenas de estos polihidroxialcanoatos, y a continuacion
disociarse los polimeros, obteniéndose acido 3-hidroxiisobutirico que luego puede ser deshidratado, obteniéndose
acido metacrilico.

En este caso, se prefiere, de acuerdo con la invencién que la célula modificada por tecnologia genética y empleada
en el procedimiento de acuerdo con la invencién sea modificada por tecnologia genética de modo que en un
intervalo de tiempo definido, preferiblemente en el espacio de 2 horas, todavia mas preferiblemente en el espacio
de 8 horas y lo mas preferiblemente en el espacio de 24 horas, forme al menos 2 veces, de manera
particularmente preferida al menos 10 veces, de manera mas preferida al menos 100 veces, todavia de manera
mas preferida al menos 1.000 veces, y de la manera mas preferida al menos 10.000 veces mas acido 3-
hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico que el tipo salvaje de la célula. El
aumento de la formacion de productos puede determinarse en tal caso, por ejemplo, debido a que la célula
empleada en el procedimiento de acuerdo con la invencién 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 continuacion, se
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determina la cantidad de producto diana (acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico) en el medio nutricio.

Las células empleadas en el procedimiento de acuerdo con la invenciéon pueden ser procariotas o eucariotas. En
este caso, se puede tratar de células de mamiferos (tales como, por ejemplo, células de seres humanos), de
células vegetales o de microorganismos tales como levaduras, hongos o bacterias, siendo particularmente
preferidos microorganismos y siendo lo mas 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
(DSMZ) (Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos Celulares), Braunschweig, Alemania, como cepas de
bacterias, levaduras u hongos.

Bacterias adecuadas de acuerdo con la invencion pertenecen a los géneros que estan recogidos en

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

levaduras adecuadas de acuerdo con la invencion pertenecen a aquellos géneros que estan recogidos bajo

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

y hongos adecuados de acuerdo con la invencion son aquellos que estan recogidos bajo

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

De manera particularmente preferida, de acuerdo con la invencion 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, empleandose de manera mas preferida Brevibacterium flavum, Brevibacterium
lactofermentum, Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces lactis, Candida blankii, Candida rugosa,
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 invencién se emplea una célula en la que la
formacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar
a través de metilmalonato-semialdehido como producto previo.

Conforme a una primera forma de realizacion particular de esta primera variante del procedimiento de acuerdo con
la invencién se prefiere que la formacion del acido 3-hidroxiisobutirico o del polihidroxialcanoato basado en acido
3-hidroxiisobutirico tenga lugar preferiblemente a través de succinil-coenzima A como producto intermedio, en
donde la célula modificada por tecnologia genética y empleada en esta forma de realizacion del procedimiento de
acuerdo con la invencion es capaz de aprovechar como fuente de carbono a hidratos de carbono, glicerol o
glutamato.

En tal caso, en relacion con la primera forma de realizacion particular de la primera variante del procedimiento de
acuerdo con la invencion puede ser ventajoso que la célula modificada por tecnologia genética y empleada en esta
forma de realizacion del procedimiento de acuerdo con la invencién presente una actividad incrementada de una
enzima E; en comparacion con su tipo salvaje, la cual cataliza la reacciéon de succinil-coenzima A para formar
metilmalonil-coenzima A (véase la Figura 1).

La expresién “actividad incrementada de una enzima” tal como se utiliza precedentemente en relaciéon con la
enzima E; y en las especificaciones subsiguientes en relacion con las enzimas E,, etc., se ha de entender
preferiblemente como actividad intracelular incrementada.

Las explicaciones que siguen ahora para el aumento de la actividad enzimatica en células son validas 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. Basicamente, un aumento de la actividad enzimatica puede
conseguirse aumentando el numero 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
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correspondiente enzima con una actividad incrementada, y eventualmente combinando estas medidas. Células
modificadas por tecnologia genética de acuerdo con la invencidbn se generan, por ejemplo, mediante
transformacion, transduccion, conjugacion o una combinacion 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 expresion del gen. La expresion
heterdloga se alcanza, en particular, mediante la integracion del gen o de los alelos en el cromosoma de la célula o
en un vector extracromosomico replicante.

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

La expresion de las enzimas o bien genes mencionados precedentemente y de todos los mencionados en lo que
sigue se puede detectar con ayuda de la separacion en gel de proteinas mono- y bi-dimensional y subsiguiente
identificacion optica de la concentracion de proteinas con un correspondiente software de evaluacion en el gel. Si el
aumento de una actividad enzimatica se basa exclusivamente en un aumento de la expresion del gen
correspondiente, entonces la cuantificacion del aumento de la actividad enzimatica puede determinarse de manera
sencilla mediante una comparacion de las separaciones de proteinas mono- o bi-dimensionales entre tipo salvaje y
célula modificada por tecnologia genética. Un método habitual para la preparacién de los geles de proteinas en el
caso de bacterias corineformes y para la identificacion de las proteinas es el modo de proceder descrito por
Hermann et al, (Electrophoresis, 22: 1712.23 (2001)). La concentracién de proteinas puede analizarse asimismo
mediante hibridacion de transferencia Western con un anticuerpo especifico para la proteina a detectar (Sambrook
et al., Molecular Cloning: a laboratory manual, 22 ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. EE.UU. 1989) y subsiguiente evaluacion o6ptica con un correspondiente software para la determinacion de la
concentracion (Lohaus y Meyer (1989) Biospektrum 5: 32-39; Lottspeich (1999), Angewandte Chemie 111: 2630-
2647). La actividad de proteinas de union 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-
2155). El efecto de proteinas de union a ADN sobre la expresion de otros genes puede detectarse mediante
diferentes métodos bien descritos del ensayo del gen informador (Sambrook et al., Molecular Cloning: a laboratory
manual, 2% ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y. EE.UU., 1989). Las actividades
enzimaticas intracelulares pueden determinarse segun 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.
(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 determinaciéon de la actividad de una determinada enzima, la determinacion
del aumento de la actividad enzimatica y también la determinacion de la disminucion de una actividad enzimatica
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
Wilson et al., Journal of Bacteriology 183: 2151-2155 (2001).

Si el aumento de la actividad enzimatica se realiza mediante mutacion del gen enddgeno, entonces pueden
generarse de forma no orientada, mutaciones de este tipo, ya sea segun métodos clasicos tales como, por
ejemplo, mediante irradiacion UV, o mediante productos quimicos desencadenantes de mutaciones, o de forma
deliberada por medio de métodos de tecnologia genética tales como delecion o deleciones, insercion o inserciones
y/o intercambio o intercambios de nucledtidos. Mediante estas mutaciones se obtienen células modificadas por
tecnologia genética. Mutantes particularmente preferidos de enzimas son, en particular, también aquellas enzimas
que ya no pueden ser inhibidas por retroalimentacion o que lo sean al menos de manera reducida en comparacion
con la enzima de tipo salvaje.

Si el aumento de la actividad enzimatica se realiza mediante el aumento de la expresién de una enzima, entonces
se aumenta, por ejemplo, el nimero de copias de los genes correspondientes o se muta la regiéon del promotor y
de regulacioén o el sitio de unién al ribosoma que se encuentra aguas arriba del gen estructural. De igual manera
actian las casetes de expresion que se incorporan aguas arriba del gen estructural. Mediante promotores
inducibles es adicionalmente posible aumentar la expresion en cualquier instante arbitrario. Ademas de ello, al gen
de la enzima pueden asociarse, en calidad de secuencias reguladoras, sin embargo también los denominados
“potenciadores” que determinan asimismo una expresion del gen incrementada a través de una interaccion
mejorada entre ARN-polimerasa y ADN. Mediante medidas para prolongar la vida del ARNm se mejora asimismo
la expresion. Ademas, impidiendo la degradacion de la proteina enzimatica se refuerza asimismo la actividad
enzimatica. Los genes o construcciones de genes se presentan en tal caso en plasmidos con un numero diferente
de copias o estan integrados y amplificados en el cromosoma. Alternativamente, se puede alcanzar, ademas, una
sobre-expresion de los genes respectivos mediante variacion de la composicion de los medios y la realizacion 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, 428-430
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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 Puhler (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
genética y biologia molecular. Las medidas precedentemente descritas conducen, al igual que las mutaciones, a
células modificadas por tecnologia genética.

Para el aumento de la expresidon de los genes respectivos se emplean, por ejemplo, plasmidos episomales. En
calidad de plasmidos se adecuan, en particular, aquellos que son replicados en bacterias corineformes.
Numerosos vectores de plasmidos 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 plasmidos cripticos pHM1519, pBL1 o pGA1. Otros
vectores de plasmidos 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)
pueden emplearse de igual manera.

Ademas, también vectores de plasmidos de este tipo, con ayuda de los cuales se puede aplicar el procedimiento a
la amplificacién del gen mediante integracion en el cromosoma, se adecuan ademas, tal como se describid, por
ejemplo, por Reinscheid et al. (Applied and Environmental Microbiology 60: 126-132 (1994)) para la duplicacion o
bien amplificacion del operén hom-thrB. En el caso de este método, el gen completo es clonado en un vector de
plasmido que puede replicarse en un hospedante (tipicamente Escherichia coli), pero no en Corynebacterium
glutamicum. En calidad de vectores entran en consideracion, por ejemplo, pSUP301 (Simon et al., Bio/Technology
1: 784-791 (1983)), pK18mob o pK19mob (Schafer 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-
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 plasmido que contiene el gen a amplificar
es transformado a continuacion, mediante conjugacion o transformacion, en la cepa deseada de Corynebacterium
glutamicum. El método de la conjugacién se describe, por ejemplo, en Schéafer et al., Applied and Environmental
Microbiology 60: 756-759 (1994). Métodos para la transformacion se describen, por ejemplo, en Thierbach et al.,
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 recombinacion homdloga por
medio de un acontecimnto de “cross-over” (sobrecruzamiento), la cepa resultante contiene al menos dos copias del
gen correspondiente.

Por la formulacion 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 mas preferida de al menos 100, de manera todavia mas preferida de al menos 1.000 y, de la
manera mas preferida de al menos 10.000. Ademas, la célula modificada por tecnologia genética y empleada en el
procedimiento de acuerdo con la invencion, 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, solo después del aumento de la actividad enzimatica, por
ejemplo mediante sobre-expresion, muestra una actividad detectable de esta enzima Ex. A este respecto, el término
“sobre-expresion” o la formulacion “aumento de la expresion” utilizada en las siguientes realizaciones, comprende
también el caso de que una célula de partida, por ejemplo una célula de tipo salvaje, no presente o no presente al
menos expresion detectable alguna y so6lo mediante procedimientos recombinantes sea inducida una expresion
detectable de la enzima E,.

Por la formulacion utilizada en lo que sigue, “actividad reducida de una enzima E’ se entiende de manera
correspondiente, preferiblemente, una actividad disminuida en un factor de al menos 0,5, de manera
particularmente preferida de al menos 0,1, de manera mas preferida de al menos 0,01, de manera todavia mas
preferida de al menos 0,001 y de la manera mas preferida, de al menos 0,0001. La disminucion de la actividad de
una enzima determinada puede tener lugar, por ejemplo, mediante mutacién dirigida, mediante la adicion de
inhibidores competitivos 0 no competitivos o mediante otras medidas conocidas por el experto en la materia para
disminuir la expresion de una enzima determinada.

En el caso de la enzima E4, la cual cataliza la reaccion 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,
6
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mcmA1, mcmA2, mcmB, mcm1, mcm2, mcm3, icmA, meaA1 y meaA2. Las secuencias de nucleétidos de estos
genes pueden tomarse, por ejemplo, de la “Kyofo 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 nucleétidos de European Molecular
Biologies Laboratories (EMBL, Heidelberg, Alemania o bien Cambridge, Reino Unido).

Conforme a una forma de realizacién particularmente preferida de la primera variante del procedimiento del
procedimiento de acuerdo con la invencion, en el caso de la enzima E; 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 aminoacidos conforme a SEQ.—ID-NO. 02.

Ademas, conforme a una primera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea
una célula modificada por tecnologia genética, en la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio
y metilmalonato-semialdehido como producto previo en la preparacién de acido 3-hidroxiisobutirico o de
polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, se prefiere que la célula modificada por tecnologia
genética y empleada conforme a esta alternativa del procedimiento de acuerdo con la invencion presente,
eventualmente de manera adicional a la actividad incrementada de la enzima E4, una actividad, incrementada en
comparacion con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E» a E4 (véase la Figura 2):

- de una enzima E; que cataliza la reaccion de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;

- de una enzima E; que cataliza la reaccion de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehido;

- de una enzima Es4 que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para formar acido 3-
hidroxiisobutirico.

De acuerdo con la invencion se emplean particularmente células en las que esta incrementada la actividad de las
siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E,, Es, Es4, EoE3, EzEs, E3E4, E2EsE4, siendo la mas preferida
E>E3Es. Ademas, es posible que una enzima sea capaz de catalizar también al menos a dos de las etapas de
reaccion precedentemente descritas. Asi, por ejemplo, puede emplearse una enzima que presente tanto la
actividad de la enzima E; como también la de la enzima Es (y, por consiguiente, catalice la reaccién de
metilmalonil-coenzima A directamente para formar metilmalonato-semialdehido) tal como, por ejemplo, la malonil-
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 aminoacidos conforme a SEQ.—-ID.-NO. 04, o bien una enzima que presente las
tres actividades enzimaticas E», Ez y E4 tal como la malonil-coenzima A-reductasa de Chloroflexus aurantiacus
(Hugler et al., Journal of Bacteriology 184, paginas 2.404-2.410, 2002).

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E, sea una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.17)
E; sea una aldehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o una aldehido-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).

La enzima E; es codificada preferiblemente por el gen aox1. La metilmalonil-coenzima A-hidrolasa del higado 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), paginas 11.415-11.421.

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, t7023.15, f1511.19, tT17F15.130, ald1, ald2, ald4, ald5, ald6,
acl044Wp, adr417wp, msc?, tb06.5F5.780, aldH, puuC, putA, aldA, badH, alkH, pcD, rsp1591, rs01031, exaC,
acoD, dhal, pchA, aldB, dha$S, betB, ywdH, ycbD, aldX, aldY, aldA1, aldA2, aldC, pcd, cgl0546, cgl2668, cgl2796,
scg11A.05, sci30A.27c, sce9.27c, sck13.05c, sc5H4.03, thcA, gabD2, alkH, aldH, aldh1, aldY1, aldY2, aldY3,
aldY4, aldY5, aldY®6, aldY7 y aldhT.

Genes adecuados para la enzima Es4 se eligen del grupo consistente en hibadh, cg15093, cg15093, cg4747,
mwlL2.23, t13k14.90, f19b15.150, hibA, ygbJ, mmsB, mmsB, garR, tsar, mmsB-1, mmsB-2, yfjR, ykwC, ywijF,
hibD, gIxR, 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.
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Chem., 245, paginas 1.828 a 1.835, Steele et al-(1992), J. Biol. Chem., 267, paginas 13.585 a 13.592, Harris et al.
(1988), J. Biol. Chem., 263, paginas 327 a 331, Harris et al., Biochim. Biophys. Acta, 1645 (1), paginas 89 a 95,
Hawes et al. (2000), Methods Enzymol., 324, paginas 218 a 228, Harris et al., J. Biol. Chem., 275 (49), paginas
38.780 a 38.786, Rougraff et al. (1988), J. Biol. Chem., 263(1), paginas 327 a 331, Robinson et al., J. Biol. Chem.,
225, paginas 511 a 521, Hawes et al. (1995), Biochemistry, 34, paginas 4.231 a 4.237, Hasegawa J. (1981), Agric.
Biol. Chem., 45, paginas 2.805 a 2814, Hawes et al. (1996), FEBS Lett., 389, paginas 263 a 267, Hawes et al.
(1996), Enzymology and Molecular Biology of Carbonyl Metabolism, Plenum Press, Nueva York, paginas 395 a 402,
Adams et al. (1994), Structure, 2, paginas 651 a 668, Zhang et al. (1999), Biochemistry, 38, paginas 11.231 a
11.238, Mirny et al., (1999), J. Mol. Biol., 291, paginas 177 a 196 y Lokanath et al. (2005), J Mol Biol.

Las secuencias de nucledtidos de los genes precedentemente mencionados, asi como de otros genes para las
enzimas E; 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 realizacién particularmente preferida de esta alternativa del procedimiento de
acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que succinil-
coenzima A se forma como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido se forma como producto previo en
la preparaciéon de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, se
prefiere que para la reaccién de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato-semialdehido se emplee la
malonil-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 aminoacidos conforme a SEQ.—ID.-NO. 04. De acuerdo con otra forma
de realizacién particularmente preferida de esta variante, para la reacciéon de metilmalonil-coenzima A para formar
acido 3-hidroxiisobutirico se emplea la malonil-coenzima A-reductasa de Chloroflexus aurantiacus (Hugler et al.,
Journal of Bacteriology 184, paginas 2.404-2.410, 2002).

Ademas, en relacion con esta primera alternativa de la primera forma de realizacion particular del procedimiento de
acuerdo con la invencioén se prefiere que la célula modificada por tecnologia genética y empleada de acuerdo con
esta forma de realizacién presente una actividad de una enzima Es disminuida en comparacion con su tipo salvaje,
la cual presenta la reaccién de metilmalonato-semialdehido para formar propionil-coenzima A, tratandose en el
caso de esta enzima, preferiblemente, de una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27).

De acuerdo con una segunda alternativa del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una
célula modificada por tecnologia genética en la que se forman succinil-coenzima A en calidad de producto
intermedio y metilmalonato-semialdehido en calidad de producto previo en la preparacion de acido 3-
hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, se prefiere que la célula,
eventualmente de manera adicional a la actividad incrementada de la enzima Ei, presente una actividad
incrementada en comparacion con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E4 a E; (véase la
Figura 3):

- de una enzima Eg que cataliza la reaccion de (R)-metilmalonil-coenzima A para formar (S)-metilmalonil-
coenzima A;

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

- de una enzima Es que cataliza la reaccién de propionil-coenzima A para formar metilmalonato-
semialdehido;

- de una enzima Es que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para formar acido 3-
hidroxiisobutirico.

De acuerdo con la invencién, de manera particularmente preferida se emplean células en las que esta
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E4, Es, Es, E7, E4Es, E4Ee, E4E7,
E5E5, E5E7, E5E7, E4E5E5, E4E5E7, E4E5E7, E5E5E7 y E4E5E5E7, siendo la mas preferida E4E5E5E7.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Es sea una metilmalonil-coenzima A-epimerasa (EC 5.1.99.1)

E7 sea un metilmalonil-coenzima A-descarborxilasa (EC 4.1.1.41),

Es sea una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27) y

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

deshidrogenasa (EC 1.1.1.35).

Enzimas Es preferidas son en este caso aquellas que ya se han descrito precedentemente en relacion con la
8
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primera variante de la primera forma de realizacién preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion.

La enzima Eg es codificada preferiblemente por el gen mcee. Una metilmalonil-coenzima A-descarboxilasa (enzima
E7) adecuada se describe, por ejemplo, en Biochemistry, Vol. 39 (2000), paginas 4.630-4.639 por parte de Benning
et al. Genes adecuados para la enzima Es se eligen preferiblemente del grupo consistente en aldh6a1, cg17896,
t22¢12.10, 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.

Las secuencias de nucleotidos de los genes precedentemente mencionados para las enzimas Es, E¢ 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 invencion, en la que se emplea una
célula modificada por tecnologia genética en la que succinil-coenzima A se forma como producto intermedio y
metilmalonato-semialdehido se forma como producto previo en la preparacién de acido 3-hidroxiisobutirico o de
polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, se prefiere que la célula, eventualmente de manera
adicional a la actividad incrementada de la enzima E+, presente una actividad incrementada en comparacién con
su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E4, Esy E7 (véase la Figura 4):

- de una enzima E7 que cataliza la reaccion de metilmalonil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;

- de una enzima Es que cataliza la reaccién de propionil-coenzima A para formar metilmalonato-
semialdehido;

- de una enzima Es4 que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para formar acido 3-
hidroxiisobutirico.

Esta via corresponde esencialmente a la segunda variante de la primera forma de realizacion preferida del
procedimiento de acuerdo con la invencidon en la que, sin embargo, a diferencia de la segunda variante, la
preparacion de propionil-CoA tiene lugar directamente a partir de metilmalonil-coenzima A. Enzimas y genes
preferidos para las enzimas E4, Es y E7 son aquellos genes o bien enzimas que ya han sido mencionados
precedentemente en relacion con la segunda variante.

Ademas, de acuerdo con la primera forma de realizacion preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion
(y también de acuerdo con todas las formas de realizacién que se describen todavia en lo que sigue) puede
preferirse emplear una célula modificada por tecnologia genética que esté en condiciones de transformar el acido
3-hidroxiisobutirico formado en un polihidroxialcanoato. Polihidroxialcanoatos de este tipo son almacenados
intracelularmente por muchos microorganismos en forma de granulos que difractan intensamente la luz. A este
respecto, es especialmente preferido que la célula modificada por tecnologia genética y empleada en el
procedimiento de acuerdo con la invencion presente una actividad incrementada en comparaciéon con su tipo
salvaje de al menos una, preferiblemente de las dos siguientes enzimas Eg y Eq (véase la Figura 5):

- de una enzima Es que cataliza la reaccién de acido 3-hidroxiisobutirico para formar 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A;

- de una enzima Eg que cataliza la reacciéon de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar un
polihidroxialcanoato basado en acido 3-hidroxiisobutirico.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Es sea una 3-hidroxiisobutiril-CoA-hidrolasa (EC 3.1.2.4) y
Eg sea un polihidroxialcanoato-sintasa.

Tal como ya se ha explicado precedentemente, en el caso de la primera forma de realizacion preferida del
procedimiento de acuerdo con la invencion, el acido 3-hidroxiisobutirico o los polihidroxialcanoatos basados en
acido 3-hidroxiisobutirico se forman a partir de succinil-coenzima A como producto intermedio y a partir de
metilmalonato-semialdehido como producto previo. En tal caso, puede ser basicamente conveniente, junto a una
influencia de una o varias de las actividades de las enzimas E1 a Eg precedentemente mencionadas, influir también
sobre aquellas actividades de las enzimas que conduzcan a un aumento de la formacién de succinil-coenzima A en
la célula.

En la medida en que de acuerdo con la primera forma de realizaciéon particular de la primera variante del
9
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procedimiento de acuerdo con la invencién la formacién del acido 3-hidroxiisobutirico o del polihidroxialcanoato
basado en acido 3-hidroxiisobutirico tenga lugar a través de succinil-coenzima A como producto intermedio y
metilmalonato-semialdehido como producto previo a partir de hidratos de carbono o glicerol, conforme a una
ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa precedentemente descrita del procedimiento de
acuerdo con la invencién se prefiere que la célula empleada, modificada por tecnologia genética, presente una
actividad incrementada en comparacion con su tipo salvaje de al menos una, preferiblemente de las dos siguientes
enzimas Eq y E11 (véase la Figura 6):

- de una enzima E4o que cataliza la reaccion de fosfoenol-piruvato para formar oxalacetato;
- de una enzima E41 que cataliza la reaccién de piruvato para formar oxalacetato.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E1o sea una fosfoenolpiruvato-carboxilasa (EC 4.1.1.31) y
E1 sea una piruvato-carboxilasa (EC 6.4.1.1.).

La enzima E1o es codificada por los genes elegidos del grupo que comprende f2m16.21, 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 invencién estan 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.

La enzima E+ 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 invencién 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
6.852.516 y US 6.861.246. Otra piruvato-carboxilasa particularmente preferida de acuerdo con la invencion es el
mutante que esta 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),
paginas 217-223 (2002).

Las secuencias de nucledtidos de genes adecuados de las enzimas E+o 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 acido 3-hidroxiisobutirico a través de metilmalonil-coenzima A por
medio de las tres variantes mencionadas al comienzo.

Una primera via conduce a través de fumarato como producto intermedio. En este caso, de acuerdo con una
primera ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa precedentemente descrita del
procedimiento de acuerdo con la invencion en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética, en
la que se forma metilmalonato-semialdehido 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 Eq o E11, presente una actividad incrementada en comparacién con su tipo salvaje de al menos una de las
siguientes enzimas E+» a E15 (véase la Figura 7):

- de una enzima E+, que cataliza la reaccion de oxalacetato para formar malato;

- de una enzima E43 que cataliza la reaccion de malato para formar fumarato;

- de una enzima E44 que cataliza la reaccion de fumarato para formar succinato;

- de una enzima E4s que cataliza la reaccién de succinato para formar succinil-coenzima A.

De acuerdo con la invencién, se emplean particularmente en tal caso células en las que esta incrementada la
actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E12, E13, E14, E15, E12E13, E12E14, E12E15, E13E14,
E13E1s, E14E1s, E12E13E14, E12E13E15, E12E14E15, E13E14E15, E12E13E14E15, siendo la mas preferida E12E13E14E1s.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E12 sea una malato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.37) o una malato-quinona-oxidorreductasa (1.1.99.16),

E1s 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),y
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E1s sea una succinato-coenzima A-ligasa (EC 6.2.1.4 o EC 6.2.1.5).

La enzima Eq, es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende mdh1, mdh2, mor1,
cg10748, cg10749, cg5362, mdh-1, f46e10.10, f19p19.13, f12m16.14, t30120.4, k15m2.16, f1p2.70, f17i14.150,
mnl12.18, mik19.17, mdh3, adl164cp, adr152cp, adr252wp, mdhA, mdhC, mdhB, ybiC, mdh, yiaK, ybiC, allD, citH,
yjmC, citH, cgl2380, Idh, sqdB, mqgo, yojH, mgoA, mgoB, mgo1, mgo2, mqgo3, mqgo4 y cgl2001, siendo
particularmente preferido el gene mqo y el gen mdh.

La enzima E43 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende fh, th1, sc4094, sc4095,
t30b22.19, k3k7.11, acr013Cp, fum1, fum2, fum3, fum4, fumH, fumA, fumB, fumC, fumC1, fumC2, fum, ttdA, ttdB,
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, scb5g8.26c, scbac-31e11.02c,
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 Es es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende suclg1, suclg2,
loc434885, cg10622, dmel-CG6255, f11a3.3, 8115.30, mkd15.11, Isc1, Isc2, a-el211wp, afr134cp, scsA, scsB,
sucC y sucD.

Las secuencias de nucledtidos de genes adecuados de las enzimas E+» a E4s 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 E1, a E1s, también se puede
manifestar como ventajoso que la célula presente una actividad reducida en comparacion con su tipo salvaje de
una de las siguientes enzimas E+s a Es:

- de una enzima E+¢ que cataliza la reaccion de oxalacetato para formar citrato;

- de una enzima E47 que cataliza la reaccion de malato para formar oxalacetato;

- de una enzima E+g que cataliza la reaccion de succinil-coenzima A para formar succinato;
- de una enzima E49 que cataliza la reaccion de oxalacetato para formar fosfoenolpiruvato;
- de una enzima Ey que cataliza la reaccion de oxalacetato para formar piruvato;

- de una enzima E»1 que cataliza la reaccién de oxalacetato para formar aspartato;

- de una enzima E», que cataliza la reaccidon de malato para formar piruvato;

- de una enzima E»3; que cataliza la reaccién de piruvato para formar acetato.

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencién son en tal caso aquellas en las que esta reducida la
actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: Eis, Ei7, E1s ,E19, E20, E21 ¥y
E16E17E18E19E20E21E22E 23.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E1s sea una citrato-sintasa (EC 2.3.3.1 o EC 2.3.3.8),

Eq7 sea una malato-oxidasa (EC 1.1.3.3.),

E1s sea una succinil-CoA-hidrolasa (EC 3.1.2.3),

E19 sea una fosfoenolpiruvato-carboxiquinasa (EC 4.1.1.49 0 4.1.1.32),

E2o sea una oxalacetato-descarboxilasa (EC 4.1.1.3),

E2q sea un aspartato-transaminasa (EC 2.6.1.1),

E2 sea una malato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.38, 0 EC 1.1.1.39 0 EC 1.1.1.40),
E2s 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, f719.21, f4i1.16, t20n10.90, t20n10.100, t209.80, cit1, cit2, cit3, aar004cp, agr002wp, cshA, gltA, citZ, cit, prpC,
cisY, cis, mmgD, citA, gltA1, gltA2, gItA3, cgl0829, prpC1, scd10.20, citA1, citA2, citA3, acly, cg8322, f5e6.2,
k7jJ8.14 y citE, siendo el mas preferido gltA.

La enzima E1y 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 Exg 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, git, gIxD, gltD1, gltD2, gdh2, agl040Cp, gdhA1, gdhA, gdhA2, gluD, gluD1, gluD2, rocG, ypcA,
gudB, t11i18.2, t2i1.150, mrg7.13, f19c24.7, gdh, gdh1, gdh2, gdh3, got1, got2, cg4233, cg8430, f23n19.17,
f13j11.16, t26¢19.9, f7f1.18, F10N7.200, t1611.170, f15n18.110, t20d1.70, aat1, aat2, abl038wp, afr211cp, agx1,
bna4, aatA, aatB, ybdL, aspC, yfbQ, aat, avtA1, avtA2, tyrB, avtA, aviB, 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,
f26f24.16, f24j13.15, t10d10.20 y agr085wp, siendo particularmente preferidos aspC, aatA, gdh, gudB, gdhA, gitB y
gltD.

La enzima E»1 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende myn8.7, glt1, adr290wp,
gltB, gltD, glt1, gls1, gltA, glt, gIxD, gltD1, gltD2, gdh2, agl040Cp, gdhAl, gdhA, gdhA2, gluD, gluD1, gluD2, rocG,
YPCA,

La enzima Ey es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende me, me1, me2, me3,
mae, mael, mae2, sfcA, sfcA1, maeA, maeB, tme, ygkJ, ywkA, ygkd, malS, ytsd, mleA, mleS, mez, sce59.10c,
2sc7g11.23, malS1, malS2, dme, maeB1, maeB2, mdh, mdh1, mdh2, dmel_cg10120, dmel_cg10120, dmel-
cg5889, f19k16.27, f6f22.7, 122p22.60, f18a17.1, mod1, tme, mao, cgl3007, malS y malE.

La enzima Ez3 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende me, me1, me2, me3,
mae, mael, mae2, sfcA, sfcA1, maeA, maeB, tme, ygkJ, ywkA, ygkd, malS, ytsd, mleA, mleS, mez, sce59.10c,
2sc7g11.23, malS1, malS2, dme, maeB1, maeB2, mdh, mdh1, mdh2, dmel_cg10120, dmel_cg10120,
dmel_cg5889, f19k16.27, f6f22.7, t22p22.60, f18a17.1, mod1, tme, mao, cgl3007, malS y malE.

Ademas, se prefiere de acuerdo con la invencién que en el caso en el que la habilitacion incrementada de succinil-
coenzima A en la célula tenga lugar por medio de la via precedentemente descrita (oxalacetato — malato —
fumarato — succinil-coenzima A) incrementar de manera preestablecida en la célula también la habilitacion de
equivalentes de reduccion.

Una posibilidad de aumentar los equivalentes de reduccion consiste en aumentar la via 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
preferiblemente por el gen gnd y, eventualmente, al mismo tiempo inhibir la glicdlisis, 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 via de pentosafosfato, puede preferirse, ademas,
habilitar equivalentes de reduccién de forma que a las células se les ofrezca etanol como fuente de carbono y en
las células se fomente la reduccion del etanol en acetaldehido mediante alcohol-deshidrogenasas (EC 1.1.1.1, EC
1.1.1.2, EC 1.1.1.71 o EC 1.1.99.8) y fomentar la reaccioén ulterior del acetaldehido para formar acetil-coenzima A
mediante acetaldehido-deshidrogenasas (EC 1.2.1.10). Genes adecuados para alcohol-deshidrogenasas y
acetaldehido-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.

Una segunda via de oxalacetato para formar succinil-coenzima A conduce a través de citrato como producto
intermedio. En este caso, de acuerdo con una segunda ejecucion particular de la primera, segunda o tercera
alternativa precedentemente descrita del procedimiento de acuerdo con la invencion se prefiere emplear una célula
modificada por tecnologia genética, que eventualmente presente de manera adicional a una actividad
incrementada de la enzima E+o 0 E11, una actividad incrementada en comparacién con su tipo salvaje de al menos
una de las siguientes enzimas E13 a E1s y E24 a E2s (véase la Figura 8):

- de una enzima E+¢ que cataliza la reaccion de oxalacetato para formar citrato;

- de una enzima Ez4 que cataliza la reaccion de citrato para formar isocitrato;

- de una enzima Ezs que cataliza la reaccién de isocitrato para formar glioxalato y succinato;
- de una enzima Ezs que cataliza la reaccion de glioxalato para formar malato;

- de una enzima E43 que cataliza la reaccion de malato para formar fumarato;

- de una enzima E44 que cataliza la reaccion de fumarato para formar succinato;

- de una enzima E4s que cataliza la reaccién de succinato para formar succinil-coenzima A.
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Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencién son en tal caso aquellas en las que esta
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E13, E14, E1s5, E16, E24, E2s5, Es,
E13E14, E13E1s, E13E1e, E13E24, E13E2s, E13E26, E14E1s, E14E16, E1aE24, E1aE2s, E14E26, E15E16, E15E24, E15E25, EqsE26 ¥
E13E14E15E15E24E25E25, siendo la mas preferida E13E14E15E15E24E25E25.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E1s 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
(1.3.5.1),

E1s sea una succinato-coenzima A-ligasa (EC 6.2.1.4 o EC 6.2.1.5),

E1s 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),

E2s sea una isocitrato-liasa (EC 4.1.3.1) y

E2s sea una malato-sintasa (EC 2.3.3.9).

Genes preferidos para las enzimas E13 a E1 son aquellos que ya se describieron precedentemente en relacion con
la primera via de oxalacetato para formar succinil-coenzima A.

Laenzima Ezs  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.

Laenzima Ezs  es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende msd21.4, icli, icl2,
adl066¢p, agl057wp, aceA, icl, aceAa, aceAb, cgl0097 y cgl2331, siendo particularmente preferido aceA. De
acuerdo con una forma de realizacion particular, se prefieren aquellos genes que codifican una isocitrato-liasa
desrregulada en el plano del gen o en el plano de la proteina.

Laenzima Ez es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende med24.5, misS1,
acr268cp, masA, glcB, aceB, mils, glcB-1, glcB-2, cg12329, masZ, aceB1, aceB2 y mas, siendo particularmente
preferido el gen aceB.

También aqui, las secuencias de nucledtidos de genes adecuados de las enzimas Ezs a Ezs pueden tomarse del
banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos de EMBL.

Cuando se fomenta la habilitacion de oxalacetato a partir de fosfoenolpiruvato o a partir de piruvato mediante el
incremento de la actividad de la enzima E+o 0 E11, el succinato formado en la disociacion del isocitrato por parte de
la isocitrato-liasa junto a glioxalato puede aprovecharse asimismo para la formacién de succinil-coenzima A.
Ademas, en el caso de esta segunda via del oxalacetato al succinato puede ser ventajoso reducir la actividad de
una enzima Ey7 la cual cataliza la reaccién de isocitrato para formar 2-oxoglutarato y de la que se ftrata
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,
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 via del oxalacetato a la succinil-coenzima A conduce a través de 2-oxoglutarato como producto
intermedio. En este caso, conforme a una tercera ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa
del procedimiento de acuerdo con la invencion precedentemente descrita se prefiere emplear una célula modificada
por tecnologia genética que, eventualmente de forma adicional a una actividad incrementada de la enzima E1 o
E11, presenta una actividad incrementada en comparacion con su tipo salvaje de una de las siguientes enzimas:
E16, E24, E27 y Egs (véase la Figura 9):

- de una enzima E+¢ que cataliza la reaccion de oxalacetato para formar citrato;

- de una enzima Ez4 que cataliza la reaccion de citrato para formar isocitrato;

- de una enzima Ey7 que cataliza la reaccion de isocitrato para formar 2-oxoglutarato;

- de una enzima Ezg que cataliza la reaccion de 2-oxoglutarato para formar succinil-coenzima A.
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Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencién son en este caso aquellas en las que esta
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E+s, E24, E27, E2s, E16E24, E16E27,
E13E2s, E24E27, E24E2s, E27E2s, E16E24E27, E16E24E28, E24E27E28 Y E16E24E27E 28, siendo la mas preferida E1sE24E27E2s.
A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E1s sea una citrato-sintasa (EC 2.3.3.1 0 EC 2.3.3.8),

E24 sea una aconitato-hidratasa (EC 4.2.1.3),
Eo7 sea una isocitrato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.41 0 EC 1.1.1.42) y
Ezs sea una 2-oxoglutarato-sintasa (EC 1.2.7.3).

Genes preferidos para las enzimas E+6, E24 y Ez7 son aquellos que ya han sido descritos precedentemente en
relacion con la primera y segunda vias de oxalacetato a succinil-coenzima A.

La enzima Ezs 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, SCD20.12¢c, SCD20.13c, SCAH10.34c, SCAH10.35c, korG, orA, orB, korG1y
korG2. Ademas, en el caso de Ezs puede tratarse también de un complejo de deshidrogenasas a base de varias
subunidades que presentan diferentes actividades enzimaticas. En particular, se puede tratar de un complejo de
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,
10c239017, 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
preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende did, didprov, didh, cg7430, t2j15.6, k14a17.6,
at3g17240, mgd8.7Ipd1, afr512wp, did1, Ipd, tb03.26j7.650, tb04.3m17.450, th927.8.7380, tb08.10k10.200, IpdA,
IpdG, IpdV, Ipd3, acoD, IpdA1, IpdA2, IpdA3, odhL, pdhD, pdhD1, pdhD2, pdhD3, pdhD42, IpdAch1, IpdAch2,
IpdAc, acolL, bfmbC, bkdD, cgl0366, cgl0688, scm1.17c, pdhL, sck13.11, IpdB2 y did1, siendo Ipd particularmente
preferido. La dihidrolipoil-lisina-radical-succinil-transferasa (EC 2.3.1.61) es codificada en tal caso preferiblemente
por genes elegidos del grupo que comprende dist, dist-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 nucleétidos de genes adecuados de la enzima Egs 0 bien de las subunidades precedentemente
mencionadas de la enzima Ezs pueden tomarse de nuevo del banco de datos de KEGG, del banco de datos de
NCBI o del banco de datos de EMBL.

Las vias precedentemente descritas del oxalacetato a la succinil-coenzima A parten de fosfoenolpiruvato o de
piruvato como precursores del sustrato. A este respecto, puede ser ademas preferido modificar por tecnologia
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 tecnologia genética y empleada en el procedimiento de acuerdo con la invenciéon presente una
actividad incrementada en comparacién con su tipo salvaje de al menos una, preferiblemente de todas las
siguientes enzimas Eyg a E4»:

- de una enzima Exg que facilita la difusién de glicerol en la célula,

- de una enzima E3p que cataliza la reaccién de glicerol para formar glicerol-3-fosfato,

- de una enzima E31 que cataliza la reaccion de glicerol-3-fosfato para formar dihidroxiacetona-fosfato,

- de una enzima E3, que cataliza la transferencia de azufre al aceptor de azufre tiorredoxina 1,

- de una enzima Es3 que cataliza la hidrdlisis de fosfolipidos bajo formacion 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 Eszs que cataliza la reaccion de dihidroxiacetona-fosfato para formar gliceraldehido-3-
fosfato,

- de una enzima E3s que cataliza la reaccion de gliceraldehido-3-fosfato para formar 1,3-bifosfoglicerato,

- de una enzima E37 que cataliza la reaccion de 1,3-bifosfoglicerato para formar 3-fosfoglicerato,

- de una enzima Ess que cataliza la reaccion de 3-fosfoglicerato para formar 2-fosfoglicerato,

- de una enzima E3g que cataliza la reaccion de 2-fosfoglicerato para formar fosfoenolpiruvato,
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- de una enzima E4o que cataliza la reaccién de fosfoenolpiruvato para formar piruvato,
- de una enzima E41 que cataliza la reaccién de glicerol para formar dihidroxiacetona,
- de una enzima E4, que cataliza la reaccion de dihidroxiacetona para formar dihidroxiacetona-fosfato.

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencion son este caso aquellas en las que esta reducida la
actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas Eyg, Eso, E31, Eaz, E3s, Ez4, Ess, Ess, E37, Ess, Eso,
E40, Ea1, Ea2, E20E30, E2oE31, E20E32, EooE3s, E2oEz4, EooEss, E2oEss, E20E37, E20Eszs, E20E30, E20E40, E20Ea1, E2oEan,
EsoEs1, EsoEs2, EsoEss, EzoEss, EzoEss, E3oEse, E3oEs7, E3oEas, EsoEse, EsoEa0, E30Ea1, E3oEa2, E31E32, E31Esz, E31Eaa,
E31Ess, Es1Ese, Ez1Es7, Ez1Ess, Ez1Ese, E31Ea0, E31Ea41, E31Ea2, Es2Ess, Es2Eas, Es2Ess, Es2Ess, Es2Es7, EszEss, EsoEazg,
Es2E40, Es2E41, Es2E42, EzsEsa, EasEss, EasEsze, EssEas7, EssEas, EssEse, EssEao, E3sEa1, E3sEa2, E34Ess, EzaEse, EsaEaz,
Es4Ess, E3aE30, EzaEq0, EzsE41, EzsEa2, EssEze, EssEs7, EssEas, EasEaze, EssEao, EssEa1, EssEan, EssEsz, EseEss, EssEazo,
EssEs0, EssEa1, EssEa2, Es7Ess, EszEze, EszEao, Es7E41, Es7Ea2, EzeEsg, EsoE40, EsoEa1, EsgE42, EsoEa1, EaoEa2, E41Es2 y
E29E30E31E32E33E34E35E36E37E38E30E40E41E42.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E2o sea una aquagliceroporina (facilitador de glicerol) que es codificada preferiblemente por el gen glpF,
E3o sea una glicerol-quinasa (EC 2.7.1.30) que es codificada preferiblemente por el gen glpK,
E3q 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
preferiblemente por el gen glpA, el gen glpB, el gen glpC o el gen glpD, de manera particularmente
preferida por el gen glpD,

Esz sea una azufre-transferasa que es codificada por el gen glpE,

Ess sea una glicerolfosfodiesterasa (EC 3.1.4.46) que es codificada preferiblemente por el gen glpQ,
Es4 sea una glicerol-3-fosfato-permeasa que es codificada preferiblemente por el gen glpT,

Ess sea una triosa fosfato-isomerasa (EC 5.3.1.1),

Ess sea una gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.12),

Es7 sea una fosfoglicerato-quinasa (EC 2.7.2.3),

Ess sea una fosfoglicerato-mutasa (EC 5.4.2.1),

E3g sea una enolasa (EC 4.2.1.11),

Eso sea una piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40),

Es 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
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.

Ademas de ello, el gen gap que codifica gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (Eikmanns (1992), Journal of
Bacteriology 174: 6076-6086), el gen tpi que codifica triosa fosfato-isomerasa (Eikmanns (1992) Journal of
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 Eg a E42 se pueden preparar células modificadas por tecnologia genética
en las que al menos una, de manera particularmente preferida al menos dos, de manera mas preferida al menos
tres y de la manera mas preferida todas las actividades de las enzimas E29 a Es, estan incrementadas por las
técnicas descritas al comienzo en relacién con la enzima E4 (mutacion de la enzima o incremento de la expresion
de la enzima). Estas células estan en condiciones de poder ser cultivadas en presencia de glicerol como Unica
fuente de carbono (o bien junto con hidratos de carbono como otra fuente de carbono).

Junto al incremento de una o varias de las actividades de las enzimas Ezg 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 invencién son expresados los siguientes genes, preferiblemente de forma heterdloga:

- el gen glpG o el gen 3925,

- 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.
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Las secuencias de nucledtidos 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 invenciéon presente una actividad
incrementada en comparacioén con su tipo salvaje de al menos una, preferiblemente de todas las siguientes
enzimas Es3 a Ess y E3s a Easo:

- de una enzima E43 que cataliza la reaccion de a-D-glucosa-6-fosfato para formar B-D-fructosa-6-fosfato,

- de una enzima E.4 que cataliza la reaccion de B-D-fructosa-6-fosfato en B-D-fructosa-1,6-bifosfato,

- de una enzima Ess que cataliza la reaccion de B-D-fructosa-1,6-bifosfato para formar gliceraldehido-3-
fosfato y dihidroxiacetona-fosfato,

- de una enzima E3s que cataliza la reaccion de gliceraldehido-3-fosfato para formar 1,3-bifosfoglicerato,

- de una enzima E37 que cataliza la reaccion de 1,3-bifosfoglicerato para formar 3- fosfoglicerato,

- de una enzima Ess que cataliza la reaccion de 3-fosfoglicerato para formar 2-fosfoglicerato,

- de una enzima E3g que cataliza la reaccion de 2-fosfoglicerato para formar fosfoenolpiruvato, y

- de una enzima E4o que cataliza la reaccién de fosfoenolpiruvato para formar piruvato.

Células modificadas por tecnologia genética particularmente preferidas de acuerdo con la invencion son en tal
caso aquellas en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas:
Ess, E3s7, Ess, Eso, Es0, Ea3, Ea4, Eas, EzsEs7, EssEss, EssEze, EssEs0, EssEas, EzeEas, EseEas, EsrEss, EszEse, EszEao,
Es7E4s, EsrEa4, Es7Ess, EzsEso, EzsEao, EssEas, EssEaas, EssEas, EssEao, EsoEas, EsoEas, E3oEas, EaoEas, E4oEss, EsoEas,
E43E44, EasEas, E44Eas y EssEsrEzsEzoE40E43E44E 5.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Ess sea una glucosa-6-fosfato-isomerasa (EC 5.3.1.9),

Ess sea una 6-fosfofructo-quinasa (EC 2.7.1.11),

Ess sea una fructosa-bifosfato-aldolasa (EC 4.1.2.13),

Ess sea una gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.12),
Es7 sea una fosfoglicerato-quinasa (EC 2.7.2.3),

Ess sea una fosfoglicerato-mutasa (EC 5.4.2.1),

E3g sea una enolasa (EC 4.2.1.11) y

Eso sea una piruvato-quinasa (EC 2.7.1.40).

Las secuencias de nucleétidos 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.

Ademas, 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 Ess y Ess a Eso precedentemente mencionadas se incremente también la
absorcion 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 ptsl, 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 via de la pentosa fosfato,
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.

En la medida en que las células formen acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico de acuerdo con la ejecucién particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que
se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se forman metilmalonato-semialdehido como
producto previo y succinil-coenzima A como producto intermedio, a través de oxalacetato y piruvato como
productos intermedios, puede preferirse, ademas, reducir la actividad de al menos una, preferiblemente de todas
las siguientes actividades de enzimas en la célula:

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

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

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

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

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

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

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencién que pueden formar acido 3-hidroxiisobutirico o
polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutiliico 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 E4 a Euss,
mas preferiblemente las actividades de enzimas Ei, E1EzEsEs, E{EsEsEe¢E; y/o E1Es4EsEz, son aquellos
microorganismos que se describen por Bennett et al., Metab. Eng. (2005), 7 (3), paginas 229 a 239, Bennett et al.,
Biotechnol. Bioeng. (2005), 90 (6), paginas 775 a 779, Bennett et al., Biotechnol. Prog. (2005), 21 (2), paginas 358
a 365, Bennett et al. (2005), Appl. Microbiol. Biotechnol., 67 (4), paginas 515 a 523, Vemuri et al. (2002), Applied
and Environmental Microbiology 68 (4), paginas 1.715 a 1.727 y en el document US 6.455.284.

Si, de acuerdo con la primera forma de realizacion preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion, la
formacion del acido 3-hidroxiisobutirico o del polihidroxialcanoato basado en acido 3-hidroxiisobutirico 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 realizacién particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la
que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se forman metilmalonato-semialdehido
como producto previo y succinil-coenzima A como producto intermedio, se prefiere ademas, de acuerdo con la
invencion, que la célula empleada presente una actividad incrementada en comparacion con su tipo salvaje de al
menos una, preferiblemente de las dos siguientes enzimas Ezs y Es6 (véase la Figura 10):

- de una enzima E4s que cataliza la reaccion de L-glutamato para formar 2-oxoglutarato;
- de una enzima Exg que cataliza la reaccion de 2-oxoglutarato para formar succinil-coenzima A.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Ess 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 0 EC 1.4.1.4) o una aspartato-transaminasa (EC 2.6.1.1 0 EC 2.6.1.2) y
Ezs sea una 2-oxoglutarato-sintasa (EC 1.2.7.3).

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

La enzima E4 es codificada preferiblemente por los genes elegidos del grupo que comprende myn8., glt1,
adr290wp, gltB, gltD, yeiT, aegA, ygfT, gltD-1, gItD-2, glt1, glt2, gls1, gltA, glt, gIxD, 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, t11118.2, t211.150, mrg7.13, got1, got2, caspat, got2-prov,
xr406-prov, 406-prov, cg4233, cg4233, cg8430, cg8430, f23n19,17, f13j11.16, t26¢19.9, f7f1.18, f10n7.200,
t1611.170, f15n18.110, t20d1.70, aat, aat1, aat2, abl038wp, afr211cp, agx1, bnA4, aatA, aatB, ybdL, aspC, ybQ,
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 nucleétidos 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 realizacién particular del procedimiento de acuerdo con la invencién en la
que se emplea una célula modificada por tecnologia genética, en la que la formacion de acido 3-hidroxiisobutirico
o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar a través de metilmalonato-
semialdehido como producto previo, se prefiere que la formacién del acido 3-hidroxiisobutirico o del
polihidroxialcanoato basado en acido 3-hidroxiisobutirico 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 vias para acceder de la propionil-
coenzima A al acido 3-hidroxiisobutirico o bien los a los polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.

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

- de una enzima E47 que cataliza la reaccion de acetil-coenzima A para formar malonil-coenzima A;

- de una enzima E4g que cataliza la reaccién de malonil-coenzima A para formar malonato-semialdehido;

- de una enzima E4g que cataliza la reaccion de malonato-semialdehido para formar 3-hidroxipropionato;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionato para formar 3-hidroxipropionil-coenzima
A;

- de una enzima Es1 que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionil-coenzima A para formar acriloil-coenzima
A;

- de una enzima Es; que cataliza la reaccién de acriloil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;

- de una enzima Es que cataliza la reaccién de propionil-coenzima A para formar metilmalonato-
semialdehido;

- de una enzima E4 que cataliza la reaccién de metilmalonato-semaldehido para formar 3-hidroxiisobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invencion se emplean células modificadas por tecnologia
genética en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: Es7,
Eas, Eao, Eso, Es1, Es, Ea, Es y E47E48E49Es50E51E52E4Es.

Ademas, a este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

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

Es sea una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27),

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),

Ess sea una malonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.18),
Eso sea una 3-hidroxipropionato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.59),

Eso sea una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),
Es1 sea una enoil-coenzima-A-hidratasa (EC 4.2.1.17) y

Es> sea una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3).

Genes preferidos para las enzimas E4 y Es son aquellos que ya se han descrito precedentemente en relacion con la
primera forma de realizacién particular de la célula de acuerdo con la invencion.

La enzima Es4; es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende mlycd, t19b17.4,
tb08.2904.110, matA, acac, acaca, acacb, 5j5.21, f15¢21.2, t8p21.5, acc1, aar071wp, accA, accB, accC, accD,
accC1, accC2, mmdA, fabG, accD1, accD2, accD3, cgl0831, accBC, dtsR1, accDA, scc24.16¢c y cgl1327, siendo
accA, accC y accD los mas preferidos.

La enzima E4s es codificada preferiblemente por el gen iolD.
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La enzima Es1 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,
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.

La enzima Es; 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,
acdA-3, bcd, acdA, acdH1, acdH2, acdH3, aidB, acdl y acdH.

Las secuencias de nucledtidos de genes adecuados para las enzimas E47 a Es, en particular también de las
enzimas E.g y Eso pueden tomarse del banco de datos de KEGG, del banco de datos de NCBI o del banco de datos
de EMBL.

De acuerdo con una segunda alternativa de esta segunda forma de realizacion preferida del procedimiento de
acuerdo con la invencion, la formacion 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
metilmalonato-semialdehido. A este respecto, se prefiere particularmente que la célula modificada por tecnologia
genética empleada presente una actividad incrementada en comparacion con su tipo salvaje de al menos una de
las siguientes enzimas E; a E4, Eg, E7 y Es47 @ Es2 (véanse las Figuras 13 y 14):

- de una enzima E47 que cataliza la reaccion de acetil-coenzima A para formar malonil-coenzima A;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccién de malonil-coenzima A para formar malonato-semialdehido;

- de una enzima E4g que cataliza la reaccion de malonato-semialdehido para formar 3-hidroxipropionato;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionato para formar 3-hidroxipropionil-coenzima
A;

- de una enzima Es1 que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionil-coenzima A para formar acriloil-coenzima
A;

- de una enzima Es; que cataliza la reaccién de acriloil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;

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

- de una enzima Eg que cataliza la reaccion de (S)-metilmalonil-coenzima A para formar (R)-metilmalonil-
coenzima A;

- de una enzima E; que cataliza la reaccion de (R)-metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;

- de una enzima E; que cataliza la reaccién de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehido;

- de una enzima Es que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para formar 3-
hidroxiisobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invencion se emplean células modificadas por tecnologia
genética en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E,, Es,
E4, Es, E7, Ea7, Eas, Eag, Eso, Esi1, Es2 y E2E3sE4EsE7E47E48E40E50E51Es52.

Enzimas y genes preferidos de estas enzimas son aquellos genes y enzimas que ya han sido citados
precedentemente en relacion con las enzimas E; a E4, Es, E7 y Es7 @ Eso.

Conforme a una tercera alternativa de esta primera alternativa de la segunda forma de realizaciéon particular del
procedimiento de acuerdo con la invencion, la formacién del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar
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-semialdehido. A este respecto, se
prefiere particularmente que la célula modificada por tecnologia genética empleada presente una actividad
incrementada en comparacion con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E; a E4, E7 y Es47 a
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Es, (véanse las Figuras 15y 16):

- de una enzima E47 que cataliza la reaccion de acetil-coenzima A para formar malonil-coenzima A;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccién de malonil-coenzima A para formar malonato-semialdehido;

- de una enzima E4g que cataliza la reaccion de malonato-semialdehido para formar 3-hidroxipropionato;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionato para formar 3-hidroxipropionil-coenzima
A;

- de una enzima Es1 que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionil-coenzima A para formar acriloil-coenzima
A;

- de una enzima Es, que cataliza la reaccién de acriloil-coenzima A para formar propionil-coenzima A;

- de una enzima E7 que cataliza la reaccién de propionil-coenzima A para formar metilmalonil-coenzima A;

- de una enzima E; que cataliza la reaccién de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;

- de una enzima E; que cataliza la reaccién de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehido;

- de una enzima Es que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para formar 3-
hidroxiisobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invencion se emplean células modificadas por tecnologia
genética en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: E, Es,
E4, E7, Ea7, Eas, Eag, Eso, Es1, Es2 y E2EsE4E7E47E48E49E50Es51Es2.

Enzimas y genes preferidos también de estas enzimas son de nuevo aquellos genes y enzimas que ya se citaron
precedentemente en relacion con las enzimas E; a E4, E7 y E47 @ Esp.

De acuerdo con una cuarta alternativa de la segunda forma de realizacién particular del procedimiento de acuerdo
con la invencién, la formacién del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar asimismo a través de
acetil-coenzima A como producto intermedio adicional, formandose conforme a esta alternativa
acetoacetilcoenzima A como producto intermedio. A este respecto, se prefiere particularmente que la célula
modificada por tecnologia genética empleada presente una actividad incrementada en comparacién con su tipo
salvaje de al menos una de las siguientes enzimas Eg y Es3 a Ee;.

- de una enzima Es3 que cataliza la reaccion de dos unidades de acetil-coenzima A para formar acetoacetil-

coenzima A;

- de una enzima Es: que cataliza la reaccion de acetoacetilcoenzima A para formar 3-hidroxibutanoil-
coenzima A;

- de una enzima Ess que cataliza la reaccién de 3-hidroxibutanoil-coenzima A para formar crotonil-coenzima
A;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de crotonil-coenzima A para formar butiril-coenzima A;

- de una enzima Es7 que cataliza la reaccién de butiril-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de etilmalonil-coenzima A para formar metilsuccinil-coenzima
A;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccién de metilsuccinil-coenzima A para formar isobutiril-coenzima A;

- de una enzima Ego que cataliza la reaccién de isobutiril-coenzima A para formar metacrilil-coenzima A;

- de una enzima Eg1 que cataliza la reaccién de metacrilil-coenzima A para formar 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A;

- de una enzima Eg que cataliza la reacciéon de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar 3-
hidroxiisobutirato.

Células modificadas por tecnologia genética particularmente preferidas de acuerdo con la invencion son en tal
caso aquellas en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas:
Es, Ess, Es4, Ess, Ese, Es7, Ess, Esg, Eeo, Ee1 Y EsEssEssEssEssEs7EssEs9Ee0Es1.

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

De acuerdo con una quinta alternativa de la segunda forma de realizacion particular del procedimiento de acuerdo
con la invencion, la formacién del producto intermedio propionil-coenzima A tiene lugar de nuevo a través de acetil-
coenzima A como producto intermedio adicional, formandose de acuerdo con esta modificacion asimismo
acetoatil-coenzima A como producto intermedio adicional, pero formandose 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 comparacién con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas Es, Es3; a
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Ess, Esgs y Es2 a Ees (véase la Figura 17):

- de una enzima Es3 que cataliza la reaccion de dos unidades de acetil-coenzima A para formar acetoacetil-

coenzima A;

- de una enzima Ess que cataliza la reaccion de acetoacetil-coenzima A para formar 3-hidroxibutiril-
coenzima A;

- de una enzima Ess que cataliza la reaccion de 3-hidroxibutiril-coenzima A para formar crotonil-coenzima
A;

- de una enzima Eg, que cataliza la reaccion de crotonil-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A;

- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de etilmalonil-coenzima A para formar metilsuccinil-coenzima
A;

- de una enzima Eg3 que cataliza la reaccion de metilsuccinil-coenzima A para formar mesaconil-coenzima
A;

- de una enzima Egs que cataliza la reaccion de mesaconil-coenzima A para formar $-metilmalil-coenzima
A;

- de una enzima Egs que cataliza la reaccion de 3-metilmalil-coenzima A para formar glioxilato y propionil-
coenzima A.

A partir de la propionil-coenzima A puede formarse entonces acido 3-hidroxiisobutirico de la manera
precedentemente descrita (incremento de la actividad de una o varias de las enzimas Ez, Ez, E3 y E4, incremento
de la actividad de una o varias de las enzimas Ez, Es, E2, Es y E4 0 incremento de la actividad de una o de las dos
enzimas E4 y Es).

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

- Es3 sea una B-cetotiolasa (EC 2.3.1.9),

- Es4 sea una acetoacetil-coenzima A-reductasa (una EC 1.1.1.36),
- Ess sea una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17),

- Es2 sea una crotonil-coenzima A-descarboxilasa,

- Ess sea una etilmalonil-coenzima A-mutasa (EC 5.4.99.2),

- Es3 sea una metilsuccinil-coenzima A-deshidrogenasa,

- Ess sea una mesaconil-coenzima A-hidratasa y

- Ees sea una B-metilmalil/L-malil-coenzima A-liasa.

La enzima Es3 es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo consistente en acat1, acat2, loc484063,
loc489421, mgc69098, mgc81403, mgc81256, mgc83664, kat-1, erg10, ygeF, atoB, fadAx, phbA-1, phbA-2, atoB-
2, pcaF, pcaF-2, phb-A, bkiB, phaA, tioL, thlA, fadA, paad, phbAf, pimB, mmgA, yhfS, th1, vraB, th1, mvaC, thiL,
paad, fadA3, fadA4, fadA5, fadA6, cgl12392 catF, sc8f4.03, thiL1, thiL2, acaB1, acaB2, acaB3 o acaB4, siendo
particularmente preferidos acat1, acat2, atoB y phbA, asi como el correspondiente gen de Rhodobacter
sphaeroides.

La enzima Ess 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.

La enzima Ess 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,
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.

Genes adecuados para la enzima Esg 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 aqui también
particularmente preferido el correspondiente gen de Rhodobacter sphaeroides.
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En calidad de enzima Es; 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 aminoacidos conforme a SEQ.-
ID.-NO. 06.

Genes preferidos para las enzimas Ess, Ess ¥ Ess son, en particular, los genes para estas enzimas de Rhodobacter
sphaeroides.

Otros ejemplos de secuencias de nucledétidos 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.

Como ya se explicado precedentemente, en el caso de la primera alternativa de la segunda forma de realizacion
preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion, el acido 3-hidroxiisobutirico o los polihidroxialcanoatos
basados en acido 3-hidroxiisobutirico se forman a través de propionil-coenzima A y acetil-coenzima A como
productos intermedios. En este caso, puede ser basicamente conveniente ejercer junto a una influencia de una o
varias de las actividades de enzimas precedentemente mencionados E; a Es y E47 a Ess, influir también sobre
aquellas actividades de enzimas que conducen a un aumento de la formacion de acetil-coenzima A en la célula.

Si el acido 3-hidroxiisobutirico 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 Egs que
cataliza la reaccion de piruvato para formar acetil-coenzima A. En el caso de esta enzima Egs se trata
preferiblemente de una piruvato-deshidrogenasa (EC. 1.2.1.51).

Si el acido 3-hidroxiisobutirico se forma a partir de fuentes de carbono C, tales como, por ejemplo, metano o
metanol, entonces se puede preferir que la célula presente una actividad incrementada en comparacién con su tipo
salvaje de al menos una de las enzimas Es7 a E71:

- de una enzima Eg7 que cataliza la reaccion de metano para formar metanol;

- de una enzima Egg que cataliza la reaccion de metanol para formar formaldehido;

- de una enzima Egg que cataliza la reaccion de formaldehido para formar 5,10-metilentetrahidrofolato;

- de una enzima Ez que cataliza la reaccion de 5,10-metilentetrahidrofolato para formar 5-
metiltetrahidrofolato;

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

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Ee7 sea una metano-monooxigenasa (EC 1.14.13.25),

Ess sea una metanol-deshidrogenasa (EC 1.1.1.244),

Eso sea una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27),
Ezo sea una metilentetrahidrofolato-reductasa (EC 1.5.1.20),

E7z sea una monoxido de carbono-deshidrogenasa (EC 1.2.99.2).

Las secuencias de nucledtidos de genes adecuados para las enzimas Egz a Eg7 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 realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencién en la
que se emplea una célula modificada por tecnologia genética, en la que la formacion de acido 3-hidroxiisobutirico
o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar a través de metilmalonato-
semialdehido como producto previo, se prefiere que la formacién del acido 3-hidroxisobutirico o del
polihidroxialcanoato basado en el acido 3-hidroxiisobutirico tenga lugar a través de acriloil-coenzima A como
producto intermedio, en donde la célula empleada debe poder aprovechar preferiblemente hidratos de carbono,
glicerol o glutamato como fuente de carbono.

En relacién con la tercera forma de realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, se prefiere
particularmente que la célula modificada por tecnologia genética empleada presente una actividad incrementada
en comparacion con su tipo salvaje de al menos una de las siguientes enzimas E; a E4, Es2, E72 y E73 (véase la
Figura 18):

- de una enzima E7, que cataliza la reaccion de beta-alanina para formar beta-alanil-coenzima A,
- de una enzima E73; que cataliza la reaccion de beta-alanil-coenzima A para formar acrilil-coenzima A,
- de una enzima Eg; que cataliza la reaccion de acrilil-coenzima A para formar metilmalonil-coenzima A (o
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la reaccion de crotonil-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A),

- de una enzima E; que cataliza la reaccion de metilmalonil-coenzima A para formar metilmalonato;

- de una enzima E; que cataliza la reaccién de metilmalonato para formar metilmalonato-semialdehido;

- de una enzima Es4 que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para formar acido 3-
hidroxiisobutirico.

Células particularmente preferidas de acuerdo con la invencién son en tal caso aquellas en las que esta
incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: Es2Ep, EeoEs, Es2E4, EsoE2E3z y
E72E73Es2E2E3E4. También en relaciéon con la cuarta forma de realizacion particular del procedimiento de acuerdo
con la invencién puede ser ventajoso emplear una célula modificada por tecnologia genética en la que se sobre-
exprese una enzima que pueda catalizar al menos dos de las etapas de reacciéon precedentemente descritas. Asi,
también aqui puede emplearse, por ejemplo, una enzima que presente tanto la actividad de la enzima E, como
también la de la enzima Es, 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 aminoacidos conforme
a la SEQ.-ID.-NO. 04. Ademas, en relacién con la cuarta forma de realizacion particular de la célula de acuerdo
con la invencién, es basicamente también posible emplear una célula que ya esta en condiciones de formar
cantidades particularmente grandes de acrilil-coenzima A.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

E7. sea una coenzima A-transferasa (EC 2.8.3.1) o coenzima A-sintetasa, preferiblemente una coenzima A-
transferasa,

Ezs sea una beta-alanil-coenzima A-amonio-liasa (EC 4.3.1.6),

Es2 sea una crotonil-coenzima A-descarboxilasa,

E, sea una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.17),

E; sea una aldehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o un aldehido-oxidasa (EC 1.2.3.1) y

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

deshidrogenasa (EC 1.1.1.35).

Enzimas E7; preferidas con una actividad de CoA-transferasa son aquellas de Megasphaera elsdenii, Clostridium
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.

Enzimas E7; 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.

Como enzima Eg; 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
aminoacidos conforme a la SEQ.-ID.-NO.: 06. Esta enzima no soélo esta en condiciones de hacer reaccionar
crotonil-coenzima A para formar etilmalonil-coenzima A, sino también acrilil-coenzima A para formar metilmalonil-
coenzima A.

Genes adecuados paras las enzimas E; a E4 ya se mencionaron en relacion con la primera variante del
procedimiento de acuerdo con la invencion, siendo también preferido en relacién con relacién a la segunda
variante, siendo preterido en particular como gen para la enzima E3 el gen precedentemente descrito de Sulfolobus
tokodail.

De acuerdo con una variante particularmente preferida de la tercera forma de realizacion particular del
procedimiento de acuerdo con la invencién se emplea una célula modificada por tecnologia genética que, en
comparacion con su tipo salvaje, presenta al menos una actividad incrementada de las enzimas E, y Egz 0 bien de
las enzimas E;, E3 y Es2, siendo codificada la enzima E; o bien las enzimas E; y E3 por una secuencia de ADN
conforme a SEQ.-ID.-NO.: 03 y siendo codifica la enzima Es> 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 aminoacidos que presentan
una identidad de al menos el 50%, preferiblemente de al menos el 55%, mas preferiblemente de al menos el 60%,
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mas preferiblemente al menos el 65% y de la manera mas preferida de al menos el 70% con la secuencia de
aminoacidos 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 relacién con la tercera forma de realizacién particular, precedentemente descrita, del procedimiento de acuerdo
con la invencién puede ser ventajoso, ademas, que la célula modificada por tecnologia genética empleada
presente, junto al aumento de la actividad de la enzima Es; y/o de la enzima E; o bien de las enzimas E; y Es, al
menos una, preferiblemente las dos de las siguientes propiedades:

- una actividad de una enzima Ei4, incrementada en comparacion con su tipo salvaje, que cataliza la
reaccion de piruvato para formar oxalacetato, o de una enzima Ezs que cataliza la reaccion de
fosfoenolpiruvato para formar oxalacetato, pero preferiblemente de una enzima E41 que cataliza la
reaccién de piruvato para formar oxalacetato, asi como

- una actividad incrementada de una enzima Ezs que cataliza la reaccion de aspartato para formar beta-
alanina.

En el caso de la enzima E+ se trata preferiblemente de una carboxilasa, de manera particularmente preferida de
una piruvato-carboxilasa (numero EC 6.4.1.1) que cataliza la reacciéon de piruvato para formar oxalacetato. Una
piruvato-carboxilasa particularmente preferida a este respecto, es aquel mutante que se describe 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), paginas 217-223 (2002). En el caso
de esta mutacién se reemplazé el aminoacido prolina en la posicién 458 por serina.

En el caso de la enzima E7s se trata preferiblemente de una descarboxilasa, de manera particularmente preferida
de una glutamato-descarboxilasa o de una aspartato-descarboxilasa, siendo la mas preferida 1-aspartato-1-
descarboxilasa (numero EC 4.1.1.11), que es codificada por el gen panD. La aspartato-descarboxilasa cataliza la
reaccion de aspartato para formar beta-alanina. Genes para la aspartato-descarboxilasa (genes panD), entre otros
de Escherichia coli (FEMS Microbiology Letters, 143, paginas 247-252 (1996)), “Photorhabdus luminescens subsp.
Laumondii, Mycobacterim bovis subsp. Bovis”) asi como de numerosos otros microorganismos ya fueron clonados
y secuenciados. En particular, la secuencia de nucleétidos del gen panD de Corynebacterium glutamicum esta
descrito en el documento DE-A-198 55 313. Basicamente, pueden utilizarse genes panD de cualquier origen
imaginable, independientemente de que sea de bacterias, levaduras u hongos. Ademas, pueden utilizarse todos los
alelos del gen panD, en particular también aquellos que resultan de la capacidad de degeneracion del cédigo
genético mediante mutaciones sentidos (sense mutations) funcionales neutras. Una aspartato-descarboxilasa
particularmente preferida de acuerdo con la invencion junto a la asparato-descarboxilasa de Corynebacterium
glutamicum es la mutante DV9 de Escherichia coli (Vallari y Rock, Journal of Bacteriology, 164, paginas 136-142
(1985)). La preparacion de células recombinantes, en las que esta 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.

Conforme a una segunda variante del procedimiento de acuerdo con la invencién, la formacién de acido 3-
hidroxiisobutirico o de poliohidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar a través de acido 3-
hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo.

Si en el procedimiento de acuerdo con la invencién se emplea una célula en la que la formacién de acido 3-
hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico 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 realizacién particular, que la formacion del acido 3-hidroxiisobutirico o del polihidroxialcanoato
basado en acido 3-hidroxiisobutirico tenga lugar a través de isobutiril-coenzima A como producto intermedio,
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 realizacion particular de la segunda variante del procedimiento de acuerdo
con la invencién se prefiere emplear una célula modificada por tecnologia genética que presente una actividad
incrementada en comparacion con su tipo salvaje de una de las siguientes enzimas Ezs a Evg, Eso, Es1 y Es (véase
la Figura 19):

- de una enzima E7s que cataliza la reaccion de piruvato para formar 2-acetolactato;
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- de una enzima E77 que cataliza la reaccién de 2-acetolactato para formar 2,3-dihidroxiisovalerato;

- de una enzima E7s que cataliza la reaccién de 2,3-dihidroxiisovalerato para formar 2-oxoisovalerato;

- de una enzima E79 que cataliza la reaccion de 2-oxoisovalerato para formar isobutiril-coenzima A;

- de una enzima Ego que cataliza la reaccién de isobutiril-coenzima A para formar metacrilil-coenzima A;

- de una enzima Eg1 que cataliza la reaccién de metacrilil-coenzima A para formar 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A;

- de una enzima Es que cataliza la reacciéon de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar 3-hidroxi-
isobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invencién, se emplean células modificadas por tecnologia
genética en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: Es, Ego,
Es1, E7e, E77, E7s, E79 y EsEsoEe1E76E77E78E70.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Es sea una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),

E7s sea una acetolactato-sintasa (EC 2.2.1.6),

Ez7 sea una dihidroxiisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.86),

Ezs sea una 2,3-dihidroxiisovalerato-deshidratasa (EC 4.2.1.9),

E7o sea una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.25 0 EC 1.2.4.4),

Eso 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

Es1 sea una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17).

Enzimas Es, Eeo y Es1 preferidas son aquellas que ya han sido descritas precedentemente.

La enzima E7s es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende ilvbl, t8p19.70, ilv1, ilv2,
ilve, aal021wp, ael305c¢cp, ilvl, 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.

La enzima E7; 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 mas preferido el gen ilvC.

La enzima Ezs es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende f14013.18, ilv3,
acl117wp, ilvD, cgl1268, ilvD1 e ilvD2, siendo el mas preferido ilvD.

En la medida en que L-valina sirva como fuente de carbono, se prefiere conforme a una segunda modificacion de
la primera forma de realizacion particular de la segunda alternativa del procedimiento de acuerdo con la invencion,
en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que la formacién de acido 3-
hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar a través de 3-
hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo e isobutiril-coenzima A como producto intermedio, que esta
célula empleada presente una actividad incrementada en comparacion con su tipo salvaje de al menos una de las
siguientes enzimas E7q, Eso, Eso, Es1 Y Es (véase la Figura 20):

- de una enzima Ego que cataliza la reaccion de L-valina para formar 2-oxoisovalerato;

- de una enzima E79 que cataliza la reaccion de 2-oxoisovalerato para formar isobutiril-coenzima A;

- de una enzima Ego que cataliza la reaccién de isobutiril-coenzima A para formar metacrilil-coenzima A;

- de una enzima Eg1 que cataliza la reaccién de metacrilil-coenzima A para formar 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A;

- de una enzima Eg que cataliza la reacciéon de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para formar 3-
hidroxiisobutirato.

De manera particularmente preferida de acuerdo con la invencion se emplean células modificadas por tecnologia
genética en las que esta incrementada la actividad de las siguientes enzimas o combinaciones de enzimas: Es, Ego,
Es1, E7o, Eso Y EsEeoEs1E79Es0.

A este respecto, se prefiere particularmente que la enzima

Es sea una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),
Eso sea una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3), una butiril-coenzima A-deshidrogenasa (EC
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1.3.99.2) o una 2-metilacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.12),

Es1 sea una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17),
E7o sea una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.250 EC 1.24.4)y
Eso sea una aminoacido-transferasa (EC 2.6.1.42).

Enzimas Es, Eeo, Es1 Y E7g preferidas son aquellas que ya han sido descritas precedentemente.

La enzima Egy es codificada preferiblemente por genes elegidos del grupo que comprende bcat1, bcat2, t2711.8,
t27i1.9, 12j10.5, f2j10.4, t12h1.16, mmb12.20, t9¢5.3, mpa24.13, bat1, bat2, adl384wp, eca39, bcaA, ilvE, ilvE1,
ilvE2, ilvE3, ywaA, ybgE, bcaT y cgl2204, siendo particularmente preferido ilvE.

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

En relacion con esta segunda alternativa de la primera forma de realizacion particular de la segunda variante del
procedimiento de acuerdo con la invencion puede ser, ademas, ventajoso emplear una célula modificada por
tecnologia genética en la que esté disminuida la actividad de una enzima E4, la cual cataliza la reaccion de
metilmalonato-semialdehido para formar acido 3-hidroxiisobutirico tratandose 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).

Ademas, conforme a la segunda modificacién de la primera forma de realizacion particular de la segunda variante
del procedimiento de acuerdo con la invencién, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética
en la que la formacién de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico tiene lugar a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A como producto previo y de isobutiril-
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 consideracion, en
particular, aquellas células que fueron descritas en Applied Environmental Microbiology, Vol. 73 (7) (2007), paginas
2.079-2.084 de Blombach et al.

De acuerdo con una forma de realizacién particular del procedimiento de acuerdo con la invencién se prefiere,
ademas, que la célula modificada por tecnologia genética empleada presente una expresion incrementada con
respecto a su tipo salvaje del gen glbO. Ademas, bajo determinadas circunstancias puede preferirse que la célula
modificada por tecnologia genética empleada presente una actividad disminuida en comparacion con su tipo
salvaje de la proteina con transporte citrato que es codificada por el gen dctA o el gen citP.

La célula modificada por tecnologia genética y empleada en el procedimiento de acuerdo con la invencion 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
enzimas

-E1aEs,

-Ei1, E4, Es, E6 y E7,

-E1, B4, Esy Eg,

- E4, Esy E47 @ Esp,

- Ez a E4, Bg, E7 y E47 @ Esy,
-ExaEs, Ery Es7 @ Es,

- Esy Esz a Ee1,

- Es, Esz a Ess, Ess y Ee2 @ Eeu,
-E2xaEs, Ee2, Er2y Ev,

- Es, Eso, Es1 y Eze @ E7g, O
- Es, Eso, Es1, E7o Y Eso

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

En la etapa |A) del procedimiento de acuerdo con la invencion, las células modificadas por tecnologia 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 alimentacion por tandas
(procedimiento de afluencia) o en el procedimiento de alimentacién por tandas repetido (procedimiento de afluencia
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repetitivo) con el fin de la produccién 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 recopilacién sobre medios de cultivo conocidos se describe en el libro de texto de Chmiel
(“Bioprozesstechnik 1. Einfiihrung in die Bioverfahrenstechnik” (editorial Gustav Fischer, Stuttgart, 1991)) o en libro
de texto de Storhas (“Bioreaktoren und periphere Einrichtungen”, editorial Vieweg, Braunschweig/Wiesbaden,
1994).

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

Como fuente de carbono pueden utilizarse hidratos de carbono tales como, p. €j., glucosa, sacarosa, lactosa,
fructosa, maltosa, melaza, almidén y celulosa, aceites y grasas tales como, p. €j., aceite de soja, aceite de girasol,
aceite de cacahuete y aceite y grasa de coco, acidos grasos tales como, p. €j., acido palmitico, acido estearico y
acido linoleico, alcoholes tales como, p. ej., glicerol y metanol, hidrocarburos tales como metano, aminoacidos
tales como L-glutamato o L-valina, o acidos organicos tal como, p. €j., acido acético. Estas sustancias pueden
utilizarse individualmente o en forma de mezcla. Se prefiere particularmente el empleo de hidratos de carbono, en
particular monosacaridos, oligosacaridos o polisacaridos tal como se describe en los documentos US 6.01.494 y
US 6.136.576, de azucares Cs o de glicerol.

Como fuente de nitrégeno pueden utilizarse compuestos nitrogenados organicos tales como peptonas, extracto de
levadura, extracto de carne, extracto de malta, liquido de maceracion de maiz, harina de soja y urea, o compuestos
inorganicos tales como sulfato de amonio, cloruro de amonio, fosfato de amonio, carbonato de amonio y nitrato de
amonio. Las fuentes de nitrégeno pueden utilizarse individualmente o en forma de mezcla.

Como fuente de fésforo pueden utilizarse acido fosférico, dihidrogeno-fosfato de potasio o hidrégeno-fosfato de
dipotasio o las correspondientes sales con contenido en sodio. EI medio de cultivo debe contener, ademas, sales
de metales tales como, p. €j., 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 aminoacidos y vitaminas. Al medio de cultivo se le pueden afiadir, ademas,
precursores adecuados. Las sustancias de partida mencionadas pueden afiadirse 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 caracter basico tales como
hidréxido de sodio, hidroxido de potasio, amoniaco o bien agua amoniacal, o compuestos de caracter acido tal
como acido fosférico o acido sulfurico. Para el control del desarrollo de la espuma pueden emplearse agentes
antiespumantes tales como, p. ej., poliglicolésteres de acidos grasos. Para conservar la estabilidad de plasmidos
pueden afiadirse al medio sustancias de accion selectiva adecuadas tales como, p. €j., antibiéticos. Con el fin de
conservar las condiciones aerobias se incorporan en el cultivo oxigeno o mezclas gaseosas con contenido en
oxigeno tales como, p. ej., aire. La temperatura del cultivo se encuentra normalmente en 20°C a 45°C vy,
preferiblemente, en 25°C a 40°C. 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 100°C.

La purificaciéon del acido 3-hidroxiisobutirico a partir de la disolucién nutricia tiene lugar preferiblemente de forma
continua, siendo a este respecto ademas preferido llevar a cabo de manera continua la preparacion del acido 3-
hidroxiisobutirico mediante fermentaciéon, de modo que todo el proceso desde la preparaciéon del acido 3-
hidroxiisobutirico hasta su purificacién a partir del caldo de fermentacion pueda llevarse a cabo de forma continua.
Para la purificacion continua de la preparacion del acido 3-hidroxiisobutirico a partir del caldo de fermentacion,
éste es conducido de forma continua a través de un dispositivo para la separacién de los microorganismos
empleados en la fermentacién, preferiblemente a través de un filtro con un tamafio de exclusion en un intervalo de
20 a 200 kDa, en el que tiene lugar una separacion sélido/liquido. Es imaginable también el empleo de una
centrifuga, de un dispositivo de sedimentacién adecuado o de una combinacion de estos dispositivos, siendo
particularmente preferido separar al menos una parte de los microorganismos primeramente mediante
sedimentacion y, a continuacion, aportar el caldo de fermentacién parcialmente liberado de los microorganismos a
una ultrafiltracion o dispositivo de centrifugacion.

El producto de la fermentacién enriquecido en relaciéon con su porcién de acido 3-hidroxiisobutirico es aportado,
después de la separacion de los microorganismos, a una instalacion de separacion preferiblemente de varias
etapas. En esta instalaciéon de separacion estan previstas varias etapas de separacion conectadas una tras otra, de
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las que en cada caso desembocan tuberias de retorno que son devueltas al tanque de fermentacién. Ademas, a
partir de las etapas de separacion respectivas salen tuberias de evacuacién. Las distintas etapas de separacion
pueden trabajar segun el principio de la electrodidlisis, de la 6smosis inversa, de la ultrafiltracion o de la
nanofiltracion. Por norma general, en las distintas etapas de separacion se trata de dispositivos de separacion de
membrana. La eleccién de las distintas etapas de separacion resulta del tipo y magnitud de los productos
secundarios de la fermentacion y los restos de sustratos.

Junto a la separacion del acido 3-hidroxiisobutirico por medio de elecrodialisis, 6smosis inversa, ultrafiltracién o
nanofiltraciéon, en cuyo transcurso se obtiene como producto final una disolucion acuosa de acido 3-
hidroxiisobutirico, el acido 3-hidroxiisobutirico puede también separarse mediante procesos de extraccion de la
disolucion de fermentacion liberada de microorganismos, pudiendo obtenerse en este caso en ultima instancia, el
acido 3-hidroxiisobutirico. Para la separacién del acido 3-hidroxiisobutirico mediante extraccién pueden afiadirse a
la disolucion de fermentacion, por ejemplo, compuestos de amonio o aminas con el fin de formar una sal de
amonio del acido 3-hidroxiisobutirico. Esta sal de amonio puede separarse entonces de la disoluciéon de
fermentacion afiadiendo un agente de extraccion organico y calentando a continuacion la mezcla asi obtenida, con
lo cual la sal de amonio se acumula en la fase organica. A partir de esta fase puede entonces aislarse el acido 3-
hidroxiisobutirico, obteniéndose el acido 3-hidroxiisobutirico puro, por ejemplo mediante otras etapas de
extraccion. Particularidades mas precisas en relacion con este procedimiento de separacion se pueden tomar del
documento WO-A-02/090312, cuyo contenido divulgatorio se introduce en este caso como referencia en relacion
con la separacion de acidos hidroxicarboxilicos a partir de disoluciones de fermentacion y forma una parte de la
divulgacion de la presente solicitud.

En funcién del tipo de separacién del acido 3-hidroxiisobutirico a partir de la disolucién de fermentacién se obtiene
una disolucién acuosa de acido 3-hidroxiisobutirico, 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 acido 3-hidroxiisobutirico, o bien acido 3-
hidroxiisobutirico puro.

Ademas de ello, el acido 3-hidroxiisobutirico preparado en la etapa IA) del procedimiento de acuerdo con la
invencion puede todavia neutralizarse antes, durante o después de la purificacion, pudiendo emplearse para ello en
este caso bases tales como, por ejemplo, hidréxido de calcio o hidroxido de sodio.

En la etapa IB) del procedimiento de acuerdo con la invencion, el acido 3-hidroxiisobutirico se deshidrata bajo
formacion de acido metacrilico, pudiendo emplearse para ello el acido 3-hidroxiisobutirico puro, aislado a partir de
la disolucién de fermentacion, o bien la disolucidén acuosa de acido 3-hidroxiisobutirico aislada durante el
tratamiento de la disolucion de fermentacién, concentrandose ésta, eventualmente todavia antes de la
deshidratacion, por ejemplo mediante destilacion, eventualmente en presencia de un agente de arrastre adecuado.

La deshidratacion puede llevarse a cabo basicamente en fase liquida o en la fase gaseosa. Ademas, de acuerdo
con la invencion se prefiere que la deshidratacion tenga lugar en presencia de un catalizador, dependiendo el tipo
de catalizador empleado de si se lleva a cabo una reaccion en fase gaseosa o una reaccion en fase liquida.

Como catalizadores de deshidratacion entran en consideracion tanto catalizadores de caracter acido como también
alcalinos. Catalizadores de caracter acido son particularmente preferidos debido a la escasa tendencia a la
formacion de oligomeros. El catalizador de deshidratacion puede emplearse tanto como catalizador homogéneo
como también como catalizador heterogéneo. Si el catalizador de deshidratacion esta presente como un
catalizador heterogéneo, se prefiere que el catalizador de deshidratacion sea puesto en contacto con un soporte x.
En calidad de soportes x entran en consideracién todos los solidos considerados como adecuados por el experto
en la materia. A este respecto, se prefiere que estos solidos presenten volimenes de poros adecuados que son
adecuados para la buena union y absorcion del catalizador de deshidratacion. Ademas, se prefieren voliumenes de
poros totales segun la norma DIN 66133 en un intervalo de 0,01 a 3 ml/g y se prefieren particularmente volimenes
de poros totales en un intervalo de 0,1 a 1,5 ml/g. Ademas, se prefiere que los sélidos 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 mas preferiblemente, en el intervalo de 0,01 a 300 m?/g segun el ensayo BET conforme a la norma DIN 66131.
Como soportes para el catalizador de deshidratacion puede emplearse, por una parte, un material a granel que
presente un diametro medio de particulas en el intervalo de 0,1 a 40 mm, preferiblemente en el intervalo de 1 a 10
mm y mas preferiblemente en el intervalo de 1,5 a 5 mm. Ademas, la pared del reactor de deshidratacion puede
servir como soporte. Ademas, el soporte puede ser de caracter acido o basico en si o se puede aplicar sobre un
soporte un catalizador de deshidratacién de caracter acido o basico. Como técnicas de aplicacién se han de
mencionar, en particular, inmersién o bien impregnacion o la incorporacion en una matriz de soporte.
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En calidad de soportes x, que pueden presentar también propiedades de catalizador de deshidratacion, se
adecuan, en particular, sustancias silicaticas naturales o sintéticas tales como, en particular, mordenita,
montmorillonita, zeolitas de caracter acido; sustancias de soporte revestidas con acidos inorganicos mono-, di- o
poli-basicos, en particular acido fosférico, o sales de caracter acido de acidos inorganicos tales como sustancias
oxidicas o silicaticas, por ejemplo Al,O3, TiO; 6xidos y Oxidos mixtos tales como, por ejemplo, y-Al,O3 y 6xidos
mixtos de ZnO-Al,O3 de los heteropoliacidos.

Corresponde a una forma de realizacion de acuerdo con la invencion el que el soporte x se componga, al menos en
parte, de un compuesto oxidico. Compuestos oxidicos de este tipo deberian presentar al menos uno de los
elementos de Si, Ti, Zr, Al, P o una combinacién de al menos dos de los mismos. Soportes de este tipo pueden
actuar también por si mismos como catalizador de deshidratacién debido a sus propiedades acidas o basicas. Una
clase de compuestos preferida que actia tanto como soporte x como también como catalizador de deshidratacién
contiene 6xidos de silicio/aluminio/fésforo. Sustancias de caracter basico preferidas que funcionan tanto como
catalizador de deshidratacion como también como soporte x contienen metales alcalinos, metales alcalinotérreos,
lantano, lantanoides o una combinacion de al menos dos de ellos en su forma oxidica. Catalizadores de
deshidratacion de caracter acido o basico de este tipo se pueden adquirir comercialmente tanto de Degussa AG
como también de Siidchemie AG. Otra clase la representan los intercambiadores de iones. También estos pueden
presentarse tanto en forma basica como también en forma acida.

En calidad de catalizadores de deshidratacion homogéneos, entran en consideracion, en particular, acidos
inorganicos, preferiblemente acidos con contenido en fésforo y, mas preferiblemente, acido fosférico. Estos acidos
inorganicos pueden ser inmovilizados sobre el soporte x mediante inmersidn o bien impregnacion.

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

Ademas, se prefiere que en el procedimiento de acuerdo con la invencién se emplee un catalizador de
deshidratacion con un valor Hp en el intervalo de +1 a -10, preferiblemente en un intervalo de +2 a -8,2 y, mas
preferiblemente, en la deshidratacion en fase liquida en un intervalo de +2 a -3 y en la deshidratacion en fase
gaseosa en un intervalo de -3 a -8,2. El valor Hy corresponde a la funcion acido segin Hammert y se puede
determinar mediante la denominada titulacién con amina utilizando indicadores o mediante absorcion 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.

Conforme a una forma de realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencién, en calidad de
catalizador sélido de caracter acido se emplea un cuerpo de soporte en forma de poros puesto en contacto
preferiblemente con acido fosférico o con superacidos tales como, por ejemplo, 6xido de zirconio sulfatado o
fosfatado, cuerpo que se basa preferiblemente en al menos un 90% en peso, mas preferiblemente en al menos un
95% en peso y lo mas preferiblemente en al menos un 99% en peso en un 6xido de silicio, preferiblemente en
SiO,. La puesta en contacto del cuerpo de soporte en forma de poros con el acido inorganico tiene lugar
preferiblemente mediante la impregnacion del cuerpo de soporte con el acido, 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 mas preferiblemente en un intervalo de 30 a 50%
en peso, referido al peso del cuerpo de soporte y, a continuacion, se seca. A continuacion del secado, el cuerpo de
soporte es calentado para la fijacion del acido inorganico preferiblemente hasta una temperatura en un intervalo de
300 a 600°C, mas preferiblemente en un intervalo de 400 a 500°C.

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

De acuerdo con una forma de realizacion de la deshidratacion en fase gaseosa se incorpora acido 3-
hidroxiisobutirico puro en un reactor que comprende uno de los catalizadores de lecho fijo precedentemente
mencionados. De acuerdo con otra forma de realizacion, el acido 3-hidroxiisobutirico se incorpora en el reactor en
forma de una disolucién acuosa que contiene 2 a 80% en peso, de manera particularmente preferida 5 a 50% en
peso, y mas preferiblemente 10 a 25% en peso de acido 3-hidroxiisobutirico, en cada caso referido al peso total de
la disolucion acuosa. Las condiciones de presion y de temperatura en el interior del reactor se eligen de manera

29



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2422382 T3

que el acido 3-hidroxiisobutirico o bien la disolucién acuosa se presente en forma gaseosa en su entrada al reactor.
La deshidratacion en la fase gaseosa tiene lugar preferiblemente en un intervalo de temperaturas entre 200 y
400°C, de manera particularmente preferida entre 250 y 350°C. La presion en el interior del reactor se encuentra en
la deshidratacion 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 mas preferido en un intervalo de 0,5 a 5 bar.

La cantidad de acido 3-hidroxiisobutirico incorporado en el reactor se encuentra en la deshidrataciéon 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 mas preferiblemente en un intervalo de 30 a 100% en vol.

De acuerdo con otra forma de realizacién particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, la
deshidratacion se lleva a cabo en la fase liquida. La deshidratacion en fase liquida 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 reacciéon deseada, pudiendo ser solicitado el sistema de aparatos con una presién que
sea suficiente como para mantener liquidos a los componentes de la reaccién bajo las condiciones de temperatura
deseadas.

De acuerdo con una forma de realizacidon particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, el
procedimiento comprende la deshidratacion en fase liquida de una primera etapa de procedimiento, en la que acido
3-hidroxiisobutirico puro o una disolucién acuosa que contiene 5 a 100% en peso, de manera particularmente
preferida 20 a 100% en peso, y lo mas preferiblemente 50 a 100% en peso de acido 3-hidroxiisobutirico, referido al
peso total de la disolucién acuosa, se incorpora en un reactor. Las condiciones de presion y temperatura en el
interior del reactor se eligen de modo que el acido 3-hidroxiisobutirico o bien la disolucion acuosa esté presente en
forma liquida en su entrada al reactor. De acuerdo con una forma de realizacién particular del procedimiento de
acuerdo con la invencion, en la que se lleva a cabo una deshidratacién en la fase liquida, el acido 3-
hidroxiisobutirico o bien la disolucién acuosa es conducida en el interior del reactor de deshidratacién de tal modo
a través de un lecho fijo de catalizador que la fase liquida gotea por encima de la superficie de las particulas de
catalizador. Un modo de proceder de este tipo puede llevarse a cabo, por ejemplo, en un reactor de lecho por
goteo.

La deshidratacion en la fase liquida tiene lugar preferiblemente en el intervalo de temperaturas entre 200 y 350°C,
de manera particularmente preferida entre 250 y 300°C. La presion en el interior del reactor se encuentra, en el
caso de la deshidratacion en fase liquida, preferiblemente en un intervalo de 1 a 50 bar, de manera particularmente
preferida en un intervalo de 2 a 25 bar, y lo mas preferido en un intervalo de 3 a 10 bar.

La catalisis de la deshidratacion puede tener lugar tanto en la deshidratacion en fase gaseosa como también en la
deshidratacion en fase liquida en forma homogénea o heterogénea.

En el caso de la catalisis homogénea el catalizador, del que entonces se trata preferiblemente de un acido
inorganico tal como, por ejemplo, acido fosférico o acido sulfurico, se pone primeramente en contacto con el acido
3-hidroxiisobutirico puro o con la disolucién acuosa que contiene el acido 3-hidroxiisobutirico. A continuacion, la
composicion, asi obtenida, se incorpora en el reactor y se transforma en acido metacrilico bajo las condiciones de
presién y temperatura deseadas. También es imaginable incorporar en el reactor el acido inorganico
independientemente del acido 3-hidroxiisobutirico o bien de la disolucién acuosa. En este caso, el reactor presenta
al menos dos tuberias de entrada, una para el acido 3-hidroxiisobutirico o bien la disolucién acuosa que contiene el
acido 3-hidroxiisobutirico, y una para el catalizador. Si la deshidratacion se lleva a cabo en fase liquida en un
reactor de lecho por goteo, entonces se prefiere que el catalizador sea incorporado en la zona superior del reactor
junto con el acido 3-hidroxiisobutirico o bien la disolucién acuosa que contiene el acido 3-hidroxiisobutirico.

En el caso de la catalisis heterogénea, el catalizador se encuentra en forma de un sustrato sélido en la zona de
reaccion, por ejemplo en forma de una carga de lecho fijo, en forma de placas revestidas con catalizador,
preferiblemente termoplacas que estan 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 catalisis heterogénea se prefieren en calidad de catalizadores
cuerpos de soporte preferiblemente en forma de poros impregnados, puestos en contacto con acidos inorganicos.
El acido 3-hidroxiisobutirico o bien la disolucion acuosa que contiene el acido 3-hidroxiisobutirico se pone luego en
contacto en forma de vapor o en forma liquida con la superficie del material de catalizador sélido.

De acuerdo con una forma de realizaciéon particularmente preferida del procedimiento de acuerdo con la invencion,
la deshidratacién del acido 3-hidroxiisobutirico en fase liquida se lleva a cabo a una presién en un intervalo de 200

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2422382 T3

a 500 mbar, a una temperatura en un intervalo de 200 a 230°C y en presencia de iones de metales alcalinos en
calidad de catalizador.

Como mezcla de reaccion, la cual se obtiene a continuacion de la deshidratacion, se obtiene una disolucién acuosa
de acido metacrilico que no contiene componentes de catalizador (una de este tipo se obtiene en el caso de una
deshidratacion catalizada de forma heterogénea) o bien una disolucion acuosa de acido metacrilico que contiene
catalizadores (una de este tipo se obtiene en el caso de una deshidratacion catalizada de forma homogénea).
Ademas, la disolucidon acuosa de acido metacrilico puede presentarse en forma liquida (en la medida en que la
deshidratacion tenga lugar en la fase liquida) o gaseosa (en la medida en que la deshidratacion tenga lugar en la
fase gaseosa).

Conforme a una forma de realizacién particular del procedimiento de acuerdo con la invencién la disoluciéon de
acido metacrilico, asi obtenida, puede aportarse, sin tratamiento ulterior, eventualmente para la esterificacion. En
tal caso, la disoluciéon de acido metacrilico se pone en contacto, bajo calentamiento, con alcoholes
correspondientes tales como, por ejemplo, metanol, etanol, 1-propanol, 2-propanol o 1-butanol, asi como
catalizadores de esterificacion adecuados y conocidos por el experto en la materia tales como, por ejemplo, acidos
concentrados, y el acido metacrilico se transforma de esta manera en los correspondientes ésteres. Sin embargo,
puede ser ventajoso purificar todavia el acido metacrilico antes de la esterificacion, pudiendo aplicarse para la
purificacién basicamente cualquier procedimiento de purificacion conocido por el experto en la materia que
encuentre aplicacion convencionalmente para la purificacion de acido (met)acrilico impurificado y obtenido
mediante oxidacion en fase gaseosa catalitica de propileno.

Si la deshidratacion se llevdo a cabo en la fase gaseosa, entonces se prefiere que el acido metacrilico sea
condensado primeramente, obteniéndose una disolucién acuosa de acido metacrilico. En tal caso, puede
emplearse basicamente cualquier procedimiento de condensacién conocido por el experto en la materia, por
ejemplo una condensacion 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 condensacion total tal como se describe en el documento EP-A-0
695 736. También es imaginable afiadir durante la condensacion disolvente adicional, en particular agua, con el fin
de absorber de la forma mas completa posible al acido metacrilico.

La disolucién acuosa de acido metacrilico, obtenida después de la condensacién, o bien la disolucién acuosa de
acido metacrilico obtenida en el caso de la deshidratacion en fase liquida puede entonces liberarse de agua y de
otras impurezas en etapas de purificacion ulteriores. En tal caso, primeramente puede separarse mediante
destilacion azeotrépica 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 organicos de elevado punto de
ebulliciéon para la absorcion del acido metacrilico tal como se da a conocer, por ejemplo, en el documento EP-A-0
974 574. Junto a estos procedimientos por destilacion también pueden emplearse membranas para la
deshidratacion tal como se propone, por ejemplo, en el documento DE-A-44 01 405. Es imaginable, ademas, una
purificacién, mediante procedimientos de cristalizacion, de la disolucién acuosa de acido metacrilico obtenida en el
caso de la deshidratacion en fase liquida o mediante condensacion.

El acido metacrilico obtenido después de la deshidrataciéon puede continuar siendo purificado adicionalmente en
otras etapas del procedimiento. Asi, impurezas de elevado punto de ebullicién, todavia contenidas, pueden
separarse mediante etapas de destilacion adicionales. Sin embargo, se prefiere particularmente que el acido
metacrilico obtenido después de la deshidratacién sea purificado ulteriormente mediante procesos de cristalizacion
tal como se describe, por ejemplo, en el documento DE-A-101 49 353.

El acido metacrilico purificado, asi obtenido, puede someterse entonces eventualmente a la esterificacion.
Una aportacion a la solucién de los problemas mencionados al comienzo la proporciona, ademas, un
procedimiento para la preparacién de acido metacrilico o ésteres del acido metacrilico, que comprende las etapas

de procedimiento

[1A) preparacion de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico mediante el procedimiento
precedentemente descrito,

1IB) disociacion de los polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico bajo formacién de acido 3-

hidroxiisobutirico, asi como, eventualmente, neutralizacion del acido 3-hidroxiisobutirico y/o purificacion
del acido 3-hidroxiisobutirico,
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lIC) deshidratacion del acido 3-hidroxiisobutirico bajo formacién de acido metacrilico asi como,
eventualmente, esterificacidon del metacrilato o bien del acido metacrilico.

Una aportacién a la solucion de los problemas mencionados al comienzo la proporciona también un procedimiento
para la preparacion de acido polimetacrilico o ésteres del acido polimetacrilico, que comprende las etapas de
procedimiento

[A) preparacion de acido metacrilico mediante el procedimiento precedentemente descrito,
1IB) polimerizacioén en los radicales del acido metacrilico,

pudiendo esterificarse, al menos en parte, eventualmente los grupos carboxilo del acido metacrilico antes o
después de la polimerizacién en los radicales.

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

La Figura 1 muestra la reaccion, catalizada por la enzima E4, de succinil-coenzima A para formar metilmalonil-
coenzima A.

La Figura 2 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E; a E4, de metilmalonil-coenzima A para formar acido
3-hidroxibutirico conforme a la primera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invencién, en la que se
emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se forman succinil-coenzima A como producto
intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o
de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

La Figura 3 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E4, Es y E7, de (R)-metilmalonil-coenzima A para
formar acido 3-hidroxiisobutirico de acuerdo con la segunda alternativa del procedimiento de acuerdo con la
invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se forman succinil-
coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto previo en la preparacion de
acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidrohixialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

La Figura 4 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E4, Es y E7, de metilmalonil-coenzima A para formar
acido 3-hidroxiisobutirico de acuerdo con la tercera alternativa del procedimiento de acuerdo con la invencién, en la
que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se forman succinil-coenzima A como
producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto previo en la preparacion de acido 3-
hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

La Figura 5 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas Eg y Eg, de acido 3-hidroxiisobutirico para formar un
polihidroxialcanoato.

La Figura 6 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E1o 0 E41, de fosfoenolpiruvato o bien piruvato para
formar oxalacetato de acuerdo con una ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa del
procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en
la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto
previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.

La Figura 7 muestra la reaccién, catalizada por las enzimas Ei; a E1s, de oxalacetato para formar succinil-
coenzima A de acuerdo con una primera ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa del
procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en
la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto
previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.

La Figura 8 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E43 a E1s y E2s @ Ezs, de oxalacetato para formar
succinil-coenzima A de acuerdo con una segunda ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa
del procedimiento de acuerdo con la invencién, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética
en la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto
previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.
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La Figura 9 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E1¢, E24, E27 y E2s, de oxalacetato para formar succinil-
coenzima A de acuerdo con una tercera ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa del
procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en
la que se forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto
previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.

La Figura 10 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas Ess y E2s, de L-glutamato para formar succinil-
coenzima A de acuerdo con otra ejecucion particular de la primera, segunda o tercera alternativa del procedimiento
de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se
forman succinil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto previo en la
preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

Las Figuras 11 y 12 muestran la reaccion, catalizada por las enzimas E4, Es y Es7a Esy, de acetil-coenzima A para
formar acido 3-hidroxiisobutirico de acuerdo con una primera alternativa de la segunda forma de realizacion
particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia
genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como
producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.

Las Figuras 13 y 14 muestran la reaccion, catalizada por las enzimas E; a E4, Es, E7 y E47 a Esz, de propionil-
coenzima A para formar acido 3-hidroxiisobutirico de acuerdo con una segunda alternativa de la segunda forma de
realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencién, en la que se emplea una célula modificada
por tecnologia genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-
semialdehido como producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos
basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

Las Figuras 15 y 16 muestran la reaccion, catalizada por las enzimas E; a E4, E7 y E47 a Esp, de propionil-coenzima
A para formar acido 3-hidroxiisobutiroco de acuerdo con una tercera alternativa de la segunda forma de realizacion
particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia
genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como
producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico.

La Figura 17 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas Esz a Ess, Ess y Es2 a Egs, 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 realizacion particular del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula
modificada por tecnologia genética en la que se forman propionil-coenzima A como producto intermedio y
metilmalonato-semialdehido como producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de
polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

La Figura 18 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas E; a E4, Es2, E72 y E7s, de beta-alanina para formar
acido 3-hidroxiisobutirico de acuerdo con una tercera forma de realizacién particular del procedimiento de acuerdo
con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por tecnologia genética en la que se forman acrilil-
coenzima A como producto intermedio y metilmalonato-semialdehido como producto previo en la preparacion de
acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

La Figura 19 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas Ezs a E79, Eeo, Es1 Y Es, de piruvato para formar acido
3-hidroxiisobutirico de acuerdo con una primera alternativa de la primera forma de realizacién particular de la
segunda variante del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por
tecnologia genética en la que se forman isobutiril-coenzima A como producto intermedio y 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A como producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos
basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

La Figura 20 muestra la reaccion, catalizada por las enzimas Es, Eeo, Es1, E79 y Eso de L-valina para formar acido 3-
hidroxiisobutirico de acuerdo con una segunda alternativa de la primera forma de realizacion particular de la
segunda variante del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la que se emplea una célula modificada por
tecnologia genética en la que se forman isobutiril-coenzima A como producto intermedio y 3-hidroxiisobutiril-
coenzima A como producto previo en la preparacion de acido 3-hidroxiisobutirico o de polihidroxialcanoatos
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basados en acido 3-hidroxiisobutirico.

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

La Figura 22 muestra el vector pGA4_3HIBDH del Ejemplo 3.

La Figura 23 muestra el vector pGA5_MMCoAR_3HIBDH del Ejemplo 3.

La Figura 24 muestra el vector pECXT99A del Ejemplo 3.

La Figura 25 muestra el vector pPECXT99A MMCoAR_3HIBDH del Ejemplo 3.

La Figura 26 muestra la deteccién por cromatografia de iones de una formacién de acido 3-hidroxiisobutirico
mediante las células recombinantes en el Ejemplo 3.

La Figura 27 muestra la deteccion por cromatografia de iones de que en el caso del pico caracterizado en la Figura
26 se trata del acido 3-hidroxiisobutirico.

Ejemplos

Ejemplo 1

La presente invencion se explica ahora en el Ejemplo 1 con ayuda de una célula recombinante que es capaz de
producir acido 3-hidroxiisobutirico 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
de acuerdo con la invencion para la preparacion de acido metacrilico. 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) asi 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
y 08 (subunidad a y B), 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.

1. Organismos, plasmidos y oligonucledtidos

Para la preparacion de esta célula recombinante se utilizaron las siguientes cepas de bacterias, vectores, ADN
gendmico y oligonucleétidos:

Tab. 1: Cepas de bacterias utilizadas

Cepa Referencia (fabricante)
DH5 de E. coli NEB
BL21 (DE3) de E. coli Invitrogen

Tab. 2: Vectores utilizados

Vector Referencia (fabricante)
pCDFDuet-1 Novagen
pET101/D-TOPO Invitrogen
pCR2.1-TOPO Invitrogen

Tab. 3: ADN gendmico utilizado

Cepa

Pseudomonas aeruginosa PAO1
Acinetobacter calcoaceticus ADP1
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Tab. 4: Oligonucleotidos 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. Amplificacion de los fragmentos de PCR 1.2.4.4 (2.313 kb) vy 2.6.1.42 (958 pb)

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. Digestion del vector pPCDF-Duet-1 y del fragmento de PCR 2.6.1.42 (958 pb)

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/Sall, y las restricciones, asi obtenidas, se ligan durante una noche
con T4-ligasa. Se obtiene el vector pPCDFDuet::2.6.1.42.

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

La preparacion de un vector de clonacién 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
clonacion pCR2.1-TOPO::1.2.4.4 y pCR2.1-TOPO::2.6.1.42 obtenidos de esta manera se transformaron células
DH5a 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 pl). Los plasmidos de los clones obtenidos se aislaron
y digerieron:

pCR2.1-TOPO::1.2.4.4 Bglll + Kpnl tamario del fragmento 2313 pb
pCR2.1-TOPO::2.6.1.42 EcoRI + Sall tamafio del fragmento 958 pb

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

5. Preparacion del vector pCDFDuet: 2.6.1.42 —1.2.4.4

El vector pCDFDuet::2.6.1.42 asi como el vector pCR2.1-TOPO::1.2.4.4 se digieren con Bglll/Kpnl. A continuacion,
tiene lugar el ligamiento de pCDFDuet::2.6.1.42 (Bglll/Kpnl) con pCR2.1-TOPO::1.2.4.4, obteniéndose el vector
pCDFDuet::2.6.1.42- 1.2.4.4. Mediante este vector de clonacién se transformaron de nuevo células DH5a de E.
coli. Los plasmidos se aislaron. El plasmido pCDFDuet::2.6.1.42 - 1.2.4.4. presenta la secuencia de ADN conforme
a SEQ.-ID.-NO. 19.

6. Clonacién del racimo de valina procedente de Acinetobacter calcoaceticus (V-Clusaca)

La cepa ATCC 33304 de Acinetobacter calcoaceticus se ligo 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) centrifugacion de 1 mL de cultivo, ii) adicion de 200 yL de H20O al
sedimento, iii) calentamiento durante 10 min hasta 95°C, iv) centrifugacion (10 min, 13.000 rpm), asi como v)
retirada del residuo para una PCR.

Para la amplificacién del racimo de valina a partir de A. calcoaceticus se llevé a cabo una PCR utilizando el

cebador indicado en la Tabla 4, conforme a SEQ.-ID.-NO. 13 y SEQ.-ID.-NO. 14 (segun las instrucciones del
fabricante con las polimerasas Pfu o bien Taq).

35




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2422382 T3

Los productos de la PCR se purificaron y se ligaron segun las instruccion al plasmido pET101/D-TOPO, asi como
se incorporaron en DH5a de E. coli. Se obtiene el plasmido pET101/D-TOPO::V-Clusteraca. El plasmido pET101/D-
TOPO::V-Clusteraca presenta la secuencia de ADN conforme a SEQ.-ID.-NO. 20.

7. Preparacion de una célula recombinante que es capaz de formar acido 3-hidroxiisobutirico a partir de L-
valina

BL21 (DE3) de E. coli se transformd con los plasmidos 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, asi obtenidas, estaban en condiciones de
hacer reaccionar la L-valina para forma acido 3-hidroxiisobutirico en un medio nutricio que contenia L-valina. Por el
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 acido 3-hidroxiisobutirico.

Ejemplo 2

En este ejemplo se aisla un ADN que codifica un gen, y el gen se sobre-expresa en E. coli. EI ADN codifica una
enzima que presenta tanto la actividad de la enzima E; como también la de la enzima Es.

1. Cultivo y recoleccién de Sulfolobus tokodaii

Sulfolobus tokodaii se cultivé en un pequefio volumen de cultivo (40-200 ml) a 75°C y a un valor del pH de 3,0 bajo
sacudimiento (150 rpm). El crecimiento se vigilé fotométricamente a través de la medicion de la densidad optica a
578 nm (DOs7s nm). Se utilizé un medio de Sulfolobus (modificado segun Brock et al., Archives of Microbiology 84,
paginas 54-68, 1972; Suzuki et al., Extremophiles, 6, paginas 39-44, 2002). Como fuente de energia y de carbono
servian extracto de levadura, casaminoacidos y glucosa. El medio consistia en los siguientes componentes: medio
base, solucidon madre de glucosa, solucion madre de hierro y solucién madre de oligoelementos. A una de DOs78 nm
de 0,3-0,5 (fase exponencial) se cultivaron las células. La centrifugacion tuvo lugar en una centrifuga Sorvall (rotor
SS34) durante 15 min a 9.000 rpm. El precipitado celular se emple6 directamente para la extraccion de ADN.

Medio base. KH2PO4 (0,28 g/l), (NH4)2SO04 (1,3 g/l), MgSO4 x 7 H20 (0,25 g/l), CaCl, x 6 H,O (0,07 g/l), extracto de
levadura (1 g/l) y casaminoacidos (1 g/l). El valor del pH se ajusté con H,SO4 a 3,0 antes del sometimiento en
autoclave.

Solucién madre de glucosa (100 veces). Glucosa (100 g/l). La disolucion se filtré en condiciones estériles.

Solucion madre de hierro (1000 veces). FeCls x 6 H20 (20 g/l). La disolucion se filtré en condiciones estériles.
Solucion madre de oligoelementos (1000 veces). MnCl; x 4 H,O (1,8 g/l), Na:B4O7 x 10 H20 (4, 5 g/l), ZnSO4 x 7
H20 (220 mg/l), CuClz x 2 H20 (50 mg/l), NazMoO4 x 2 H,O (30 mg/l), VOSO4 x 5 H,O (30 mg/l), CoCl, x 6 H,0
(8,4 mg/l). Los distintos componentes se disolvieron sucesivamente en H,O dest., el valor del pH se ajusté a 3,0

con HCI y la disolucion se filtré en condiciones estériles.

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

El aislamiento de ADN gendmico se llevo a cabo segun el método de Murray y Thompson (Nucleic Acid Research,
8, paginas 4.321-4.325, 1980). Para ello, se pesaron 10-50 mg (peso en hiumedo) de células recién recolectadas
en un recipiente de reaccion Eppendorf de 1,5 ml y se resuspendieron en 570 ml tampdén TE (Tris 10 mM/HCI, pH
8,0), NaEDTA 1 mM). Se afiadieron 30 pl de una disolucion al 10% (p/v) en SDS (disolucion en dodecilsulfato de
sodio) y se afiadieron 3 pl de proteinasa K (20 ug/ul) y se incubaron durante 1 h a 52°C. Después, se afhadieron
100 pl de disolucion 5 M de NaCl y 80 ul de disolucién previamente calentada al 10% (p/v) de bromuro de
cetiltrimetil-amonio (CTAB) (CTAB al 10% p/v) en NaCl 0,7 M). Después de incubacion durante 10 min a 65°C, se
extrajeron los complejos a base de CTAB, fragmentos de la pared celular y proteinas con 780 ul de
cloroformo/alcohol iso-amilico (24:1 (v/v)) y se separaron por centrifugacion durante 15 min a 14.000 rpm. La fase
acuosa superior se transfirid6 a un nuevo recipiente de reacciéon Eppendorf y se repitio la extraccion. Después de
que la fase acuosa estaba exenta de pigmentos, se revisti6 con 400 ul de isopropanol al 100%. Mediante
cuidadosa mezcladura de las dos fases, el ADN cromosodmico precipitd en la capa limite. El ADN pudo recogerse
con una pipeta de Pasteur extraida y se lavé en 200 ul de etanol al 70%. Después de centrifugacion renovada (5
min, 14.000 rpm), se retird el residuo, el ADN se sec6 a la temperatura ambiente durante 2 h y finalmente se
disolvié en 100 ul de tampén TE.
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3. Amplificacion del gen para la malonil-coenzima A-reductasa

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

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

Se utilizaron los siguientes cebadores:

5-ATTATCCCATGGGGAGAACATTAAAAGC-3 ("cebador directo"; el punto de corte Ncol esta subrayado; SEQ.-
ID-NO. 21) y

5-CGGGATCCTTACTTTTCAATATATCC-3’ ("cebador inverso"; el punto de corte BamHI esta subrayado; SEQ.-ID-
NO. 22)

Para las reacciones PCR se utilizo el planteamiento de reaccion indicado en la siguiente Tabla 1. La PCR se llevo a
cabo como PCR de arranque en caliente, es decir, la tanda de la reaccién se incubé antes de la adicién de la Pfu-
polimerasa durante 2 min a 95°C. A continuacion siguieron 30 ciclos en cada caso de 1 minuto a 95°C, de 1
minuto a 45°C y de 5 minutos a 72°C, seguidos de una ultima etapa con 30 segundos a 45°C, 15 minutos a 72°C vy,
finalmente, una pausa a 6°C.

Tabla 1: Tanda de reaccién estandar (50 pl) para PCR con lectura de prueba con Pfu-polimerasa

Composicion ul/ tanda de 50 pl
Tampodn de reaccion Pfu-PCR 10 x 5

Mezcla de dNTP (2 mM cada nucleétido) 5

Cebador directo (2 uM) 12,5

Cebador inverso (2 uM) 12,5

ADN cromosoémico 1 (10 -50 ng)
Pfu-polimerasa (2,5 U/ul) 2

H20Ovigest. 12

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

4. Clonacién del gen para la malonil-coenzima A-reductasa

Para la clonacion del gen para la malonil-coenzima A-reductasa de Sulfolobus tokodaii se clon6 el gen amplificado
en el Ejemplo 3 de manera no especifica con el kit de expresion “pCR T7 Topo TA Expression Kit” (Invitrogen,
Karlsruhe) en el vector pCR T7/CT-Topo (Invitrogen, Kalsruhe). La realizacion tuvo lugar de acuerdo con los datos
del fabricante.

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

5. Preparacion de un vector de expresion

Para la preparacion de un vector de expresion que comprende el gen para malonil-coenzima A-reductasa, el vector
de clonacioén aislado y obtenido en el Ejemplo 4 se somete a una digestidon por restriccion con las enzimas de
restriccion Ncol y BamHI. Para ello, se mezclan bien 25-27 pyl de ADN del plasmido (vector de expresion pTrc99A o
bien vector pCR T7/CT-Topo con el gen incorporado de la malonil-coenzima A-reductasa) con 5 ul de tampdn de
reduccion 10 veces concentrado y 2-3 yl de enzima de restriccion (10 U/ul; Fermentas, St. Leon-Rot). La tanda de
reaccion se completd con H,O dest hasta 50 ul y se incubd durante 5 h a la temperatura indicada por el fabricante.
Antes del uso ulterior se llevé a cabo una precipitacién en etanol. Para ello, el ADN se mezclé con 3 unidades en
volumen de etanol al 100% y 0,1 unidades en volumen de tampon acetato de sodio 3 M (pH 5,3) y se incubd
durante 2 h o alo largo de una noche a -80°C. Después de una etapa de centrifugacién (20 min, 14.000 rpm, 4°C,
centrifuga de mesa Eppendorf), el residuo se retiré cuidadosamente y el ADN se lavd con 3 unidades en volumen
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de etanol al 70% (v/v). Después de incubacion durante 10 min a la temperatura ambiente, se centrifugé de nuevo
(10 min, 14.000 rpm, 4°C, centrifuga de mesa Eppendorf) y se desechd el residuo. EI ADN se sec6 durante 1 hora
a la temperatura ambiente y, a continuacion, se recogié en el volumen deseado H>O o tampon TE (Tris10 mM/HCI
(pH 8,0), NaEDTA 1 mM).

A continuacion, 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 clonacién, ya que se impide un religamiento del vector. Se
utilizé fosfatasa alcalina de intestinos de ternero para la desfosforilacion del vector digerido.

La desfosforilacion se llevdo a cabo en el mismo tampén que la digestién por restriccion. 50 pl de tanda de
restriccion se mezclaron con 1,5 pl de CIAP (siglas inglesas de fosfatasa alcalina del intestino de ternero) (1U/ul;
Fermentas, St. Leon-Rot) y se incubaron durante 30 min a 37°C. Antes del uso ulterior del vector cortado y
desfosforilado, se llevd a cabo la precipitacién en etanol tal como se ha descrito precedentemente.

Para el ligamiento del ADN del inserto con el vector de expresion se utiliza la T4 ADN-ligasa, empleandose ADN
del plasmido y ADN del inserto en una relacion molar de 1:3 - 1:6.

Soluciones patron:

Tampon de ligamiento (10 veces): Tris 0,5 M/HCI, pH 7,6
MgCl> 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 H>O dest estéril
DTE (ditioeritritol) 5 mM  emplearlo siempre reciente en tampoén de ligamiento

Las tandas de ligamiento tenian un volumen de 50 pl. ADN del plasmido (2-10 pl), ADN del inserto (2-20 pl), 5 pl
de tampon de ligamiento con DTE (50 mM) y la cantidad correspondiente de H2Ogest €stéril se pipetearon
conjuntamente, se sometieron a un voértice, se separaron brevemente por centrifugacion y, a continuacion, se
incubaron durante 5 min a 45°C. La tanda se enfrié en hielo. Se afiadieron 5 yl de ATP 5 mM y 1,5 pl de T4 ADN-
ligasa (1U/ul; Fermentas; St. Leon-Rot), y la tanda se mezclé. El ligamiento tuvo lugar durante una noche a 16°C.

La tanda de ligamiento se emple6 directamente para la transformacion de células quimicamente competentes.

6. Transformacion de células de E. coli con el vector de expresion

Partiendo de una colonia individual de células Rosetta 2 de E. coli se cultivé un cultivo durante una noche de 5 ml.
Con 0,5-1,0 ml de este cultivo se inocularon a la mafiana 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).
Después de incubacion durante 1,5 - 2 h (37°C, sacudimiento (180 rpm)) se alcanzé una DOszs nm de 0,6. Las
células se enfriaron durante 10 min en hielo y, a continuacién, se separaron por centrifugacién durante 5 min a
5.000 rpm y 4°C (rotor GSA, centrifuga Sorvall). El sobrenadante se desechd y el precipitado celular se
resuspendié en 2,7 ml de disolucion fria de CaClz 0,1 M. Después de la adicion de 2,3 ml de glicerol estéril al 50%
(v/v), la suspension de células se distribuyd en porciones (en cada caso 300 pl) en recipientes de reaccion
Eppendorf de 1,5 ml. Las células competentes se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y, a
continuacion, se almacenaron a -80°C.

Para la transformacion de las células se descongel6 una parte alicuota de las células quimicamente competentes
(300 pl) en hielo y se mezclé con 25 yl de una tanda de ligamiento. La tanda se mezclé cuidadosamente y se
incubo durante 30 min en hielo. Después de un choque de calor (42°C, 1 min) se incubé de nuevo durante 5 min en
hielo. A continuacion, se afadieron 800 ul de medio LB (Sambrook et al., 1989), y las células se sacudieron
durante 1 h a 37°C (termomezclador, Eppendorf 5436). Antes de extender la tanda sobre medio LB, la tanda se
concentro todavia. Para ello, se separ6é por centrifugacion durante 1 min a 10.000 rpm, del sobrenadante se
desecharon 750 pl y el precipitado celular se resuspendi6. De esta tanda concentrada se extendieron 50 pl, 100 pl
y 200 pl en placas LB (Sambrook et al., 1989) con 10 ug/ml de ampicilina y se incubd durante una noche a 37°C
en la incubadora. Las placas se aclararon con 1 ml de medio LB. Con esta suspension de células se inocularon a
continuacion 150 ml de medio LB (con 100 pyg/ml de ampicilina) en matraces con deflector de Erlenmeyer de 500
ml. Los cultivos crecieron a 37°C y a 180 rpm. La sobre-expresion tuvo lugar mediante induccion del promotor en
pTrc99A mediante la adicion de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopirandsido) 0,5 M a una DOsyzs nm de 0,6. Los cultivos
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inducidos se incubaron durante 3 h bajo las condiciones mencionadas y, a continuacién, se recolectaron a una
DOs7gnm = 2,7.

7. Deteccion de la actividad enzimatica

La cepa de E. coli obtenida en el Ejemplo 6 se disgregé por medio de un molino de células. El material disgregado
de las células se calentd durante 15 min hasta 85°C. A esta precipitacion de calor coagulan las enzimas no
estables térmicamente y precipitan. Dado que la proteina diana es estable al calor, queda retenida en el
sobrenadante. Para la medicion de la actividad de malonil-coenzima A-reductasa, el sobrenadante se diluy6 en la
relacion 1:50 en tampdén TM (Tris 50 mM/CI, MgCl, 1 mM, pH 8,1). A 500 pl de tampon HIPS (HEPES 100
mM/NaOH, MgCl; 5 mM, ditioeritritol 1 mM, que contenia NADPH 0,5 mM se pipetearon 30 ul del sobrenadante
diluido o bien no diluido (para la deteccion de la actividad de metilmalonil-coenzima A-reductasa). En una primera
tanda se inici6 la reaccion mediante la adiciéon de malonil-coenzima A, siendo la concentracion final de 0,5 mM. Se
determind la disminucién de la absorcion de NADPH a 365 nm. La actividad enzimatica determinada ascendi6 a
15,5 ymol/min/mg de proteina (15,5 U/mg).

En una segunda tanda se inicid la reaccion mediante la adiciéon de metilmalonil-coenzima A (razén social Fluka, n°
de art.: 67767), ascendiendo la concentracién final a 2,0 mM. Se determiné la disminucidon de la absorcion de
NADPH. La actividad enzimatica determinada ascendi6 a 0,24 pmol/min/mg de proteina (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
cataliza tanto la reaccién de malonil-CoA como también de metilmalonil-coenzima A.

Por cada mol de malonil-CoA o bien de metilmalonil-CoA empleado se oxidé 1 mol de NADPH. De ello se puede
deducir que la reaccién enzimatica conduce al correspondiente semialdehido.

Ejemplo 3

La presente invencion se continda explicando en el Ejemplo 3 con ayuda de la preparacion de acido metacrilico
mediante una célula recombinante que es capaz de producir acido 3-hidroxiisobutirico a través de metilmalonato-
semialdehido 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 (E:) y 3-
hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (E.).

1. Clonacién de los genes NCgl1470, NCgl1471 y NCqg11472 (arginina/sistema de transporte de ornitina-
ATPasa, metilmalonil-coenzima A-mutasa y metilmalonil-coenzima A-mutasa, dominio/subunidad N-
terminal) en pEKEX2, construccién de pEKEx2MCM cgl

Para las manipulaciones de ADN se utilizaron técnicas convencionales tal como se indican en Sambrook, J. et al.
(1989), “Molecular Cloning: a laboratory manual”, 22 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 (Peglab
Biotechnologie, Erlangen, Alemania) o Pfx-ADN-polimerasa de platino (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). Si no se
indicé de otro modo, la utilizacion de las polimerasas tuvo lugar de manera correspondiente a los datos de los
fabricantes. Oligonucleétidos para las amplificaciones por PCR y la introduccion de puntos de corte por restriccion
se obtuvieron de MWG-Biotech (Ebersberg, Alemania). La deteccion de cepas construidas tuvo lugar mediante
PCR de colonias con Taq Polymerase READYMIX (Sigma, Taufkirchen, Alemania), asi como preparaciones de
plasmidos. Fragmentos de ADN se purificaron y obtuvieron con el kit de extraccion de gel MinElute (Qiagen,
Hilden, Alemania) segun los datos del fabricante. EI ADN del plasmido se aislé mediante kits Qiaprep spin Miniprep
(Qiagen, Hilden, Alemania). Todos los plasmidos construidos se verificaron mediante analisis de restriccion con
subsiguiente secuenciacion.

Para la construccion de pEKEx2MCM_cgl se empled el vector pEKEx2 (Kleinertz et al., 1991, Gene 102:93), que
permite la transcripcion de genes clonados bajo el control del promotor tac inducible por isopropil-B-D-
tiogalactopirandsido (IPTG) y del sistema represor lac (laclq). El fragmento de ADN de 5,2 kb de tamafio, el cual
codifica los genes NCgl1470, NCgl1471 y NCgl1472 se amplificd mediante los siguientes oligonucleétidos y ADN
de Corynebacterim glutamicum ATCC13032 como moldes:

pcg1859-57_directo (SEQ.-ID-NO. 23):
5’-cggtcgacaaggagatatagataTGACTGATCTCACAAAGACTGC-3,

y
pcg1857-59_inverso (SEQ.-ID-NO. 24):
5'-cTTAGGCTTTGTCGAACGCCTCC-3'.
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(En mayusculas se indican las secuencias complementarias a la secuencia del genoma).

En los productos amplificados se introdujeron adicionalmente puntos de corte por restriccion (subrayados) y un
lugar de unién al ribosoma (aaggag) de 8 nucleétidos delante del codén de iniciacion. En tal caso, el codon de
iniciacion TTG original fue sustituido por ATG. El material amplificado por PCR se fosforilé con polinucleétido
quinasa (Roche, Basilea, Suiza) y el extremo romo se cloné en el punto de corte Smal de vector pUC19 (Yanisch-
Perron et al., 1985, Gene 33: 103-19). La identidad y el caracter correcto del inserto de 5,2 kb, se confirmé
mediante secuenciacion. A continuacion, a partir del derivado pUC19 se aisl6 el fragmento de 5,2 kb como
fragmento Sall y se ligd en el punto de corte Sall del vector pEKEx2. Con ayuda de la digestion por restriccion se
eligieron plasmidos con la orientacion correcta y uno de ellos se designdé pEKEx2MCM cgl. El plasmido obtenido se
muestra en la Figura 21.

2. Clonacién de la 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa de Thermus thermophilus en pEKEx2, construccion
de pECXT99A MMCoAR 3HIBDH

El gen de la 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (3HIBDH) de Thermus thermophilus (TTHA0237) se sintetizd
teniendo en cuenta el uso de codones de C. glutamicum. El gen optimizado por el uso del codén (SEQ.-ID.-NO. 25)
se sintetizé en el vector pGA4 (pGA4_3HIBDH, Figura 22). Mediante digestion del vector pGA4_3HIBDH con las
endonucleasas Kpnl y Ec/136ll, el gen de 3HIBDH se ligé en el vector pPGA5_MMCOoAR linearizado con las enzimas
de restriccion BamHI (y subsiguiente reaccion de relleno) y Kpnl, un vector que ya contiene una secuencia derivada
de la metilmalonil-coenzima A-mutasa de Sulfolobus tokodaii bajo el control de la expresién funcional del promotor
T7. El vector pGA5_MMCoAR_3HIBDH resultante se representa en la Figura 23.

A partir del vector pGA5_MMCoAR_3HIBDH se clond, mediante digestion con Kpnl y Ec/136ll, el inserto con la
metilmalonil-coenzima A-reductasa y la 3HIBDH en el vector diana pECXT99A linearizado mediante digestion con
las endonucleasas de restriccion BamHI (y subsiguiente reaccion de relleno) y Kpnl (nimero de acceso: AY219684,
Figura 24) (vector resultante pECXT99A MMCoAR_3HIBDH, Figura 25).

3. Preparacion con pEKEx2MCM cgl y pECXT99A 2HIBDH varlIMMCoAR de células de C. glutamicum
transformadas

La preparacion 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_varlIMMCoAR se
introdujo mediante electroporacion y se seleccionaron transformantes en agar de cerebro-corazén de la razén
social Merck (Darmstadt, Alemania) que habia 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 aislé el ADN del
plasmido, y éste se caracteriz6 mediante digestion por restriccion. De este modo se obtuvo pEKEx2MCM_cgl/pEC-
XT99A_3HIBDH_varlIMMCoAR de C. glutamicum.

4. Cultivo y preparacién de acido 3-hidroxiisobutirico

Colonias individuales de C. glutamicum pEKEx2MCM_cgl/pEC-XT99A_3HIBDH_varlIMMCoAR se inocularon en 25
ml de medio completo (medio de cerebro-corazén) con 15 pg/l de canamicina y 5 pg/l de tetraciclina y se cultivaron
durante una noche a 30°C y 200 rpm. Como control se cultivd el tipo salvaje sin antibiéticos.

Los cultivos se separaron por centrifugacion (10 min, 4°C, 5292 x g) y se lavaron con solucion salina (NaCl al
0,9%). Las células se resuspendieron en 25 ml (en matraces de 250 ml) de medio GCXII con antibiéticos (15 pg/l
de canamicina y 5 g/l de tetraciclina). La cepa portadora de plasmidos se indujo con IPTG 0,5 mM (12,5 pl de la
soluciéon madre 1 M).

Medio minimo CGXII (segun Keilhauer et al., J Bacteriol. 1993, 175: 5595-5603):
20 g de (NH4)2304
59 de urea
1 g de KzHPO4
1 g de KH2P04
429 de MOPS
1ml de MgSO4 x 7 H,O (25 g/100 ml, filtrado en condiciones estériles)
1ml de CaCl; x 2 H20 (1,32 g/100 ml, filtrado en condiciones estériles)
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Las sales se disolvieron en aprox. 800 ml de agua bidest. y el pH se ajusté a 7 con KOH. Para ello, se afiadieron
aprox. 20-25 plaquitas de KOH y a continuacion 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 afiadié 1 ml de disolucion salina de trazas.

Disolucion salina de trazas:

19 de FeSO4 x 7 H.0
19 de MnSO4 x 7 H,0O
019 de ZnSO4 x 7 HL,O
0,02g de CuSO4

0,002 g de NiCl2 x 6 H.0

Las sales se disolvieron en 100 ml de H>O desionizada y en tal caso se acidificé con HCI (papel de pH aprox. pH
1). A continuacion, la disolucion se filtré en condiciones estériles.

Al medio se afiadieron 100 ml de glucosa al 50% (concentracién final 5%), para una concentracion final de 4% se
afaden 80 ml de glucosa al 50% y 20 ml de agua bidest. estéril.

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

Al cabo de 27 h pudieron detectarse en una muestra 6 mg/l de acido 3-hidroxiisobutirico mediante cromatografia
de iones (Metrohm Compact IC 761 con automuestreador, fase movil: NaOH 8 mM; columna: Dionex AS15 4 x 250
mm + antecolumna AG15 4 x 50 mm; temperatura de la columna: 25°C, caudal: 1,4 mL/min; detector:
conductividad; volumen de inyeccién: 10 pl; tiempo de funcionamiento: 30 min (Figura 26). La identidad del acido
3-hidroxiisobutirico se confirmé mediante acumulacién de acido 3-hidroxiisobutirico quimicamente puro (30 mg/l)
(Figura 27).

5. Deshidratacion de acido 3-hidroxiisobutirico para formar metacrilato

5 ml de disoluciéon de acido 3-hidroxiisobutirico (0,2 g/L), producida segun el Ejemplo 4 precedente, se mezclan
con agitacion con NaOH (0,06 mg). La disolucion se incuba bajo agitacion y enfriamiento a reflujo a 185 - 195°C
bajo vacio (300 torr). A lo largo de un espacio de tiempo de 5 h, se afiaden cada hora en cada caso otros 0,5 mg
de acido acido 3-hidroxiisobutirico en 5 mL. La disolucién contiene p-metoxifenol al 0,4 por ciento en peso con el
fin de impedir una polimerizaciéon del metacrilato. Después de 24 h de incubacion, finaliza la reaccion. La
conversion de acido 3-hidroxiisobutirico en metacrilato asciende a mas de 90%. La separacion del acido
metacrilico de la tanda de reaccion tiene lugar mediante destilacion.

Ejemplo 4

La presente invencion se explica adicionalmente en el Ejemplo 4 con la ayuda de la preparacién de acido
metacrilico mediante una célula de E. coli recombinante que es capaz de formar acido 3-hidroxiisobutirico a través
de metilmalonato-semialdehido como producto previo y a través de acriloil-coenzima A como producto intermedio.

Para la reaccion de la fuente de C glicerol para formar acido 3-hidroxiisobutirico con células de E. coli
recombinantes, los genes de siete enzimas diferentes se clonaron en una serie de plasmidos de expresion. Para
ello, se aprovecharon los vectores Duet (Merck, Alemania). En este caso, se trata de un sistema de cuatro vectores
de expresidon que son todos compatibles entre si y, ademas, presentan diferentes marcadores de resistencia a
antibidticos.

1. En particular, para la reaccion de glicerol para formar acido 3-hidroxiisobutirico se clonaron en vectores
de expresion los genes que codifican las siguientes enzimas:

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

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

Aldehido-deshidrogenasa AldH de E. coli Para la reaccion de 3-HPA para formar acido 3-
hidroxipropionico (3-HP) se amplificé el gen aldH de E. coli.

Propinil-coenzima A-sintasa (Pcs) de Chloroflexus aurantiacus (codificada por el gen pcs). La propionil-
coenzima A-sintasa cataliza la reaccion 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)
cataliza la activacion de 3-HP para formar 3-hidroxipropionil-CoA. A continuacion de ello tiene lugar la
deshidratacion 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 reduccién dependiente de NADPH
del acrilil-CoA para formar propionil-CoA. No obstante, esta reacciéon es irrelevante para el proyecto
descrito, ya que aqui el producto intermedio acrilil-CoA es hecho reaccionar ulteriormente por parte de la
siguiente enzima (crotonil-CoA carboxilasa/reductasa, véase mas abajo).

Crotonil-coenzima A-carboxilasa/reductasa (enzima Eg2) (Ccr) de Rhodobacter sphaeroides (codificada
por el gen ccR). La actividad principal de la Ccr se encuentra en la carboxilacion reductora de crotonil-
coenzima A para formar etilmalonil-CoA. Sin embargo, la enzima muestra una amplia especificidad por el
sustrato y convierte de manera muy eficaz acrilil-coenzima A en metilmalonil-coenzima A.

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

3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (E4) (3-HIB-DH) de Thermus thermophilus (codificada por el gen
MmsB). Esta enzima cataliza la reaccion reversible, dependiente de NADPH, de metilmalonato-
semialdehido para formar acido 3-hidroxiisobutirico (3-HIB).

En lo que sigue se describe con detalle la estrategia de clonacion para la sobre-expresion heterdloga de
las enzimas arriba descritas.

Construccion del plasmido pACYCDuet-KpGDRF para la sobre-expresion del factor de reactivacion de
glicerol-deshidratasa (GDRF).

Primeramente se amplificaron mediante PCR los genes gdrA (sindbnimo ORF4) y gdrB (sinébnimo ORF2b),
que codifican las dos subunidades de GDRF de K. pneumoniae. Como matriz se utilizé ADN cromosdmico
de la cepa DSM2026 de K. pneumoniae.

Para la amplificacion de gdrA se emplearon los siguientes oligonucleétidos:

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

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

Para la amplificacion de gdrB se emplearon los siguientes oligonucleétidos:
orf2bPcifw (SEQ.-ID-NO. 28):
5-TATATAACATGTCGCTTTCACCGCCAGGC-3’

(subrayada la secuencia de reconocimiento de Pcil)

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

Para ello se emplearon los siguientes oligonucléotidos:

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

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

El producto de la PCR (2.220 pb) se purificé por medio del kit de purificacion de PCR QIlAquick de Qiagen,
Hilden, de acuerdo con los datos del fabricante y se ligd en el vector pCR-Bluntll-TOPO, obteniéndose el
vector pCR-Bluntll-Topo-KpGDRF. El ligamiento y la subsiguiente transformacion en células de E. coli
tienen lugar segun los datos del fabricante Invitrogen Corporation, Carlsbad (Zero Blunt TOPO PCR
Cloning Kit).

La secuencia de GDRF se separ6 por corte del vector a continuacion mediante digestion de pCR-Bluntll-
Topo-KpGDRF con Pcil y Sall y se ligé en el vector de expresion pACYC-Duet cortado con Ncol y Sall,
obteniéndose pACYC-Duet-KpGDRF (6.142 pb).

Contruccion del plasmido pAS50_Ec_aldH para la sobre-expresion de la glicerol-deshidratasa (GD) de K.
pneumoniae y de la aldehido-deshidrogenasa aldH de E. coli.

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

Se emplearon los siguientes oligonucleotidos para la amplificacion:

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

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

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

El fragmento que codifica GD se separé por corte del vector pCR-Bluntll-Topo-KpGD con Xbal (rellenado
en los extremos romos mediante Klenow) y Ndel y se ligd en un vector de expresion pET-Duet cortado con
Ndel y EcoRV, obteniéndose el plasmido pAS50 (8161 pb).

Seguidamente, se amplifico el gen aldH de E. coli. Para ello, se empleé ADN cromosémico de E. coli K12
como molde, y como cebadores de PCR se emplearon los oligonucledtidos

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

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

El material amplificado por PCR se purifico a través de gel y, a continuacion, se ligé en el sitio Ndel del
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plasmido pAS50 mediante digestion con Nedl, obteniéndose el plasmido pAS50_Ec_aldH (9.666 pb).

Construcciéon del plasmido pCDFDuet-1_Rs _ccR_Cau _pcs para la sobre-expresion de la propionil-
coenzima A-sintasa (Pcs) de Chloroflexus aurantiacus asi como de la crotonil-coenzima A-
carboxilasa/reductasa (CCR) de Rhodobacter sphaeroides.

Para la expresion heterdloga en E. coli y la purificacion de la CCR, el gen se cloné en el vector de
expresion pTE3d, obteniéndose el plasmido pTE13: el gen ccr de R. sphaeroides se amplificé mediante
PCR utilizando los oligonucleétidos

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

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

empleandose ADN cromosomico de la cepa R. sphaeroides 2.4.1. (DSMZ 158) como moldes. El producto
de la PCR se ligd como fragmento Ncol/BamHI| en el vector pET3d cortado con Ncol/BamHI (Merck,
Alemania), obteniéndose el plasmido pTE13.

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

Seguidamente, el gen pcs de C. aurantiacus se amplifico6 mediante PCR con los oligonucleétidos

1228 Cau_pcs_fp(71) (SEQ.-ID-NO. 38):
5-AAAACATATGATCGACACTGCGCCCCTTGC-3
(subrayada la secuencia de reconocimiento de Ndel) y

1228 Cau_pcs_rp(74) (SEQ.-ID-NO. 39):
5-AAGACGTCCTACCGCTCGCCGGCCGTCC-3
(subrayada la secuencia de reconocimiento de Aatll)

utilizandose ADN cromosomico de la cepa C. aurantiacus OK-70-fl (DSM 636) como moldes. El material
amplificado se ligd en el vector pCDFDuet-1_Rs_ccr correspondientemente cortado después de la
purificacion mediante extraccion en gel a través de digestion con Ndel/Aatll, obteniéndose el plasmido
pCDFDuet-1_Rs_ccr_Cau_pcs (10472 pb).

Construccion del plasmido pCOLA-Duet_St mcr_Ocg_Tth_HIBDH_oCg para la sobre-expresion de la
malonil-CoA-reductasa (Mcr) de Sulfolobus tokodaii asi como de la 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (3-
HIB-DH) de Thermus thermophilus.

Mediante la sintesis del gen se preparé primeramente una variante del gen mcr de S tokodaii adaptada al
uso del coddn de Corynebacterium glutamicum (St_mcr_oCg). La sintesis tuvo lugar en la razén social
GeneArt, Alemania, y se habilité el gen artificial St_mcr_oCg en forma del plasmido pGA4-MMCoAR_ST
(SEQ.-ID.-NO. 40). EI ADN de pGA4-MMCoAR_ST se emple6 como molde de PCR con el fin de
amplificar el gen artificial St_mcr_oCg con los oligonucledétidos

1228_MMCOoAR_fp (SEQ.-ID-NO. 41):
5-AACCATGGGCCGCACCCTGAAGG-3
(subrayada la secuencia de reconocimiento de Ncol) y

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

Después de la purificaciéon mediante extraccion en gel, el material amplificado se digerié con Ncol/BamHI
y se ligé en los correspondientes lugares de corte del plasmido pCOLADuet 1 (Merck, Alemania),
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obteniéndose el plasmido pCOLA-Duet_St_mcr_oCg.

Una variante del gen MmsB de T. thermophilus adaptada al uso del codén de Corynebacterium glutamicum
(que codifica una 3-HIB-DH) se habilit6 asimismo mediante la sintesis de gen (GeneArt, Alemania), a
saber en forma del plasmido pGA4_3HIBDH_TT (SEQ ID NO 43).

pGA4 _3HIBDH_TT se empleé como molde de PCR con el fin de amplificar el gen Tth_HIBDH_oCg
artificial con los oligonucleotidos

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

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

Después de la extraccion del gel, el material amplificado se corté con Ndel/Bglll y se ligd en los lugares de
corte Ndel/Bglll del plasmido pCOLA-Duet St_mcr_oCg, obteniéndose el plasmido pCOLA-
Duet_St_mcr_oCg_Tth_HIBDH_oCg (5.620 pb).

Los 4 plasmidos 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 quimicamente competentes y adquiribles en el comercio
(Merck, Alemania). La seleccion tuvo lugar en agar LB suplementado con ampicilina (25 pg/ml),
cloranfenicol (17 pg/ml), canamicina (15 pug/ml) y estreptomicina (25 pg/ml).

Induccién de los plasmidos de expresion en E. coli

Las cepas de E. coli descritas precedentemente en e) y portadoras de plasmidos se cultivaron en medio
M9 modificado (6,8 g/l de NaoHPO4 x 2H,0; 3 g/l de KH;PO4; 0,5 g/l de NaCl; 1 g/l de NH4ClI; 1,25 g/l de
extracto de levadura; glicerol al 1% v/v; 15 mg/l de CaCl, x 2H,0; 250 mg/l de MgSO4 x 7 H20; solucion
de vitamina Gibco MEM al 1% v/v; 41,9 g/l de MOPS). El medio se suplementd con ampicilina (25 pg/ml),
cloranfenicol (17 pg/ml), canamicina (15 pg/ml) y estreptomicina (25 pg/ml). Todo el cultivo (cultivos
previos y cultivos principales) tuvo lugar en un sacudidor regulado en temperatura a 37°C. Primeramente
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 relacién 1 : 20 a partir del cultivo durante una
noche y se continuaron cultivando. Al alcanzar una DOggo de aprox. 0,8, se afiadieron 6 uM de cobalamina
y 1 uM de IPTG y se continuaron incubando durante 4 horas. En este instante se retiraron 2,5 ml de
suspension de células y se almacenaron a -20°C hasta el analisis.

La deteccion y cuantificacion de 3-HIB tuvo lugar mediante cromatografia de iones (IC) y deteccién de la
conductividad. Para ello, muestras de 2,5 ml se descongelaron a la temperatura ambiente y se separaron
por centrifugacion (10 min, 13.200 rpm). El sobrenadante se purifica a través de un filtro de jeringa
(tamafio de poros 0,44 pm). La medicién tiene lugar con un aparato Metrohm Compact IC 761 con
automuestreador. Fase moévil: NaOH 8 mM. Columna: Dionex AS15 4 x 250 mm, antecolumna AG15 4 x
50 mm. Temperatura de la columna: 25°C. Caudal: 1,4 ml/min. Volumen de inyeccién: 10 pl.

Deshidratacion de acido 3-hidroxiisobutirico para formar metacrilato

5 ml de disolucion concentrada de acido 3-hidroxiisobutirico (0,2 g/L), producida segun el procedimiento
precedente, descrito en f), se mezclan con agitacion con NaOH (0,06 mg). La disolucion se incuba con
agitacion y refrigeracion a reflujo a 185 - 195°C bajo vacio (300 torr). A lo largo de un espacio de tiempo
de 5 h se afiaden cada hora en cada caso otros 0,5 mg de acido 3-hidroxiisobutirico en 5 mL. La
disolucion contiene p-metoxifenol al 0,4 por ciento en peso con el fin de impedir una polimerizaciéon de
metacrilato. Después de incubacion durante 24 h, termina la reaccion. La conversion de acido 3-
hidroxiisobutirico en metacrilato asciende a mas del 90%. La separacién de acido metacrilico a partir de la
tanda de reaccion tiene lugar mediante destilacion.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Evonik Degussa GmbH

<120> Preparacion microbiolégica de acido 3-hidroxiisobutirico
<130> DR82387

<160> 45

<170> Patentin versién 3.4

<210> 1

<211> 2214

<212> ADN

<213> Corynebacterium glutamicum ATCC 13032

<400> 1

atgacgtcga teectaattt ttcagacate ccattgactg ctgagacacg tgcatcggag 60
tcacacéac‘g ttgacgcecgg caaggtgtgg aacactcccg aaggceattga tgtcaagege 120
gtattcacgc aggctgaccg cgacgaggeg caageggegg gacatceggt ggattetttg 180
ccaggtcaaa agccatttat gcgegggeeg tacccaacta tgtacaccaa tcageegtgg 240
acgattcgec égtacgcgg‘g‘cttttcaacc gcecgeggaat ccaatgégtt ttatcggagg 300
aacctigetg cgggteaaaa aggtitgteg gttgegttcg atctagegac ccaccgeggt 360
tal-gacu.:gg ataatgagceg cgtggtegge gatgtgggta tggeeggegt ggegattgat 420
tcgattttgg atatgcgtca getgtttgat ggcattgatt tgtccagegt gteggtgteg 480
atgaccatga atggcgctgt gctgecgatt cttgegttct atatcgtg‘gc ggctgaggaa 540

caaggtgtgg gtccggagea gettgeggge acgatccaga atgacatctt gaaagaattt 600

atggtgcgcea acacctatat ttatccgecg aagecgtcga tgegcatcat ttccaacate 660
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tttgagtaca cctecttgaa gatgecacgt tttaacteea ttcgattte tggctatéac 720
atccaggaag cgggagegac tgeegatttg gagetggect acactetgge ggatggtatt 780
gaatacatcc gtgcaggt@ agaggtaggc éltgacglgg alaagttcge gectegtetg 840
feettcttct ggggtatttc tatgtacace ttcatggaga tegeaaaget gogtgeggga 900
cgactgctgt ggagegagtt ggtggeaaaa ttcgatcega aaaacgecaa gteccagtcg 960
ctgcgeacge actcgeagac ctetggttgg tegttgaccg cgcaggatgt gtacaacaac 1020
gtcgeccgea cogegattga ggegatggcet geaacccagg gccacalccca gtcgctlgcac. 1080
accaatgcac ttgatgaggce gttggegetg coecaccgatt tetctgeteg tatcgeecga 1140
aacacccage tgttgetgea geaggaatct ggeacggtge gtecagttga tecatgggeg 1200
ggctcctatt acgtggagtg gl:tgaccgat gagctggcta accgégcg(':g caagcacatc 1260
gatgagglgg aggaageegg cggaalggeg caggecaceg cgcagggaat tectaagetg 1320
cgcattgagg aatcageggce acgeacceag getcgeattg attecggeeg ccaggegetg 1380
atcggcegtga atcgetacgt ggeggaagaa gatgaggaaa ttgaagtcct caaggttgac 1440
aacaccaagg ttcgcgeaga acagttgget aaactcgege aactgaaage agagegeaac 1500
gatgcggaag tcaaggetge getggatgeg ttgacagetg ctgeecgeaa cgageataaa 1560
gagccagggg afllggatca gaacctgete aaact!:gccg tcgatgetge gegegeaaaa | 1620

gctaccattg gagagatctc cgatgelttg gaagtigict ttggecgeca cgaageagaa 1680

10
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atcaggacgc tgtctggegt gtacaaggat gaggttggaa aggaaggceac agtgagcaac 1740
gtcgaacgcg cgatcgeect ggetgacgee tttéaggctg aggaaggccg ccgeccacgt 1800
atctttattg ccaagatggg ccaggatgga catgaccgtg gacagaaggt tgtegegtet 1860
gectatgetg acctgggeat ggacgtggat gttggaccgc tgtttcaaac tccagecgaa 1920
gctgcmgcg ccgeegtgga cgeegatgtt cacgtggtgg gtatgtcttc getggcagca 1980
ggccacctca ccttgctgf:c cgagctgaag aaagaacttg cagctcttgg ccgegatgac 2040
attctggtca ccgtgggegg cgteattceg ccgggcegatt tccaggatct ctacgatatg 2100
ggtgeegeeg égatttaccc tccaggaacc gtcatcgegg agtcggegat cgatctgate 2160'

acccgactcg ccgcacacct gggctttgac ctggatgtgg atgtgaatga gtga 2214

<210> 2

<211> 737

<212> PRT

<213> Corynebacterium glutamicum ATCC 13032

<400> 2

Met Thr Ser Ille Pro Asn Phe Ser Asp Ile Pro Leu Thr Ala Glu Thr
1 5 . 10 15

Arg Ala Ser Glu Ser His Asn Val Asp Ala Gly Lys Val Trp Asn Thr
20 25 30 i _

Pro Glu Gly Ile Asp Val Ly§ Arg Val Phe Thr Gln Ala Asp Arg Asp
35 40 | 45 . :

Glu Ala Gln Ala Ala Gly His Pro Val Asp Ser Leu Pro Gly Gln Lys
50 55 60
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Pro Phe Met Arg Gly Pro Tyr Pro Thr Met Tyr Thr Asn Gln Pro Trp
65 70 75 80

Thr Ile Arg GIn Tyr Ala Gly Phe Ser Thr Ala Ala Glu Ser Asn Ala
85 90 95

Phe Tyr Arg Arg Asn Leu Ala Ala Gly Gln Lys Gly Leu Ser Val Ala
' 100 105 110

Phe Asp Leu Ala Thr His Arg Gly Tyr Asp Ser Asp Asn Glu Arg Val
115 _ 120 125

Val Gly Asp Val Gly Met Ala Gly Val Ala Ile Asp Ser lle Leu Asp
130 135 140

Met Arg Gln Leu Phe Asp Gly Ile Asp Leu Ser Ser Val Ser Val Ser
145 150 155 160

Met Thr Met Asn Gly Ala Val Leu Pro Ile Leu Ala Phe Tyr Ile Val
165 170 175

Ala Ala Glu Glu Gln Gly Val Gly Pro Glu Gln Leu Ala Gly Thr Ile
180 185 190

Gln Asn Asp Ile Leu Lys Glu Phe Met Val Arg Asn Thr Tyr Ile Tyr
195 200 205

Pro Pro Lys Pro Ser Met Arg lle Ile Ser Asn Ile Phe Glu Tyr Thr
210 215 220

Ser Leu Lys Met Pro Arg Phe Asn Ser lle Ser Ile Ser Gly Tyr His
225 ' 230 235 240

Ile GIn Glu Ala Gly Ala Thr Ala Asp Leu Glu Leu Ala Tyr Thr Leu
245 250 255

Ala Asp Gly lle Glu Tyr Ile Arg Ala Gly Lys Glu Val Gly Leu Asp
260 265 270
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Val Asp Lys Phe Ala Pro Arg Leu Ser Phe Phe Trp Gly lle Ser Met
275 280 285.

Tyr Thr Phe Met Glu Ile Ala Lys Leu Arg Ala Gly Arg Leu Leu Trp
290 295 300

Ser Glu Leu Val Ala Lys Phe Asp Pro Lys Asn Ala Lys Ser Gln Ser
305 310 - 315 320, -

Leu Arg Thr His Ser Gin Thr Ser Gly Trp Ser Leu Thr Ala Gln Asp
325 330 335

Val Tyr Asn Asn Val Ala Arg Thr Ala Ile Glu Ala Met Ala-Ala Thr
340 345 350

Gln Gly His Thr GIn Ser Leu His Thr Asn Ala Leu Asp Glu Ala Leu
355 360 365

Ala Leu Pro Thr Asp Phe Ser Ala Arg lle Ala Arg Asn Thr Gln Leu
370 375 380

Leu Leu GIn Gln Glu Ser Gly Thr Val Arg Pro Val Asp Pro Trp Ala
385 390 395 . 400

Gly Ser Tyr Tyr Val Glu Trp Leu Thr Asn Glu Leu Ala Asn Arg Ala
405 410 415

Arg Lys His Ile Asp Glu Val Glu Glu Ala Gly Gly Met Ala Gin Ala
420 425 430

Thr Ala Gln Gly Ile Pro Lys Leu Arg Ile Glu Glu Ser Ala Ala Arg
435 440 445

Thr Gln Ala Arg Ile Asp Ser Gly Arg Gin Ala Leu Ile Gly Val Asn
- 450 455 460 .

" Arg Tyr Val Ala Glu Glu Asp Glu Glu Ile Glu Val Leu Lys Val Asp
465 470 . 475 480 '
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Asn Thr Lys Val Arg Ala Glu Gln Leu Ala Lys Leu Ala Gln Leu Lys
485 490 495

* Ala Glu Arg Asn Asp Ala Glu Val Lys Ala Ala Leu Asp Ala Leu Thr
500 © 505 510

Ala Ala Ala Arg Asn Glu His Lys Glu Pro Gly Asp Leu Asp Gln Asn
515 - 520 525

Leu Leu Lys Leu Ala Val Asp Ala Ala Arg Ala Lys Ala Thr Ile Gly
530 535 540

Glu Ile. Ser Asp Ala Leu Glu Val Val Phe Gly Arg His Glu Ala Glu
545 550 555 560

Ile Arg Thr Leu Ser Gly Val Tyr Lys Asp Glu Val Gly Lys Glu Gly
565 570 575

Thr Val Ser Asn Val Glu Arg Ala Ile Ala Leu Ala Asp Ala Phe Glu
580 585 590 :

Ala Glu Glu Gly Arg Arg Pro Arg lle Phe Ile Ala Lys Met Gly Gin
595 600 605 '

Asp Gly His Asp Arg Gly Gln Lys Val Val Ala Ser Ala Tyr Ala Asp
610 615 © 620

Leu Gly Met Asp Val Asp Val Gly Pro Leu Phe Gln Thr Pro Ala Glu
625 630 635 640

Ala Ala Arg Ala Ala Val Asp Ala Asp Val His Val Val Gly Met Ser
645 650 _ 655

Ser Leu Ala Ala Gly His Leu Thr Leu Leu Pro Glu Leu Lys Lys Glu
660 665 670

Leu Ala Ala Leu Gly Arg Asp Asp Ile Leu Val Thr Val Gly Gly Val
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675 680 685

Ile Pro Pro Gly Asp Phe Gln Asp Leu Tyr Asp Met Gly Ala Ala Ala

690 695 700

Ile Tyr Pro Pro Gly Thr Val Ile Ala Glu Ser Ala Ile Asp Leu Ile

705

710 715 720

Thr Arg Leu Ala Ala His Leu Gly Phe Asp Leu Asp Val Asp Val Asn

Glu

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

725 730 735 '

3

1071

ADN

Sulfolobus tokodaii

3

atgaggagaa cattaaaagc cgcaatatta ggtgetactg gtitagtagg aatcgaatac 60

gtaagaatgc tatcaaatca tccttatatt aaaccagcat atttagetgg aaaaggttca 120

gtgggtaaac cgtatggtga ggtagtaaga tggcaaacag taggacaagt tcctaaggaa 180

atagctgata tggaaataaa accaactgat cctaagttaa tggatgatgt agacataata 240

tittctceat tacctcaagg tgetgetgge ccagtagaag aacaatttge aaaagaagga 300

ttccctgtga ttagtaattc accagatcat agatttgatc ctgatgttce cttattggtt 360

cctgaactaa atcctcatac tattagctta attgatgage aaagaaaaag aagagaatgg 420

aaaggattta tagtaactac accactatgc acagcccagg gtgcagcaat adcéttaggt 480

gctatattta aagattataa gatggatgga gcatttataa ctactattca atcgetatct 540
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ggtgeeggtt atccaggaa;l accatcatta gatgtagtag ataatatctt gectttaggt 600
gatggatacg atgccaagac gataaaagag atcttcagaa ttttaagcga aguaagaga 660

. aatgtagatg aacctaaatt agaagatgta agcttagcag caacaactca tagaataget 720
actatac;llg gtcattatga agtactatat gtatcgttca aagaggaaac tgetgetgaa 780
aaagttaagg agactttaga aaactttaga ggggaaccac aagatctaaa attaccaact 840
gcaccttcaa agccaattat cgttatgaat gaggatécaa gacctcaagt ctattttgat 900
agatéggclg gggatattcc aggaatgagt gtagttgtag gtagattaaa gcaagtéaat 960
aagagaatga taaggttagt atcattaatt cat.aacacg_g.lcagagga.gc cgcaggggga 1.020
ggtatattag cagctgaatt acttgtcgaa aaaggatata tlgaaaﬁgta a 1071

<210> 4
<211> 356
5 <212> PRT
<213> Sulfolobus tokodaii

<400> 4
Met Arg Arg Thr Leu Lys Ala Ala Ile Leu Gly Ala Thr Gly Leu Val
1 5 10 15 - :

Gly Ile Glu Tyr Val Arg Met Leu Ser Asanis Pro Tyr Ile Lys Pro
20 - 25 30

Ala Tyr Leu Ala Gly Lys Gly Ser Val Gly Lys Pro Tyr Gly Glu Val
35 40 . 45

Val Arg Trp Gln Thr Val Gly GIn Val Pro Lys Glu Ile Ala Asp Met
10 50 . 55 60

15
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Glu Tle Lys Pro Thr Asp Pro Lys Leu Met Asp Asp Val Asp Ile Ile
65 - 70 75 80 '

Phe Ser Pro Leu Pro Gln Gly Ala Ala Gly Pro Val Glu Glu Gin Phe
85 90 95

Ala Lys Glu Gly Phe Pro Val Ile Ser Asn Ser Pro Asp His Arg Phe
100 105 110

Asp Pro Asp Val Pro Leu Leu Val Pro Glu Leu Asn Pro His Thr Ile
115 120 - 125

Ser Leu Ile Asp Glu Gln Arg Lys Arg Arg Glu Trp. Lys Gly Phe lle
130 135 140

Val Thr Thr Pro Leu Cys Thr Ala Gln Gly Ala Ala lle Pro Leu Gly
‘145 150 . 155 - . 160

Ala Ile Phe Lys Asp Tyr Lys Met Asp Gly Ala Phe lle Thr Thr Ile
165 170 175

Gln Ser Leu Ser Gly Ala Gly Tyr Pro Gly Ile Pro Ser Leu Asp Val
180 185 190

Val Asp Asn lle Leu Pro Leu Gly Asp Gly Tyr Asp Ala Lys Thr Ile
195 200 : 205

Lys Glu Ile Phe Arg Ile Leu Ser Glu Val Lys Arg Asn Val Asp Glu
210 215 220 '

Pro Lys Leu Glu Asp Val Ser Leu Ala Ala Thr Thr His Arg Ile Ala
225 230 235 . 240

Thr Ile His Gly His Tyr Glu Val Leu Tyr Val Ser Phe Lys Glu Glu
245 250 11111255

Thr Ala Ala Glu Lys Val Lys Glu Thr Leu Glu Asn Phe Arg Gly Glu
260 - 265 270

54



10

ES 2422382713

Pro Gln Asp Leu Lys Leu Pro Thr Ala Pro Ser Lys Pro Ile Ile Val
275 280 285 :

Met Asn Glu Asp Thr Arg Pro Gin Val Tyr Phe Asp Arg Trp Ala Gly
290 295 300

Asp lle Pro Gly Met Ser Val Val Val Gly Arg Leu Lys Gln Val Asn
305 310 315 320

Lys Arg Met Ile Arg Leu Val Ser Leu Ile His Asn Thr Val Arg Gly
325 330 335

Ala Ala Gly Gly Gly Ile Leu Ala Ala Glu Leu Leu Val Glu Lys Gly
340 345 350

Tyr lle Glu Lys
355

<210> 5

<211> 1293

<212> ADN

<213> Rhodobacter spaeroides

<400> 5

atggcecteg acgtgcagag cgatatcgtc gectacgacg cgeccaagaa ggacctctac 60
gagatcggeg agatgecgee t(?tcggccat gtgccgaagg agatgtatge ttgggecate 120
cggcgegagce gtcatggega glccggalcag gccatgcaga tcgaggtggt cgagacgeee 180
tcgatcgaca gccacgaggt getcgttcte gtgatggegg cgggegtgaa ctaicaacggc 240
atctgggeeg gecteggegt geeegteteg chltcgacé. gtcacaagca gccctatcaé 300 |
atcgecgggct cegacgegte gggeategte tgggeggtgg gegacaaggt caagegetgg 360

aaggtgggcg acgaggtegt gatccactge aaccaggacg acggegacga cgaggaatge 420
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aacggcggeg accegatgtt ctegeccace cageggatct ggggcetacga gacgecggac 480
ggctcetteg cccagttcaé ccgeglgeag gegeagceage tgatgaageg tccgaageac 540
ctgacctggg aagaggeggc ctg;:facacg ctgaccctcg ccaccgecta ccggatgctc__ 600
ttcggeeaca agecgeacga cetgaageeg gggeagaacg tgetggtetg gggegeeteg 660
ggcggcctcé gctectacge gatccagete atcaacaégg cgggcgecaa tgcca.tcggc 720
gtcatcicag aggaagacaa gegegactic gtcatgggec tgggegeeaa gggegteate 780
aaccgcaagg acttcaaétg ctggggccag ctgqqcaagg tgaactcgec cgaatétaac 840
gagtégctga aggaggcgeg caagttcgge aaggecatct gggaéatcaé cggcaaggéc 906

atcaacgtcg acatggtgtt cgaacatccg ggogaggega cctteeeggt ctegtegetg 960

.gtggtgaaga agggeggeat ggtegtgate tgegegggea ccaceggctt caactgeace 1020

ttcgacgtcc gctacatgtg gatgcaccég aégcgcctgc agggcagcca tttcgccaac; 1080
ctcaagcagg cctcegegge caaccagetg atgatcgage gccgf:ctcga tccctgcgtg 1140
tccgaggtct tceectggge cgagatceeg getgeccata cgaagatgta taagaaccag 1200
cacaagcccg gecaacatggce ggtgctggtg'caggccccgc gcacggggtt gcgeacctte 1260

geegacgtge tecgaggeegg ccgeaaggec tga 1293

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

6

430

PRT

Rhodobacter spaeroides

6
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Met Ala Leu Asp Val Gln Ser Asp lle Val Ala Tyr Asp Ala Pro Lys
1 5 10 15

Lys Asp Leu Tyr Glu Ile Gly Glu Met Pro Pro Leu Gly His Val Pro
20 25 30

Lys Glu Met Tyr Ala Trp Ala lle Arg Arg Glu Arg His Gly Glu Pro
35 40 45

Asp Gln Ala Met Gln Ile Glu Val Val Glu Thr Pro Ser Ile Asp Ser
50 ' 55 60

His Glu Val Leu Val Leu Val Met Ala Ala Gly Val Asn Tyr Asn Gly
65 70 75 80

Ile Trp Ala Gly Leu Gly Val Pro Val Ser Pro Phe Asp Gly His Lys
85 90 95 _

Gln Pro Tyr His Ile Ala Gly Ser Alsp Ala Ser Gly Ile Val Trp Ala
100 105 110

Val Gly Asp Lys Val Lys Arg Trp Lys Val Gly Asp Glu Val Val lle -
115 - 120 125

His Cys Asn Gln Asp Asp Gly Asp Asp Glu Glu Cys Asn Gly Gly Asp
130 135 140

Pro Met Phe Ser Pro Thr Gln Arg Ile Trp Gly Tyr Glu Thr Pro Asp
145 150 155 160

‘Gly Ser Phe Ala Gln Phe Thr Arg Val Gln Ala Gln Gln Leu Met Lys
165 170 175 :

Arg Pro Lys His Leu Thr Trp Glu Glu Ala Ala Cys Tyr Thr Leu Thr
180 185 190

Leu Ala Thr Ala Tyr Arg Met Leu Phe Gly His Lys Pro His Asp Leu
195 200 205
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Lys Pro Gly Gln Asn Val Leu Val Trp Gly Ala Ser Gly Gly Leu Gly
210 215 220

Ser Tyr Ala Ile Gln Leu Ile Asn Thr Ala Gly Ala Asn Ala Ile Gly
225 : 230 235 240

Val Ile Ser Glu Glu Asp Lys Arg Asp Phe Val Met Gly Leu Gly Ala
245 250 255 :

Lys Gly Val Ile Asn Arg Lys Asp Phe Lys Cys Trp Gly Gin Leu Pro
260 265 270

Lys Val Asn Ser Pro Glu Tyr Asn Glu Trp Leu Lys Glu Ala Arg Lys
275 280 285

Phe Gly Lys Ala Ile Trp Asp Ile Thr Gly Lys Gly Ile Asn Val Asp
290 295 300

Met Val Phe Glu His Pro Gly Glu Ala Thr Phe Pro Val Ser Ser Leu
305 310 315 320

Val Val Lys Lys Gly Gly Met Val Val Ile Cys Ala Gly Thr Thr Gly
325 330 335 .

Phe Asn Cys Thr Phe Asp Val Arg Tyr Met Trp Met His GIn Lys Arg
340 345 350

Leu Gln Gly Ser His Phe Aia Asn Leu Lys Gln Ala Ser Ala Ala Asn
355 360 365 :

Gin Leu Met Ile Glu Arg Arg Leu ASp Pro Cys Met Ser Glu Val Phe
370 375 380

Pro .Trp Ala Glu Ile Pro Ala Ala His Thr Lys Met Tyr Lys Asn GIn
385 390 395 400

His Lys Pro Gly Asn Met Ala Val Leu Val Gin Ala Pro Arg Thr Gly
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405 410 415

Leu Arg Thr Phe Ala Asp Val Leu Glu Ala Gly Arg Lys Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

420 425 430

7

1233

ADN

Pseudomonas aeruginosa

7

atgagtgatt acgagecgtt gegtetgeat gtcceggage ccacegggeg tectggetge 60

aagabcgact tttcctatet geacctgtee ccegeeggeg aggtacgeaa geecgeeggtg 120

gatgtcgage ccgeegagac Icagcgaoctg gectacagece tggtacgtgt getegacgac 180

gacggccacg ccgteggtee ctggaatceg cagetcagea acgaacaact getgegegge 240

atgégggcga tgctcaagac ccgectgtte gacgegegea tgetcacege geaacggeag 300

aaaaagcttt ccttctatat geaatgecte ggegaggaag ccatcgecac cgeccacace 360

ctggeectge gegacggega catgtgettt ccgacctate gecageaagg catcctgate 420

acccgegaat accegetggt ggacatgatc tgecagctte tetecaacga ggeegaceeg 480

ctcaagggee geecagetgee gatca-ltgltac tcgagcaagg aggcaggttt cttctccatc 540

tccggeaacc tegecaccea gitcatceag geggtegget ggggeatgge cteggegate 600

aagggcgaca cgegeatege cteggeetgg atcggcgécg gegecacege cgagteggac 660

ttccacaccg ccetcacctt cgeccatgte taccgegege cggtaateet caacgtggte 720

aacaaccagt gggcgatcte caccttccag gecatcgeeg geggegaagg caccacctte 780
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gecaaccglg gegtgggctg cgggatcgee tegetgeggg tcgacggcaa_tgacttcctg 840
geggtctacg ccgectecga gtgggecgee gagegegece ggegeaacct cgggecgage 900
ctgatcgaat gggtcaccta ccgcgccggc ccgcaptcga cttcggacga cccgtccaag 960
taccgeeeeg ccgacgactg gaccaacttc cegetgggeg accegatege ccgcctgaaé 1020

' cggcacatga tcggectegg catctggteg gaggaacage acgaagecac ccacaaggee 1080
ctcgaageeg ﬁagtaciggc cgcgeagaaa caggeggaga gecatggeac cctgatcgac 1140

. ggcegggtge cgagegecge cageatgttc gaggacgtct atgcagaact gecggageac 1200
-ctgegeegge aacgecagga getcggggta tga | 1233

<210> 8

<211> 1049

<212> ADN

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 8

atgccatgaa cccgcaacac gagaacgece agacggtcac cagcatgacc atgatccagg 60
cgctgegcete ggegatggac atcatgetcg agegegacga cgacgtggtg gtattcggee 120
aggacgtcgg ctacftcggc ggegtgttee gctgcéccga aggcctg(;ag aagaaatacg | 180
geacctegeg ggtgttcgat gegeegatct ccgagagégg catcatcgge geecgeggteg 240
geatgggtgc ctacggectg cgeceggtgg tggagateca gttcgeegac tacgtctace 300

cggceeteega ccagttgate tccgaggegg cgegeetgeg ctategeteg geeggegact 360

tcatcgtgee gatgaccgta cgeatgeect gitggeggegg catctacgge gggeaaacge 420
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acagccagag cccggaggeg atgttcaccc aggtetgegg cetgegeacg gtgatgcggt 480
ccaaccccta cgacgccaag ggectgetga tegectgeat cgagaacgac gacceggtga 540
tettcctcga geccaagege ctetacaacg geeegitcga tggecaccac gacegeeegg 600
tgacgccectg gtecaageat ceggecagec aggtgccgga cggctactac aaggtgeege 660
tggacaaggce ggegatcgte cgeeceggeg cggegetgac cgtgetgace tacggeacca 720
tggtctacgt ggeecaggec gcggcclgacg agaccggcct ggacgeegag atcatcgacc 780
tgcgeagect clggccgctg gacctggaaa ccatcgtcge ctcggtgaag aagaccggee 840
gctgcgt.cat cgececacgag gegacccgea cetgegggtt cggegeegag clg;'atgtcgc - 900
tggtgecagga geactgcttc caccacctgg aggegecgat cgagegegte accggtiggg 960
acacceccta cccgeatgee caggagtggs cgtatttcce cggeeecgeg cgegteggeg 1020
cggcattcaa gegtgtgatg gaggtetga . . 1049

<210> 9

<211> 924

<212> ADN

<213> Pseudomonas aeruginosa

<400> 9
atgtcgatgg ccgatcgtga tggegtgate tggtatgacg gtgaactggt geagtggege 60
gacgcgacca cgeacgtgct gacccatace ctgeactatg gaatgggegt gttcgagggc 120
gtgcgegect acgacaccee geagggeacg gegatcttce geetgeagge geatacegac lSIO
cggetgttcg actccgegea catcatgaac atgcagatee cgtacagecg cgacgagatc 240
aacgaggcga cccgegecge cgtgegegag aacaacctgg aaagegecta tatccgeceg 300

atggtgttct acggaagcega aggeatggge ctgegegeca geggectgaa ggtecatgtg 360
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atcatcgecg cctggagetg gggegecetac atgggegagg aagecctgea geaaggeate 420
aaggtgcgca ccagttcctt cacccgecac cacgtcaaca tetcgatgac cecgegecaag 480
tccaacggcg cctacatcaa ctcgatgetg gécctccag g aagcgatctc cggeggegee 540
gacgaggcca tgatgetcga tccggaagge tacgtggeeg aaggeteegg cgagaacatc 600
ttcatcatca aggatggcegt gatctacacc ccggaagtca ccgeetgect gaacggeate 660
actcgtaaca ctatcctgac cctggecgee gaacacggtt ttaaactggt cgagaagege 720
atcacccgeg acgaggtgta catcgecgac gaggecttct teactggeac tgecgeggaa 780
gtcacgeega tccgegaagt gga‘éggtcgc aagatcggcg ccggeegeeg tggeeeggte 840
accgaaaagc tgcagaaagc ctatttcgac ctggtcageg gcaagaccga Iggcccacgcc 900

gagtggcgta ccctggtcaa gtaa . 924

<210> 10

<211> 1128

<212> ADN

<213> Acinetobacter calcoaceticus

<400> 10

atgcaattta atgaagaaca gctattaatt caggatatgg cgaaaagttt tgccaatgaa 60
cagattaaat ctaatgcagc agaatgggat aagcatagea titttccaaa; agacgttitg 120
tcccaaatgg ggeaattggg ttttatggga atgetggtga gtgagaaatg gggeggatca 180
aatacaggaa atttagctta tgtgetggea ctlgaagaéa tcgetgeege agatggtgeg | 240
acttcaacca ttatgagtgt acataattct gttggetgtg tacccaittgc Itaaatttggt 300.
acagaggagc aaaagcagaa atatctagtg cctitageac aaggtgaaat gatcggtgea 360
tttgctttaa cggaaccaca tacaggttce gatgecgeag ccattaaaac ccgégcaatt 420
aaacaaggtg atgaatggat tattaatggc gctaaacaat ttataacatc aggtcataat 480
geggecgtga ttattgtatt tgetgtgaca gatcegaatg cagggaaaaa agggetgagt 540
geatttattg tgeegegtga aaccttgggt tatgaggtga ttcgeaccga agaaaaattg 600
ggtttacatg cgtcagatac gtgccaaatt getttaacgg atgtt;::gagt acatcacagc 660

ttaatgettg gtcaggaagg tgagggacta aaaatagcat tgtctaatct ggaaggtgge - 720
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cgtattggga ttgcagcgea ageegttggt ttggeacgtg ctgeactaga agaagegaca 780
aaatatgcca aagagcegtgt gacctttgga aagcclatt-t ttgagcatca ggegttagce 840
tttcgtttag ccagtatgge cacégaaatt gaagcagcac gacaattggt tcattacgca 90@
gegeggctta aagaagetgg aaaaccttgt ttaaatgaag catcaatgge gaaattattt 960
tcatctgaaa tggtcgaacg cgtatgttct getgetttge aaatctttgg tggetatgge 1020
tatttaaaag actttcceat cgagcegaatt tatcgtgatg cacgtatttg ccagatttat 1080
gaaggtacaa gtgatattca gcgtttagtg atagcaagaa gectataa 1128

<210> 11

<211> 774

<212> ADN
<213> Acinetobacter calcoaceticus

<400> 11

 atgacattcg caacaatttt attggaaaaa cgtaagggtg tgggcttgat tacacttaac 60
cgtccaaaag cattaaatgc tttaaactca gaattaattt atgaaataaa tttagectta 120
gacgatttag aaaatgatca aacgattggt tgtatcgtce ttacaggitc agaaaaagcc. 180
tttgccgeag gtgcggatat caaagaaatg gcagaattaa cttttccaaa tatttatitt 240
gatgattttt -ttagtctlgc agatcgtatt-gcacagcgtc gtaagecttt aattgcegea 300
_gtgagtggtt atgctitagg tggiggctgt gagttagcac tcatgtgtga ctttatttat 360
tglgcégaca atgccaagtt tgcactacca gaagtaactt taggtgtcat tectggtatt 420
gglggaacac agcgtctaac gettgeaata ggcaaagcca aagecatgga aatgtgtitg 480
actgcacégc aaatgcaggc tgetgaggea gaacaaagtg gtitggtggc acgegttttt 540
agtaaagaag aacttttaga acaaacctta caggctgecg a.aaaaatagc ggaaaaatca 600
cgggtatcta ccataatgat taaagagtca attaatcgag cmtgaaét gagttt.agc;a 660

" gagggtttac gttttgageg ccgaatgttc cattcagttt ttgcgacctt agatcagaaa | 726

gaaggcatgc aagcatttat tgataaacgt ccagcccaat ttaaacatca ataa 774

<210> 12
<211> 1029
<212> ADN
<213> Acinetobacter calcoaceticus
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<400> 12

atgactacta ctgacaatca tttactcatt gaacataaaa acgctttagg aacaattatt 60
ttaa#lcgtc cagcgagtct gaacgcegcta tctctagaaa tgattaatge gattégtcaq 126
caagttgagg attggcaagg tgatgtaaat gttbaggc.:ca tattaattaa atcaaatagt 180
cctaaagcat tttgtgcagg tggtgatatt cgetatettt atgaaagtté taaaagtgga 240
tcagaagagt ataaag;atta titcattgct gaatatgaga tgctcaatag cattcgaacg 300
tctaaaaaaa cagtgattgt tttattggat ggatatgtat tgggtggtgg tittggttta 360
gcacaggctt gtcatatctt ggtgagtagt gaaaaatcac gattttcaat gccagaaaca 420
gcaataggtt ttitcccaga tgttgcagceg acttatttct tatctcgttt agatgatgtt 480
_ggggtatatt tggeactgac tggtgatcaa atcagtagta gtgatgcatt gtatttagat 540
ctgattgatt atcatgttcc gagtcagaat tttgagcgac tagaaaatgc attcagccaa 600
tcacagaact iagataaatt tcatattcag aagattattt ctgcttatat ctc;:agccct 660
gttéagagtg aactcagtct atgg;:'ttgaa gcecattegtc agcamtgg tcttaaaaat 720
gtgcaagata icgaagaaag titgaaaaat gaacaagatc ccaactatcé agtatggaca 780
agtaaagtgt taaatacttt gcaacaacgt tcctctattg caaaaaaaac cagtttaaag 840

' ttacagct'lgc tagggcgtgg atggtcatta cagcaatgta tgc;gtatcga gcgaaaatta 900
caggatatct ggtttgaaca tggtgatatg attgagggtg ttcgagegtt gattattgat .960
aaagataaac aaccgcaatg gcagcagcat aatgcgactt taga'taatat attaggccaa 1620

ttaggttag ' 1029

<210> 13

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
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atgcaattta atgaagaaca gctattaatt ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14

27

ADN

Secuencia Atrtificial

Cebador

14

cagtctgaaa tgaétaacct aattggc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

29

ADN

Secuencia Atrtificial

Cebador

15

acggaattct gaaggagctg gcaactatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16

28

ADN

Secuencia Artificial

Cebador

16

ttgtcgactt acttgaccag ggtacgee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

17

31

ADN

Secuencia Artificial

Cebador

17

acagatctgg aggcctgtca tgagtgatta ¢

<210>
<211>
<212>
<213>

18

25

ADN

Secuencia Artificial
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<220>
<223>

<400>

Cebador

18

atgggtaccc attcagacct ccatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

19
6960
ADN
Artificial

Nuevo Plasmido

19
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25

ggggaattgt gagcggataa caattccect gtagaaataa ttttgtttaa ctttaataag 60

gagatatacc atgggcagcea gecatcacca tcatcaccac agecaggate cgaattetga 120

aggagctggc aactatgtcg atggccgatc gtgatggegt gatctggtat gacggtgaac 180

tggtgcagtg g;:gcgacgc g accacgcacg tgctgaccca tacectgeac tatggaatgg 240

gegtgttcga gggeglgege gectacgaca cecegeaggg cacggegate ttecgectge 300

aggcgcatac cgaccggcetg ttcgactccg cgeacatcat gaacatgeag atcccgtaca 360

geegegacga gatcaaégag gcgaccegeg cegeegtgeg cgagaacaac ctggaaageg 420

cctatatccg cccgatggtg ttctacggaa gegaaggeat gggeetgege gecageggee 480

tgaaggtcca tgtgatcatc geegectgga getggggege ctacatggge gaggaagece 540

tgcagcaagg catcaaggtg cgcaccagtt ccttcacccg ccaccacgte aacatctcga 600

tgacccgege caagtecaac ggegectaca teaactegat getggeecte caggaagega 660

tctecggegg cgeegacgag gecatgatge tegatccgga aggcetacgtg gecgaagget 720

ccggegagaa catcttcatc atcaaggatg gegtgatcta caccecggaa gtcacegect 780
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gectgaacgg catcactégt aacactatcc tgaccctgge cgecgaacac ggttttaaac 840
tggtcgagaa gegeatcace cgegacgagg tgtacatcge cgacgaggec ttcttcactg 900

geactgecge ggaagtcacg ccgatccgeg aagtggacgg tcgcaagate ggegeeggee 960

geegtggeee ggtecaccgaa aagetgeaga aagectattt cgacctggte ageggcaaga 1020
ccgaggeeea cgeegagtgg cgtacectgg tcaagtaagt cgacaagett geggeegeat 1080
aatgcttaag tcgaacagaa agtaatcgta ttgtacacgg ccgeataatc gaaattaata 1140 |
cgactcacta taggggaatt gtgagcggat aacaattccc catcttagta tattagttaa 1200
gtataagaag gagatataca tatggcagat ctggaggect gtcatgagtg attacgagec 1260
gttgcgtctg catglccegg ageccaccgg gegteetgge tgeaagacceg acttttecta 1320
tctgeacctg tcccccgeeg gegaggtacg caagecgeceg gtggatgteg ageecgecga 1380
gaccagcgac ctggectaca gectggtacg tgtgetcgac gacgacggee acgeegtegg 1440
tccctggaat ccgeagcetca gecaacgaaca actgetgege ggcatgeggg cgatgctcéa 1500
gaccegcctg ttcgacgege geatgeteac cgegeaacgg cagaaaaagc tttecttcta 1560
tatgcaatgc ctcggegagg aagecatcge caccgeccac accetggecee tgegegacgg 1620
| cgacatgtgc tttccgacct atcgccagea éggcatcctg atcacccgceg aatacccget 1680
ggtggacatg atctgccagc ttctctccaa cgaggecgac cecgetcaagg gecgecaget 1740
geccgatcatg tactcgagca aggaggeagg tticttctee atctceggea acctcgécac 1800
ccagftcatc caggcggtcg getggggceat ggectcggeg atcaagggeg acacgegeat 1860
cgectcggec tggatcggeg acggegecac cgcegagteg gacttccaca cegeectcac 1920
cttcgc.ccat gtctaccgeg cgecggtaat cctcaacgtg gtcaacaace agtgggegat 1980
ctccaccttc caggeeateg ccggeggega aggeaccace ttegecaacc gtggc;gtggg 2040

ctgegggate gectegetge gggtegacgg caatgactte ctggeggtet acgecgeete 2100
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cgagtgggec geecgagegeg ceccggegeaa cetegggeeg agectgatcg aatgggteac 2160
ctaccgegee ggeecgeact cgacttcgga cgaccegtee aagtaccgee ccgeegacga 2220
ctggaccaac ttcccgetgg gegacccgat cgeecgectg aageggeaca tgatcggect 2280
cgg.catctgg tcggaggaac agcacgaage caccca;:aag geectegaag cegaagtact 2340
ggeegegeag aaacaggegg -agageceatgg caccctgate gacggeeggg tgecgagege 2400
cgccagceatg ttcgaggacg tctatgcaga actgeccggag cacctgegee ggcaacgeca 2460
ggagctcggg gtatgaatge catgaacccg caacacgaga acgcccagac ggtcaccage 2520
atgaccatga tccaggceget gegeteggeg atggacatca tgetcgageg cgacgacgac 2580
gtggtggtat tcggecagga cgteggetac tieggeggceg tgftccgctg caccgaaggc 2640
ctgcagaaga aatacggeac ctcgegggtg ticgatgege cgatctcega gageggeate 2700
~ atcggegeceg cggteggeat gggtgcctac_ ggectgegee cggtggtgga gatccagtte 2760
geccgactacg tctacccgge ctccgaccag ttgatctecg aggeggegeg cetgegetat 2820
cgetcggecg gegacttcat cgtgecgatg accgtacgcea tgeectgtgg cggeggeatc 2880
tacggcggge aaacgcacag ccagageccg gaggegatgt tcacccaggt ctgeggeetg 2940
cgcacggtga tgecgtccaa ceectacgac gecaagggec tgetgatege ctgeatcgag 3000
aacgacgacc cgglgatctt cctegageee aagcgectct acaacggecc gticgatgge 3060
: céccacgacc gcccggtgac geecetggtee aagcatccgé ccagccaggt gecggacgge 3120
tactacaagg tgcegetgga (-:aaggcggcg atcgtcegece ceggegegge getgacegtg 3180
ctgacctacg geaccatggt ctacgtggee caggecgegg cegacgagac cggeetggac 3240
gccgagatca tcgacctgeg cagectetgg cegetggace tggaaaccat cgtcgc&tcg 3300
gtgaagaaga ccggeegetg cgtcatcgec cacgaggega .cccgcacctg cgggttegge 3360 -

gecgagetga tgtegetggt geaggagceac tgettccace acctggagge gecgatcgag 3420
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geegagatca tegacctgeg cagectetgg ccgetggace tggaaaccat cgtcgcétcg 3300
gtgaagaaga ccggecgctg cgtcatcgec cacgagge ga.cccgcacctg cgggttegge 3360 -
gcegagetga tgtegetggt gecaggageac tgettecacce acctggagge gecgatcgag 3420
cgegteaccg gttgggacac ccectaceeg catgeceagg agtgggegta titececgge 3480 _
CCCECRCECE tCEECLCLLC attcaagcgt_ gtgatggagg tctgaatggg .taccctc':gag- 3540
tctggtaaag aaaccgetge tgegaaattt gaacgecage acatggacte gtctactage 3600
gcagcttaat taacctaggce tgetgecacc gctgagcaa‘i aactagcata accccttggg 3660
_gectctaaac gggtcttgag_gggttttttg ctgaaacctc aggcatttga gaagcacacg 3720
gtcacactgc ttccggtagt caataaaccg gtaaaccage aatagacata ageggctatt 3780
t:..taqg_accct geectgaace gacgaccggg teatcgtgge cggatettge ggeecctcgg 3840
cttgaacgaa ttgttagaca ttatttgccg actacctt gg tgatctcgec tttcacgtag 13900
tggacaaatt cttccaactg atctgcgege gaggecaage gatéttcttc ttgtccaaga 3960
taagcctgtc tagcttcaag tatgacgggc tgatactggg ccggeaggeg cfccattgcc 4020
cagtcggceag cgacatcctt cggegegatt ttgeeggtta ctgegetgta ccaaatgegg 4080
gacaacgtaa gcactacatt tcgctcatcg ccageccagt cgggeggega gttccatage 4140
gttaaggttt catttagcge ctéaaataga tcctgttcag gaaccggatc aaagagttcc 4200
tccgeegetg @c_:ctaccaa ggcaacgcta tgttctettg cttttgtcag caagatagec 4260
agatcaatgt cgatcgtgge tggctcgaag atacctgcaa gaatgtcatt gegetgecat 4320
tctccaaatt geagttegeg cttagetgga taﬁcgccacg gaatgatgtc gtcgtgcaca 4380
acaatgétga cttctacage geggagaatc tegetetete caggggaage cgaagtttee 4440
aaaaggtcgt tgatcaaage tcgeegegtt gtitcatcaa gecttacggt caccgtaace 4500
agcaaatcaa tatcactgtg tggcttcagg ccgccatcéa ctgeggagece gtacaaatgt 4560

acggccagea acgteggttc gagatggegce tcgatgacge caactaccte tgatagttga 4620
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gtcgatactt cggegatcac cgetteccte atactcttee tttttcaata ttattgaage 4680
atttatcagg éttattgtct catgagcgga tacatatttg aatgtattta gaaaaataaa 4’1}40
caaatagcta gctcactegg tecgetacget cegggegtga gactgeggeg ggegetgegg 4800
acacatacaa agttacccac.: agattccgtg gataagcagg ggactaacat gtgaggcaaa 486b
acagcagggc cgegeeggtg gegtttttee ataggcetecg cectectgee agagttcaca 4920
taaacagacg ct-tttccggt geatctgtgg gagecgtgag getcaaccat gaatctgaca 4980

- gtacgggcga aacccgacag gacttaaaga tccccacegt ttecggeggg tegeteecte 5040.
tigegctcte ctgttcegac cctgeegttt accggatace tgttecgect ticteectta 5100
cgggaagtgt ggegcttict catagctcac acactggtat cteggetegg tgtaggtegt 5160
tcgctccaag ctgggetgta agcaagaact ccccgttcag cccga-ctgct gegecttate 5220
cggtaactgt tcacttgagt ccaacccgga aaagcacggt aaaacgecac tggeageage 5280
cattggtaac tgggagttcg cagaggattt gtttagctaa acacgeggtt getcttgaag -5340
tgtgcgecaa agtceggeta cactggaagg a;:agatttg g ttgetgtget ctgegaaage 5400

_ cagttaccac ggttaagcag ttccccaact gacttaacct tcgatcaaac cacctcccca 5460

getggttttt tegtttacag ggcaaaagat tacgcgc.aga aaaaaaggat ctcaagaaga 5520

tcctttgate ttttctactg aaccgcetcta gatttcagtg caatttatct cttcaaatgt 5580

agcacctgaa gtcageeeca tacgatataa gltgtaatte teatgttagt catgeecege 5640
geeccaccgga aggagctgac tgggttgaag getctcaagg geatcggteg agatceeggt 5700
gcctaatgag tgagctaact tacattaatt gegttgeget cactgeeege tttccagtcg 5760
ggaaacctgt cgtgecagct geattaatga atcggecaac gegeggggag aggeggtitg 5820
cgtattgggc geecagggtgg tttttetttt caccagtgag acgggceaaca getgattgee 5880
cttcacégcc tggeectgag agagttgeag caageggtece acgetggttt geeccageag 5940

‘gcgaaaatcc tgtttgatgg tggttaacgg cgggatataa catgagcetgt ctteggtatc 6000
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gtcgtatcee actaccgaga tgtccgeace aacgegeage ceggactegg taatggegeg 6060
cattgégccc agcgccatct gatcgttgge aaccﬁgcatc gcagtgggaa cgatgececte 6120
attcagcatt tgcatggttt gttgaaaacc ggacatggcea ctccagtege ctteecgttc . 61 80
cgctatcggc tgaatttgat tgcgagtgag atatttatge cagecageca gacgeagacg 6240
cgccgagaca gaacttaatg ggeccgctaa cagegegatt tgetggtgac ccaatgegac 63.00
cagatgctce acgeecagte gegtaccgic ttcatgggag aaaataatélc tgttgatggg 6360
tgtctggtca gagacatcaa gaaataacge cggaacatta gtgcaggcé.g cttccacagc 6420
aatggcatcc tggtcatcca geggatagtt aatgatcage ccactgacge gttgegegag 6480

- aagattgtgc accgecegctt tacaggcettc gacgecgctt cgttctacca tcgacaccac 6540
cacgctggea cccagttgat cggegegaga titaatcgee gegacaattt gegacggege 6600
gtgcagggcc agacltggagg tggcaacgcc aatcagcaac gactgtttge ccgecagttg 6660
ttgtgccacg cggttgggaa tgtaattcag ctecegecate gccgcttccal ctttttceceg 6720
cgttttcgca gaaacgtgge tggectggtt caccacgegg gaaacggtct gataagagac 6780
accggcatac tctgegacat cgtataacgt tactggtttc acattcacca cectgaattg 6840
actctcttcc gggegcetate atgcéatacc gcgaaaggtt ttgcgecatt cgatggtgte 6900

cgggatctcg acgctetccc ttatgegact cctgeattag gaaattaata cgactcacta 6960
<210> 20
<211> 8757
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Nuevo Plasmido

<400> 20
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caaggagatg gcgeccaaca gtecceegge cacggggect geecaccatac ccacgecgaa 60
acaagcgcete atgageecga agtggegage cegatcttee ccatcggtga tgteggegat 120
ataggcgcca gecaaccgceac ctgtggegece ggtgatgeeg gecacgatge gtecggegta 180
gaggatcgag atctcgatcc cgegaaatta atacgactca ctatagggga attgtgageg 240
gataacaatt cccctctaga aataattitg tttaacttta agaaggaatt caggagecct 300
tatgcaattt aatgaagaac agctattaat tcaggatatg gcgaaaagtt ttgccaatga 360
acagattaaa tctaatgcag cagaatggga taagcatagc atttttccaa aagacgtttt  420.
gtcccaaatg gggcaattgg gttttatggg aatgetgglg agtgagaaat ggggeggate 480 |
aaatacagga aatttagctt atgtgctgge acttgaagaa atcgetgecg cagatggtge 540

~ gacttcaacc attatgagtg tacataattc tgttggetgt gtacccattg ctaaattigg 600
tacagaggag caaaagcaga aatatctagt gectttagca caaggtgaaa tgatcggtge 660
atttgcttta acggaaccac.atacaggttc cgatgecegea gecattaaaa cccgagcaat 720
taaacaaggt gatgaatgga ttattaatgg cgctaaacaa tttataacat caggtcataa 780
tgcgggegtg attattgtat ttgetgtgac agatccgaat gcagggaaaa aagggctgag 840
tgcatttatt gtgcecgegtg aaaccttggg ttatgaggtg attcgcaccg aagaaaéatt 900
.gggtttacat gcgtcagata cgtgecaaat tgetttaacg gatgtticgag tacatcacag 960
Cttaatgctt ggtcaggaag gtgagggact aaaaatagca ttgtctaatc tggaéggtgg 1020
ccgtattggg attgcagege aageegttgg titggcacgt getgeactag aagaagegac 1080
aaaatatgcc aaagagcg'tg tgacctttgg aaagcctatt titgagcate aggcgttagc. 1140
ctttcgttta gccagtatgg ccacagaaat tgaagcagcea cgacaéttgg ttcattacgc 1200
agegeggctt aaagaagcetg gaaaaccttg tttaaatgaa geatcaatgg cgaaattatt 1260
ttcatctgaa atggtcgaac gegtatgtte tgetgetttg caaatctttg gfggctatgg 1320

Ctatttaaaa gactttccca tcgagcgéat ttatcgtgat gcacgtattt gccagattta 1380
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tgaaggtaca agtgatattc agcgtttagt gatagcaaga agcctataac tgacctitge 1440

tgctgtattt ttatcataaa attaagataa ggattctaaa aatgacattc gcaacaattt 1500

tattggaaaa acgtaagggt gtgggcttga ttacacttaa ccgtccaaaa geattaaatg 1560

ctttaaactc agaattaatt tatgaaataa atttagcctt agacgattta gaaaatgatc 1620

' aaacgattgg ttgtatcgtc cttacaggtt cﬁgaaaaagc ctttgcegea ggtgcggata 1680
.tcaaagaaat ggcagaatta acttttccaa atatttattt tgatgatttt ttltagtcttg 1740
cagatcgtat tgcacagegt cgtaagectt téattgcc ge agtgagtggt tatgetttag 1800
gtggtggctg tgagttagca ctcatgtgtg actttattta ttgtgecgac aatgccaagt 1860 -
ttgcactace agaagtaact ttaggtgtca ttcctggtat tggtggaaca cagegtctaa 1920
cgcttgcaat aggcaaagee aaagecatgg aaatgtgttt gactgeacgg caaatgcagé 1980
ctgetgaggce agaacaaagt ggtttggtgg cacgegtttt tagtaaagaa gaacttttag 2040
aacaaacctt acaggctgcc gaaaaaatag qggaaaaatc acgggtatct accataatga 2100
ttaaagagtc aattaatcga gctittgaag tgagtttage agagggttta cgttttgagc 2160

~ gcecgaatgtt ccattcagtt tttgegacct tégafcagaa agaaggcatg caagcattta 2220
ttgataaacg tccagcccaa titaaacatc éataatagga tgaagcgatg actactactg ‘2280
acaatcattt actcattgaa cataaaaacg ctttaggaac aattatttta ﬁatcgtccag 2340
cgagtctgaa cgcgctatct ctagaaatga ttaatgcgat tcgtcaacaa gttgaggatt 2400
ggcaaggtga tgtaaatgtt c:;,lggccatat taattaaatc aaatagtéct aaagcatttt 2460
gtgcaggtgg tgatattcge tatctttatg aaagtt-ataal aagtggatca gaagagtata 2_520
aagattattt cattgctgaa tatgagatge tcaatagcat tcgaacgtct aaaaaaacag 2580
tgattgtttt attggatgga tatgtattgg gtggtggttt tggtttagca caggcettgtc 2640
atatct(ggt'gagtagtgga aaatcacgat tttcaatgcc agaaacagcea ataggttttt 2700
tcccagatgt tgc;agcgact tatttcttat ctcgtttaga tgatgtiggg -gtatatttgg. 2760
cactgactgg tgatcalaatc agtagtagtg atgcattgta tttagatctg attgattatc 2820

atgttccgag tcagaatttt gagcgactag aaaatgcatt cagccaatca cagaacttag 2880
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ataaatttca tattcagaag attatttctg cttatatctc cagecctgtt cagagtgaac 2940
tcagtctatg gettgaagec attcgtcage attttggtet taaaaatgtg caagatatcg 3000
aagaaagttt gaaaaatgaa ;:aagatccca actatcaagt atggacaagt aaagtgttaa 3060
atactttgca acaacgttce tctattgcaa aaaaaaccag tttaaagtta cagetgetag 3120
ggcgtggatg gtcattacag caatgtatge gtatcgageg aaaattacag gatatctggt 3180
ttgaacatgg tgata_tgatt gagggtgtic gagcegtigat tattgataaa gataaacaac 3240
cgcaatggca geagcataat gcgactttag ataatatatt aggccaatta ggttagtcat 3300
tfcagactga agggcgagct caattcgaag ctigaaggta agectatcee taacectcte 3360
ctcggteteg attctacgeg tacc;ggtcat catcaccatc accattgagt ttgatccgge 3420

" tgctaacaaa geccgaaagg aagetgagtt ggetgetgee acegetgage aataactage 3480
ataacccctt ggggcectcta aacgggtcﬁ gaggggtttt ttgctgaaag gaggaactat 3540
atccggatal cccgeaagag geccggeagt accggeataa ccaagectat gectacagea 3600
tccagggtga cggtgecgag gatgacgﬁtg agcgcattgt tagatttcat acacggtgcc 3660
tgactgcgtt agcaatttaa ctgtgataaa ctaccgcatt aaagcttatc gatgataage 3720
tgtcaaacat gagaattaat tcttgaagac gaaagggcct cgtgatacge ctatttttat 3780
aggttaatgt catgataata atggtttctt agacgtcagg tggcactttt cggggaaatg 3840
tgcgeggaac ccctatttgt ttatttttct aaatacattc aaatatgtat ccgetcatga 3900
gacaataacc ctgataaatg cttcaataat attgaaaaag gaag;igtalg agtattcaac 3960
atttccgtgt cgeccttatt cecttttttg cggeattttg ccttectgtt titgetcace 4020
cagaaacgct ggtgaaagta aaagatgetg aagatcagtt gggtgeacga gfggg_tlaca 4080
tcgaactgga tctcaacage ggtaagatcc ttgagagttt Itcgccc'cgaa gaacgttttc 4140
caatgatgag cacttttaaa gttctgctat glggcgcggt attatcccgt gttgacgecg 4200
ggcaagagca actcggtcge cgeatacact attctcagaa tgacttggtt gagtactcac 4260
cagtcacaga aaagcatctt acggatggcea tgacagtaag agaattatge agtgetgeca 4320
taaccatgag tgataacact gcggcecaact tacttctgac aacgatcgga ggaccgaagg 4380

agctaaccgc ttttttgcac aacatggggg atcatgtaac tcgecttgat cgttgggaac 4440
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cggagctgaa tgaagecata ccaaacgacg agegtgacac cacgatgect geageaatgg 4500
~ caacaacgltt gcgceaaacta ttaactggceg aactacttac tctagettec cggeaacaat 4560
taatagactg gatggaggcg gataaagttg caggaccact tetgegeteg geectteegg 4620
ctggetggtt tattgetgat aaatctggag ccggtgageg tgggictege ggtatcattg 4680
cagcactggg ;gccagatggt' aagccctcec gtatcgtagt tatctacacg acggggagtc 4740
aggcaactat ggatgaacga aatz;gacaga tcgctgagat aggtgectca ctgattaage 4800
attggtaact gtpagacﬁaa gtttactcat atatacttta gattgattta aaacttcatt 4860
tttaatttaa aagéatctag gtgaagatcc tttttgataa tctcatgace aaaatccctt 4920
aacgtgagtt ttcgttccac tgagegtcag accccgtaga aaagatcaaa ggatcttctt 4980
gagatccttt ttttctgege gtaatctget gcltgcaaaé ‘aaaaaaacca ccgctaccag 5040
cggtggtttg tttgccgga_t caagagctac caactctttt tccgaaggta actggcttca 5100
gcagagcgea gataccaaat actgtecttc tagtgtagee gtagttagge caccacttca 5160
agaactctét agcaccgect acatacctcg ctetgetaat cetgttacca gtggetgetg 5220
ccagtggcga taagtcgtgt cttaccgggt tggactcaag acgatagtta ccggataagg 5280
cgcagcggtc gggctgaacg gggggttcgt gecacacagee cagettggag cgaacgacct 5340
acaccgaact gagataccta cagcgtgagc tatgagaaag gpc’acgctl cccgaaggga 5400
gaaaggcgga cagglatccg gtaageggea gggtcggaac aggagagege acgagggage 5460
ttccaggggg aaacgectgg tatctitata gtcc-tgtcgg gtttcgecac ctetgacttg 5520 .
agcgtcgatt tttgtgatge tcgtcagggg ggeggagect atggaaaaac gecageaacg 5580
cggcecettitt acggttcglg gecttitget ggecttttge tcacatgtee titectgegt 5640
tatcccctga ttctgtggat aaccgtatta ccgectttga gtgagetgat accgetcgee 5700
gcagccgaac gaccgagege agegagteag tgagegagga ageggaagag cgectgatge 5760
ggtattttct ccttacgcat ctgtgeggta titcacaccg caatggtgea cictcagtac 5820
aatctgcetct gatgeegcat agttaageca gtatacacte cgetateget acgtgactgg 5880

gtcatggetg cgeeeegaca ceegecaaca cecgetgacg cgeeetgacg gecttgtetg 5940
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ctceeggeat ccgettacag acaagcetgtg accgtetecg ggagctgcaf gtgtcagagg 6000
ttttcaccgt catcaccgaa acgegegagg cagetgeggt aaagctcatt: agegtggtcg 6060
tgaagcgatt cacagatgtc tgectgtica tecgegteca getegttgag titctccaga 6120
agcgttaatg tetggetict gataaagegg gecatgttaa gggeggttit ttectgtttg 6180
gtcactgatg cctcegtgta agggggattt ctgttcatgg gggtaatgat accgatgaaa 6240
cgagagagga tgctcacgat acgggttact gatgatgaac atgeecggtt actggaacgt 6300
tgtgagggta aacaactgge ggtatggatg cggegggace agagaaaaat cactcagggt 6360
caatgccagc gettcgttaa tacagatgta ggtgttccac agggtageea geageatect 6420
gegatgeaga tccggaacat aatggtgeag ggegetgact tecgegttic cagactttac 6480
gaaacacgga aaccgaagac cattcatgtt gttgctcagé tcgcagacgt tttgcagcag 6540
cagtcgcttc acgttcgete gegtatcggt gattcattct gctaaécagt aaggcaaccc 6600
cgecagecta geegggtect caacgacagg ageacgatca tgegeaceeg tggecaggac 6660
ccaacgctge ccgagatgeg ccgegtgegg ctgetggaga tggeggacge gatggatatg 6720
ttctgccaag ggttggtttg cgcattcaca gttctccgea agaattgatt ggetccaatt 6780 - |
cttggagtgg tgaatccgtt agecgaggtge cgeeggette cattcaggte gaggtggece 6840
ggclccatge accgegacge aacgegggga ggeagacaag gtatagggcg gegectacaa 6900
| tccatgccaa ccegttccat gtgetcgecg aggeggeata aatcgeegtg acgatcageg 6960
gtccaatgat cgaagttagg ctggtaagag ccgegagega tecttgaage tgteectgat 7020
ggtcgtcate tacctgectg gacagceatgg cctgeaacge gggeatcecg atgecgecgg 7080
aagcgagaag aatcataatg gggaaggcca tccagectcg cgtcgegaac gecagcaaga 7140
cgtagcccag cgegteggec gecatgecgg cgataatgge ctgettctcg ccgaaacgtt 7290
tggtggceggge 'accagtgacg aaggcttgag cgagggcgtg caagattccg aataccgcaa 7260
gcgacaggcec gatcatcgtc gcgctccaéc gaaagcgglc ctcgecgaaa atgacccaga 7320
-gegetgeegg cacctgtect acgagttgea tgataaagaa gacagtcata agtgeggega 7380
cgatagtcat geocegegee caccggaagg agctgactgg gttgaagget ctcaagggea 7440

tcggtegaga tcceggtgec taatgagtga getaacttac attaattgeg ttgegetcac 7500
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tgceegcettt ccagtcggga aacctgtcegt gecagetgea ttaatgaatc ggecaacgeg 7560
cggggagagg cggtttgegt attgggegece agggtggttt ttcutt;:ac cagtgagacg 7620
ggcaacagct gattgecctt caccgectgg ccctgagaga gttgeageaa geggtecacg 7680
ctggtttgee ccageaggeg aaaatcctgt ttgatggtgg ttaacggegg gatataacat 7740
gagc'tgtcft cggtatcgtc gtatcccact accgagatat ccgecaccaac gegeageeeg 7800
gactcggtaa tggcgegeat tgegeccage gecatctgat cgttggcaac cagcatcgca 7860
gtgggaacga tgecctcatt cageatttge atggtttgtt gaaaaccgga catggeactc 7920
cagtcgcctt ccegttcege tatcggetga atttgattge gagtgagata tttatgccag 7980
ccagccagac gcagacgege cgagacagaa cttaatggge cegetaacag cgegatttge 8040
tggtgaccca atgcgaccag atgcfccacg cccagtcgceg taccgtettc atgggagaaa 8100
ataatactgt tgatgggtgt ctggtcagag acatcaagaa ataacgecgg aacattagtg 8160
caggcagctt ccacagcaat ggcatcctgg tcatccagcg gatagttaat gatcagccca 8220
ctgacgegtt gcgcgagaag attgtgcace geegetttac aggcettcgac geegettegt 8280 |
tctaccatcg acaccaccac getggeacce agttgatcgg cgegagattt aatcgecgeg 8340
acaatttgeg acggcgcétg cagggccaga ctggaggtgg caacgccaat cagcaacgac 8400
tgtttgeeeg ccagttgttg tgecacgegg tigggaatgt aattcagete cgecatcgee 8460
gcttccactt ttléccgcgt 'lttcgcagaa acgtggcetgg cctggttcac cacgegggaa 8520
acggtctgat aagagacacc ggcatactct gcgacategt étaacgtlac tggtttcaca 8580
ttcaccaccc tgaattgact ctcttccggg cgctatcatg ccataccgeg éaaggttttg 8640
cgccattcga tggtgtcegg gatctcgacg ctctecctta tgegactect geattaggaa 8700

gcagcccagt agtaggttga ggeegttgag caccgecgee gecaaggaatg gtgeatg 8757

<210> 21

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 21

attatcccat ggggagaaca ttaaaagc 28

<210> 22

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22

cgggatcctt acttttcaat atat A 24

<210> 23

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23

cggtcgacaa ggagatatag atatgactga tctcacaaag actge

<210> 24

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24

cttaggcttt gtcgaacgece tcc ' 23

<210> 25
<211> 870
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Nuevo Vector

<400> 25
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atggaaaagg tggcattcat cggectggge geaatgggcet acccaatgge aggtcacctg 60
getegecget teccaacect ggtgtggaac cgeaccttcg aaaaggceact gegecaccag i20
ga-agagttcg gctccgaagb agtgccactg gaacgcgtgé ctgaagcacg cgtgatctte 180
acctgectge caaccacceg cgaagtgtac gaagtggeag aagceactgta cccatacctg 240.
cgegaaggcea cctactgggt ggafgcaacc tccggegaac cagaagceatc ccgecgectg 300
getgaacgec tgegegaaaa gggegtgace tacctggatg caccagtgte cgg‘tggcac; 360
tccggtgcag aagcaggeac cctgaccgtt at_gctgggcg gtccagaaga agcagtcgaa 420
cgegteegec catteetgge ctacgeaaag aaggtggtee acgteggee agteggtgea 480
ggccacgeag tgaaggceaat caacaacgca Cthtg_gCCg tgaacctgtg ggcagéaggc 540
gaaggtctgce tggeectggt gaagcagggc gtgtccgeag aaaaggecct ggaagtgatc 600
aacgcatcc_:i ccggecgcete caacgeaace gaaaacctga tcccacageg cgttctgace 660
cgcgcgttcc caaagacctt cgcactgggc ctgetggtga aggatctggg catcgeaatg 720
ggegtgetgg atggegaaaa ggeaccatee ccactgetge geetggeteg cgaagtctac 780
gagatggcaa agcgcgaact cggcccagai gcagﬁtcacg tggaagcact gegectgete 840

‘gaacgctggg geggtgtgga aatcegetaa - 870

<210> 26

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 26
tgaagatcct aggaggttta aacatatgec gttaatagee gggattg R 47

<210> 27

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27

tatatagtcg acttaattcg cctgaccgge cag 33

<210> 28

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28

tatataacat gtcgctttca ccgecagge - 29

<210> 29

<211> 50

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29

catatgttta aacctcctag gatcttcagt ttctctcact taacggcagg 50

<210> 30

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
tatataccat ggegctttca ccgecagge 29

<210> 31

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Cebador

<400> 31
tatatagtcg acttaattcg cctgaccggce cag

<210> 32

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador
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atgegeegea cectgaagge ageaatcctg ggegeeaceg geetggrggg catcgaatac 60
gtgcgceatge tgtccaacca cccatacatc ﬁagccagca_t acctggecgg caagggetee 120
gttggcaage catacggcga aglégtgcgc tggcagaccg tgggccaggt geccaaaggaa '180
atcgcagata tggaaatcaa gccaaccgat ccaaagctga tggatgatgt ggatatcatc 240
ttctccceac tgecacaggg tgeageagge ccagtggaag aacagttcge aaaggaagge 300
ttcccagtga tctcc;aactc cccagatcac cgcttcgatc cagatgtgec actgctgété 360
ccagaactca acccacacac catctcectg atcgatgaac agegeaageg cegegaatgg 420

aagggcttca tcgtgaccac cccactgtge accgeacagg gegeageaat cecactggge 480

gcaatcttca aggattacaa gatggatggc gcattcatca ccaccatcca gtccctgtcc 540
ggcgeaggcet acccaggtat cccatcectg gatgtggtgg ataacatect gecactggge 600
gatggctacg atgcaaagac catcaaggaa atcttccgea tectgteega agtgaagege 660
aacgtggatg aaccaaagct ggaagatgtg tccctggeeg caaccaccea cegeatcgea 720
accatccacg gecactacga agtgetgtac gtgtcc.ttca aggaagaaac cgcagcagaa 780
aaggtgaagg aaaccctgga aaacttccge ggegaaccac aggatctgaa getgecaace 840_
gcaccatcca agecaatcat cgtgatgaac gaagatacce geccacaggt gtacttcgat 900

cgetgggeag gegatateee aggeatgtee gtggtggtgg gecgectgaa geaggtgaac 960
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aagcgcatga tccgcctggt gtcectgate cacaacaccg ttegeggege -agcaggt ggt- 1020
ggtatcctgg ccgecagaact cctggtégaa aagggctaca tcgaaaagta agaattccge 1080
gagctccagc ttttgttcec titagtgage gttaattgeg cgettggegt aatcatlg‘gtc 1140
atagctgttf cctgtgtgaa attgttatcc getcacaatt ccacacaaca tacgageegg 1200
aagcataaag tgtaaagcct ggggtgecta atgagtgage taactcacat taattgegtt 1260
gegetcactg cecgetttee agtcgggaaa cctgtegtge cagetgeatt aatgaatcgg 1320
ccaacgegeg gggagagecy glitgegtat tgggegetet tecgettect cgetcactga 1380
ctcgetgegce teggtegtte ggctgcggcg agcggtatca getcactcaa aggeggtaat 1440

acggttafcc acagaatcag gggataacgc aggaaagaac atgtgagcaa aagg(;.cagca 1500

aaaggccagg aaccgtaaaa aggecgegtt getggegttt ttccatagge tecgeceece 1560
tgacgagcat cacaaaaatc gacgctcaag tcagaggtgg cgaaacccga caggactaté 1620
aagataccag gcgtttccce ctggaagete cctegtgege tetectgtte cgacectgee 1680
gettaccgga tacctgtecg cetttctece tiegggaage gtggegettt cteatagete 1740
acgctgtagg tatctcagtt cggtgtaggt cgticgetee aagetggget gfgtgcacga 1800 |
accceccgtt cageccgace getgegectt atccggtaac tatc‘:gtcttg agtccaaccc 1860
ggtaagacac gacttatcge cactggceage agécactgg_t éacaggatta gcagagcgag 1920

gtatgtagge ggtgctacag agttcttgaa gtggtggect aactacgget acactagaag 1980
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aacagtattt ggtatctgcg ctctgcetgaa gecagttacc ttcggaaaaa gagtiggtag 2040
ctcttga_tcc‘ ggcaaacaaa ccaccgetgg tagcggtggt_ltttgtgttt gcaagcagca 2100

| gattacgcgc agaaaaaaag gatctcaaga agatcctttg atcttttcta cggggtetga 2160
cgctcagtgg aacgaaaact cacgttaagg gattttggtc atgagattat caaaaaggat 2220
cttcacctag atccttttaa attaaaaatg aagttttaaa tcaatctaaa gtatatatga 2280
gtaaacttgg Fctgacagtt accaatgctt aatcagtgag gcacctatct cagegatctg 2340
tctatttcgt tcatccatag ttgeetgact cececgtegtg tagataacta cgatacggga 2406
gggcttacca tetggececa gtgc,;tgcaat gataccgega gaaccacget caccggetee 2460

agatttatca gcaataaacc agccagecgg aagggecgag cgeagaagtg gtectgeaac 2520

tttatccgee tccatccagt ctattaattg ttgcegggaa getagagtaa gtagttegee 2580
agttaatagt ttgcgeaacg ttgttgecat tgetacagge atcgtggtgt cacgetegte 264Q
gltlggtgtg gcttcattca getccggtte ccaacgatca aggegagtta catgatceec 2790
calgttgtgc aaaaaagcgg ttagctcétt cggtecteeg atcgttgtca. gaagtaagtt 2760
ggccgeagtg itatcactca tggttatgge ageactgeat aattctetta ctgtcatgee 2820
-atccgtaaga tgetttictg tgactggtga gtactcaace aagtcattct gagaatagtg 2880 .
: tatgcggega ccgagttget cttgeeegge gtcaatacgg gataataceg cgecacatag 2940

cagaacttta aaagtgctca tcattggaaa acgticttcg gggcgaaaac tctcaaggat 3000
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cttaccgctg ttgagatcca gttcgatgta acccactcgt gecacccaact gatcttcage 3060
atcttttact ttcaccagcg tftctgggtg agcaaaaaca ggaaggcaaa atgccgcaaa 3120
aaagggaata agggcgac_ap ggaaatgttg aatactcata ctcttccttt ttcaatatta 3 18(?
ttgaagcatt tatcagggtt attgtctgat gagcggatac atatttgaat gtatttggaa 3240 -
aaataaacaa ataggggttc cgcgceacatt tccccgaaaa gtgecaccta aattgtaage 3300
gitaatattt tgttaaaatt cgcgttaaat ttitgttaaa tcagetcatt ttttaaccaa 3360
taggccgaaa tcggceaaaat cccttataaa tcaaadgaat agaccgagat ag-ggttgagt- 3420
gttgttccag tttg_gaécaa gagtccacta ttaaagaacg tggactccaa cgtcaaaggg 3480

cgaaaaaccg tctatcaggg ctatggeeca ctacgtgaac catcacccta atcaagtitt 3540
ttggggtcga ggtgecgtaa ageactaaat cggaacccta aagggagccc ccgatttaga 3600
gcttgacgég gaaagccgge gaacgtggcg agaaaggaag ggaagaaage gaaaggageg 3660
ggegetaggs cgetggeaag tgtageggte acgetgegeg taaccaccac accecgeegeg 3720
cttaatgcge cgetacaggg cgegteccat tegecattea ggetgegeaa ctgttgggaa 3780
gggegatcgg tgegggcctce ttcgetatta cgecagetgg cgaaaggggg atgtgetgea 3840
aggcgattaa gttgggtaac gecagggttt tcccagtcac gacgttgtaa aacgacggee 3900
agtgagcgcg cgtaalz;lcga ctcactatag ggcgaattgg gtaccgegga tccaaggaga 3960

tatagat

<210> 41
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23

33

atggaaaagg tggeattcat Cggectggge geaatgggct acccaatgge aggteacctg 60

getcgeeget teccaacect ggtgtggaac cgeacctteg aaaéggcact gcgecaccag 120

gaagagttcg getccgaage agtgecactg gaacgegtgg ctgaageacg cgtgatctte 180

acctgectge caaccacceg cgaagtgtac gaagtggeag aageactgta cccatacctg 240

cgcgaaggea cctactgggt ggatgeaace tecggegaac cagaageatc ccgecgectg 300

gctgaacgec tgecgegaaaa gggegtgace tacctggatg céccagtgtc cggtggcacc 360
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tccggtgeag aagecaggeac cctgaccgtt.atgctgggcg gtccagaaga agcagtcgaa 420
cgegteecgee cattéctggc ctacgcaaag aaggtggtce acgtcggece agttggtgeca 480
ggccacgeag tgaaggcaat caacaacgcea ctgetggeeg tgaacctgtg ggeageagge 540
gaaggtctge tggeectggt gaageaggge gtgtccgeag aaaaggeect ggaagtgatc 600
aacgcatc?ct ccggecgcete caacgeaace gaaaacctga tcccacagceg cgttctgace 660
cgcgceattce caaagacctt cgeactggge ctgetggtga aggatctggg catcgca?tg 720
ggegtgctgg atggegaaaa ggcaccatce ccacfgctgc geetggeteg cgaagictac 780
gagatggcaa ag;:gcgaact cggcecagat gcagatcacg tggaagceact gegectgete - 840

gaacgctggg geggtgtgga aatcegetaa gaattecgeg agetccaget tetgttcect 900

ttagtgaggg ttaattgcge gettggegta atcatggtca tag§tgtnc ctgtgtgaaa 960
ttgttatccg ctcacaattc cacacaacat acgagecgga agcataaagt gtaaagectg 1020
gggtgcectaa tgagtgagct aactcacatt z.lattgc gttg cgctcactge ccgcfftcca 1080
gicgggaaac ctgtegtgec agetgeatta atgaa;t:ggc caacgcgegg ggagagecesg -1140
titgcgtatt gggcgptctt ccgettecte getcactgac tegetgeget cggtegticg 1200
getgeggega geggtatcag ctcactcaaa ggcggtéata cggttatcca cagaatcagg 1260

ggataacgca ggaaagaaca tgtgagcaaa aggcecagcaa aaggecagga accgtaaaaa 1320
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ggccgcgltg. ctggegtttt tecatagget cegeeceect gacgagcate acaaaaateg 1380
acgctcaagt cagaggtgge gaaacccgac aggactataa agataccagg cgtttcccec 1440
t-ggaagctcc ctcgtgeget ctectgttee gaccetgecg cttaccggat acctgtccgé- 1500
| ctttcteect tcgggaageg tggegcettte tc:'atagct(:a ;:gctgtaggt atctcagttc 1560
ggtgtaggtc gttcgetcca agetgggetg tgtgecacgaa écccccél;c agcccgaceg i620
ctg(;gcctta tccggtaact atcgtcttga gtecaaceeg gtaagacacg acttatcgee 1680
actggcagca gecactggta acaggattag cagagegagg tatgtaggeg gtgetacaga 1740
gttcttgaag tggtggecta actacggeta éactaga-aga acagtatttg gtatctgcgc 1800
tctgetgaag ccagttacct tcggaaaaag agttggtage tettgatceg gecaaacaaac 1860

caccgetggt ageggtggtt tttttgtttg caageagceag attacgegea gaaaaaaagg 1920

_atctcaagaa gatccittga tcttttctac ggggtctgac getcagtgga acgaaaactc 1980
acgttaaggg éttttggtca tgagattatc aaaaaggatc ttcacctaga tccttttaaa 2040
ttaaaaatga agttttaaat caatctaaag tatatatgag taaacttggt ctgacagtt; 2100
ccaatgctta atcagtgagg cgéctatctc agcgatctgt ctatttcgt-t catccatagt 2160
tgectgacte cecgtegtgt agataa-ctac gatacgggag ggcttaccat ctggccc;:ag 2220
tgctgcaatg ataccgcgag aaccacgctc accggeteca gatttatcag caataaacca 2280

gccégccgga agggeegage geagaagtgg tectgeaact ttatcegect ccatccagte 2340
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tattaattgt tgccgggaag ctagagtaag tagttcgqca gttaatagtt tgcgcaacgt 2400
téttgccatt gctacaggca tegtggtgte acgetegteg mggtgtgg cttcattcag 2460
cteeggttee caaégatcaa ggcgagttac atgatccecce atgttgtgea aaz-laagcggt 2520
tagéiccttc ggteeteega tcgttgtcég aagtaagttg gccgeagtgt tatcaFtcat 2580
ggttatggea geactgceata attctcttac tgtcatgeca tecgtaagat gettttctgt 2640
gactggtgag tactcaacca ag;cﬁttctg agaatagtgt atgcggcgac cgagttgetc 2700
ttgcceggeg tcaatacggg ataataccge gecacatage agaactttaa aagtgetcat 2760
cattggaaaa cgticttcgg ggcgaaaact ctcaaggatc ttaccgetgt tgagatccag 2820

- ttcgatgtaa cccactcgtg cacccaactg atcttcagcea tcttitactt tcaccagegt 2880

ltctgggtga gecaaaaacag gaaggeaaaa tgecgcaaaa aagggaataa gggegacacg 2940

gaaatgttga atactcatac tcttcctttt tcaatattat lgaggcattt atcagggtta_ 3000
ttgtctcatg agcggataca tatttgaatg tatttagaaa aataaacaaa taggggttcc 3060
gegcacattt ccccgaaaag tgecacctaa attgtaageg ttaatatttt gttaaéattc 3120
gegttaaatt tttgttaaat cagctcattt tttaaccaat aggccg;':taat cggcaaaatc 3180

" ccttataaat caaaagaata gaccgagata gggttgagtg ttgttccagt ttggaacaag 3240
agtccactat taaagaacgt ggactccaac gtcaaagggce gaagaaccgt ctatcagggc 3300

tatggccecac tacgtgaacc atcaccctaa tcéaglltlt tggggtegag gigecgtaaa 3360
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gcactaaatc ggaaccctaa agggagecce cgatttagag cttgacgggg aaagecggeg 3420

aacgtggcga gaaaggaagg gaagaaageg aaaggagegg gegetagggec gctégcaagt 3480

gtagcggtca cgetgegegt aaccaccaca ccegecgege ttaatgegee getacaggge 3540

gegteccatt cgécattcag getgegeaac tgttgggaag ggegateggt gegggeetet 3600

tcgctattac gccagetgge gaaaggggga tgtgetgeaa ggegattaag ttgggtaacg 3660

ccagggtttt cccagtcacg acgttgtaaa acgacggeca gtgagegege gtaatacgac 3720

tcactatagg gcgaattggg taccgeggat ccaaggagat atagat 3766
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REIVINDICACIONES

1.- Un procedimiento para la preparacion de acido metacrilico o ésteres del acido metacrilico, que comprende las
etapas de procedimiento

IA)

IB)

1)

preparacion de &cido 3-hidroxiisobutirico mediante un procedimiento que comprende la etapa de
procedimiento de la puesta en contacto de una célula que fue modificada por tecnologia genética con
respecto a su tipo salvaje, de modo que, en comparacion con su tipo salvaje, es capaz de formar méas acido
3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-hidroxiisobutirico, con un medio nutricio que
contiene como fuente de carbono hidratos de carbono, glicerol, diéxido de carbono, metano, metanol, L-
valina o L-glutamato, bajo condiciones en las que a partir de la fuente de carbono se forman acido 3-
hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en &cido 3-hidroxiisobutirico, eventual purificacion del
acido 3-hidroxiisobutirico a partir del medio nutricio, asi como, eventualmente, neutralizaciéon del acido 3-
hidroxiisobutirico,
deshidratacién del acido 3-hidroxiisobutirico bajo formacion de acido metacrilico, asi como, eventualmente,
esterificacion del acido metacrilico, en el que
la formacion de acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en
acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar a través de metilmalonato-semiladehido
en calidad de producto previo, y en el que
la) la célula es capaz de formar &cido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en &cido 3-
hidroxiisobutirico a través de succinil-coenzima A como producto intermedio, y en el que
la,) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacion con su tipo salvaje, de
una enzima E; que cataliza la reaccién de succinil-coenzima A para formar metilmalonil-
coenzima A, y/o
lay) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacién con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas E, a E;4:
- de una enzima E, que cataliza la reaccién de metilmalonil-coenzima A para
formar metilmalonato,
- de una enzima E; que cataliza la reaccién de metilmalonato para formar
metilmalonato-semialdehido,
- de una enzima E, que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para
formar 3-hidroxiisobutirato, o
lag) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacién con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas E4, Es, Eg y E7:
- de una enzima Eg que cataliza la reaccion de (R)-metilmalonil-coenzima A para
formar (S)-metilmalonil-coenzima A,
- de una enzima E; que cataliza la reaccion de (S)-metilmalonil-coenzima A para
formar propionil-coenzima A,
- de una enzima Es que cataliza la reaccion de propionil-coenzima A para formar
metilmalonato-semialdehido,
- de una enzima E, que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para
formar acido 3-hidroxiisobutirico, o
lay) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacién con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas E,4, Esy E;:
- de una enzima E; que cataliza la reaccion de metilmalonil-coenzima A para
formar propionil-coenzima A,
- de una enzima Es que cataliza la reaccion de propionil-coenzima A para formar
metilmalonato-semialdehido,
- de una enzima E, que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para
formar acido 3-hidroxiisobutirico, o
las) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacién con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas Ejg y Ez6:
- de una enzima E, que cataliza la reaccién de L-glutamato para formar 2-
oxoglutarato;
- de una enzima E,g que cataliza la reaccidon de 2-oxoglutarato para formar
succinil-coenzima A, o
1b) la célula es capaz de formar acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico a través de propionil-coenzima A como producto intermedio, y en el que
1b,) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacién con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas E4, Es y E47 a Es»:
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- de una enzima E4; que cataliza la reaccion de acetil-coenzima A para formar
malonil-coenzima A,
- de una enzima E,g que cataliza la reaccién de malonil-coenzima A para formar
malonato-semialdehido,
- de una enzima E4 que cataliza la reacciébn de malonato-semialdehido para
formar 3-hidroxipropionato,
- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionato para formar 3-
hidroxipropionil-coenzima A,
- de una enzima Es; que cataliza la reaccion de 3-hidroxipropionil-coenzima A
para formar acriloil-coenzima A,
- de una enzima Es, que cataliza la reaccién de acriloil-coenzima A para formar
propionil-coenzima A,
- de una enzima Es que cataliza la reaccion de propionil-coenzima A para formar
metilmalonato-semialdehido,
- de una enzima E,; que cataliza la reaccion de metilmalonato-semaldehido para
formar 3-hidroxiisobutirato, o
1c) la célula es capaz de formar acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en acido 3-
hidroxiisobutirico a través de propionil-coenzima A como producto intermedio, y
1cy) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacion
con su tipo salvaje, de al menos una de las siguientes enzimas E, a E; y Esg, E72 y E73:
- de una enzima E;, que cataliza la reaccion de beta-alanina para formar beta-
alanil-coenzima A,
- de una enzima E;3 que cataliza la reaccién de beta-alanil-coenzima A para
formar acrilil-coenzima A,
- de una enzima Esg que cataliza la reaccion de acrilil-coenzima A para formar
metilmalonil-coenzima A,
- de una enzima E, que cataliza la reaccién de metilmalonil-coenzima A para
formar metilmalonato,
- de una enzima E; que cataliza la reaccién de metilmalonato para formar
metilmalonato-semialdehido,
- de una enzima E, que cataliza la reaccion de metilmalonato-semialdehido para
formar &cido 3-hidroxiisobutirico, o
la formacion de acido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en
acido 3-hidroxiisobutirico tiene lugar a través de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A en calidad de producto
previo, y en el que
2a) la célula es capaz de formar &cido 3-hidroxiisobutirico o polihidroxialcanoatos basados en &cido 3-
hidroxiisobutirico a través de isobutiril-coenzima A como producto intermedio, y en el que
2a;) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacion con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas E;¢ a E7g, Ego, Eg1 Y Es:
- de una enzima E;s que cataliza la reacciébn de piruvato para formar 2-
acetolactato,
- de una enzima E7; que cataliza la reaccion de 2-acetolactato para formar 2,3-
dihidroxiisovalerato,
- de una enzima E;g que cataliza la reaccién de 2,3-dihidroxiisovalerato para
formar 2-oxoisovalerato,
- de una enzima E;9 que cataliza la reaccion de 2-oxoisovalerato para formar
isobutiril-coenzima A,
- de una enzima Egy que cataliza la reaccién de isobutiril-coenzima A para formar
metacrilil-coenzima A,
- de una enzima Eg; que cataliza la reaccion de metacrilil-coenzima A para formar
3-hidroxiisobutiril-coenzima A,
- de una enzima Eg que cataliza la reaccion de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para
formar 3-hidroxi-isobutirato, o
2a,) la célula presenta una actividad, incrementada en comparacion con su tipo salvaje, de al
menos una de las siguientes enzimas Eg Egp @ Eg1 Y E7g @ Egp:
- de una enzima Egy que cataliza la reaccion de L-valina para formar 2-
oxoisovalerato,
- de una enzima E;9 que cataliza la reaccion de 2-oxoisovalerato para formar
isobutiril-coenzima A,
- de una enzima Egp que cataliza la reaccién de isobutiril-coenzima A para formar
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metacrilil-coenzima A,

- de una enzima Eg; que cataliza la reaccion de metacrilil-coenzima A para formar
3-hidroxiisobutiril-coenzima A,

- de una enzima Eg que cataliza la reaccion de 3-hidroxiisobutiril-coenzima A para
formar 3-hidroxiisobutirato.

2.- El procedimiento segun la reivindicaciéon 1, en el que la enzima E; en la;) es una metilmalonil-coenzima A-
hidrolasa (EC 5.4.99.2).

3.- El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que en 1a;) la enzima

E, es una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.2.1.17),

E; es una aldehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o una aldehido-oxidasa (EC 1.2.3.1) y

E, es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC
1.1.1.35).

4.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que en 1a3) la enzima

Eg es una metilmalonil-coenzima A-epimerasa (EC 5.1.99.1),

E; es una metilmalonil-coenzima A-descarboxilasa (EC 4.1.1.41),

Es es una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27), y

E, es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC
1.1.1.35).

5.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que en 1a,) la enzima

E; es una metilmalonil-coenzima A-descarboxilasa (EC 4.1.1.41),

Es es una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27), y

E, 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 segun la reivindicacién 1, en el que en 1as) la enzima

E4s 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 0
EC 1.4.1.4) o una aspartato-transaminasa (EC 2.6.1.1 0 EC 2.6.1.2) y

E,g es una 2-oxoglutarato-sintasa (EC 1.2.7.3).

7.- El procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que en 1b,) la enzima

E, es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC
1.1.1.35),

Es es una metilmalonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.27),

E4; 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),
E,s €s una malonato-semialdehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.18),

E4o €s una 3-hidroxipropionato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.59),

Eso es una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A hidrolasa (EC 3.1.2.4),

Es: es una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17) y

Es, es una acil-coenzima A-deshidrogenasa (EC 1.3.99.3).

8.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que en 1c;) la enzima

E;, es una coenzima A-transferasa (EC 2.8.3.1) o coenzima A-sintetasa, preferiblemente una coenzima A-
transferasa,

E;s es una beta-alanil-coenzima A-amonio-lisasa (EC 4.3.1.6),

Esg es una crotonil-coenzima A-descarboxilasa

E, es una metilmalonil-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.17),

E; es una aldehido-deshidrogenasa (EC 1.2.1.3) o una aldehido-oxidasa (EC 1.2.3.1) y

E, es una 3-hidroxiisobutirato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.31) o una 3-hidroxiacil-coenzima A-deshidrogenasa (EC
1.1.1.35).

9.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que en 2a,) la enzima
Eg es una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),

E;s es una acetolactato-sintasa (EC 2.2.1.6),

E;- es una dihidroxiisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.1.1.86),

E.g es una 2,3-dihidroxiisovalerato-deshidratasa (EC 4.2.1.9),
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E;o es una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.25 0 EC 1.2.4.4),

Eeso 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

Es; es una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4.2.1.17).

10.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que en 2a,) la enzima

Eg es una 3-hidroxiisobutiril-coenzima A-hidrolasa (EC 3.1.2.4),

Ego €s 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),

Es1 €s una enoil-coenzima A-hidratasa (EC 4-2.1.17),

E;o es una 2-oxoisovalerato-deshidrogenasa (EC 1.2.1.250 EC 1.2.4.4) y

Ego €s una aminoacido-transferasa (EC 2.6.1.42).

11.- El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la célula se puede obtener mediante un procedimiento para
la preparacién de una célula modificada por tecnologia genética, que comprende la etapa de procedimiento del
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 preparacion de acido polimetacrilico o ésteres del acido polimetacrilico, que
comprende las etapas de procedimiento

IA) preparacion de &cido metacrilico mediante un procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 11,

11B) polimerizacion en los radicales del acido metacrilico,

pudiendo esterificarse, al menos en parte, eventualmente los grupos carboxilo del acido metacrilico o bien el grupo
carboxilato del metacrilato antes o después de la polimerizacién en los radicales.
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