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DESCRIPCION
Utilizacion de la sacarosa como sustrato para la produccion fermentativa de 1,2-propanodiol.

La presente invencion se refiere a los procesos de fermentacion. En particular, la presente invencion se refiere a la
produccion de 1,2-propanodiol mediante fermentacién, a partir de un medio que contiene sacarosa, en particular a
partir de una biomasa vegetal, en la que el microorganismo se modifica genéticamente mediante la introduccion de
los genes serKYARBR 0 cscBKAR.

El 1,2-propanodiol o propilenglicol, un dialcohol C3, es un compuesto quimico ampliamente utilizado. Es un
componente de las resinas de poliéster insaturadas, los detergentes liquidos, los liquidos refrigerantes, los fluidos
anticongelantes y antiescarcha para los aviones. El propilenglicol se ha estado utilizando cada vez mas desde 1993-
1994 como un sustituto de los derivados de etileno, que se han identificado por ser mas toxicos que los derivados de
propileno.

El 1,2-propanodiol se produce actualmente mediante mecanismos quimicos que utilizan un procedimiento de
hidratacién del éxido de propileno que consume grandes cantidades de agua. El 6xido de propileno se puede
producir mediante dos procedimientos, uno que utiliza epicloridrina, y el otro hidroperéxido. Ambas vias utilizan
sustancias muy toxicas. Ademas, la via del hidroperéxido genera subproductos como el terc-butanol y el 1-fenil
etanol. Para que la produccién de propileno sea rentable, se ha de encontrar una utilizacion para estos
subproductos. La via quimica produce normalmente 1,2-propanodiol racémico, mientras que los dos
estereoisomeros (R)1,2-propanodiol y (S)1,2-propanodiol resultan interesantes para determinadas aplicaciones (por
ejemplo, materiales de partida quirales para especialidades quimicas y productos farmacéuticos).

Antecedentes de la técnica

Las desventajas de los procedimientos quimicos para la produccién de 1,2-propanodiol hacen de la sintesis
bioldgica una alternativa atractiva. Se han descrito dos vias para la produccion natural de 1,2-propanodiol a partir de
azUcares mediante microorganismos. En la primera via, los 6-desoxiazicares (por ejemplo, L-ramnosa o L-fucosa)
se rompen en fosfato de dihidroxiacetona y (S)-lactaldehido, que se puede reducir aiin mas a (S)-1,2-propanodiol
(Badia et al., 1985). Esta via es funcional en E. coli, pero no puede producir un procedimiento econémicamente
viable debido al elevado coste de las desoxihexosas. La segunda via es el metabolismo de los azlicares comunes
(por ejemplo, glucosa o xilosa) mediante la via de glicélisis seguida por la via de metilglioxal. La dihidroxiacetona
fosfato se convierte en metilglioxal que se puede reducir a lactaldehido o a acetol. Después, estos dos compuestos
pueden someterse a una segunda reaccion de reduccién que produce 1,2-propanodiol. Esta via se utiliza con
productores naturales de (R)-1,2-propanodiol, como Clostridium sphenoides y Thermoanaerobacter
thermosaccharolycticum. Estos dos organismos se han utilizado para producir 1,2-propanodiol a partir de azlcares
diferentes, especificamente monosacaridos (D-glucosa, D-manosa, D-galactosa para las hexosas y D-xilosa o L-
arabinosa para las pentosas) o disacaridos (lactosa o celobiosa) o sus mezclas (Tran Din and Gottschalk, 1985,
Cameron and Cooney, 1986, Sanchez-Rivera et al., 1987 Altaras et al., 2001). El mejor rendimiento obtenido fue un
titulo de 9 g/l y un rendimiento de 0,2 g/g de glucosa (Sanchez-Rivera et al., 1987). Sin embargo, es probable que la
mejora de los rendimientos obtenidos con estos organismos sea limitada debido a la escasez de herramientas
genéticas disponibles. La misma via de sintesis es funcional en E. coli u otras enterobacterias y el grupo de
Cameron ha realizado varias investigaciones (Cameron et al.,, 1998, Altaras and Cameron, 1999, Altaras and
Cameron, 2000) y también el grupo de Bennett (Huang et al., 1999, Berrios-Rivera et al., 2003) sobre la produccién
de 1,2-propanodiol en estos organismos con fuentes de carbono limitadas a D-glucosa o D-fructosa. ElI mejor
resultado obtenido en un fermentador alimentado por lotes fue una produccion de 4,5 g/l de 1,2-propanodiol con un
rendimiento de 0,19 g/g de glucosa (Altaras y Cameron, 2000). Los resultados obtenidos utilizando el mismo
enfoque pero con titulos y rendimientos mas bajos también se describen en la patente WO 98/37204, aunque
utilizando diferentes fuentes de carbono, principalmente galactosa, lactosa, sacarosa y xilosa pero también glucosa.
Los titulos obtenidos con disacaridos (lactosa y sacarosa) fueron muy bajos (6 mg/l y 7 mg/l respectivamente). En la
solicitud de patente WO 2005/073364 se describieron mejores resultados de produccion con una cepa de E. coli
designada racionalmente y después evolucionada. Se obtuvo un titulo de 1,8 g/l, con un rendimiento de 0,35 g/g de
glucosa consumida. En la patente WO 99/28481 también se ha descrito la produccién de 1,2-propanodiol e
hidroxiacetona utilizando levadura recombinante.

Las fuentes de carbono utilizadas en el medio de fermentacion consisten generalmente en hidratos de carbono,
principalmente derivados de plantas. La sacarosa se obtiene a partir de plantas de azticar como la remolacha
azucarera, la cafa de azucar, el sorgo dulce, el arce de azucar o el agave azul. El aimidén es el almacén de hidratos
de carbono méas abundante en las plantas. Las fuentes de almidon mas importantes son los cereales (maiz, trigo,
arroz), la yuca, los boniatos y las patatas. La mayoria de microorganismos no metabolizan el almidén pero se puede
procesar en materias primas fermentables por la industria del almidén. Los polimeros de inulina o similares a la
inulina (que consisten principalmente en unidades de fructosa) son el segundo almacén méas abundante de hidratos
de carbono en plantas y se encuentran en la endivia, el tupinambo o la dalia. La biomasa de lignocelulosa
compuesta por celulosa, hemicelulosa y lignina también es una fuente de hidratos de carbono prometedora pero
todavia en desarrollo (Peters, 2006). Puesto que los costes de los productos de los materiales quimicos producidos
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biotecnolégicamente estan principalmente relacionados con el coste de la materia prima (es decir, el coste del
sustrato de fermentacion), la utilizacidon de azlcares refinados como la glucosa o la sacarosa no son una eleccién
econémicamente sostenible para una produccién a escala industrial. Son necesarios sustratos menos caros que
retengan un alto contenido de azucar fermentable. En este aspecto, la sacarosa que contiene fuentes de carbono
procedente de la industria azucarera representa una buena opcién.

La sacarosa se produce a partir de la remolacha azucarera que contiene de 16 a 24% de sacarosa por remolacha
azucarera y que se procesa en varias etapas. Las remolachas limpiadas y lavadas se cortan en trozos largos
denominados cosetas (cossettes) que se extraen con agua caliente mediante difusion para obtener un zumo de
sacarosa denominado zumo crudo que contiene entre un 10% y un 15% de sacarosa. La segunda etapa es la de
purificacién del zumo crudo mediante alcalinizacién o carbonatacion que utiliza cal y después diéxido de carbono
para extraer las impurezas y obtener el zumo fino. El proceso de evaporaciéon incrementa la concentracion de
sacarosa en el zumo fino mediante la extracciéon de agua para mantener el zumo fino con un contenido de sacarosa
de 50 a 65%. Después, este zumo concentrado de sacarosa se cristaliza y los cristales se separan mediante
centrifugacion y después se lavan y se secan para obtener azUcar puro. Se pueden aplicar una o mas etapas de
cristalizacion para obtener sacarosa de varios grados de pureza. Los subproductos de la remolacha azucarera
incluyen la pulpa (las cosetas consumidas) y la melaza (el licor madre restante tras la cristalizacién que todavia
presenta un contenido de sacarosa de 40 a 60%).

La sacarosa también se produce en la industria azucarera a partir de la cafia de azlcar (entre un 7 y un 20% de
contenido de sacarosa). La cafia de azlcar cosechada se rompe y después se tritura y al mismo tiempo se extrae la
sacarosa con agua para obtener el zumo crudo. La cafia triturada consumida de azlicar se denomina bagazo. El
residuo se utiliza principalmente como combustible para generar vapor procesado. Después, el zumo crudo se
aclara afiadiendo cal y calor y el zumo clarificado se separa del precipitado. Las Ultimas etapas del proceso, la
evaporacion para obtener un jarabe concentrado y la cristalizacion son esencialmente las mismas que en el caso del
proceso de la remolacha azucarera. Los subproductos del procesamiento de la cafia de azucar incluyen el bagazo,
la pasta himeda del aclarado del zumo crudo y diferentes tipos de melazas, que todavia contienen una cantidad
significativa de sacarosa.

La sacarosa diferente que contiene productos intermedios, productos o subproductos de los procesos del azucar
(zumo crudo, zumo fino o clarificado, zumo espeso, jarabe de sacarosa, sacarosa pura, melazas) puede servir como
materia prima de fermentacién. Por ejemplo, la industria azucarera en Brasil esta utilizando el zumo clarificado de la
cafia de azucar para la produccion de etanol para utilizarlo como un sustituto de la gasolina. Los ejemplos recientes
en la bibliografia que utilizan productos que contienen sacarosa cruda incluyen la produccion de etanol a partir de la
difusién de la remolacha azucarera mediante Zymomonas mobilis (Beckers et al., 1999), la produccion de D-lactato a
partir de melazas mediante E. coli (Shukla et al., 2004) y la produccion de D-lactato a partir de melazas de cafia de
azucar, zumo de cafa de azlcar o zumo de remolacha azucarera mediante Lactobacillus delbrueckii (Calabia et al.,
2007).

Se han descrito dos sistemas diferentes para la captacién y el uso de la sacarosa en bacterias sacarosa-positivas
(es decir, bacterias capaces de utilizar sacarosa).

El primero se basa en un sistema de fosfotransferasa de sacarosa (sacarosa PTS) dependiente de fosfoenolpiruvato
(PEP) en el que la sacarosa se capta y se fosforila utilizando fosfoenolpiruvato (PEP) como donante para producir
sacarosa-6-fosfato intracelular. Después, la sacarosa-6-fosfato intracelular se hidroliza a D-glucosa-6-fosfato y D-
fructosa mediante una invertasa. La D-fructosa se fosforila mas hasta D-fructosa-6-fosfato mediante una fructocinasa
dependiente de ATP y después puede entrar en el metabolismo central. Este sistema se ha descrito en varias
especies de bacterias, tanto gram-positiva como gram-negativa. Entre las enterobacterias, un porcentaje superior al
90% de las cepas de Klebsiella de tipo salvaje pero inferior al 50% de Escherichia e inferior al 10% de la Salmonella
presentan sacarosa.

Un pasmido conjugativo pUR400 portador de los genes scrKYABR que codifican para la sacarosa PTS se ha aislado
a partir de la Salmonella (Schmid et al., 1982, Schmid et al., 1988).

Recientemente se ha descubierto un segundo sistema no PTS en E. coli EC3132 (Bockman et al., 1992). Este
sistema implica los genes cscBKAR que codifican para un sistema de transporte simporte de sacarosa:protén
(CscB), una fructocinasa (CscK), una invertasa (CscA) y un represor especifico de la sacarosa (CscR).

La Escherichia coli K12 y sus derivados (incluyendo MG1655) no pueden utilizar sacarosa. Sin embargo, esta
capacidad se puede conferir mediante la transferencia de los genes que codifican los dos sistemas descritos
anteriormente. Esto se ha demostrado mediante la transferencia de plasmido pUR400 a E. coli K12 (Schmid et al.,
1982) o plasmidos diferentes (incluyendo pKJL101-1) portadores de los genes cscBKAR en una cepa de E. coli
sacarosa negativa (Jahreis et al., 2002). En cuanto a la aplicacién industrial, la produccion de triptéfano a partir de
sacarosa se ha descrito en E. coli K12 (Tsunekawa et. al., 1992) la produccion de hidrégeno se ha descrito en E. coli
portador del plasmido pUR400 (Penfold and Macaskie, 2004) y la produccion de diferentes aminoacidos mediante la
transferencia de ambos sistemas, se ha descrito de PTS y no PTS en la solicitud de patente EP1149911.
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La produccion de 1,2-propanodiol a partir de sacarosa se menciona en Clostridium thermosaccharolyticum
(renombrado posteriormente como T. thermosaccharolyticum) por Cameron y Cooney (1986) pero soélo se
registraron trazas mientras que con otras fuentes de carbono se obtuvieron cantidades superiores a 3 g/l con
rendimientos superiores a 0,1 g/g de sustrato.

La produccion de 1,2-propanodiol a partir de sacarosa también se menciona en la solicitud de patente W098/37204.
Sin embargo, la cepa de E. coli AA200 transformada con el plasmido pSEARX produce so6lo 7 mg/l de 1,2-
propanodiol a partir de 10 g/l de sacarosa, mientras que el mismo microorganismo produce entre 49 a 71 mg/l de
1,2-propanodiol a partir de monosacaridos. Estas cifras de produccién muy bajas arrojan dudas sobre la verdadera
capacidad de estos organismos para producir 1,2-propanodiol a partir de sacarosa. Asi, la cepa AA200, que deriva
de la E. coli K12, no deberia presentar la capacidad de importar y metabolizar la sacarosa.

Estos informes previos indican claramente al experto en la materia que la utilizacion de la sacarosa para producir
1,2-propanodiol no era una buena opcion.

Sorprendentemente, mediante la introduccién de diferentes sistemas para el uso de la sacarosa en las cepas de E.
coli no capaces de utilizar sacarosa, en el contexto de la presente invencién se pudo obtener un rendimiento
mejorado para la produccion de 1,2-propanodiol a partir de sacarosa.

Ademas, en el contexto de la presente invencién han demostrado que un medio que contiene sacarosa, como un
zumo o melazas de una planta de materia prima, se podria utilizar como un sustrato para la produccién fermentativa
de 1,2-propanodiol.

Descripcion de la invencién

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la produccién de 1,2-propanodiol mediante fermentacién,
que comprende:

e cultivar un microorganismo que produce 1,2-propanodiol en un medio adecuado que comprende una fuente
de sacarosa, y

e recuperar el 1,2-propanodiol que se ha producido,

en el que el microorganismo es capaz de utilizar sacarosa como Unica fuente de carbono para la produccién
de 1,2-propanodiol, y en el que el microorganismo se modifica genéticamente mediante la introduccién de los
genes scrKYABR o0 cscBKAR.

En particular, esta sacarosa se obtiene a partir de biomasa, en particular a partir de biomasa de plantas.
Descripcion detallada de la invencion

Tal como se utilizan en la presente memoria, los siguientes términos se pueden utilizar para interpretar las
reivindicaciones y la descripcion.

Segun la invencién, los términos “cultivo”, “crecimiento” y “fermentacién” se utilizan de forma intercambiable para
referirse al crecimiento de la bacteria en un medio de crecimiento adecuado que contiene una fuente de carbono
simple. La fermentacion es un procedimiento clasico que se puede realizar bajo condiciones aer6bicas,
microaerdbicas 0 anaerdbicas.

El término “medio adecuado” se refiere a un medio de composicién molecular conocida adaptado al crecimiento del
microorganismo. En particular, este medio contiene por lo menos una fuente de foésforo y una fuente de nitrégeno.
Este medio adecuado es, por ejemplo, un medio de cultivo mineral con una composiciéon conocida adaptado a la
bacteria que se utiliza, y que contiene por lo menos una fuente de carbono. Este medio adecuado también puede
designar cualquier liquido que comprende una fuente de hidrégeno y/o una fuente de fésforo, y dicho liquido se
afiade y/o se mezcla con la fuente de sacarosa. En particular, el medio de crecimiento mineral para las
enterobacterias puede presentar, por consiguiente, una composicion idéntica o similar al medio M9 (Anderson,
1946), al medio M63 (Miller, 1992) o0 a un medio como el definido por Schaefer et al. (1999), y en particular, el medio
de cultivo minimo denominado MML1IPG1_100 descrito a continuacion:
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Tabla 1: composicion del medio minimo MML1IPG1_100 con glucosa como fuente de carbono.

Constituyente Concentracion (g/l)
EDTA 0,0084
CoCl, 6H,0 0,0025
MnC|2 4H,0 0,0150
CuCl, 2H,0 0,0015
H3BO3 0,0030
Na;MoO4 2H,0 0,0025
Zn(CHsCO0), 2H,0 0,0130
Citrato de Fe(lll) H,O 0,1064
Acido citrico 1,70
KH2PO4 1,65
KoHPO4 3H,0 0,92
(NH4)2HPO4 0,40
(NH4)2S04 4,88
MgSO4 7H,0 1,00
CaCl, 2H,0 0,08
Tiamina 0,01
Glucosa 20,00
Tampon MOPS 40,00

El pH del medio se ajusta a 6,8 con hidréxido sodico.

La fuente de carbono “glucosa’ se puede reemplazar en este medio por otra fuente de carbono, especialmente con
sacarosa u otra fuente de carbono que contenga sacarosa como el zumo de cafia de azUcar o el zumo de azlcar de
remolacha.

El medio de crecimiento para Clostridiaceae puede presentar una composicion idéntica o similar al medio de cultivo
clostridial (CGM, Wiesenborn et al., 1987) o un medio de cultivo mineral como el proporcionado por Monot et al.
(1982) o Vasconcelos et al. (1994).

El término “sacarosa” se refiere a un disacarido de glucosa y fructosa unido mediante una unién a(1,2) glicosidica,
con la formula molecular Ci12H22011. Su nombre sistematico es a-D-glucopiranosil-(1 - 2)-p-D-fructofuranoésido.

El término “fuente de sacarosa” se refiere a un medio, liquido o sdlido, que contiene sacarosa en diferentes
concentraciones, en particular entre 1 a 100% de sacarosa.

El término “produccion de 1,2-propanodiol” significa que la produccion del microorganismo en el caldo de cultivo se
puede registrar inequivocamente mediante mecanismos analiticos habituales conocidos por los expertos en la
materia. El limite de cuantificacion por HPLC para el 1,2-propanodiol, que es la técnica preferida utilizada para
cuantificar este compuesto, es 25 mg/l. Por consiguiente, el término “produccion de 1,2-propanodiol” significa segun
la invencién que los niveles de produccion deben ser superiores a 25 mg/I.

El término “capaz de utilizar sacarosa como Unica fuente de carbono” indica que el microorganismo puede crecer en
un medio que contiene sacarosa como Unica fuente de carbono. Por consiguiente, la definicion “microorganismo
capaz de utilizar sacarosa como Unica fuente de carbono para la produccion de 1,2-propanodiol” significa que el
microorganismo, cuando crece en un medio que contiene sacarosa como Unica fuente de carbono, puede producir
por lo menos 25 mg/l de 1,2-propanodiol. Sin embargo, se entiende que en el procedimiento para la produccion de
1,2-propanodiol segun la invencion, la fuente de sacarosa en el medio de cultivo puede comprender fuentes de
carbono adicionales ademas de la sacarosa como hexosas (como glucosa, galactosa o lactosa), pentosas,
monosacdaridos, disacaridos (como sacarosa, celobiosa o maltosa), oligosacaridos, almidéon o sus derivados,
hemicelulosas, glicerol y sus combinaciones.

Segun la invencidn, el microorganismo se ha modificado genéticamente para que sea capaz de utilizar sacarosa
como Unica fuente de carbono para la produccién de 1,2-propanodiol.

En una forma de realizacion especifica de la invencién, el microorganismo comprende genes funcionales que
codifican un sistema de utilizacion de sacarosa PTS. Un sistema PTS de utilizacion de sacarosa es un sistema para
la utilizacién de sacarosa basado en el transporte de la sacarosa mediante un sistema de fosfotransferasa de
sacarosa (PTS de sacarosa) dependiente de fosoenolpiruvato (PEP). Un sistema de fosfotransferasa acopla el
transporte de un azucar (por ejemplo, sacarosa o glucosa) con la fosforilacion del azdcar utilizando PEP como
donantes de fosfato. Después del transporte a la célula, la sacarosa-fosfato se adhiere en la glucosa-6-fosfato y la
fructosa mediante una invertasa. Después, la fructosa se fosforila a fructosa-6-fosfato mediante una fructocinasa.
Los genes que codifican para este sistema PTS de utilizacién de sacarosa se pueden controlar mediante una
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proteina reguladora.

En este primer aspecto de la invencion, el microorganismo expresa de forma natural o se ha modificado con la
introduccion de los genes scrKYABR (scrK que codifica para una fructocinasa scrY que codifica para una porina,
scrA que codifica para una proteina IIBC, scrB que codifica para una invertasa de la sacarosa-6-P, scrR que codifica
para un represor) de la Salmonella. Para transformar el microorganismo se puede utilizar un plasmido conjugativo
pUR400 portador de estos genes scrKYABR. Estos genes se pueden utilizar todos juntos en combinacién, o en
cualquier combinacion que comprenda por lo menos uno de estos genes. En particular, el gen scrR se puede omitir.

La designacion de estos genes presenta un significado mas general segun la invencion, y abarca a los genes
correspondientes en otros microorganismos. Utilizando las referencias del GenBank de los genes de la Salmonella,
los expertos en la materia pueden determinar genes equivalentes en otros organismos que no sean la Salmonella.

Los mecanismos de identificacion de las secuencias homélogas y de su porcentaje de homologia son conocidos por
los expertos en la materia, e incluyen en particular los programas BLAST que se pueden utilizar en la pagina web
http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/ con los parametros indicados por defecto en esa pagina web. Las secuencias
obtenidas se pueden explotar (alinear) utilizando, por ejemplo, los programas CLUSTALW
(http://lwww.ebi.ac.uk/clustalw/), con los parametros por defecto indicados en estas paginas web.

La base de datos PFAM (base de datos de familias de proteinas de alineamientos y modelos Markov ocultos
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/) es una coleccién amplia de alineamientos de secuencias de proteinas.
Cada PFAM hace posible visualizar mdltiples alineamientos, ver dominios de proteinas, evaluar distribuciones entre
organismos, obtener acceso a otras bases de datos y visualizar estructuras de proteinas conocidas.

Los COG (complejos de grupos ortélogos de proteinas http://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/) se obtienen comparando
secuencias de proteinas derivadas de 66 genomas unicelulares completamente secuenciados que representan las
14 lineas filogenéticas principales. Cada COG se define a partir de por lo menos tres lineas, haciendo posible
identificar dominios antiguos conservados.

Un experto en la materia puede utilizar actualmente varias técnicas para la introduccion del ADN en la cepa
bacteriana. Una técnica preferida es la electroporacién, que es conocida por los expertos en la materia.

En otra forma de realizaciéon de la invencién, el microorganismo comprende genes funcionales que codifican un
sistema de utilizacién de sacarosa sin PTS. Un sistema de utilizacién de sacarosa sin PTS es un sistema para la
utilizacién de la sacarosa basado en el transporte de la sacarosa mediante un sistema independiente del
fosfoenolpiruvato. Después del transporte a la célula, la sacarosa se rompe para proporcionar glucosa y fructosa
mediante una invertasa. Después, la fructosa se fosforila en fructosa-6-fosfato mediante una fructocinasa y la
glucosa se fosforila en glucosa-6-fosfato mediante una glucoquinasa. Estos genes que codifican para este sistema
de utilizacién de sacarosa sin PTS se pueden controlar mediante una proteina reguladora. En este segundo aspecto
de la invencién, el microorganismo se expresa de forma natural o se ha modificado con la introduccion de genes de
la E. coli EC3132, es decir, los genes cscBKAR que codifican para una sacarosa: sistema de transporte simport de
protén (cscB), una fructocinasa (cscK), una invertasa (cscA) y un represor especifico de la sacarosa (cscR). Estos
genes se pueden utilizar todos juntos en combinacion o en cualquier combinacién que comprenda por o menos uno
de estos genes. En particular, el gen cscR se puede omitir. Se pueden utilizar los genes homdlogos de otros
organismos.

La designacion de estos genes presenta un significado mas general segun la invencion, y comprende los genes
correspondientes en otros microorganismos. Utilizando las referencias del GenBank de los genes de la E. coli, los
expertos en la materia pueden determinar genes equivalentes en otros organismos diferentes de E. coli (ver
anteriormente).

El microorganismo de la invencion se caracteriza por una actividad mejorada de la via de biosintesis del 1,2-
propanodiol. Los microorganismos optimizados para la produccién de 1,2-propanodiol se han dado a conocer de
forma exhausitva en las solicitudes de patente WO 2005/073364, WO 2008/116853, WO 2008/116852 y WO
2008/116848.

Los microorganismos que se utilizan en la invencién son bacterias, levadura u hongos.

Preferentemente, el microorganismo se selecciona de entre el grupo que consiste en Enterobacteriaceae,
Bacillaceae, Clostridiaceae, Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae.

Mas preferentemente, el microorganismo se selecciona de entre el grupo que consiste en Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Clostridium sphenoides o Saccharomyces cerevisiae.

Las condiciones de cultivo para el proceso de fermentacion se pueden definir faciimente por los expertos en la
materia. En particular, las bacterias se fermentan a temperaturas de entre 20°C y 55°C, preferentemente entre 25°C
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y 40°C, y preferentemente a aproximadamente 35°C para los Clostridiaceae y a aproximadamente 37°C para las
Enterobacteriaceae.

Este procedimiento se puede realizar tanto en proceso por lotes, en un proceso por lotes alimentados o en un
proceso continuo. La fermentacion es un proceso habitual que se puede realizar bajo condiciones aerobicas,
microaerdbicas o anaerdbicas.

“Bajo condiciones aerobicas” significa que se proporciona oxigeno al cultivo mediante la disolucion de gas en la fase
liquida. Esto se puede obtener mediante (1) el barbotaje de gas que contiene oxigeno (por ejemplo, aire) en la fase
liquida o (2) mediante la agitacion del recipiente que contiene el medio de cultivo para transferir el oxigeno contenido
en el espacio superior de la fase liquida. Las ventajas de la fermentacion bajo condiciones aerébicas en lugar de
condiciones anaerébicas es que la presencia de oxigeno como un aceptor del oxigeno mejora la capacidad de la
cepa para producir mas energia en forma de ATP para los procesos celulares. Por consiguiente, la cepa mejora su
metabolismo general.

Las condiciones microaerdbicas se definen como condiciones de cultivo en las se disuelven porcentajes de oxigeno
bajos (por ejemplo, utilizando una mezcla de gas que contiene entre 0,1 y 10% de oxigeno, completado hasta el
100% con nitrégeno) en la fase liquida.

Las condiciones anaerébicas se definen como condiciones de cultivo en las que no se proporciona oxigeno al medio
de cultivo. Las condiciones estrictamente anaerdbicas se obtienen mediante el barbotaje de un gas inerte como el
nitrégeno en el medio de cultivo para extraer restos de otro gas. El nitrato se puede utilizar como aceptor del electron
para mejorar la produccion de ATP por parte de la cepa y para mejorar su metabolismo.

En un aspecto especifico de la invencién, la fuente de sacarosa se obtiene de una biomasa, en particular de una
biomasa vegetal. Se puede utilizar toda la planta o una parte especifica de la planta para preparar el material de
partida utilizado como fuente de sacarosa. La preparacion se puede basar en uno de los tratamientos conocidos por
los expertos en la materia para extraer la sacarosa de una biomasa vegetal que contiene sacarosa.

En un aspecto preferido de la invencion, la fuente de sacarosa se obtiene de una planta que se selecciona de entre
el grupo que consiste en: cafia de azUcar, remolacha azucarera, sorgo dulce, arce de azlcar, palma de azlcar y
agave azul.

En particular, la fuente de sacarosa se puede obtener de la cafia de azucar o de la remolacha azucarera.

Segun la invencion, se pueden utilizar formas diferentes de fuente de sacarosa, como un zumo, un zumo
concentrado, un jarabe, un zumo clarificado, melazas o sacarosa cristalizada.

Una forma preferida es el zumo crudo de la cafia de azlcar, extraido directamente de la planta sin ningin
tratamiento. Brevemente, la cafia de azlcar recolectada se limpia antes de proceso de moltura para la extraccion del
zumo. Se rompe la estructura de la cafa y después se pulveriza, y al mismo tiempo se extrae la sacarosa con agua
para obtener el zumo crudo.

Después, se puede aclarar el zumo crudo mediante la adicion de cal y aplicando calor y el zumo clarificado se
separa del precipitado. Se obtiene jarabe concentrado mediante evaporacion.

En otra forma de realizacion de la invencion, la fuente de sacarosa puede ser un producto final, un producto
intermedio o un subproducto o de la industria dela cafia de azlcar o de la remolacha azucarera.

Como algunas fuentes de sacarosa, particularmente las que se obtienen a partir de biomasa como las indicadas
anteriormente, contiene otros nutrientes que se pueden utilizar para el crecimiento de micoorganismos en adicién a
la fuente de carbono, se puede designar un medio adecuado para el crecimiento de microorganismos utilizando la
fuente de sacarosa solamente, es decir, el medio adecuado consiste en la fuente de sacarosa, o mediante la
complementacion de la fuente de sacarosa con una fuente de fésforo y/o una fuente de nitrégeno.

Preferentemente, la fuente de sacarosa comprende por lo menos un 7% de sacarosa.
Ejemplos

Ejemplo 1: Construccion de dos cepas de  E. coli que producen 1,2-propanodiol y que son capaces de utilizar
sacarosa como Unica fuente de carbono:

Se obtuvo la cepa de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA::Cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd
evolucionada en un cultivo quimioestatico bajo unas condiciones anaerobicas y adaptado para el crecimiento en un
medio minimo como se describe en el documento WO 2008/116852. Esta cepa se denominé cepa evolucionada de
E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AladhE, AldhA::Cm, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd.
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El casete de resistencia al cloranfenicol se elimind en esta cepa evolucionada y se revisé la presencia de las
modificaciones construidas previamente como se ha descrito anteriormente en el documento WO 2008/116852.

Se utilizaron dos plasmidos para conferir la capacidad de utilizar sacarosa para dicha cepa de E. coli:

- pUR400, portador de los genes que codifican el sistema de PTS -sacarosa tal como se describe en Schmid
et al. (1982)

- pKJL101.1, portador de los genes que codifican la permeasa de sacarosa y el sistema de quinasa tal como
se describe en Jabhris et al. (2002).

Estos plasmidos se introdujeron separadamente en la cepa evolucionada de E. coli MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB,
AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd mediante electroporacion.

Las dos cepas obtenidas se denominaron respectivamente:

- E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd (pUR400), y
- E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd (pKJL101.1).
Ejemplo 2: produccién de 1,2-propanodiol con sacaros a como Unica fuente de carbono:
Las cepas obtenidas como se describe en el Ejemplo 1y la cepa sin el plasmido utilizada como control se cultivaron
en un frasco de ensayos Erlenmeyer bajo unas condiciones aerébicas en un medio minimo MML11PG1_100 (ver

composicion anteriormente) con 20 g/l de glucosa o sacarosa como Unica fuente de carbono. La glucosa como
fuente de carbono se utiliz6 como control.

El cultivo se realizé a una temperatura de 34°C y el pH se mantuvo tamponando el medio de cultivo con MOPS.
Al final del cultivo, se analizaron el 1,2-propanodiol, la glucosa o la sacarosa residual en el caldo de fermentacion
mediante HPLC y se calcularon los rendimientos de 1,2-propanodiol en glucosa o los rendimientos de 1,2-

propanodiol en sacarosa.

Tabla 2: produccion de 1,2-propanodiol en un medio minimo con glucosa o sacarosa como fuente de carbono.

Cepal/Fuente de carbono Titulo de 1,2 -propanodiol Rendimiento de 1,2 -propano diol
(g/1) (g/g de fuente de carbono)
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, | ND -
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=1) (n=1)
Aedd/sacarosa
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, | 3,89 +/- 0,12 0,20 +/- 0,01
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=3) (n=3)
Aedd (pUR400)/glucosa
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, | 2,26 +/- 0,27 0,12 +/- 0,01
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=6) (n=6)
Aedd (pUR400)/sacarosa
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, | 3,55 +/- 0,21 0,19 +/- 0,01
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=3) (n=3)
Aedd (pKJL101.1)/glucosa
E. coli evolucionada MG1655 * Ipd*, AtpiA, | 4,86 +/- 0,77 0,26 +/- 0,03
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=6) (n=6)
Aedd (pKJL101.1)/sacarosa

ND significa “no detectado”.

n es la namero de repeticiones del mismo experimento.

Las cifras proporcionadas son la media y la desviacion estandar de las cifras obtenidas para n repeticiones.
Ejemplo 3: produccion de 1,2-propanodiol con zumo de cafiade a  zlcar como fuente de carbono:

Las cepas obtenidas como se describe en el Ejemplo 1 se cultivaron en un frasco de ensayos Erlenmeyer bajo unas
condiciones aerébicas en un medio minimo MML11PG1_100 con zumo de cafia de azUcar (equivalente a 20 g/l de
sacarosa) como fuente de carbono.

El zumo de cafia de azucar utilizado en este experimento se obtuvo de un molino de azlcar en el area del sudeste
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asiatico y se recolectd justo después de la clarificacion del zumo crudo con cal.

El cultivo se realizé a una temperatura de 34°C y el pH se mantuvo tamponando el medio de cultivo con MOPS. Al
final del cultivo, se analizaron el 1,2-propanodiol, y la glucosa, la sacarosa y la fructosa residual en el caldo de
fermentacion mediante HPLC y se calcul6 el rendimiento de 1,2-propanodiol para la suma de fuentes de carbono.

Tabla 3: produccion de 1,2-propanodiol en un medio minimo con zumo de cafia de azicar como fuente de sacarosa.

Cepal/Fuente de carbono Titulo de 1,2 -propanodiol Rendimiento de 1,2 -propano diol
(g/) (g/g de fuente de carbono)
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, | 3,43 +/- 0,22 0,15 +/- 0,01
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=2) (n=2)
Aedd (pUR400)/zumo de cafia de azucar
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, | 3,94 +/- 0,94 0,26 +/- 0,01
ApflAB, AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, | (n=3) (n=3)
Aedd (pKHL101.1)/zumo de cafia de azucar

n es la namero de repeticiones del mismo experimento.
Las cifras proporcionadas son la media y la desviacion estandar de las cifras obtenidas para n repeticiones.
Ejemplo 4: produccion de 1,2-propanodiol con zumo de cafia de azucar s6lo o con suplemento de nutrientes

Las cepas obtenidas como se describe en el Ejemplo 1 se cultivaron en un frasco de ensayos Erlenmeyer bajo
condiciones aerdbicas en un medio que contenia zumo de cafa de azucar diluido (equivalente a 20 g/l de sacarosa)
sin suplemento o con un suplemento de fosfato y amonio ((NH4),HPO4 2,5 g/l), hierro (Citrato de Fe, H,O 0,1 g/l) y
tiamina (0,02 g/l).

El cultivo se realiz6 a una temperatura de 34°C y el pH se mantuvo tamponando el medio de cultivo con MOPS (40
g/l). Al final del cultivo, se analizaron el 1,2-propanodiol, y la glucosa, la sacarosa y la fructosa residual en el caldo de
fermentacién mediante HPLC y se calcul6 el rendimiento de 1,2-propanodiol para la suma de fuentes de carbono.

Tabla 4: produccién de 1,2-propanodiol en zumo de cafia de azlcar sin suplemento o en zumo de cafia de azUcar
con suplemento.

Cepal/Fuente de carbono Titulo de 1,2 - Rendimiento de 1,2 -propano diol
propanodiol (g/l) (9/g de fuente de carbono)
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, | 0,42 0,05
AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd | (n=1) (n=1)
(pUR400)/zumo de cafia de azlcar
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, | 1,07 0,12
AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd | (n=1) (n=1)
(pKJL101.1)/zumo de cafia de azlcar
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, | 2,29 +/- 0,02 0,14 +/- 0,00
AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd | (n=2) (n=2)
(pPUR400)/zumo de cafia con suplemento
E. coli evolucionada MG1655 Ipd*, AtpiA, ApflAB, | 4,08 +/- 0,02 0,26 +/- 0,00
AadhE, AldhA, AgloA, AaldA, AaldB, Aedd | (n=2) (n=2)
(pKJL101.1)/ zumo de cafia con suplemento

n es la cantidad de repeticiones del mismo experimento.

Las cifras proporcionadas son la media y la desviacion estandar de las cifras obtenidas para n repeticiones.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la produccién de 1,2-propanodiol mediante fermentacion, que comprende las etapas
siguientes:

- cultivar un microorganismo que produce 1,2-propanodiol en un medio adecuado que comprende una fuente
de sacarosa, y

- recuperar el 1,2-propanodiol que se ha producido,

en el que el microorganismo se modifica genéticamente para poder utilizar la sacarosa como Unica fuente de
carbono para la produccion de 1,2-propanodiol, con la introduccién de genes scrKYABR que codifican un sistema
PTS de utilizacion de sacarosa, 0 genes cscBKAR que codifican un sistema no PTS de utilizacién de sacarosa.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el microorganismo se selecciona de entre el grupo que
consiste en bacterias, levadura y hongos.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que el microorganismo se selecciona de entre el grupo que
consiste en Enterobacteriaceae, Bacillaceae, Clostridiaceae , Streptomycetaceae y Corynebacteriaceae.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el que el microorganismo se selecciona de entre el grupo que
consiste en Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, Clostridium
sphenoides o Saccharomyces cerevisae.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha fuente de sacarosa se obtiene a
partir de la biomasa.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que dicha fuente de sacarosa se obtiene de una planta
seleccionada de entre el grupo que consiste en: cafia de azucar, remolacha azucarera, sorgo dulce, arce de az(car,
palma de azlcar y agave azul.

7. Procedimiento segun la reivindicaciéon 5 o 6, en el que dicha fuente de sacarosa se encuentra en forma de zumo,
jarabe o zumo concentrado, zumo clarificado, melazas o sacarosa cristalizada.

8. Procedimiento segln las reivindicaciones 5 a 7, en el que dicha fuente de sacarosa es un producto final, un
producto intermedio o un subproducto de la industria de la cafia de azlcar o de la remolacha azucarera.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el medio adecuado consiste en la fuente
de sacarosa.

10. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el medio adecuado contiene por lo
menos una fuente de fésforo y/o una fuente de nitrégeno ademas de la fuente de sacarosa.

11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicha fuente de sacarosa comprende
por lo menos 7% de sacarosa.
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