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DESCRIPCIÓN 

Producción de derivados de ácidos grasos 

Antecedentes de la invención 

El petróleo es un recurso natural limitado que se encuentra en la Tierra en formas líquida, gaseosa o sólida. El 
petróleo está compuesto principalmente por hidrocarburos, que están compuestos principalmente de carbono e 5 
hidrógeno. También contiene cantidades significativas de otros elementos, tales como nitrógeno, oxígeno o azufre, 
en diferentes formas.  

El petróleo es un recurso valioso, aunque los productos del petróleo se desarrollan a considerables costes, tanto 
financieros como medioambientales. En primer lugar, deben descubrirse fuentes de petróleo. La exploración de 
petróleo es una empresa cara y arriesgada. El coste de exploración de pozos de aguas profundas puede exceder los 10 
100 millones de dólares. Además del coste económico, la exploración de petróleo conlleva un alto coste 
medioambiental. Por ejemplo, la exploración mar adentro altera los entornos marinos circundantes. 

Tras descubrirse un pozo productor, el petróleo debe extraerse de la tierra con gran coste. Incluso en las mejoras 
circunstancias, sólo puede extraerse el 50% del petróleo en un pozo. La extracción de petróleo también conlleva un 
coste medioambiental. Por ejemplo, la extracción de petróleo puede dar como resultado grandes fugas de petróleo 15 
que emerge a la superficie. La perforación mar adentro implica dragar el lecho marino, lo que altera o destruye el 
entorno marino circundante. 

Tras la extracción el petróleo debe transportarse a lo largo de grandes distancias desde regiones productoras de 
petróleo hasta regiones consumidoras de petróleo. Además de los costes de transporte, hay también el riesgo 
medioambiental de derrames de petróleo devastadores. 20 

En su forma natural, el petróleo crudo extraído de la Tierra tiene pocos usos comerciales. Es una mezcla de 
hidrocarburos (por ejemplo, parafinas (o alcanos), olefinas (o alquenos), alquinos, naftenos (o cicloalcanos), 
compuestos alifáticos, compuestos aromáticos, etc.) de longitud y complejidad variables. Además, el petróleo crudo 
contiene otros compuestos orgánicos (por ejemplo, compuestos orgánicos que contienen nitrógeno, oxígeno, azufre, 
etc.) e impurezas (por ejemplo, azufre, sal, ácido, metales, etc.). 25 

Por tanto, el petróleo crudo debe refinarse y purificarse antes de que pueda usarse comercialmente. Debido a su alta 
densidad de energía y su fácil transportabilidad, la mayoría del petróleo se refina en combustibles, tales como 
combustibles de transporte (por ejemplo, gasolina, diésel, combustible de aviación, etc.), gasóleo de calefacción, gas 
licuado de petróleo, etc. 

El petróleo crudo es también una fuente primaria de materiales de partida para producir productos petroquímicos. 30 
Las dos clases principales de materiales de partida derivados del petróleo son olefinas de cadena corta (por 
ejemplo, etileno y propileno) y compuesto aromáticos (por ejemplo, isómeros de xileno y benceno). Estos materiales 
de partida se derivan de los hidrocarburos de cadena más larga en petróleo crudo sometiendo a craqueo los 
hidrocarburos de cadena larga con un gasto considerable usando una variedad de métodos, tales como craqueo 
catalítico, craqueo con vapor o reformación catalítica. Estos materiales de partida se usan para producir productos 35 
petroquímicos, que no pueden refinarse directamente del petróleo crudo, tales como monómeros, disolventes, 
detergentes o adhesivos. 

Un ejemplo de un material de partida derivado de petróleo crudo es etileno. Se usa etileno para producir productos 
petroquímicos, tales como polietileno, etanol, óxido de etileno, etilenglicol, poliéster, glicol éter, etoxilato, acetato de 
vinilo, 1,2-dicloroetano, tricloroetileno, tetracloroetileno, cloruro de vinilo y poli(cloruro de vinilo). Otro ejemplo de un 40 
material de partida derivado de petróleo crudo es propileno. El propileno se usa para producir alcohol isopropílico, 
acrilonitrilo, polipropileno, óxido de propileno, propilenglicol, glicol éteres, butileno, isobutileno, 1,3-butadieno, 
elastómeros sintéticos, poliolefinas, alfa-olefinas, alcoholes grasos, ácido acrílico, polímeros acrílicos, cloruro de 
alilo, epiclorohidrina y resinas epoxídicas. 

Los productos petroquímicos pueden usarse para producir productos químicos especializados, tales como plásticos, 45 
resinas, fibras, elastómeros, productos farmacéuticos, lubricantes o geles. Ejemplos de productos químicos 
especializados que pueden producirse a partir de materiales de partida petroquímicos son: ácidos grasos, 
hidrocarburos (por ejemplo, hidrocarburos de cadena larga, hidrocarburos de cadena ramificada, hidrocarburos 
saturados, hidrocarburos insaturados, etc.), alcoholes grasos, ésteres, aldehídos grasos, cetonas, lubricantes, etc. 

Los productos químicos especializados tienen muchos usos comerciales. Los ácidos grasos se usan comercialmente 50 
como tensioactivos. Los tensioactivos pueden encontrarse en detergentes y jabones. Los ácidos grasos también 
pueden usarse como aditivos en combustibles, aceites lubricantes, pinturas, lacas, velas, aceite para ensaladas, 
mantequilla, cosméticos y emulsionantes. Además, los ácidos grasos se usan como activadores aceleradores en 
productos de caucho. Los ácidos grasos también pueden usarse como materia prima para producir ésteres 
metílicos, amidas, aminas, cloruros de ácido, anhídridos, dímeros de ceteno, y peroxiácidos y ésteres. 55 
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Los ésteres tienen muchos usos comerciales. Por ejemplo, el biodiésel, un combustible alternativo, está compuesto 
de ésteres (por ejemplo, éster metílico de ácidos grasos, ésteres etílicos de ácidos grasos, etc.). Algunos ésteres de 
bajo peso molecular son volátiles con un olor agradable que los hace útiles como fragancias o agentes saborizantes. 
Además, se usan ésteres como disolventes para lacas, pinturas y barnices. Además, algunas sustancias que se 
producen de manera natural, tales como ceras, grasas y aceites están compuestas de ésteres. También se usan 5 
ésteres como agentes de ablandamiento en resinas y plásticos, plastificantes, retardadores de la llama y aditivos en 
gasolina y gasoil. Además, pueden usarse ésteres en la fabricación de polímeros, películas, materiales textiles, 
colorantes y productos farmacéuticos. 

Además, el petróleo crudo es una fuente de lubricantes. Los lubricantes derivados del petróleo están compuestos 
normalmente de olefinas, particularmente poliolefinas y alfa-olefinas. Los lubricantes o bien pueden refinarse del 10 
petróleo crudo o bien fabricarse usando los materiales de partida refinados del petróleo crudo. 

La obtención de estos productos químicos especializados a partir de petróleo crudo requiere una inversión financiera 
significativa así como un gran aporte de energía. También es un proceso ineficaz porque frecuentemente los 
hidrocarburos de cadena larga en petróleo crudo se someten a craqueo para producir monómeros más pequeños. 
Estos monómeros se usan entonces como material de partida para fabricar los productos químicos especializados 15 
más complejos. 

Además de los problemas con la exploración, la extracción, el transporte y el refino del petróleo, el petróleo es un 
recurso cada vez más escaso y limitado. Una estimación del consumo de petróleo mundial actual es de 30000 
millones de barriles al año. Según algunas estimaciones, se predice que a los niveles de producción actuales, las 
reservas de petróleo mundiales podrían agotarse antes del año 2050. 20 

Finalmente, la combustión de combustibles a base de petróleo libera gases invernadero (por ejemplo, dióxido de 
carbono) y otras formas de contaminación del aire (por ejemplo, monóxido de carbono, dióxido de azufre, etc.). A 
medida que la demanda mundial de combustible aumenta, la emisión de gases invernadero y otras formas de 
contaminación del aire también aumenta. La acumulación de gases invernadero en la atmósfera puede conducir a 
un aumento del calentamiento global. Por tanto, además de dañar el medio ambiente localmente (por ejemplo, 25 
derrames de petróleo, dragado de entornos marinos, etc.), la combustión del petróleo también daña el medio 
ambiente globalmente.  

Debido a los desafíos inherentes que plantea el petróleo, hay una necesidad de una fuente de petróleo renovable 
que no necesite explorarse, extraerse, transportarse a lo largo de grandes distancias o refinarse sustancialmente 
como el petróleo. Hay también una necesidad de una fuente de petróleo renovable que pueda producirse 30 
económicamente. Además, hay una necesidad de una fuente de petróleo renovable que no cree el tipo de daño 
medioambiental producido por la industria del petróleo y la combustión de combustibles a base de petróleo. Por 
motivos similares, hay también una necesidad de una fuente renovable de productos químicos que se derivan 
normalmente del petróleo. 

Las fuentes de energía renovable, tales como luz solar, agua, viento y biomasa, son una posible alternativa a 35 
combustibles de petróleo. El biocombustible es un combustible de combustión limpia, biodegradable, producido a 
partir de biomasa, y puede estar compuesto de alcanos y ésteres. Un biocombustible a modo de ejemplo es 
biodiésel. El biodiésel puede usarse en la mayoría de los motores diésel de combustión interna o bien en forma pura, 
que se denomina biodiésel “no mezclado”, o bien como mezcla en cualquier concentración con diésel de petróleo 
regular. 40 

El biodiésel ofrece ventajas en comparación con diésel a base de petróleo, incluyendo emisiones reducidas (por 
ejemplo, monóxido de carbono, azufre, hidrocarburos aromáticos, partículas de hollín) durante la combustión. El 
biodiésel también mantiene un ciclo de dióxido de carbono equilibrado debido a que está basado en materiales 
biológicos renovables. El biodiésel normalmente es biodegradable, y confiere seguridad potenciada debido a su alto 
punto de ignición y baja inflamabilidad. Además, el biodiésel proporciona buenas propiedades de lubricación, 45 
reduciendo así el desgaste y la rotura de los motores. 

Los métodos actuales de preparación de biodiésel implican transesterificación de triacilglicéridos a partir de materias 
primas de aceites vegetales, tal como colza en Europa, soja en América del Norte y aceite de palma en el Sureste 
Asiático. Por tanto, la producción de biodiésel a escala industrial está restringida geográfica y estacionalmente a 
zonas en las que se producen las materias primas de aceites vegetales. El procedimiento de transesterificación 50 
conduce a una mezcla de ésteres grasos que pueden usarse como biodiésel. Sin embargo, la glicerina es un 
subproducto no deseado del procedimiento de transesterificación. Para que puedan usarse como biodiésel, los 
ésteres grasos deben purificarse adicionalmente a partir del producto heterogéneo. Esto aumenta los costes y la 
cantidad de energía requerida para la producción de ésteres grasos y, en última instancia, también la producción de 
biodiésel. Además, las materias primas de aceites vegetales son fuentes de energía ineficaces debido a que 55 
requieren una superficie extensa para el cultivo. Por ejemplo, el rendimiento de biodiésel a partir de colza es de sólo 
1300 l/hectárea debido a que sólo se usa el aceite de la semilla para la producción de biodiésel, mientras que el 
resto de la biomasa de la colza se desecha. Adicionalmente, el cultivo de algunas materias primas de aceites 
vegetales, tales como colza y soja, requiere rotación de cultivos frecuente para impedir el agotamiento de nutrientes 
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de la tierra. 

El documento WO 2008/119082 A2 (HU ET AL.) da a conocer células modificadas por ingeniería genética y 

microorganismos que producen derivados de ácidos grasos. 

El documento US 2009/117629 A1 (SCHMIDT-DANNERT ET AL.) da a conocer polipéptidos que tienen actividad 
isoprenoide éster de cera sintasa o actividad isoprenoide acil CoA-sintasa. 5 

Por tanto existe una necesidad de un biocombustible económica y energéticamente eficaz, y métodos de 
preparación de biocombustibles a partir de fuentes de energía renovable tales como biomasa. 

Sumario de la invención 

Esta divulgación se refiere a la producción de ácidos grasos y derivados de los mismos que incluyen, por ejemplo, 
ésteres grasos de microorganismos modificados por ingeniería genética. Los ejemplos de ésteres grasos incluyen 10 
ésteres de ácidos grasos, tales como los derivados de alcoholes de cadena corta, incluyendo ésteres etílicos de 
ácidos grasos (“FAEE”) y ésteres metílicos de ácidos grasos (“FAME”), y los derivados de alcoholes grasos de 
cadena larga. Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos que se producen pueden usarse, individualmente o 
en combinaciones adecuadas, como biocombustible (por ejemplo, un biodiésel), un producto químico industrial, o un 
componente de, o materia prima de, un biocombustible o un producto químico industrial. En algunos aspectos, la 15 
invención se refiere a un método de producción de uno o más ácidos grasos libres y/o uno o más derivados de 
ácidos grasos tales como ésteres de ácidos grasos, incluyendo, por ejemplo, FAEE, FAME y/u otros derivados de 
éster de ácido graso de alcoholes de cadena más larga. En aspectos relacionados, el método comprende 
proporcionar un huésped de producción modificado por ingeniería genética adecuado para preparar ácidos grasos y 
derivados de ácidos grasos. 20 

Se proporciona un método de preparación de un ácido graso o un derivado de ácido graso tal como un éster graso. 
El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa. El gen que codifica 
para una éster sintasa puede seleccionarse de las enzimas clasificadas como EC 2.3.1.75, y cualquier otro 
polipéptido que pueda catalizar la conversión de un tioéster de acilo en ésteres grasos, incluyendo, sin limitación, 
éster de cera sintasas, acil-CoA:alcohol transacilasas, alcohol O-ácido graso-acil-transferasa, aciltransferasas y acil 25 
graso-CoA:alcohol graso aciltransferasas, o una variante adecuada de las mismas. El gen de éster sintasa puede 
ser uno que codifica para cera/dgat, una éster sintasa/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa bifuncional de 
Simmondsia chinensis, Acinetobacter sp. ADP1, Alcanivorax borkumensis, Pseudomonas aeruginosa, Fundibacter 
jadensis, Arabidopsis thaliana o Alkaligenes eutrophus. El gen que codifica para una éster sintasa puede 
seleccionarse del grupo que consiste en: AtfA1 (una éster sintasa derivada de Alcanivorax borkumensis SK2, n.º de 30 
registro de GenBank YP_694462), AtfA2 (otra éster sintasa derivada de Alcanivorax borkumensis SK2, n.º de 
registro de GenBank YP_693524), ES9 (una éster sintasa de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798, n.º de 
registro de GenBank ABO21021), ES8 (otra éster sintasa derivada de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 
8798, n.º de registro de GenBank ABO21020), y variantes de las mismas. Puede sobreexpresarse el gen que 
codifica para la éster sintasa o una variante adecuada. 35 

Se proporciona un método de preparación de un derivado de ácido graso, por ejemplo, un éster graso, 
comprendiendo el método expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de éster sintasa 
que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, o una variante de la misma. El 
polipéptido puede tener actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. El polipéptido puede tener la capacidad de 
catalizar la conversión de un tioéster en un ácido graso y/o un derivado de ácido graso tal como un éster graso. El 40 
polipéptido puede tener la capacidad de catalizar la conversión de una acil graso-CoA y/o una acil graso-ACP en un 
ácido graso y/o un derivado de ácido graso tal como un éster graso, usando un alcohol como sustrato. El polipéptido 
puede tener la capacidad de catalizar la conversión de un ácido graso libre en un éster graso, usando un alcohol 
como sustrato. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede estar no modificada. La célula huésped 45 
puede expresar un nivel atenuado de una actividad tioesterasa o la tioesterasa está delecionada funcionalmente. La 
célula huésped puede no tener actividad tioesterasa detectable. Tal como se usa en el presente documento el 
término “detectable” significa que puede determinarse la existencia o presencia. Por ejemplo, la producción de un 
producto a partir de un reactante (por ejemplo, producción de un determinado tipo de ésteres de ácidos grasos) 
puede detectarse de manera deseable usando los métodos proporcionados en el presente documento. La célula 50 
huésped puede expresar un nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos, tal como, por ejemplo, 
una acil-CoA sintasa, o la enzima de degradación de ácidos grasos está delecionada funcionalmente. La célula 
huésped puede no tener actividad de enzima de degradación de ácidos grasos detectable. La célula huésped puede 
expresar un nivel atenuado de una tioestereasa, una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. La 
tioesterasa, la enzima de degradación de ácidos grasos o ambas pueden estar delecionadas funcionalmente. La 55 
célula huésped puede no tener actividad tioesterasa, actividad acil-CoA sintasa detectable o ninguna. La célula 
huésped puede poder convertir una acil-ACP o acil-CoA en ácidos grasos y/o derivados de los mismos tal como 
ésteres, en ausencia de una tioesterasa, una enzima de derivado de ácido graso o ambas. Alternativamente, la 
célula huésped puede convertir un ácido graso libre en un éster graso en ausencia de una tioesterasa, una enzima 
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de derivado de ácido graso o ambas. El método incluye además aislar los ácidos grasos o derivados de los mismos 
de la célula huésped. 

El derivado de ácido graso puede ser un éster graso. El ácido graso o derivado de ácido graso puede derivarse a 
partir de un sustrato de alcohol adecuado tal como un alcohol de cadena corta o larga. El ácido graso o derivado de 
ácido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El ácido graso o derivado de ácido graso puede aislarse 5 
del entorno extracelular de la célula huésped. El ácido graso o derivado de ácido graso puede secretarse de manera 
espontánea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El ácido graso o derivado puede transportarse al 
entorno extracelular, opcionalmente con la ayuda de una o más proteínas de transporte. El ácido graso o derivado 
de ácido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno extracelular. 

Se proporciona un método in vitro de producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso 10 
extracelularmente que comprende proporcionar un sustrato y una éster sintasa purificada que comprende la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, o una variante de la misma. El método puede 
comprender cultivar una célula huésped en condiciones que permiten la expresión o sobreexpresión de un 
polipéptido de éster sintasa o una variante del mismo, y aislar la éster sintasa de la célula. El método puede 
comprender además poner en contacto un sustrato adecuado de este tipo con el extracto libre de células en 15 
condiciones que permiten la producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso. 

El polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, con 
una o más sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácidos, y el polipéptido tiene actividad éster 
sintasa y/o aciltransferasa. El polipéptido de éster sintasa puede tener actividad éster sintasa y/o transferasa 
aumentada. Por ejemplo, el polipéptido de éster sintasa puede, o tiene una capacidad mejorada de, catalizar la 20 
conversión de tioésteres, por ejemplo, acil graso-CoA o acil graso-ACP, en ácidos grasos y/o derivados de ácidos 
grasos. El polipéptido de éster sintasa puede ser capaz, o tiene una capacidad mejorada de, catalizar la conversión 
de sustratos de tioéster en ácidos grasos y/o derivados de los mismos, tales como ésteres grasos, en ausencia de 
actividad tioesterasa, actividad de enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. Por ejemplo, el polipéptido 
convierte acil graso-ACP y/o acil graso-CoA en ésteres grasos in vivo, en ausencia de actividad tioesterasa o acil-25 
CoA sintasa. El polipéptido puede catalizar la conversión de un ácido graso libre en un éster graso, en ausencia de 
actividad tioesterasa, actividad de enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. Por ejemplo, el polipéptido 
puede convertir un ácido graso libre en un éster graso in vivo o in vitro, en ausencia de actividad tioesterasa, 
actividad acil-CoA sintasa o ambas. 

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 30 
18, 24, 25 ó 26, con una o más sustituciones de aminoácido no conservadas, en la que el polipéptido de éster 
sintasa tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. En determinadas realizaciones, el polipéptido de éster 
sintasa tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. Por ejemplo, un residuo de glicina en la posición 
395 de SEQ ID NO: 18 puede estar sustituido por un residuo de aminoácido básico, de manera que la variante de 
éster sintasa resultante conserva o tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. En un realización a 35 
modo de ejemplo, el residuo de glicina en la posición 395 de SEQ ID NO: 18 se sustituye por un residuo de arginina 
o lisina, en la que la variante de éster sintasa resultante conserva o tiene capacidad mejorada para catalizar la 
conversión de un tioéster en un ácido graso y/o un derivado de ácido graso tal como un éster graso. 

La variante de éster sintasa puede comprender una o más de las siguientes sustituciones de aminoácido 
conservadas: reemplazo de un aminoácido alifático, tal como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro 40 
aminoácido alifático; reemplazo de una serina por una treonina; reemplazo de una treonina por una serina; 
reemplazo de un residuo ácido, tal como ácido aspártico y ácido glutámico, por otro residuo ácido; reemplazo de un 
residuo que lleva un grupo amida; intercambio de un residuo básico, tal como lisina y arginina, por otro residuo 
básico; y reemplazo de un residuo aromático, tal como fenilalanina y tirosina, por otro residuo aromático. La variante 
de éster sintasa puede tener aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o 45 
más sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácidos. La variante de polipéptido puede tener 
actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido de éster sintasa puede catalizar la conversión 
de tioésteres en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos, usando alcoholes como sustratos. En un ejemplo no 
limitativo, el polipéptido puede catalizar la conversión de una acil graso-CoA y/o una acil graso-ACP en un ácido 
graso y/o un éster de ácido graso, usando un sustrato de alcohol adecuado, tal como, por ejemplo, un metanol, 50 
etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. En 
otro ejemplo no limitativo, el polipéptido de éster sintasa puede catalizar la conversión de una acil graso-ACP y/o una 
acil graso-CoA en un ácido graso y/o un éster de ácido graso, en ausencia de una tioesterasa, una enzima de 
degradación de ácidos grasos o ambas. El polipéptido puede ser capaz de catalizar la conversión de un ácido graso 
libre en un éster graso en ausencia de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. 55 

El polipéptido de éster sintasa puede tener de aproximadamente 200 aminoácidos a aproximadamente 2.000 
aminoácidos de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente 250 hasta aproximadamente 1.500 residuos de 
aminoácido de longitud, desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente 1.200 residuos de aminoácido de 
longitud, desde aproximadamente 350 hasta aproximadamente 1.000 residuos de aminoácido de longitud, desde 
aproximadamente 400 hasta aproximadamente 800 residuos de aminoácido de longitud o desde aproximadamente 60 
450 hasta aproximadamente 600 residuos de aminoácido de longitud. El polipéptido de éster sintasa puede tener 
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aproximadamente 300 residuos de aminoácido de longitud o más, por ejemplo, aproximadamente 400 residuos de 
aminoácido de longitud o más, o aproximadamente 450 residuos de aminoácido de longitud o más. El polipéptido de 
éster sintasa puede tener aproximadamente 1.000 residuos de aminoácido de longitud o menos, por ejemplo, 
aproximadamente 800 residuos de aminoácido de longitud o menos, aproximadamente 700 residuos de aminoácido 
de longitud o menos o aproximadamente 600 residuos de aminoácido de longitud o menos. Una éster sintasa a 5 
modo de ejemplo tiene aproximadamente 500 residuos de aminoácido de longitud. 

El método incluye además modificar la expresión de un gen que codifica para una éster sintasa en la célula 
huésped. Modificar la expresión de un gen que codifica para una éster sintasa puede incluir expresar un gen 
heterólogo que codifica para una éster sintasa en la célula huésped y/o aumentar de otra manera la expresión o 
actividad de un éster sintasa endógena en la célula huésped. 10 

Una enzima tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método 
puede incluir modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir expresar un gen heterólogo que codifica para 
una tioesterasa en la célula huésped y/o aumentar la expresión y/o actividad de una tioesterasa endógena en la 
célula huésped. Modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir atenuar la 15 
expresión de un gen endógeno que codifica para una tioesterasa en la célula huésped, y/o disminuir la expresión y/o 
actividad de una tioesterasa endógena en la célula huésped. Modificar la expresión de una tioesterasa en la célula 
huésped puede comprender delecionar funcionalmente un gen endógeno que codifica para una tioesterasa. No hay 
actividad tioesterasa detectable en la célula huésped. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia 
líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 20 

La actividad tioesterasa puede determinarse o medirse usando diversos ensayos in vitro o in vivo conocidos, 
incluyendo sin limitación un ensayo de hidrólisis de acil-CoA, que mide la tasa de escisión de un sustrato acil-CoA 
usando una reacción de DTNB (ácido 5,5’-ditio-bis(2-nitro-benzoico)) y monitoriza los cambios de absorbancia a 
412 nm y un coeficiente de extinción molar de 13.600 M

-1
cm

-1
. En la técnica se sabe que diversas éster sintasas 

pueden tener actividades tioesterasa solapantes. Sin embargo, tal como se usa en el presente documento, el 25 
término “éster sintasa” no comprende enzimas que también tienen actividad tioesterasa. Las que tienen tanto 
actividad éster sintasa como actividad tioesterasa se clasifican como tioesterasas en el presente documento. 

Se proporciona un método de preparación de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos, por ejemplo, un éster 
graso, que comprende expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa, en ausencia de 
una tioesterasa o una actividad tioesterasa en la célula huésped. La célula huésped puede modificarse por 30 
ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos en relación 
con su nivel en una célula huésped silvestre. Los ejemplos de enzimas de degradación de ácidos grasos incluyen, 
sin limitación, una acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. Los ejemplos de células huésped a partir de las que 
puede encontrarse la encima de degradación de ácidos grasos incluyen Saccharomyces cerevisiae, Candida 
lipolytica, Escherichia coli, Arthrobacter, Rhodotorula glutinins, Acinetobacter, Candida lipolytica, Botryococcus 35 
braunii, Vibrio furnissii, Vibrio harveyi, Micrococcus leuteus, Stenotrophomonas maltophila o Bacillus subtilis. La 
célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa 
en relación con una célula huésped silvestre. La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA 
sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, yhfL, Pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35, 
fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos, 40 
tal como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no tiene 
actividad acil-CoA sintasa detectable. 

Una enzima tioesterasa endógena de la célula huésped, que puede estar presente, no está modificada. La célula 
huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un nivel 
atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos, o ambos. Una tioesterasa, una enzima de degradación 45 
de ácidos grasos, o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad 
tioesterasa, actividad acil-CoA sintasa detectable o ninguna. La célula huésped puede producir ácidos grasos y/o 
derivados de sustratos de tioéster y alcohol. Alternativamente, la célula huésped puede producir ésteres grasos a 
partir de sustratos de ácidos grasos libres y alcohol. 

El polipéptido de éster sintasa puede derivarse de, por ejemplo, una bacteria, una planta, un insecto, una levadura, 50 
un hongo o un mamífero. El polipéptido de éster sintasa puede ser de una célula de mamífero, una célula vegetal, 
una célula de insecto, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula bacteriana, una célula 
cianobacteriana o una célula de cualquier otro organismo descrita en el presente documento. La éster sintasa que se 
produce de manera natural puede ser de Acidobacteria, Acidothermus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax, 
Alcaligenes, Alteromonas, Anaeromyxobacter, Arabidopsis, Bradyrhizobium, Erythrobacter, Frankia, Fundibacter, 55 
Hahella chejuensis, Janibacter, Limnobacter, Marinobacter, Methylibium, Microscilla, Moritella, Mus musculus, 
Mycobacterium, Myxococcus, Natronomonas, Nocardia, Nocardioides, Photobacterium, Proteobacterium, 
Plesiocystis, Polaromonas, Pseudomonas, Psychrobacter, Reinekea, Rhodoferax, Rhodococcus, Roseiflexus, 
Saccharopolyspora, Salinibacter, Simmodsia Solibacter, Sphingopyxis, Stigmatella, Streptomyces, Tenacibaculum o 
Ustilago. 60 

ES 2 536 240 T3

 



7 

La éster sintasa que se produce de manera natural puede derivarse a partir de uno cualquiera de Acidobacteria 
bacterium, Acidothermus cellulolyticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter sp., 
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Alcaligenes europhus, Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax 
jadensis, Alteromonas macleodii, Anaeromyxobacter dehalogenans, Anaeromyxobacter sp., Arabidopsis thaliana, 
Bradyrhizobium japonicum, Cryptococcus curvatus, Erythrobacter litoralis, Erythrobacter sp., Frankia sp., Fundibacter 5 
jadensis, proteobacteria gamma, Hahella chejuensis, Homo sapiens, Janibacter sp., Limnobacter sp., proteobacteria 
gamma marina, Marinobacter algicola, Marinobacter aquaeolei, Marinobacter hydrocarbinoclasticus, Marinobacter 
sp., Methylibium petroleiphilum, Microscilla marina, Moritella sp., Mortierella alpina, Mus musculus, Mycobacterium 
abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium leprae, 
Mycobacterium marinum, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis, 10 
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium vanbaalenii, Myxococcus xanthus, Natronomonas pharaonis, Nocardia 
farcinica, Nocardioides sp., Photobacterium profundum, Plesiocystis pacifica, Polaromonas naphthalenivorans, 
Polaromonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychrobacter 
sp., Reinekea sp., Rhodococcus opacus, Rhodoferax ferrireducens, Rhodococcus sp., Rhodoferax ferrireducens, 
Roseiflexus sp., Roseiflexus castenholzii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharopolyspora erythraea, Salinibacter 15 
ruber, Simmodsia chinensis, Solibacter usitatus, Sphingopyxis alaskensis, Stigmatella aurantiaca, Streptomyces 
avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus, Tenacibaculum sp. y Ustilago maydis. Puede 
sobreexpresarse el gen que codifica para la éster sintasa o una variante de la misma. 

En otras realizaciones, la célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con 
una célula huésped silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA 20 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-
CoA deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa, un gen que codifica 
para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. 
La célula huésped que expresa un nivel disminuido de un receptor de proteína de membrana externa puede ser 25 
resistente a la infección por fagos. El gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para 
ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago phi80. Las células huésped que comprenden un receptor de proteína 
de membrana externa de este tipo incluyen, por ejemplo, Saccharomyces cerevisiae, Candida lipolytica, Escherichia 
coli, Arthrobacter, Rhodotorula glutinins, Acinetobacter, Candida lipolytica, Botryococcus braunii, Vibrio furnissii, 30 
Vibrio harveyi, Micrococcus leuteus, Stenotrophomonas maltophila o Bacillus subtilis. El gen que codifica para un 
receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA (también conocido como tonA). El gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos puede ser fabR. 

El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico para el 
polipéptido de éster sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la 35 
expresión o sobreexpresión de la enzima éster sintasa o una variante adecuada de la misma. El método puede 
incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la producción de ácidos grasos o derivados de los 
mismos por medio de una reacción enzimática catalizada por la éster sintasa o una variante de la misma, sin la 
participación de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. En determinadas 
realizaciones, el sustrato biológico para el polipéptido de éster sintasa es un tioéster. El sustrato biológico puede ser 40 
un alcohol, tal como, por ejemplo, alcoholes grasos de cadena larga o de cadena corta. El sustrato biológico puede 
ser un ácido graso libre. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso y/o derivado de ácido graso, incluyendo, por ejemplo, un 
éster de ácido graso. El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa 
o una variante de la misma que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos aproximadamente el 45 
35%, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%, 
al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente el 65%, al 
menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos 
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos 
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos 50 
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos 
aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26. La éster sintasa puede tener la secuencia de aminoácidos de SEQ ID 
NO: 18, 24, 25 ó 26. 

El método puede incluir además aislar el ácido graso o derivado de ácido graso a partir de la célula huésped 55 
modificada por ingeniería genética. El ácido graso o derivado de ácido graso puede estar presente en el entorno 
extracelular. El ácido graso o derivado de ácido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. 
El ácido graso o derivado de ácido graso puede secretarse espontáneamente al entorno extracelular, parcial o 
completamente. El ácido graso o derivado de ácido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la 
ayuda de una o más proteínas de transporte adecuadas. El ácido graso o derivado de ácido graso puede 60 
transportarse de manera pasiva al entorno extracelular. 

Una enzima tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método 
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puede incluir modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir expresar un gen heterólogo que codifica para 
una tioesterasa en la célula huésped y/o aumentar la expresión o actividad de una tioesterasa endógena en la célula 
huésped. Alternativamente, modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa incluye atenuar la 
expresión de un gen endógeno que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la expresión de un 5 
gen que codifica para una tioesterasa puede incluir delecionar funcionalmente un gen endógeno que codifica para 
una tioesterasa. En particular, la tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, 
fatB3, fatA o fatA1. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 10 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, 
yhfL, Pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la 
proteína ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos descrita anteriormente tal como, por ejemplo, 
una acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no tiene actividad acil-15 
CoA sintasa detectable. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioestereasa, 
un nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. Una tioesterasa, una acil-CoA sintasa 
o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad tioesterasa o 
actividad de enzima de degradación de ácidos grasos detectable. La célula huésped puede ser capaz de producir 20 
ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 25 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El 
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de 
proteína de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, 
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de membrana externa puede ser fhuA (también conocido 30 
como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos puede ser 
fabR. 

El polipéptido de éster sintasa puede derivarse a partir de una bacteria, una planta, un insecto, una levadura, un 
hongo o un mamífero. El polipéptido puede ser de una célula de mamífero, una célula vegetal, una célula de insecto, 
una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula bacteriana o una célula 35 
de cualquier otro organismo descrito en el presente documento. En determinadas realizaciones, la éster sintasa es 
de Acidobacteria, Acidothermus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax, Alcaligenes, Alteromonas, 
Anaeromyxobacter, Arabidopsis, Bradyrhizobium, Erythrobacter, Frankia, Fundibacter, Hahella chejuensis, 
Janibacter, Limnobacter, Marinobacter, Methylibium, Microscilla, Moritella, Mus musculus, Mycobacterium, 
Myxococcus, Natronomonas, Nocardia, Nocardioides, Photobacterium, Proteobacterium, Plesiocystis, Polaromonas, 40 
Pseudomonas, Psychrobacter, Reinekea, Rhodoferax, Rhodococcus, Roseiflexus, Saccharopolyspora, Salinibacter, 
Simmodsia Solibacter, Sphingopyxis, Stigmatella, Streptomyces, Tenacibaculum o Ustilago. 

La éster sintasa puede derivarse a partir de uno cualquiera de Acidobacteria bacterium, Acidothermus cellulolyticus, 
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter sp., Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, 
Alcaligenes europhus, Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax jadensis, Alteromonas macleodii, Anaeromyxobacter 45 
dehalogenans, Anaeromyxobacter sp., Arabidopsis thaliana, Bradyrhizobium japonicum, Cryptococcus curvatus, 
Erythrobacter litoralis, Erythrobacter sp., Frankia sp., Fundibacter jadensis, proteobacteria gamma, Hahella 
chejuensis, Homo sapiens, Janibacter sp., Limnobacter sp., proteobacteria gamma marina, Marinobacter algicola, 
Marinobacter aquaeolei, Marinobacter hydrocarbinoclasticus, Marinobacter sp., Methylibium petroleiphilum, 
Microscilla marina, Moritella sp., Mortierella alpina, Mus musculus, Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, 50 
Mycobacterium bovis, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium leprae, Mycobacterium marinum, Mycobacterium 
smegmatis, Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium vanbaalenii, 
Myxococcus xanthus, Natronomonas pharaonis, Nocardia farcinica, Nocardioides sp., Photobacterium profundum, 
Plesiocystis pacifica, Polaromonas naphthalenivorans, Polaromonas sp., Psudomonas aeruginosa, Psychrobacter 
arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychrobacter sp., Reinekea sp., Rhodococcus opacus, Rhodoferax 55 
ferrireducens, Rhodococcus sp., Rhodoferax ferrireducens, Roseiflexus sp., Roseiflexus castenholzii, 
Saccharomyces cerevisiae, Saccharopolyspora erythraea, Salinibacter ruber, Simmodsia chinensis, Solibacter 
usitatus, Sphingopyxis alaskensis, Stigmatella aurantiaca, Streptomyces avermitilis, Streptomyces coelicolor, 
Streptomyces griseus, Tenacibaculum sp. y Ustilago maydis. Puede sobreexpresarse el gen que codifica para la 
éster sintasa o una variante de la misma. 60 

El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico para el 
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polipéptido de éster sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones suficientes para 
permitir la expresión o sobreexpresión de una éster sintasa en la célula huésped. Una tioesterasa endógena de la 
célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. La célula huésped puede expresar un nivel atenuado 
de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. La tioesterasa, la enzima de degradación 
de ácidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad 5 
tioesterasa, actividad acil-CoA sintasa, o ninguna actividad detectable. El método puede incluir cultivar las células 
huésped en condiciones suficientes para permitir la producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. La 
célula huésped puede cultivarse en presencia de sustratos de tioéster. La célula huésped puede cultivarse en 
presencia de un alcohol. Aún en otra realización, la célula huésped se cultiva en presencia de un ácido graso libre. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, 10 
un éster graso. El método comprende expresar en una célula huésped un polinucleótido que se hibrida con un 
complemento de una secuencia de nucleótidos SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30, o con un fragmento de las mismas, en 
el que el polinucleótido codifica para un polipéptido que tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, 
el polipéptido puede catalizar la conversión de tioésteres en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos tales 
como ésteres grasos, usando uno o más alcoholes como sustratos. Los sustratos de tioéster adecuados pueden 15 
incluir acil-CoA, tales como, por ejemplo, acil graso-CoA y acil-ACP, tales como, por ejemplo, acil graso-ACP. Los 
sustratos de alcohol adecuados incluyen, por ejemplo, alcoholes de cadena corta o larga, tales como metanol, 
etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, octanol, heptanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. El 
polipéptido puede ser capaz de catalizar la conversión de un ácido graso libre en ésteres grasos. 

El polinucleótido puede hibridarse en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad media, alta rigurosidad o muy alta 20 
rigurosidad, con un complemento de la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30, o con un 
fragmento de las mismas. El polinucleótido puede comprender una secuencia que tiene codones optimizados para la 
expresión o sobreexpresión en una célula huésped seleccionada. 

El método puede comprender además aislar el ácido graso o derivado de ácido graso a partir de la célula huésped. 
El ácido graso o derivado de ácido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El ácido graso o derivado 25 
de ácido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El ácido graso o derivado de ácido 
graso puede secretarse de manera espontánea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El ácido 
graso o derivado de ácido graso puede transportarse al entorno extracelular con o sin la ayuda de una o más 
proteínas de transporte. El ácido graso o derivado de ácido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno 
extracelular. 30 

Una tioestereasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método puede 
incluir modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir expresar un gen heterólogo que codifica para 
una tioesterasa en la célula huésped y/o aumentar la expresión o actividad de una tioesterasa endógena en la célula 
huésped. Modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa puede incluir atenuar la expresión de un 35 
gen endógeno que codifica para una tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente una tioesterasa 
endógena. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 40 
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, 
yhfL, pfl-4354, eav15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína 
ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA 
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no tiene una actividad acil-CoA 
sintasa detectable. 45 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un 
nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos o ambos. Una tioesterasa, una enzima de 
degradación de ácidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no 
tener actividad tioesterasa o actividad de enzima de degradación de ácidos grasos detectable. La célula huésped 
puede ser capaz de producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 50 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 55 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El 
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de 
proteína de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, 
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA 
(también conocido como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos 60 
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grasos puede ser fabR. 

La éster sintasa puede derivarse a partir de una bacteria, una planta, un insecto, una levadura, un hongo o un 
mamífero. El polinucleótido de éster sintasa puede ser de una célula de mamífero, una célula vegetal, una célula de 
insecto, una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula bacteriana o 
una célula de cualquier otro organismo descrito en el presente documento. El polinucleótido puede ser de 5 
Acidobacteria, Acidothermus, Acinetobacter, Aeromonas, Alcanivorax, Alcaligenes, Alteromonas, Anaeromyxobacter, 
Arabidopsis, Bradyrhizobium, Erythrobacter, Frankia, Fundibacter, Hahella chejuensis, Janibacter, Limnobacter, 
Marinobacter, Methylibium, Microscilla, Moritella, Mus musculus, Mycobacterium, Myxococcus, Natronomonas, 
Nocardia, Nocardioides, Photobacterium, Proteobacterium, Plesiocystis, Polaromonas, Pseudomonas, 
Psychrobacter, Reinekea, Rhodoferax, Rhodococcus, Roseiflexus, Saccharopolyspora, Salinibacter, Simmodsia 10 
Solibacter, Sphingopyxis, Stigmatella, Streptomyces, Tenacibaculum o Ustilago. 

El polinucleótido de éster sintasa puede derivarse a partir de uno cualquiera de Acidobacteria bacterium, 
Acidothermus cellulolyticus, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter baylyi, Acinetobacter sp., Aeromonas 
hydrophila, Aeromonas salmonicida, Alcaligenes europhus, Alcanivorax borkumensis, Alcanivorax jadensis, 
Alteromonas macleodii, Anaeromyxobacter dehalogenans, Anaeromyxobacter sp., Arabidopsis thaliana, 15 
Bradyrhizobium japonicum, Cryptococcus curvatus, Erythrobacter litoralis, Erythrobacter sp., Frankia sp., Fundibacter 
jadensis, proteobacteria gamma, Hahella chejuensis, Homo sapiens, Janibacter sp., Limnobacter sp., proteobacteria 
gamma marina, Marinobacter algicola, Marinobacter aquaeolei, Marinobacter hydrocarbinoclasticus, Marinobacter 
sp., Methylibium petroleiphilum, Microscilla marina, Moritella sp., Mortierella alpina, Mus musculus, Mycobacterium 
abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium gilvum, Mycobacterium leprae, 20 
Mycobacterium marinum, Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium sp., Mycobacterium tuberculosis, 
Mycobacterium ulcerans, Mycobacterium vanbaalenii, Myxococcus xanthus, Natronomonas pharaonis, Nocardia 
farcinica, Nocardioides sp., Photobacterium profundum, Plesiocystis pacifica, Polaromonas naphthalenivorans, 
Polaromonas sp., Psudomonas aeruginosa, Psychrobacter arcticus, Psychrobacter cryohalolentis, Psychrobacter 
sp., Reinekea sp., Rhodococcus opacus, Rhodoferax ferrireducens, Rhodococcus sp., Rhodoferax ferrireducens, 25 
Roseiflexus sp., Roseiflexus castenholzii, Saccharomyces cerevisiae, Saccharopolyspora erythraea, Salinibacter 
ruber, Simmodsia chinensis, Solibacter usitatus, Sphingopyxis alaskensis, Stigmatella aurantiaca, Streptomyces 
avermitilis, Streptomyces coelicolor, Streptomyces griseus, Tenacibaculum sp. y Ustilago maydis. Puede 
sobreexpresarse el polinucleótido que codifica para la éster sintasa o una variante de la misma. 

El método puede comprender además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico 30 
para el polipéptido de éster sintasa. El método puede comprender cultivar la célula huésped en condiciones que son 
suficientes para permitir la expresión o sobreexpresión de la éster sintasa en la célula huésped. El método puede 
comprender además cultivar la célula huésped en condiciones que son suficientes para permitir la producción de 
ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. El método puede comprender cultivar la célula huésped en presencia 
de un sustrato de tioéster tal como, por ejemplo, una acil graso-CoA o una acil graso-ACP. El método puede 35 
comprender cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de alcohol. El método puede comprender cultivar 
la célula huésped en presencia de un ácido graso libre. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, un 
éster graso. El método comprende expresar en una célula huésped un gen heterólogo que codifica para una éster 
sintasa que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, o una variante de la misma. Alternativamente, el 40 
método comprende manipular un gen de éster sintasa endógena de una célula huésped que codifica para una éster 
sintasa de SEQ ID NO: 18, o una variante de la misma, usando alteración genómica. El método puede incluir 
además aislar el ácido graso y/o derivado de ácido graso a partir de la célula huésped. 

Se proporciona un método in vitro de producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos extracelularmente 
a partir de un sustrato que usa una éster sintasa purificada que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 45 
18, o una variante de la misma. La célula huésped puede cultivarse en condiciones que permiten la expresión o 
sobreexpresión de la éster sintasa o una variante de la misma. La célula huésped se recoge entonces y se lisa. 
Opcionalmente, se purifica la mezcla resultante. Pueden añadirse sustratos adecuados tales como los descritos en 
el presente documento a los extractos libres de células en condiciones que permiten la producción de un ácido graso 
y/o un derivado de ácido graso. 50 

La variante de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, con una o más 
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácidos, en la que el polipéptido tiene actividad éster 
sintasa y/o actividad aciltransferasa. En determinadas realizaciones, la variante de éster sintasa tiene actividad éster 
sintasa y/o aciltransferasa aumentada. Por ejemplo, el polipéptido de éster sintasa puede, o tiene capacidad 
mejorada de, catalizar la conversión de tioésteres en ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. Los 55 
sustratos de tioéster incluyen, por ejemplo, tioésteres grasos tales como acil graso-CoA o acil graso-ACP. En 
algunas realizaciones, la variante de éster sintasa puede, o tiene capacidad mejorada de, catalizar la conversión de 
ácidos grasos libres en ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. Los sustratos de alcohol incluyen, por 
ejemplo, alcoholes de cadena larga o corta tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, 
heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. 60 
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En algunas realizaciones, la variante de éster sintasa comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 
con una o más sustituciones de aminoácido no conservadas, en la que la variante conserva la actividad éster sintasa 
y/o aciltransferasa. En algunas realizaciones, la variante de éster sintasa tiene actividad éster sintasa y/o 
aciltransferasa mejorada. En una realización a modo de ejemplo, el residuo de glicina en la posición 395 de SEQ ID 
NO: 18 está sustituido por un residuo de aminoácido básico, y la variante de éster sintasa resultante conserva o 5 
tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. En algunas realizaciones, el residuo de glicina en la 
posición 395 de SEQ ID NO: 18 se sustituye por un residuo de arginina o lisina, y la variante de éster sintasa 
resultante tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. 

La variante de éster sintasa puede comprender una o más sustituciones de aminoácido conservadas. La variante de 
éster sintasa puede tener aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o más 10 
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácido. La variante de éster sintasa puede tener actividad 
éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido puede ser capaz de catalizar la conversión de tioésteres 
en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos tales como ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. El 
polipéptido puede ser capaz de producir un éster graso a partir de un ácido graso libre y un alcohol adecuados, tales 
como, por ejemplo, alcoholes de cadena larga o corta, tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, 15 
hexanol, heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método puede 
incluir modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresión de un gen endógeno que codifica para una 
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente un gen de este tipo. La tioesterasa puede codificarse 20 
por tesA, tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, 25 
yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína 
ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA 
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa una acil-CoA sintasa o no 
tiene una actividad acil-CoA sintasa detectable. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un 30 
nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos o ambos. Una tioesterasa, una enzima de 
degradación de ácidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no 
tener nivel detectable de actividad tioesterasa o actividad acil-CoA sintasa. La célula huésped puede ser capaz de 
producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped 35 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden delecionarse funcionalmente. El gen que 40 
codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de proteína de 
membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago 
phi80. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA (también conocido 
como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos puede ser 
fabR. 45 

El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico para el 
polipéptido de éster sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la 
expresión o sobreexpresión de la éster sintasa en la célula huésped. El método puede incluir cultivar la célula 
huésped en condiciones que permiten la producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos deseables. El 
método puede incluir cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de tioéster. El método puede incluir 50 
cultivar la célula huésped en presencia de un alcohol. El método puede incluir cultivar la célula huésped en 
presencia de un ácido graso libre. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, 
un éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de éster 
sintasa que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos aproximadamente el 35% de identidad de 55 
secuencia, por ejemplo, al menos aproximadamente el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 90%, el 91%, el 
92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% de identidad de secuencia con la secuencia de 
aminoácidos de SEQ ID NO: 18. La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para tener un nivel 
atenuado de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. Alternativamente, la 
tioesterasa, la enzima de degradación de ácidos grasos o ambas, están delecionadas funcionalmente. La célula 60 
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huésped puede no tener actividad tioesterasa o actividad acil-CoA sintasa detectable. El método puede incluir 
además aislar un ácido graso o derivado de ácido graso así producido a partir de la célula huésped. 

Se proporciona un método in vitro de producción de un ácido graso y/o derivado de ácido graso extracelularmente, 
que usa una éster sintasa purificada que tiene al menos aproximadamente el 35% de identidad de secuencia con la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, a partir de un sustrato adecuado. La célula huésped puede cultivarse 5 
en condiciones que permiten la expresión o sobreexpresión de la enzima éster sintasa o una variante de la misma. 
La célula huésped se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, se purifica la mezcla resultante. Sustratos 
adecuados tales como los descritos en el presente documento pueden añadirse a los extractos libres de células en 
condiciones que permiten la producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso. 

La secuencia de aminoácidos de una éster sintasa o una variante adecuada puede tener al menos 10 
aproximadamente el 35%, por ejemplo, al menos aproximadamente el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al 
menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos 
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos 
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos 
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos 15 
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos 
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos aproximadamente el 99% de identidad de 
secuencia  con SEQ ID NO: 18. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos de la éster sintasa es SEQ 
ID NO: 18. Un polipéptido de éster sintasa a modo de ejemplo incluye una éster sintasa de Limnobacter sp. 

MED105, con un n.º de registro de GenBank de ZP_01915978 (SEQ ID NO: 41), que tiene aproximadamente el 51% 20 
de identidad de secuencia con la secuencia de aminoácidos de la éster sintasa de Marinobacter 
hydrocarbonclasticus DSM 8798, SEQ ID NO: 18. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método puede 
incluir modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresión de un gen endógeno que codifica para una 25 
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA, 
tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 30 
En realizaciones particulares, la célula huésped expresa un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por 
fadD, fadK, BH3103, yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que 
codifica para la proteína ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada anteriormente, tal 
como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa 
la acil-CoA sintasa o no tiene actividad acil-CoA sintasa detectable. 35 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, 
una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas. Una tioesterasa, una acil-CoA 
sintasa o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser capaz de producir ácidos 
grasos y/o derivados de los mismos. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped 40 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El 45 
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de 
proteína de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, 
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa es fhuA (también 
conocido como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos es 
fabR. 50 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, un 
éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un polinucleótido que se hibrida en condiciones de 
baja rigurosidad, rigurosidad media, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad, con un complemento de SEQ ID NO: 27, 
o con un fragmento de la misma, en el que el polinucleótido codifica para un polipéptido que tiene actividad éster 
sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido tiene actividad éster sintasa y puede convertir tioésteres en 55 
ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. Los sustratos de tioéster adecuados incluyen, por ejemplo, 
tioésteres grasos tales como acil graso-CoA o acil graso-ACP. La célula huésped puede producir ésteres grasos a 
partir de sustratos de ácido graso libre y alcohol. Los sustratos de alcohol adecuados incluyen, por ejemplo, 
alcoholes de cadena larga o corta tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol, 
octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. 60 
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Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método puede 
incluir modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresión de un gen endógeno que codifica para una 
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA, 
tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 5 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 
En realizaciones particulares, la célula huésped expresa un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por 
fadD, fadK, BH3103, yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que 10 
codifica para la proteína ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada anteriormente, tal 
como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa 
una acil-CoA sintasa o no tiene actividad acil-CoA sintasa detectable. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, 
una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas. Una tioesterasa, una acil-CoA 15 
sintasa o ambas, están delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser capaz de producir ácidos grasos 
y/o derivados de los mismos. 

La célula huésped se modifica por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped silvestre, 
un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen que codifica 
para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la transcripción de la 20 
biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen que 
codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El gen que codifica para 
una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana 
externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago phi80. El 25 
gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA (también conocido como tonA). 
El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos puede ser fabR. 

El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico de la éster 
sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la expresión o 
sobreexpresión de la enzima éster sintasa en la célula huésped. El método puede incluir cultivar la célula huésped 30 
en condiciones que permiten la producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. El método puede incluir 
cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de tioéster. El método puede incluir cultivar la célula huésped 
en presencia de un sustrato de alcohol. El método puede incluir cultivar la célula huésped en presencia de un ácido 
graso libre. 

El método puede incluir además aislar un ácido graso o derivado de ácido graso así producido a partir de la célula 35 
huésped. El ácido graso o derivado de ácido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El ácido graso o 
derivado de ácido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El ácido graso o derivado de 
ácido graso puede secretarse de manera espontánea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El 
ácido graso o derivado de ácido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la ayuda de una o más 
proteínas de transporte adecuadas. El ácido graso o derivado de ácido graso puede transportarse de manera pasiva 40 
al entorno extracelular. 

Se proporciona un método in vitro de producción de un ácido graso y/o derivado de ácido graso extracelularmente, 
que usa una éster sintasa purificada codificada por un polinucleótido que se hibrida con un complemento de SEQ ID 
NO: 27, o con un fragmento de la misma, y un sustrato adecuado. Por ejemplo, la célula huésped puede cultivarse 
en condiciones que permiten la expresión o sobreexpresión de la enzima éster sintasa o una variante de la misma, y 45 
la célula se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, la mezcla resultante puede purificarse. Sustratos adecuados 
tales como los descritos en el presente documento pueden añadirse a los extractos libres de células en condiciones 
que permiten la producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, 
un éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un vector recombinante que comprende una 50 
secuencia de polinucleótido de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia 
con secuencia de polinucleótido en la figura 16. En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos tiene al 
menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos 
aproximadamente el 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos 
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos 55 
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos 
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos 
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de 
secuencia con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30. La secuencia de nucleótidos puede ser 
SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30. En un ejemplo, un vector recombinante que comprende una secuencia de 60 
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polinucleótido de éster sintasa de SEQ ID NO: 42 (con codones optimizado a partir de un polinucleótido que codifica 
para un homólogo de éster sintasa de Limnobacter sp. MED105), que tiene aproximadamente el 50% de identidad 

de secuencia con SEQ ID NO: 27, puede expresarse en una célula huésped para producir un ácido graso y/o 
derivado del mismo. La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado 
de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos o ambas. Una tioesterasa, una enzima de 5 
degradación de ácidos grasos o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser 
capaz de producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 

El método incluye además aislar el ácido graso o derivado de ácido graso a partir de la célula huésped. El ácido 
graso o derivado de ácido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El ácido graso o derivado de ácido 
graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El ácido graso o derivado de ácido graso puede 10 
secretarse de manera espontánea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El ácido graso o derivado 
de ácido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la ayuda de una o más proteínas de transporte 
adecuadas. El ácido graso o derivado de ácido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno extracelular. 

Se proporciona un método in vitro de producción de un ácido graso y/o derivado de ácido graso extracelularmente, 
en el que una célula huésped que comprende un vector recombinante que comprende una secuencia de nucleótidos 15 
de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia con respecto a una 
secuencia de nucleótidos enumerada en la figura 16 se cultiva en condiciones que permiten la expresión o 
sobreexpresión de una éster sintasa. La célula huésped se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, se purifica la 
mezcla resultante. Entonces se añade un sustrato adecuado al extracto libre de células en condiciones que permiten 
la producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso in vitro. 20 

El vector recombinante puede comprender además un promotor operativamente unido a una secuencia de 
nucleótidos que codifica para una éster sintasa o una variante adecuada. El promotor puede ser un promotor 
regulado por el desarrollo, uno específico de orgánulo, uno específico de tejido, uno inducible, uno constitutivo o uno 
específico de célula. 

El vector recombinante puede comprender al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (a) una 25 
secuencia reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucleótidos; (b) un marcador de selección 
acoplado operativamente a la secuencia de nucleótidos; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a 
la secuencia de nucleótidos; (d) un resto de purificación acoplado operativamente a la secuencia de nucleótidos; (e) 
una secuencia de secreción acoplada operativamente a la secuencia de nucleótidos; y (f) una secuencia de 
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucleótidos. 30 

El vector recombinante puede ser un plásmido. 

La célula huésped puede expresar un polipéptido de éster sintasa que está codificado por el vector recombinante. La 
secuencia de nucleótidos puede incorporarse de manera estable dentro del ADN genómico de la célula huésped, y 
la expresión de la secuencia de nucleótidos está bajo el control de una región promotora regulada. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método incluye 35 
modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la expresión de 
un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresión de un gen endógeno que codifica para una tioesterasa en la 
célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin 
secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 40 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, 
yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína 
ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA 45 
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa una acil-CoA sintasa o no 
tiene actividad acil-CoA sintasa. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 50 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El 
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de 
proteína de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, 55 
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA 
(también conocido como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos 
grasos puede ser fabR. 
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El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico de la éster 
sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que permiten la expresión o 
sobreexpresión de la éster sintasa en la célula huésped. El método puede incluir cultivar la célula huésped en 
condiciones que permiten la producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. El método puede incluir 
cultivar la célula huésped en presencia de un sustrato de tioéster. El método puede incluir cultivar la célula huésped 5 
en presencia de un sustrato de alcohol. El método puede incluir cultivar la célula huésped en presencia de un ácido 
graso libre. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso y/o un derivado del mismo tal como, por ejemplo, un 
éster graso. El método incluye expresar en una célula huésped un vector recombinante que comprende una 
secuencia de nucleótidos de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad de secuencia 10 
con respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 27. La célula huésped puede modificarse por ingeniería 
genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos tal como 
una acil-CoA sintasa o ambas. Una tioesterasa endógena, una acil-CoA sintasa o ambas pueden estar delecionadas 
funcionalmente. La célula huésped puede ser capaz de producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 

El método puede incluir además aislar el ácido graso y/o derivado de ácido graso a partir de la célula huésped. El 15 
ácido graso o derivado de ácido graso puede estar presente en el entorno extracelular. El ácido graso o derivado de 
ácido graso puede aislarse del entorno extracelular de la célula huésped. El ácido graso o derivado de ácido graso 
puede secretarse de manera espontánea, parcial o completamente, a partir de la célula huésped. El ácido graso o 
derivado de ácido graso puede transportarse al entorno extracelular, con o sin la ayuda de una o más proteínas de 
transporte adecuadas. El ácido graso o derivado de ácido graso puede transportarse de manera pasiva al entorno 20 
extracelular. 

Se proporciona un método in vitro de producción de un ácido graso y/o derivado de ácido graso extracelularmente, 
en el que una célula huésped comprende un vector recombinante, que a su vez comprende una secuencia de 
polinucleótido de éster sintasa que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad con SEQ ID NO: 27, y en 
el que la célula huésped se cultiva en condiciones que permiten la expresión o sobreexpresión de la éster sintasa. 25 
La célula huésped se recoge entonces y se lisa. Opcionalmente, se purifica la mezcla resultante. Un sustrato 
adecuado, por ejemplo, uno seleccionado de los descritos en el presente documento, se añade entonces al extracto 
libre de células en condiciones que permiten la producción de un ácido graso y/o un derivado de ácido graso in vitro. 

La secuencia de nucleótidos puede tener al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al 
menos aproximadamente al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos 30 
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos 
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos 
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos 
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de 
secuencia con respecto a la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 27. La secuencia de nucleótidos puede ser 35 
SEQ ID NO: 27. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. El método puede 
incluir además modificar la expresión de un gen que codifica para una tioesterasa en la célula huésped. Modificar la 
expresión de un gen de tioesterasa puede incluir atenuar la expresión de un gen endógeno que codifica para una 
tioesterasa en la célula huésped y/o delecionar funcionalmente ese gen. La tioesterasa puede codificarse por tesA, 40 
tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, fatB3, fatA o fatA1. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos en relación con su nivel en una célula huésped silvestre. Las enzimas de degradación 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 
La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una acil-CoA sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, 45 
yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína 
ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada anteriormente, tal como el gen de acil-CoA 
sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que la célula huésped no expresa una acil-CoA sintasa o no 
tiene actividad acil-CoA sintasa. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, un 50 
nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas. Una 
tioesterasa, una acil-CoA sintasa o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede ser 
capaz de producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 

La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con una célula huésped 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 55 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El 
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gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa es fadE. El gen que codifica para un receptor de proteína de 
membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, fago T5 o fago 
phi80. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA (también conocido 
como tonA). El gen que codifica para un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos puede ser 
fabR. 5 

El vector recombinante puede comprender además un promotor operativamente unido a la secuencia de nucleótidos 
que codifica para una éster sintasa o una variante de la misma. El promotor puede ser un promotor regulado por el 
desarrollo, uno específico de orgánulo, uno específico de tejido, uno inducible, uno constitutivo o uno específico de 
célula. 

El vector recombinante puede comprender al menos una secuencia seleccionada del grupo que consiste en (a) una 10 
secuencia reguladora acoplada operativamente a la secuencia de nucleótidos; (b) un marcador de selección 
acoplado operativamente a la secuencia de nucleótidos; (c) una secuencia de marcador acoplada operativamente a 
la secuencia de nucleótidos; (d) un resto de purificación acoplado operativamente a la secuencia de nucleótidos; (e) 
una secuencia de secreción acoplada operativamente a la secuencia de nucleótidos; y (f) una secuencia de 
direccionamiento acoplada operativamente a la secuencia de nucleótidos. 15 

El vector recombinante puede ser un plásmido. 

La célula huésped puede expresar una éster sintasa o una variante adecuada que está codificado por el vector 
recombinante. La secuencia de nucleótidos puede incorporarse de manera estable dentro del ADN genómico de la 
célula huésped, y la expresión de la secuencia de nucleótidos está bajo el control de una región promotora regulada. 

El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato biológico de la éster 20 
sintasa. El método puede incluir cultivar la célula huésped en condiciones que son suficientes para permitir la 
expresión o sobreexpresión de la éster sintasa en la célula huésped. El método puede incluir cultivar la célula 
huésped en condiciones que son suficientes para permitir la producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos 
grasos. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. La célula huésped 25 
puede expresar un nivel atenuado de una tioesterasa. Una tioesterasa puede estar delecionada funcionalmente. La 
célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos, tal como una 
acil-CoA sintasa. Una enzima de degradación de ácidos grasos endógena, tal como una acil-CoA sintasa, puede 
estar delecionada funcionalmente. La célula huésped puede cultivarse en presencia de un tioéster. La célula 
huésped puede cultivarse en presencia de un sustrato de alcohol adecuado. La célula huésped puede cultivarse en 30 
presencia de un ácido graso libre. 

La célula huésped puede seleccionarse del grupo que consiste en una célula de mamífero, una célula vegetal, una 
célula de insecto, una célula de levadura, una célula de hongo, una célula de hongos filamentosos, una célula 
cianobacteriana y una célula bacteriana. 

La célula huésped puede ser una célula bacteriana Gram-positiva. En otras realizaciones, la célula huésped es una 35 
célula bacteriana Gram-negativa. 

La célula huésped puede seleccionarse del género Escherichia, Bacillus, Lactobacillus, Rhodococcus, 
Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola, Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, 
Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes, Chrysosporium, Saccharomyces, 
Stenotrophamonas, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces. 40 

La célula huésped puede ser una célula de Bacillus lentus, una célula de Bacillus brevis, una célula de Bacillus 
stearothermophilus, una célula de Bacillus licheniformis, una célula de Bacillus alkalophilus, una célula de Bacillus 
coagulans, una célula de Bacillus circulans, una célula de Bacillus pumilis, una célula de Bacillus thuringiensis, una 
célula de Bacillus clausii, una célula de Bacillus megaterium, una célula de Bacillus subtilis o una célula de Bacillus 
amyloliquefaciens. 45 

La célula huésped puede ser una célula de Trichoderma koningii, una célula de Trichoderma viride, una célula de 
Trichoderma reesei, una célula de Trichoderma longibrachiatum, una célula de Aspergillus awamori, una célula de 
Aspergillus fumigates, una célula de Aspergillus foetidus, una célula de Aspergillus nidulans, una célula de 
Aspergillus niger, una célula de Aspergillus oryzae, una célula de Humicola insolens, una célula de Humicola 
lanuginose, una célula de Rhodococcus opacus, una célula de Rhizomucor miehei o una célula de Mucor michei. 50 

La célula huésped puede ser una célula de Streptomyces lividans o una célula de Streptomyces murinus. 

La célula huésped puede ser una célula de Actinomycetes, una célula de Saccharomyces cerevisiae, una célula de 
Candida Lipolytica (o Yarrowia lipolytica), una célula de E. coli Arthrobacter AK19, una célula de Rhodotorula 
glutinins, una célula de Acintobacter sp. cepa M-1 o una célula de otro microorganismo oleaginoso. 
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La célula huésped puede ser una célula de una levadura oleaginosa, por ejemplo, Yarrowia, Candida, Rhodotorula, 
Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon o Lipomyces. En determinadas realizaciones, la célula huésped es 
una célula de Rhodosporidium toruloide, Lipomyces starkeyii, L. lipoferus, Candida revkaufi, C. pulcherrima, C. 
Tropicalis, C. utilis, Trichosporon pullas, T. cutaneum, Rhodotorula glutinous, R. Garminis y Yarrowia lipolytica 
(clasificada anteriormente como Candida lipolytica). En realizaciones particulares, la célula huésped es una célula de 5 
Yarrowia lipolytica, cepa ATCC n.º 20362, ATCC n.º 8862, ATCC n.º 18944, ATCC n.º 76982 y/o LGAM S(7)1 

(Papanikolaou S., y Aggelis G., Bioresour. Technol., 82(1):43-9, 2002). 

Tal como se usa en el presente documento, el término “oleaginoso” se refiere a aquellos organismos que tienden a 
almacenar su fuente de energía en forma de lípido (o aceite) (Weete, Fungal Lipid Biochemistry, 2ª ed., Plenum, 
1980). Y para el fin en el presente documento, los organismos oleaginosos pueden ser bacterias, algas, musgo, 10 
levaduras, hongos o plantas que tienen la capacidad de producir aceites. 

El término “levadura oleaginosa” se refiere a aquellos microorganismos clasificados como levaduras que pueden 
elaborar aceite. Generalmente, el contenido de aceite o triacilglicerol celular de los microorganismos oleaginosos 
sigue una curva sigmoidea, en la que la concentración de lípido aumenta hasta que alcanza un máximo en la fase de 
crecimiento logarítmica tardía o estacionaria temprana y entonces disminuye gradualmente durante las fases 15 
estacionaria tardía y de muerte (Yongmaitchai & Ward, Appl. Environ. Microbiol. 57:419-25 (1991)). No es 
infrecuente que los microorganismos oleaginosos acumulen en exceso de aproximadamente el 25% de su peso 
celular seco como aceite. Los ejemplos de levaduras oleaginosas incluyen, pero no se limitan a, los siguientes 
géneros: Yarrowia, Candida, Rhodotorula, Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon y Lipomyces. 

La célula huésped puede ser una célula de una planta eucariota, algas, cianobacterias, bacterias verdes del azufre 20 
(incluyendo, por ejemplo, Chlorobium, Clathrochloris, Prosthecochloris), bacterias verdes no del azufre (incluyendo, 
por ejemplo, Chloroflexus, Chloronema, Oscillochloris, Heliothrix, Herpetosiphon, Roseiflexus y Termomicrobium), 
bacterias púrpuras del azufre (incluyendo, por ejemplo, Allochromatium, Chromatium, Halochromatium, 
Isochromatium, Marichromatium, Rhodovulum, Thermochromatium, Thiocapsa, Thiorhodococcus y Thiocystis), 
bacterias púrpuras no del azufre (incluyendo, por ejemplo, Phaeospirillum, Rhodobac, Rhodobacter, 25 
Rhodomicrobium, Rhodopila, Rhodopseudomonas, Rhodothalassium, Rhodovibrio, Roseospira), extremófilos, 
levaduras, hongos, organismos modificados por ingeniería genética de los mismos, o un organismo sintético. 

La célula huésped puede ser dependiente de la luz o fija carbono por medio de una de las rutas conocidas 
incluyendo, por ejemplo, la ruta del ciclo de Calvin, la ruta de acetil CoA y la ruta de TCA reductora. Véase, por 
ejemplo, Fuchs, G, Alternative pathways of autotrophic CO2 fixation, págs. 365-382 (1989), AUTOTROPHIC 30 
BACTERIA, Springer-Verlag, Berlín, Alemania (H. G. Schlegel & B. Bowien ed.). La célula huésped puede tener 
actividad autótrofa. La célula huésped puede tener actividad fotoautótrofa, tal como en presencia de luz. En algunas 
realizaciones, la célula huésped es heterótrofa o mixótrofa en ausencia de luz. La célula huésped puede ser una 
célula de un extremófilo, que se sabe que resisten diversos parámetros ambientales extremos tales como 
temperatura, radiación, presión, gravedad, vacío, desecación, salinidad, pH, presión de oxígeno y productos 35 
químicos. Pueden ser adecuadas células huésped de diversos extremófilos conocidos. Por ejemplo, la célula 
huésped puede ser de un hipertermófilo tal como Pyrolobus fumarii, que crece a o por encima de 80ºC. En otro 
ejemplo, la célula huésped puede ser de termófilos tales como Synechococcus lividis, que crecen entre 60-80ºC. En 
un ejemplo adicional, la célula huésped puede ser de mesófilos, que crecen entre 15-60ºC. Aún en un ejemplo 
adicional, la célula huésped puede ser de un psicrófilo tal como una psicrobacteria o determinados insectos, que 40 
crecen a o por debajo de 15ºC. Además, la célula huésped puede ser de un organismo tolerante a la radiación tal 
como Deinococcus radiodurans. La célula huésped puede ser de un organismo tolerante a la presión, tal como un 
piezófilo, que tolera una presión de 130 MPa. Alternativamente, la célula huésped puede ser de organismos 
tolerantes al peso tales como barófilos. La célula huésped puede ser un organismo tolerante a la hipergravedad (por 
ejemplo, >1 g) o a la hipogravedad (por ejemplo, <1 g). La célula huésped puede ser de un organismo tolerante al 45 
vacío tal como un tardígrado, un insecto, un microbio y una semilla. La célula huésped puede ser de un organismo 
tolerante a la desecación y anhidrobiótico tal como un xerófilo Artemia salina, un nematodo, un determinado 
microbio, un determinado hongo y un liquen. La célula huésped puede ser de un organismo tolerante a la sal tal 
como un halófilo (por ejemplo, NaCl 2-5 M) Halobacteriacea y Dunaliella salina. La célula huésped también puede 
ser de un organismo tolerante al pH tal como alcalófilos Natronobacterium, Bacillus firmus OF4, Spirulina spp. (por 50 
ejemplo, pH > 9) o acidófilos tales como a Cyanidium caldarium, Ferroplasma sp. (por ejemplo, pH bajo). 
Alternativamente la célula huésped puede ser de anaerobios, que no pueden tolerar O2, tales como Metanococcus 
jannaschii, o microaérofilos, que toleran cierto O2, tales como Clostridium, y aerobios, que requieren O2. Además, la 
célula huésped puede ser de un organismo tolerante a gas, que tolera CO2 puro, incluyendo, por ejemplo, Cyanidium 
caldarium. La célula huésped puede ser de un organismo tolerante a metal, incluyendo, por ejemplo 55 
metalotolerantes tales como Ferroplasma acidarmanus (por ejemplo, Cu, As, Cd, Zn), Ralstonia sp. CH34 (por 
ejemplo, Zn, Co, Cd, Hg, Pb). Véanse, por ejemplo, Gross, Michael. Life on the Edge: Amazing Creatures Thriving in 
Extreme Environments. Nueva York: Plenum (1998); Seckbach, J. “Search for Life in the Universe with Terrestrial 
Microbes Which Thrive Under Extreme Conditions”. En Cristiano Batalli Cosmovici, Stuart Bowyer, and Dan 
Wertheimer, eds., Astronomical and Biochemical Origins and the Search of Life in the Universe, pág. 511. Milán: 60 
Editrice Compositori (1997). 

La célula huésped puede ser de plantas, incluyendo, sin limitación, plantas de los géneros: Arabidopsis, Beta, 

ES 2 536 240 T3

 



18 

Glycina, Jatropha, Miscanthus, Panicum, Phalaris, Populus, Saccharum, Salix, Simmondsia y Zea. Por ejemplo, la 
célula huésped puede ser de Arabidopsis thaliana, Panicum virgatum, Miscanthus giganteus o Zea mays. La célula 
huésped puede ser de algas y cianobacterias, incluyendo, sin limitación, los géneros: Acanthoceras, Acanthococcus, 
Acaryochloris, Achnanthes, Achnanthidium, Actinastrum, Actinochloris, Actinocyclus, Actinotaenium, Amphichrysis, 
Amphidinium, Amphikrikos, Amphipleura, Amphiprora, Amphithrix, Amphora, Anabaena, Anabaenopsis, 5 
Aneumastus, Ankistrodesmus, Ankyra, Anomoeoneis, Apatococcus, Aphanizomenon, Aphanocapsa, Aphanochaete, 
Aphanothece, Apiocystis, Apistonema, Arthrodesmus, Artherospira, Ascochloris, Asterionella, Asterococcus, 
Audouinella, Aulacoseira, Bacillaria, Balbiania, Bambusina, Bangia, Basichlamys, Batrachospermum, Binuclearia, 
Bitrichia, Blidingia, Botrdiopsis, Botrydium, Botryococcus, Botryosphaerella, Brachiomonas, Brachysira, Brachytrichia, 
Brebissonia, Bulbochaete, Bumilleria, Bumilleriopsis, Caloneis, Calothrix, Campylodiscus, Capsosiphon, Carteria, 10 
Catena, Cavinula, Centritractus, Centronella, Cerutium, Chaetoceros, Chaetochloris, Chaetomorpha, Chaetonella, 
Chaetonema, Chaetopeltis, Chaetophora, Chaetosphaeridium, Chamaesiphon, Chara, Characiochloris, 
Characiopsis, Characium, Charales, Chilomonas, Chlainomonas, Chlamydoblepharis, Chlamydocapsa, 
Chlamydomonas, Chlamydomonopsis, Chlamydomyxa, Chlamydonephris, Clorangiella, Clorangiopsis, Chlorella, 
Chlorobotrys, Chlorobrachis, Chlorochytrium, Chlorococcum, Chlorogloea, Chlorogloeopsis, Chlorogonium, 15 
Chlorolobion, Chloromonas, Chlorophysema, Chlorophyta, Chlorosaccus, Chlorosarcina, Choricystis, Chromophyton, 
Chromulina, Chroococcidiopsis, Chroococcus, Chroodactilon, Chroomonas, Chroothece, Chrysamoeba, Chrysapsis, 
Chrysidiastrum, Chrysocapsa, Chrysocapsella, Chrysochaete, Chrysochromulina, Chrysococcus, Chrysocrinus, 
Chrysolepidomonas, Chrysolykos, Chrysonebula, Chrysophyta, Chrysopyxis, Chrysosaccus, Chrysophaerella, 
Chrysostephanosphaera, Clodophora, Clastidium, Closteriopsis, Closterium, Coccomyxa, Cocconeis, Coelastrella, 20 
Coelastrum, Coelosphaerium, Coenochloris, Coenococcus, Coenocystis, Colacium, Coleochaete, Collodictyon, 
Compsogonopsis, Compsopogon, Conjugatophyta, Conochaete, Coronastrum, Cosmarium, Cosmioneis, 
Cosmocladium, Crateriportula, Craticula, Crinalium, Crucigenia, Crucigeniella, Cryptoaulax, Cryptomonas, 
Cryptophyta, Ctenophora, Cyanodictyon, Cyanonephron, Cyanophora, Cyanophyta, Cyanothece, Cyanothomonas, 
Cyclonexis, Cyclostephanos, Cyclotella, Cylindrocapsa, Cylindrocystis, Cylindrospermum, Cylindrotheca, 25 
Cymatopleura, Cymbella, Cymbellonitzschia, Cystodinium Dactylococcopsis, Debarya, Denticula, Dermatochrysis, 
Dermocarpa, Dermocarpella, Desmatractum, Desmidium, Desmococcus, Desmonema, Desmosiphon, Diacanthos, 
Diacronema, Diadesmis, Diatoma, Diatomella, Dicellula, Dichothrix, Dichotomococcus, Dicranochaete, Dictyochloris, 
Dictyococcus, Dictyosphaerium, Didymocystis, Didymogenes, Didymosphenia, Dilabifilum, Dimorphococcus, 
Dinobryon, Dinococcus, Diplochloris, Diploneis, Diplostauron, Distrionella, Docidium, Draparnaldia, Dunaliella, 30 
Dysmorphococcus, Ecballocystis, Elakatothrix, Ellerbeckia, Encyonema, Enteromorpha, Entocladia, Entomoneis, 
Entophysalis, Epichrysis, Epipyxis, Epithemia, Eremosphaera, Euastropsis, Euastrum, Eucapsis, Eucocconeis, 
Eudorina, Euglena, Euglenophyta, Eunotia, Eustigmatophyta, Eutreptia, Fallacia, Fischerella, Fragilaria, 
Fragilariforma, Franceia, Frustulia, Curcilla, Geminella, Genicularia, Glaucocystis, Glaucophyta, Glenodiniopsis, 
Glenodinium, Gloeocapsa, Gloeochaete, Gloeochrysis, Gloeococcus, Gloeocystis, Gloeodendron, Gloeomonas, 35 
Gloeoplax, Gloeothece, Gloeotila, Gloeotrichia, Gloiodictyon, Golenkinia, Golenkiniopsis, Gomontia, 
Gomphocymbella, Gomphonema, Gomfosfaeria, Gonatozygon, Gongrosia, Gongrosira, Goniochloris, Gonium, 
Gonyostomum, Granulochloris, Granulocystopsis, Groenbladia, Grymnodinium, Gymnozyga, Gyrosigma, 
Haematococcus, Hafniomonas, Hallassia, Hammatoidea, Hannaea, Hantzschia, Hapalosiphon, Haplotaenium, 
Haptophyta, Haslea, Hemidinium, Hemitonia, Heribaudiella, Heteromastix, Heterothrix, Hibberdia, Hildenbrandia, 40 
Hillea, Holopedium, Homoeothrix, Hormanthonema, Hormotila, Hyalobrachion, Hyalocardium, Hyalodiscus, 
Hyalogonium, Hyalotheca, Hydrianum, Hydrococcus, Hydrocoleum, Hydrocoryne, Hydrodictyon, Hydrosera, 
Hydrurus, Hyella, Hymenomonas, Isthmochloron, Johannesbaptistia, Juranyiella, Karayevia, Kathablepharis, 
Katodinium, Kephyrion, Keratococcus, Kirchneriella, Klebsormidium, Kolbesia, Koliella, Komarekia, Korshikoviella, 
Kraskella, Lagerheimia, Lagynion, Lamprothamnium, Lemanea, Lepocinclis, Leptosira, Lobococcus, Lobocystis, 45 
Lobomonas, Luticola, Lyngbya, Malleochloris, Mallomonas, Mantoniella, Marssoniella, Martyana, Mastigocoleus, 
Gastogloia, Melosira, Merismopedia, Mesostigma, Mesotaenium, Micractinium, Micrasterias, Microchaete, 
Microcoleus, Microcystis, Microglena, Micromonas, Microspora, Microthamnion, Mischococcus, Monochrysis, 
Monodus, Monomastix, Monoraphidium, Monostroma, Mougeotia, Mougeotiopsis, Myochloris, Myromecia, 
Myxosarcina, Naegeliella, Nannochloris, Nautococcus, Navicula, Neglectella, Neidium, Nephroclamys, Nephrocytium, 50 
Nephrodiella, Nephroselmis, Netrium, Nitella, Nitellopsis, Nitzschia, Nodularia, Nostoc, Ochromonas, Oedogonium, 
Oligochaetophora, Onychonema, Oocardium, Oocystis, Opephora, Ophiocytium, Orthoseira, Oscillatoria, Oxyneis, 
Pachycladella, Palmella, Palmodictyon, Pnadorina, Pannus, Paralia, Pascherina, Paulschulzia, Pediastrum, 
Pedinella, Pedinomonas, Pedinopera, Pelagodictyon, Penium, Peranema, Peridiniopsis, Peridinium, Peronia, 
Petroneis, Phacotus, Phacus, Phaeaster, Phaeodermatium, Phaeophyta, Phaeosphaera, Phaeothamnion, 55 
Phormidium, Phycopeltis, Phyllariochloris, Phyllocardium, Phyllomitas, Pinnularia, Pitophora, Placoneis, 
Planctonema, Planklosphaeria, Planothidium, Plectonema, Pleodorina, Pleurastrum, Pleurocapsa, Pleurocladia, 
Pleurodiscus, Pleurosigma, Pleurosira, Pleurotaenium, Pocillomonas, Podohedra, Polyblepharides, Polychaetophora, 
Polyedriella, Polyedriopsis, Polygoniochloris, Polyepidomonas, Polytaenia, Polytoma, Polytomella, Porphyridium, 
Posteriochromonas, Prasinochloris, Prasinocladus, Prasinophyta, Prasiola, Proclorphyta, Prochlorothrix, Protoderma, 60 
Protosiphon, Provasoliella, Prymnesium, Psammodictyon, Psammothidium, Pseudanabaena, Pseudenoclonium, 
Psuedocarteria, Pseudochate, Pseudocharacium, Pseudococcomyxa, Pseudodictyosphaerium, Pseudokephyrion, 
Pseudoncobyrsa, Pseudoquadrigula, Pseudosphaerocystis, Pseudostaurastrum, Pseudostaurosira, 
Pseudotetrastrum, Pteromonas, Punctastruata, Pyramichlamys, Pyramimonas, Pyrrophyta, Quadrichloris, 
Quadricoccus, Quadrigula, Radiococcus, Radioβlum, Raphidiopsis, Raphidocelis, Raphidonema, Raphidophyta, 65 
Peimeria, Rhabdoderma, Rhabdomonas, Rhizoclonium, Rhodomonas, Rhodophyta, Rhoicosfenia, Rhopalodia, 
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Rivularia, Rosenvingiella, Rossithidium, Roya, Scenedesmus, Scherffelia, Schizochlamydella, Schizochlamys, 
Schizomeris, Schizothrix, Schroederia, Scolioneis, Scotiella, Scotiellopsis, Scourfieldia, Scytonema, Selenastrum, 
Selenochloris, Sellaphora, Semiorbis, Siderocelis, Diderocystopsis, Dimonsenia, Siphononema, Sirocladium, 
Sirogonium, Skeletonema, Sorastrum, Spermatozopsis, Sphaerellocistis, Sphaerellopsis, Sphaerodinium, 
Sphaeroplea, Sphaerozosma, Spiniferomonas, Spirogyra, Spirotaenia, Spirulina, Spondylomorum, Spondylosium, 5 
Sporotetras, Spumella, Staurastrum, Stauerodesmus, Stauroneis, Staurosira, Staurosirella, Stenopterobia, 
Stephanocostis, Stephanodiscus, Stephanoporos, Stephanosphaera, Stichococcus, Stichogloea, Stigeoclonium, 
Stigonema, Stipitococcus, Stokesiella, Strombomonas, Stylochrysalis, Stylodinium, Styloyxis, Stylosphaeridium, 
Surirella, Sykidion, Symploca, Synechococcus, Synechocystis, Synedra, Synochromonas, Synura, Tabellaria, 
Tabularia, Teilingia, Temnogametum, Tetmemorus, Tetrachlorella, Tetracyclus, Tetradesmus, Tetraedriella, 10 
Tetraedron, Tetraselmis, Tetraspora, Tetrastrum, Thalassiosira, Thamniochaete, Thorakochloris, Thorea, Tolypella, 
Tolypothrix, Trachelomonas, Trachydiscus, Trebouxia, Trentepholia, Treubaria, Tribonema, Trichodesmium, 
Tηchodiscus, Trochiscia, Tryblionella, Ulothrix, Uroglena, Uronema, Urosolenia, Urospora, Uva, Vacuolaria, 
Vaucheria, Volvox, Yolvulina, Westella, Woloszynskia, Xanthidium, Xanthophyta, Xenococcus, Zygnema, 
Zygnemopsis y Zygonium. 15 

Microorganismos a modo de ejemplo de los que puede derivarse la célula huésped incluyen, sin limitación, 
Arabidopsis thaliana, Botryococcus braunii, Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus Sp. PCC 
7002, Synechococcus Sp. PCC 7942, Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongatus BP-1, 
Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus, Chromatium vinosum, Chromatium tepidum, Rhodospirillum rubrum, 
Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas palusris, Clostridium ljungdahlii, Clostridiuthermocellum, Panicum 20 
virgatum, Penicillium chrysogenum, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, 
Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens, Miscanthus giganteus, Zea mays o Zymomonas mobilis. 

Aún otros organismos adecuados de los que puede ser la célula huésped incluyen células sintéticas o células 
producidas mediante genomas sintéticos tal como se describe en la publicación de la patente estadounidense 
2007/0264688 ó 2007/0269862. 25 

La célula huésped puede ser una célula CHO, una célula COS, una célula VERO, una célula BHK, una célula HeLa, 
una célula Cv1, una célula MDCK, una célula 293, una célula 3T3 o una célula PC12. 

La célula huésped puede ser una célula de E. coli. La célula de E. coli puede ser una célula de E. coli de cepa B, 
cepa C, cepa K o cepa W. 

La célula huésped puede ser una célula huésped cianobacteriana. 30 

Una célula huésped modificada por ingeniería genética descrita en el presente documento puede producir ácidos 
grasos y/o derivados de ácidos grasos a un título de aproximadamente 50 mg/l o más, aproximadamente 100 mg/l o 
más, aproximadamente 150 mg/l o más, aproximadamente 200 mg/l o más, aproximadamente 500 mg/l o más o 
aproximadamente 1000 mg/l o más. 

La célula huésped puede sobreexpresar una secuencia de ácido nucleico que codifica para una éster sintasa o una 35 
variante descrita en el presente documento. Pueden aplicarse técnicas de alteración genómica para cambiar las 
características de una o más enzimas éster sintasa endógenas de manera que se sobreexpresen. El método puede 
incluir además transformar la célula huésped para sobreexpresar una secuencia de ácido nucleico que codifica para 
una éster sintasa heteróloga descrita en el presente documento. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. La célula huésped 40 
puede expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una 
acil-CoA sintasa o ambas. En un ejemplo, una tioesterasa, una acil-CoA sintasa o ambas, están delecionadas 
funcionalmente. 

La célula huésped puede sobreproducir un sustrato descrito en el presente documento. Por ejemplo, la célula 
huésped puede modificarse por ingeniería genética para sobreproducir un sustrato de alcohol o un sustrato de 45 
tioéster. La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética para producir o sobreproducir un ácido graso 
libre, que puede convertirse en ésteres grasos usando los métodos descritos en el presente documento. El método 
puede incluir además modificar una o más enzimas éster sintasa endógenas de manera que la célula huésped 
sobreexpresa esas enzimas éster sintasa. El método puede incluir transformar la célula huésped con una secuencia 
de ácido nucleico que codifica para una éster sintasa, y la célula huésped produce un ácido graso y/o un derivado de 50 
ácido graso descrito en el presente documento. 

El método puede incluir además cultivar la célula huésped en presencia de al menos un sustrato en el presente 
documento, que se expresa o sobreexpresa por la misma célula huésped. El sustrato puede ser un tioéster graso tal 
como, por ejemplo, una acil graso-ACP o una acil graso-CoA. El sustrato puede ser un alcohol o un ácido graso 
libre, tal como se describe en el presente documento. 55 

El sustrato puede ser un alcohol. El sustrato de alcohol puede ser un alcohol exógeno que se introduce en la célula 
huésped. El sustrato de alcohol puede producirse por la célula huésped modificada por ingeniería genética. Por 
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ejemplo, el sustrato de alcohol, tal como un sustrato de alcohol graso, puede producirse de manera adecuada por la 
célula huésped, que coexpresa o sobreexpresa uno o más genes de biosíntesis de aldehído graso y/o uno o más 
genes de biosíntesis de alcohol graso. El sustrato de alcohol tal como un sustrato de alcohol graso puede producirse 
por una célula huésped, que coexpresa o sobreexpresa uno o más genes de acil-ACP reductasa y/o uno o más 
genes de biosíntesis de alcohol graso. Métodos de producción de alcoholes grasos en una célula o microorganismo 5 
huésped recombinante se han descrito en, por ejemplo, la publicación de patente internacional n.º WO/2010/042664. 

El sustrato puede ser un ácido graso libre. El ácido graso libre puede ser un producto secundario no deseado, que 
puede convertirse por la célula huésped en un éster graso deseable usando los métodos descritos en el presente 
documento. 

Se proporciona un método de producción de un ácido graso o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, un 10 
éster graso. El método incluye poner en contacto un sustrato con (i) una éster sintasa que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, o una variante de la misma, o (ii) un polipéptido de éster sintasa 
codificado por una secuencia de polinucleótido que tiene al menos aproximadamente el 50% de identidad con la 
secuencia de polinucleótido de SEQ ID NO: 27, 28, 29 o 30, o una variante de la misma. El método puede incluir 
además aislar y/o purificar el ácido graso y/o derivado de ácido graso. 15 

El polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, con 
una o más sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácido, en la que el polipéptido tiene actividad 
éster sintasa y/o aciltransferasa. En determinadas realizaciones, el polipéptido de éster sintasa está modificado, en 
el que el polipéptido tiene una actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. 

El polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, con 20 
una o más sustituciones de aminoácido no conservadas, en la que el polipéptido tiene actividad éster sintasa y/o 
aciltransferasa. El polipéptido puede comprender una o más sustituciones de aminoácido conservadas. El 
polipéptido puede tener aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, o más 
sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácidos. El polipéptido puede tener actividad éster sintasa 
y/o aciltransferasa mejorada. Por ejemplo, el polipéptido puede, o tiene capacidad mejorada de, catalizar la 25 
conversión de tioésteres o ácidos grasos libres en ésteres grasos, usando alcoholes como sustratos. 

El polipéptido tiene una secuencia de aminoácidos que tiene al menos aproximadamente el 50%, al menos 
aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos 
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos 
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos 30 
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos 
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos 
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con respecto a la 
secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26. El polipéptido puede tener la secuencia de aminoácidos 
de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26. 35 

En algunas realizaciones, la secuencia de polinucleótido tiene al menos aproximadamente el 50%, al menos 
aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos 
aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos 
aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos 
aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos 40 
aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos 
aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de identidad de secuencia con respecto a la 
secuencia de polinucleótido de SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30. La secuencia de polinucleótido puede ser SEQ ID NO: 
27, 28, 29 ó 30. 

Se proporciona un ácido graso libre producido mediante un método en el presente documento. El ácido graso libre 45 
puede comprender uno o más puntos de ramificación, uno o más puntos de insaturación y/o uno o más restos 
cíclicos. 

Se proporciona un derivado de ácido graso producido mediante un método en el presente documento. El derivado 
de ácido graso puede seleccionarse de un derivado de metilo de ácido graso, un derivado de etilo de ácido graso, 
otros derivados de ácidos grasos y una combinación de los mismos. La cadena de carbono del derivado de ácido 50 
graso puede comprender uno o más puntos de ramificación, uno o más puntos de insaturación y/o uno o más restos 
cíclicos. 

Se proporciona un éster graso producido mediante un método en el presente documento. El éster graso puede 
comprender un lado A (es decir, la cadena de carbono unida al oxígeno del carboxilato) y un lado B (es decir, la 
cadena de carbono que comprende el carboxilato original). El lado B del éster graso puede incluir una cadena lineal. 55 
El lado B del éster graso puede incluir una cadena ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o más 
puntos de ramificación. El lado B del éster graso puede comprender al menos un resto cíclico. 

El éster de ácido graso puede ser un éster etílico de ácido graso o un éster metílico de ácido graso. El éster de ácido 
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graso puede tener al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 18 ó 20 carbonos de longitud. Las cadenas de 
carbono que comprenden el lado A o el lado B pueden ser de cualquier longitud adecuada. El lado A del éster puede 
tener al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16 ó 18 carbonos de longitud. El lado B del éster 
tiene al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 ó 20 carbonos de longitud. En algunas realizaciones, el 
éster graso está saturado. El éster graso puede estar insaturado. El éster graso puede estar monoinsaturado. Si está 5 
insaturado, el lado A y/o el lado B pueden tener uno o más puntos de insaturación. 

El lado B puede tener un doble enlace en uno o más puntos en la cadena de carbono. El lado B puede tener un 
doble enlace en la posición 7 de la cadena de carbono, numerando desde el extremo reducido de la cadena de 
carbono. Un experto habitual en la técnica reconocerá que, en un éster metílico graso, un extremo del lado B tendrá 
un grupo metilo, y el otro extremo del lado B tendrá un grupo carboxilo (C(=O)O-). El extremo del lado B que es un 10 
grupo metilo es el extremo reducido de la cadena de carbono que comprende el lado B, por tanto, el doble enlace 
está en el carbono 7 contando desde el extremo terminal del grupo metilo del grupo B (por ejemplo, entre los 
carbonos 7 y 8 del grupo B). El doble enlace puede tener cualquier geometría, por tanto, el doble enlace en el B 
grupo puede ser cis o trans. Por consiguiente, el éster graso comprende un doble enlace en la posición 7 en la 
cadena de carbono (entre C7 y C8) desde el extremo reducido del éster graso.  15 

El éster graso puede comprender uno o más puntos de ramificación. El éster graso puede ser lineal y no comprende 
ninguna cadena ramificada. 

Se proporciona un microorganismo modificado por ingeniería genética que comprende una secuencia de control 
exógena incorporada de manera estable dentro del ADN genómico del microorganismo en el sentido de 5’ de un 
polinucleótido que comprende una secuencia de nucleótidos que tiene al menos aproximadamente el 50% de 20 
identidad con la secuencia de nucleótidos de SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30, en el que el microorganismo produce un 
nivel aumentado de un ácido graso o derivado de ácido graso en relación con un microorganismo silvestre. El 
polinucleótido puede ser endógeno para el microorganismo. La secuencia de polinucleótido puede tener al menos 
aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos 
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 75%, al menos 25 
aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos 
aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos aproximadamente el 93%, al menos 
aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos aproximadamente el 96%, al menos 
aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98% o al menos aproximadamente el 99% de identidad de 
secuencia con respecto a la secuencia de polinucleótido de SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30. La secuencia de 30 
polinucleótido puede ser SEQ ID NO: 27, 28, 29 ó 30. 

El microorganismo puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel modificado de un gen que 
codifica para una éster sintasa. El microorganismo puede expresar un gen heterólogo que codifica para una éster 
sintasa o expresa un nivel aumentado de una éster sintasa endógena. Una tioesterasa endógena del 
microorganismo, si está presente, puede no estar modificada. El microorganismo puede expresar un nivel atenuado 35 
de un gen endógeno que codifica para una tioesterasa. Alternativamente, una tioesterasa endógena está 
delecionada funcionalmente. La tioesterasa puede codificarse por tesA, tesA sin secuencia líder, tesB, fatB, fatB2, 
fatB3, fatA o fatA1. 

El microorganismo puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos con respecto a su nivel en un microorganismo silvestre. Las enzimas de degradación 40 
de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, enzimas acil-CoA sintasa de EC 2.3.1.86 o EC 6.2.1.3. 
El microorganismo puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una acil-CoA 
sintasa codificada por fadD, fadK, BH3103, yhfL, pfl-4354, EAV15023, fadD1, fadD2, rpc_4074, fadDD35, fadDD22, 
faa3p o el gen que codifica para la proteína ZP_01644857. La enzima de degradación de ácidos grasos mencionada 
anteriormente, tal como el gen de acil-CoA sintasa, puede delecionarse funcionalmente de manera que el 45 
microorganismo no comprende una actividad o funcionalidad acil-CoA sintasa. 

El microorganismo puede modificarse por ingeniería genética para expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, 
una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas. Una tioesterasa endógena, 
una enzima de degradación de ácidos grasos, o ambas, pueden estar delecionadas funcionalmente. El 
microorganismo puede no tener actividad tioesterasa o acil-CoA sintasa detectable. El microorganismo puede poder 50 
producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos. 

El microorganismo puede modificarse por ingeniería genética para expresar, en relación con un microorganismo 
silvestre, un nivel disminuido de al menos uno de un gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, un gen 
que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para un regulador de la 
transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos. Uno o más de un gen que codifica para una acil-CoA 55 
deshidrogenasa, un gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa y un gen que codifica para 
un regulador de la transcripción de la biosíntesis de ácidos grasos pueden estar delecionados funcionalmente. El 
gen que codifica para una acil-CoA deshidrogenasa puede ser fadE. El gen que codifica para un receptor de 
proteína de membrana externa puede ser uno que codifica para un receptor para ferricromo, colicina M, fago T1, 
fago T5 o fago phi80. El gen que codifica para un receptor de proteína de membrana externa puede ser fhuA 60 
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(también conocido como tonA). Aún en otras realizaciones, el gen que codifica para un regulador de la transcripción 
de la biosíntesis de ácidos grasos puede ser fabR. 

El microorganismo puede ser una bacteria. La bacteria puede ser una bacteria Gram-negativa o una Gram-positiva. 

El microorganismo puede ser una micobacteria seleccionada del grupo consiste en Mycobacterium smegmatis, 
Mycobacterium abscessus, Mycobacterium avium, Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis, 5 
Mycobacterium leprae, Mycobacterium marinum y Mycobacterium ulcerans. En otras realizaciones, la bacteria es 
Nocardia sp. NRRL 5646, Nocardia farcinica, Streptomyces griseus, Salinispora arenicola o Clavibacter 
michiganenesis. 

El microorganismo puede seleccionarse del grupo que consiste en Acinetobacter Alcanivorax, Alcaligenes, 
Arabidopsis, Fundibacter, Marinobacter, Mus musculus, Pseudomonas o Simmodsia. 10 

El microorganismo puede seleccionarse del grupo que consiste en algas, cianobacterias, bacterias verdes del azufre 
(incluyendo, por ejemplo, Chlorobium, Clathrochloris, Prosthecochloris), bacterias verdes no del azufre (incluyendo, 
por ejemplo, Chloroflexus, Chloronema, Oscillochloris, Heliothrix, Herpetosiphon, Roseiflexus y Termomicrobium), 
bacterias púrpuras del azufre (incluyendo, por ejemplo, Allochromatium, Chromatium, Halochromatium, 
Isochromatium, Marichromatium, Rhodovulum, Thermochromatium, Thiocapsa, Thiorhodococcus y Thiocystis), 15 
bacterias púrpuras no del azufre (incluyendo, por ejemplo, Phaeospirillum, Rhodobac, Rhodobacter, 
Rhodomicrobium, Rhodopila, Rhodopseudomonas, Rhodothalassium, Rhodovibrio, Roseospira) o extremófilos. 

El microorganismo puede seleccionarse del grupo que consiste en: Arabidopsis thaliana, Botryococcus braunii, 
Chlamydomonas reinhardtii, Dunaliela salina, Synechococcus Sp. PCC 7002, Synechococcus Sp. PCC 7942, 
Synechocystis Sp. PCC 6803, Thermosynechococcus elongatus BP-1, Chlorobium tepidum, Chloroflexus auranticus, 20 
Chromatium vinosum, Chromatium tepidum, Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus, Rhodopseudomonas 
palusris, Clostridium ljungdahlii, Clostridium thermocellum, Panicum virgatum, Penicillium chrysogenum, Pichia 
pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe, Pseudomonas fluorescens, 
Miscanthus giganteus, Zea mays o Zymomonas mobilis. 

El microorganismo puede ser una levadura oleaginosa, por ejemplo, una Yarrowia, Candida, Rhodotorula, 25 
Rhodosporidium, Cryptococcus, Trichosporon o Lipomyces. El microorganismo puede ser un Rhodosporidium 
toruloide, Lipomyces starkeyii, L. Lipoferus, Candida revkaufi, C. pulcherrima, C. Tropicalis, C. utilis, Trichosporon 
pullas, T. cutaneum, Rhodotorula glutinous, R. Garminis y Yarrowia lipolytica (clasificada anteriormente como 
Candida lipolytica). El microorganismo puede ser Yarrowia lipolytica cepa ATCC n.º 20362, ATCC n.º 8862, ATCC 
n.º 18944, ATCC n.º 76982 y/o LGAM S(7)1 (Papanikolaou S., y Aggelis G., Bioresour. Technol., 82(1):43-9, 2002). 30 

Se proporciona un ácido graso o derivado de ácido graso producido mediante cualquiera de los métodos o 
cualquiera de los microorganismos descritos en el presente documento, o una composición que comprende un ácido 
graso o derivado del mismo producido mediante cualquiera de los métodos o cualquiera de los microorganismos 
descritos en el presente documento. 

El ácido graso o derivado de ácido graso puede tener un 
13

C de aproximadamente -15,4 o mayor. El ácido graso o 35 
derivado de ácido graso puede tener un 

13
C de aproximadamente -15,4 a aproximadamente -10,9, o de 

aproximadamente -13,92 a aproximadamente -13,84. 

El ácido graso o derivado de ácido graso puede tener una fM 
14

C de al menos aproximadamente 1,003. El ácido 
graso o derivado de ácido graso puede tener una fM 

14
C de al menos aproximadamente 1,01 o al menos 

aproximadamente 1,5. El ácido graso o derivado de ácido graso puede tener una fM 
14

C de aproximadamente 1,111 40 
a aproximadamente 1,124. 

Se proporciona una composición de biocombustible que comprende los ácidos grasos o derivados de ácidos grasos 
producidos mediante cualquiera de los métodos o mediante cualquiera de los microorganismos descritos en el 
presente documento. 

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, se produce un ácido graso o derivado de ácido 45 
graso en una célula huésped o un microorganismo descrito en el presente documento a partir de una fuente de 
carbono, incluyendo, por ejemplo, un alcohol, un ácido graso libre o un tioéster. 

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, los sustratos de fuentes de carbono pueden ser, 
por ejemplo, sustratos de alcohol, sustratos de tioéster y ácidos grasos libres. Los sustratos de alcohol adecuados 
incluyen alcoholes de cadena corta tales como metanol, etanol, propanol (isopropanol), butanol, pentanol, hexanol, 50 
heptanol, y similares, así como diversos alcoholes de cadena larga tales como alcoholes grasos, por ejemplo, 
octanol, tetradecanol, hexadecanol, hexadecenol, octadecenol, y otros. Además, la invención se refiere a convertir 
metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, heptanol, y/u otros sustratos de alcohol en derivados de 
ácidos grasos, tales como, por ejemplo, ésteres grasos, usando el huésped de producción modificado por ingeniería 
genética. Puede convertirse etanol mediante un huésped de producción modificado por ingeniería genética 55 
adecuadamente. Preferiblemente, se producen uno o más ésteres etílicos de ácidos grasos y/o ácidos grasos libres. 
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Puede convertirse metanol mediante un huésped de producción modificado por ingeniería genética adecuadamente. 
Preferiblemente, se producen uno o más ésteres metílicos de ácidos grasos y/o ácidos grasos libres. Puede 
convertirse butanol mediante un huésped de producción modificado por ingeniería genética adecuadamente. Puede 
convertirse una mezcla de etanol, metanol y/u otros sustratos de alcohol adecuados en una mezcla de ácidos grasos 
y/o derivados de ácidos grasos cultivando uno o más de los huéspedes de producción modificados por ingeniería 5 
genética según los métodos en el presente documento en condiciones que permiten la producción de tales ácidos 
grasos libres y/o derivados de ácidos grasos. Por ejemplo, se producen uno o más ácidos grasos libres, uno o más 
ésteres etílicos de ácidos grasos y/o uno o más ésteres metílicos de ácidos grasos. 

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, sustratos de fuente de carbono adecuados 
pueden ser ácidos grasos libres y tioésteres. Por ejemplo, el ácido graso libre puede comprender una cadena de 10 
carbono ramificada. Alternativamente, el ácido graso libre puede comprender una cadena de carbono lineal. El ácido 
graso libre puede comprender un grupo cíclico, o uno o más puntos de insaturación. El sustrato de tioéster es una 
acil graso-CoA o acil graso-ACP. Aún en otro aspecto, la invención presenta un método de producción de ésteres 
grasos a partir de los ácidos grasos libres en la corriente de desechos de un procedimiento de producción de ésteres 
grasos convencional. 15 

En cualquiera de los aspectos descritos en el presente documento, el polipéptido de éster sintasa puede tener de 
aproximadamente 200 aminoácidos a aproximadamente 2.000 aminoácidos de longitud, por ejemplo, desde 
aproximadamente 250 hasta aproximadamente 1.500 residuos de aminoácido de longitud, desde aproximadamente 
300 hasta aproximadamente 1.200 residuos de aminoácido de longitud, desde aproximadamente 350 hasta 
aproximadamente 1.000 residuos de aminoácido de longitud, desde aproximadamente 400 hasta aproximadamente 20 
800 residuos de aminoácido de longitud o desde aproximadamente 450 hasta aproximadamente 600 residuos de 
aminoácido de longitud. El polipéptido de éster sintasa puede tener aproximadamente 300 residuos de aminoácido 
de longitud o más, por ejemplo, aproximadamente 400 residuos de aminoácido de longitud o más, o 
aproximadamente 450 residuos de aminoácido de longitud o más. El polipéptido de éster sintasa tiene 
aproximadamente 1.000 residuos de aminoácido de longitud o menos, por ejemplo, aproximadamente 800 residuos 25 
de aminoácido de longitud o menos, aproximadamente 700 residuos de aminoácido de longitud o menos o 
aproximadamente 600 residuos de aminoácido de longitud o menos. Una éster sintasa a modo de ejemplo tiene 
aproximadamente 500 residuos de aminoácido de longitud. 

Los dibujos y ejemplos proporcionados en el presente documento únicamente pretenden ilustrar las características 
de la presente invención. No pretenden ser limitativos. 30 

Breve descripción de los dibujos 

La figura 1A es un diagrama que ilustra una ruta de biosíntesis típica conocida en la técnica (véase, por ejemplo, el 
documento WO2007/136762, cuya divulgación se incorpora como referencia en el presente documento), que 
produce ácido graso y/o derivados de ácidos grasos dependiendo de los sustratos proporcionados. La figura 1B es 
un diagrama que ejemplifica una ruta alternativa y más eficaz de la presente invención. 35 

La figura 2 representa la secuencia del promotor del operón de la proteína ribosómica spc de E. coli, Pspc (SEQ ID 
NO: 13). 

La figura 3 representa un plásmido de expresión plásmido bacteriano, pDS33.ES9 (SEQ ID NO: 22), en el que la 
expresión de un gen de éster sintasa de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.º de registro de GenBank 
ABO21021) está bajo el control del promotor del operón de la proteína ribosómica spc de E. coli, Pspc (SEQ ID NO: 40 
13). 

La figura 4 representa un plásmido de expresión bacteriano, pDS57 (SEQ ID NO: 23), en el que la expresión de un 
gen de éster sintasa está bajo el control de un promotor Trc. 

La figura 5 representa la cantidad de ácido graso libre (FFA) y éter etílico de acilo graso (FAEE) producidos por cada 
cultivo según el ejemplo 6, sin coexpresión de una acil-CoA sintasa o una tioesterasa, en presencia y ausencia de 45 
etanol en placas de micropocillos. ES9 generó casi 200 mg/l de FAEE en presencia de etanol, pero sólo una 
pequeña cantidad (<20%) de FFA. Las otras éster sintasas, incluyendo ES8, atfA1 y atfA2, produjeron cantidades 
sustancialmente inferiores de FAEE en presencia de etanol, acompañadas por una proporción superior de FFA. El 
’tesA de E. coli en cultivo produjo títulos globales superiores de FFA y FAEE en presencia de etanol, pero la cantidad 
de FFA fue significativamente mayor que la cantidad de FAEE generada. 50 

La figura 6 representa la producción de FFA y/o FAEE según el ejemplo 7, sin coexpresión de acil-CoA sintasa o una 
tioesterasa, pero en presencia de etanol en frascos de agitación. Las éster sintasas ES9, ES8, atfA1 y atfA2 podían 
producir todas FAEE in vivo en las condiciones prescritas. ES9 generó un alto nivel de FAEE en presencia de etanol, 
pero sólo se produjo poco FFA. En comparación con ES9, se produjeron cantidades notablemente más pequeñas de 
FAEE por atfA1, atfA2 y ES8. De manera consecuente con los resultados del ejemplo 6 y la figura 5, la expresión de 55 
’tesA de E. coli solo produjo títulos globales altos de FFA y FAEE, pero con una proporción significativamente 

superior de FFA. 
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La figura 7 representa la producción de FFA y/o FAME según el ejemplo 8, sin coexpresión de acil-CoA sintasa o 
una tioesterasa, pero en presencia de metanol en frascos de agitación. La cantidad de FFA producida estuvo por 
debajo del límite de detección. También se observaron niveles inferiores de títulos globales, en comparación con los 
obtenidos en presencia de etanol, en cultivos que expresaban atfA1, atfA2, ES8 y ES9. Sin embargo, ES9 produjo 
una cantidad sustancial de FAME. 5 

La figura 8 representa un transcurso de tiempo tras la inducción de la producción de ésteres grasos por E. coli 

MG1655 DV2 fadD que expresa ES9, sin coexpresión de una acil-CoA sintasa o una tioesterasa. 

La figura 9 representa las puntuaciones z de la producción de ácidos grasos/ésteres grasos por las cepas de la 
biblioteca de mutagénesis de la posición 395 de ES9, tal como se describe en el ejemplo 11. 

La figura 10A representa la producción in vivo de ácidos grasos libres y/o ésteres grasos por la E. coli DV2  fadD 10 
que expresa ES9, y los mutantes de ES9 G395R, G395K, G395S, G395D y G395E. La figura 10B representa la 
DO600 obtenida a partir de las cepas durante la fermentación. 

La figura 11 representa los títulos de producción de éster metílico de ácidos grasos por ES1, ES2, ES3 y ES4, los 
homólogos de ES9, según los ejemplos 12-13, que convertían acil-ACP y metanol en ésteres metílicos. 

La figura 12 representa los títulos de producción de éster etílico de ácidos grasos por ES1, ES2, ES3 y ES4, los 15 
homólogos de ES9, según los ejemplos 12-13, que convertían acil-ACP y etanol en ésteres etílicos. 

La figura 13 es un perfil de CG/EM tras la producción de éster a partir de la cepa F. jadensis T9 alimentada con 
palmitato de sodio y alcoholes de cadena corta. El panel superior es un control sin alimentación con alcohol. El panel 
del medio representa los productos preparados como resultado de la alimentación con etanol. El panel inferior 
representa los productos preparados como resultado de la alimentación con isopropanol. 20 

La figura 14 compara los perfiles de crecimiento celular de los procesos de producción de ésteres grasos que 
implican cepas huésped recombinantes con o sin un fadE atenuado/delecionado, tal como se describe en el ejemplo 

18. En este ejemplo, se usaron acil-ACP y etanol como sustratos. 

La figura 15 compara la producción de ésteres grasos totales usando cepas huésped recombinantes con o sin un 
fadE atenuado/delecionado, tal como se describe en el ejemplo 18. En este ejemplo, se usaron acil-ACP y etanol 25 
como sustratos. 

La figura 16 representa diversas secuencias de aminoácidos y polinucleótido de éster sintasa y homólogas. Esta 
lista también incluye diversas secuencias de polinucleótido con codones optimizados que codifican para los cuatro 
homólogos ES1, ES2, ES3 y ES4. 

La figura 17 representa otras secuencias de enzimas que pueden usarse en relación con la presente invención. 30 

La figura 18 representa las características de un vector pFBAIN-MOD-1, que es útil para llevar a cabo los métodos 
descritos en el ejemplo 20. 

Descripción detallada de la invención 

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen 
el mismo significado que entiende comúnmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invención. 35 
Aunque pueden usare métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la 
práctica o las pruebas de la presente invención, a continuación se describen métodos y materiales adecuados. En 
caso de conflicto, prevalecerá la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Además, los materiales, 
métodos y ejemplos sólo son ilustrativos y no pretenden ser limitativos. 

Otras características y ventajas de la invención resultarán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada, y a 40 
partir de las reivindicaciones. 

Definiciones 

Los artículos “un” y “una” se usan en el presente documento para referirse a uno o a más de uno (es decir, a al 
menos uno) del objeto gramatical del artículo. A modo de ejemplo, “un elemento” significa un elemento o más de un 
elemento. 45 

Tal como se usa en el presente documento, un “gen de biosíntesis de aldehídos” o un “polinucleótido de biosíntesis 
de aldehídos” es un ácido nucleico que codifica para un polipéptido de biosíntesis de aldehídos. 

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido de biosíntesis de aldehídos” es un polipéptido que forma 
parte de la ruta de biosíntesis de un aldehído. Tales polipéptidos pueden actuar sobre un sustrato biológico para 
producir un aldehído. En algunos casos, el polipéptido de biosíntesis de aldehídos tiene actividad reductasa. 50 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “atenuar” significa debilitar, reducir o disminuir. Por ejemplo, 
un polipéptido puede atenuarse modificando el polipéptido para reducir su actividad (por ejemplo, modificando una 
secuencia de nucleótidos que codifica para el polipéptido). 

Tal como se usa en el presente documento, el término “biocrudo” se refiere a un producto derivado de biomasa, 
derivados de biomasa u otras fuentes biológicas que, como el crudo de petróleo, pueden convertirse en otros 5 
combustibles. Por ejemplo, el biocrudo puede convertirse en gasolina, diésel, combustible para motores a reacción o 
gasóleo de calefacción. Además, el biocrudo, como el crudo de petróleo, puede convertirse en otros productos 
químicos útiles industrialmente para su uso, por ejemplo, en productos farmacéuticos, cosméticos, bienes de 
consumo, procesos industriales, y similares. 

El biocrudo puede incluir, por ejemplo, hidrocarburos, productos de hidrocarburos, ésteres de ácidos grasos y/o 10 
cetonas alifáticas. En una realización preferida, el biocrudo está compuesto por hidrocarburos, por ejemplo 
hidrocarburos alifáticos (por ejemplo, alcanos, alquenos, alquinos) o hidrocarburos aromáticos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “biodiésel” significa un biocombustible que puede ser un 
sustituto de diésel, que se deriva de petróleo. Pude usarse biodiésel en motores diésel de combustión interna o bien 
en forma pura, que se denomina biodiésel “no mezclado”, o bien como mezcla en cualquier concentración con diésel 15 
a base de petróleo. En una realización, biodiésel puede incluir ésteres o hidrocarburos, tales como aldehídos y 
alcanos o alquenos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “biocombustible” se refiere a cualquier combustible derivado a 
partir de biomasa, derivados de biomasa u otras fuentes biológicas. Los combustibles a base de petróleo pueden 
sustituirse por biocombustibles. Por ejemplo, los biocombustibles incluyen combustibles de transporte (por ejemplo, 20 
gasolina, diésel, combustible para motores a reacción, etc.), combustibles para calefacción y combustibles para la 
generación de electricidad. Los biocombustibles son una fuente de energía renovable. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “biomasa” se refiere a una fuente de carbono derivada de 
material biológico. La biomasa puede convertirse en un biocombustible. Una fuente de biomasa a modo de ejemplo 
es materia vegetal. Por ejemplo puede usarse maíz, caña de azúcar o césped como biomasa. Otro ejemplo no 25 
limitativo de biomasa es materia animal, por ejemplo estiércol de vaca. La biomasa también incluye productos de 
desecho procedentes de la industria, agricultura, silvicultura y desechos domésticos. Ejemplos de tales productos de 
desecho que pueden usarse como biomasa son desechos de fermentación, paja, madera, aguas residuales, basura 
y restos de comida. La biomasa también incluye fuentes de carbono, tales como hidratos de carbono (por ejemplo, 
monosacáridos, disacáridos o polisacáridos).  30 

Tal como se usa en el presente documento, la expresión “fuente de carbono” se refiere a un sustrato o compuesto 
adecuado para usarse como fuente de carbono para el crecimiento de células procariotas o eucariotas simples. Las 
fuentes de carbono pueden estar en diversas formas, incluyendo, pero sin limitarse a polímeros, hidratos de 
carbono, ácidos, alcoholes, aldehídos, cetonas, aminoácidos, péptidos y gases (por ejemplo, CO y CO2). Estas 
incluyen, por ejemplo, diversos monosacáridos, tales como glucosa, fructosa, manosa y galactosa; oligosacáridos, 35 
tales como fructo-oligosacárido y galacto-oligosacárido; polisacáridos tales como xilosa y arabinosa; disacáridos, 
tales como sacarosa, maltosa y turanosa; material celulósico, tal como metilcelulosa y carboximetilcelulosa de sodio; 
ésteres de ácidos grasos saturados o insaturados, tales como succinato, lactato y acetato; alcoholes, tales como 
metanol, etanol, propanol o mezclas de los mismos. La fuente de carbono también puede ser un producto de 
fotosíntesis, incluyendo, pero sin limitarse a, glucosa. Una fuente de carbono preferida es biomasa. Otra fuente de 40 
carbono preferida es glucosa. 

Tal como se usa en el presente documento, un “aditivo que reduce el punto de turbidez” es un aditivo añadido a una 
composición para disminuir o reducir el punto de turbidez de una disolución. 

Tal como se usa en el presente documento, la expresión “punto de turbidez de un fluido” significa la temperatura a la 
que los sólidos disueltos ya no son completamente solubles. Por debajo de esta temperatura, los sólidos empiezan a 45 
precipitar como una segunda fase dando al fluido una apariencia turbia. En la industria petrolera, el punto de turbidez 
se refiere a la temperatura por debajo de la cual un material solidificado u otro hidrocarburo pesado cristaliza para 
dar un aceite crudo, aceite refinado o combustible para formar una apariencia turbia. La presencia de materiales 
solidificados influye en el comportamiento de flujo del fluido, la tendencia del fluido a obstruir los filtros de 
combustible, inyectores, etc., la acumulación de materiales solidificados sobre superficies frías (por ejemplo, 50 
incrustación de una tubería o un intercambiador de calor) y las características de emulsión del fluido con agua. 

Una secuencia de nucleótidos es “complementaria” a otra secuencia de nucleótidos si cada una de las bases de las 
dos secuencias se aparea (es decir, puede formar pares de bases de Watson Crick). El término “hebra 
complementaria” se usa en el presente documento de manera intercambiable con el término “complemento”. El 
complemento de una hebra de ácido nucleico puede ser el complemento de una hebra codificante o el complemento 55 
de una hebra no codificante. 

Los términos “que comprende”, “que tiene”, “que incluye” y “que contiene” deben interpretarse como términos 
abiertos (por ejemplo, que significan “incluyendo, pero sin limitarse a”,) a menos que se indique lo contrario. 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “condiciones suficientes para permitir la expresión” significa 
cualquier condición que permite a una célula huésped o huésped de producción producir un producto deseado, tal 
como un polipéptido, acil-CoA, derivado de ácido graso (por ejemplo, ácidos grasos, hidrocarburos, alcoholes 
grasos, ésteres grasos, etc.) u otro producto descrito en el presente documento. Las condiciones adecuadas 
incluyen, por ejemplo, condiciones de fermentación. Las condiciones de fermentación pueden comprender muchos 5 
parámetros, tales como intervalos de temperatura, niveles de aireación y composición de medios. Cada una de estas 
condiciones, individualmente y en combinación, permite que la célula huésped crezca.  

Los medios de cultivo a modo de ejemplo incluyen caldos o geles. Generalmente, el medio incluye una fuente de 
carbono, tal como glucosa, fructosa, celulosa, o similares, que pueden metabolizarse por una célula huésped 
directamente. Además, pueden usare enzimas en el medio para facilitar la movilización (por ejemplo, la 10 
despolimerización de almidón o celulosa para dar azúcares fermentables) y el posterior metabolismo de la fuente de 
carbono. 

Para determinar si las condiciones son suficientes para permitir la expresión, puede cultivarse una célula huésped, 
por ejemplo, durante aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36 ó 48 horas. Durante y/o tras el cultivo, pueden obtenerse 
muestras y analizarse para determinar si las condiciones permiten la expresión. Por ejemplo, las células huésped en 15 
la muestra o el medio en el que se hacen crecer las células huésped pueden someterse a prueba para determinar la 
presencia de un producto deseado. Cuando se someten a prueba para determinar la presencia de un producto, 
pueden usarse ensayos tales como, pero sin limitarse a, CCF, HPLC, CG/FID, CG/EM, CL/EM, EM. 

Tal como se usa en el presente documento, “condiciones que permiten la producción de producto” se refiere a 
cualquier condición de fermentación que permite a un huésped de producción producir un producto deseado, tal 20 
como acil-CoA o derivados de ácidos grasos (por ejemplo, ácidos grasos, hidrocarburos, alcoholes grasos, ceras o 
ésteres grasos). Las condiciones de fermentación comprenden habitualmente muchos parámetros. Las condiciones 
a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, intervalos de temperatura, niveles de aireación y composición de 
medios. Cada una de estas condiciones, individualmente y/o en combinación, permite que el huésped de producción 
crezca. 25 

Los medios a modo de ejemplo incluyen caldos y/o geles. Generalmente, un medio adecuado incluye una fuente de 
carbono (por ejemplo, glucosa, fructosa, celulosa, etc.) que puede metabolizarse por el microorganismo 
directamente. Además, pueden usarse enzimas en el medio para facilitar la movilización (por ejemplo, la 
despolimerización de almidón o celulosa para dar azúcares fermentables) y el posterior metabolismo de la fuente de 
carbono. 30 

Para determinar si las condiciones de fermentación permiten la producción de producto, el huésped de producción 
puede cultivarse durante aproximadamente 4, 8, 12, 24, 36 ó 48 horas. Durante el cultivo o tras el cultivo, pueden 
obtenerse muestras y analizarse para determinar si las condiciones de fermentación han permitido la producción de 
producto. Por ejemplo, pueden someterse a prueba los huéspedes de producción en la muestra o el medio en el que 
se hacen crecer los huéspedes de producción para detectar la presencia del producto deseado. Pueden usarse 35 
ensayos a modo de ejemplo, tales como CCF, HPLC, CG/FID, CG/EM, CL/EM, EM, así como los proporcionados en 
el presente documento, para identificar y cuantificar la presencia de un producto. 

Tal como se usa en el presente documento, “sustitución de aminoácido conservativa” significa que un residuo de 
aminoácido se reemplaza por un residuo de aminoácido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han 
definido las familias de residuos de aminoácido que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen 40 
aminoácidos con cadenas laterales básicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina), cadenas laterales ácidas (por 
ejemplo, ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas laterales polares no cargadas (por ejemplo, glicina, asparagina, 
glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas laterales no polares (por ejemplo, alanina, valina, leucina, 
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptófano), cadenas laterales ramificadas en beta (por ejemplo, treonina, 
valina, isoleucina) y cadenas laterales aromáticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptófano, histidina). 45 

Se entiende que los polipéptidos descritos en el presente documento pueden tener sustituciones de aminoácidos 
conservativas o no esenciales adicionales, que no tienen un efecto sustancial sobre las funciones del polipéptido. 
Puede determinarse si se tolerará o no una sustitución particular (por ejemplo, no afectará de manera adversa a las 
propiedades biológicas deseadas, tales como actividad descarboxilasa) tal como se describe en Bowie et al., 
Science 247:1306 1310 (1990). 50 

Tal como se usa en el presente documento, “elemento de control” significa un elemento de control de la 
transcripción. Los elementos de control incluyen promotores y potenciadores. El término “elemento promotor”, 
“promotor” o “secuencia promotora” se refiere a una secuencia de ADN que funciona como interruptor que activa la 
expresión de un gen. Si se activa el gen, se dice que se transcribe o que participa en la transcripción. La 
transcripción implica la síntesis de ARNm a partir del gen. Por tanto, un promotor sirve como elemento regulador de 55 
la transcripción y también proporciona un sitio para el inicio de la transcripción del gen para dar ARNm. Los 
elementos de control interaccionan específicamente con proteínas celulares implicadas en la transcripción (Maniatis 
et al, Science 236:1237, 1987). 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “deleción funcional” o “desactivación” significa modificar o 
inactivar una secuencia de polinucleótido que codifica para una proteína diana con el fin de reducir o eliminar la 
función de la proteína diana. Puede realizarse una deleción de polinucleótido mediante métodos bien conocidos en 
la técnica (véanse, por ejemplo Datsenko et al., Proc. Nat. Acad. Sci. USA, 97:6640-45 (2000) o las solicitudes de 
patente internacional n.

os
 PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788). 5 

Tal como se usa en el presente documento, el término “endógeno” significa un polinucleótido que está en la célula y 
no se introdujo en la célula usando técnicas de modificación por ingeniería genética recombinantes. Por ejemplo, un 
gen que estaba presente en la célula cuando la célula se aisló originalmente de la naturaleza. Un polinucleótido se 
considera todavía endógeno si las secuencias de control, tales como un promotor o secuencias potenciadoras que 
activan la transcripción o traducción, se han alterado a través de técnicas recombinantes. 10 

Tal como se usa en el presente documento, el término “éster sintasa” significa un péptido que puede producir 
ésteres grasos. Más específicamente, una éster sintasa es un péptido que convierte un tioéster en un éster graso. 
La éster sintasa puede convertir un tioéster (por ejemplo, acil-CoA) en un éster graso. 

Una éster sintasa puede usar un tioéster y un alcohol como sustratos para producir un éster graso. Las éster 
sintasas pueden usar tioésteres de cadena corta y larga como sustratos. Además, las éster sintasas pueden usar 15 
alcoholes de cadena corta y larga como sustratos. 

Ejemplos no limitativos de éster sintasas son cera sintasas, éster de cera sintasas, acil CoA:alcohol transacilasas, 
aciltransferasas y acil graso-coenzima A:alcohol graso aciltransferasas. Éster sintasas a modo de ejemplo se 
clasifican en el número de clasificación de enzimas EC 2.3.1.75. Varias de estas enzimas, así como otras enzimas 
útiles para preparar los productos descritos en el presente documento, se han dado a conocer, por ejemplo, en las 20 
solicitudes de patente internacional n.

os
 PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “exógeno” significa un polinucleótido que no se origina a partir 
de una célula particular tal como se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, “polinucleótido exógeno” podría 
referirse a un polinucleótido que se insertó dentro de la secuencia de polinucleótido genómica de un microorganismo 
o a un polinucleótido extracromosómico que se introdujo en el microorganismo. Por tanto, se considera que un 25 
polinucleótido que no se produce de manera natural es exógeno para una célula una vez que se introduce en la 
célula. Un polinucleótido que se produce de manera natural también puede ser exógeno para una célula particular. 
Por ejemplo, un polinucleótido completo aislado de una primera célula puede ser un polinucleótido exógeno con 
respecto a una segunda célula si se introduce ese polinucleótido a partir de la primera célula en la segunda célula. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “ácido graso” significa un ácido carboxílico que tiene la 30 
fórmula RCOOH. R representa un grupo alifático, preferiblemente un grupo alquilo. R puede comprender entre 
aproximadamente 4 y aproximadamente 22 átomos de carbono. Los ácidos grasos pueden estar saturados, 
monoinsaturados o poliinsaturados. El ácido graso puede prepararse a partir de una ruta de biosíntesis de ácidos 
grasos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “ruta de biosíntesis de ácidos grasos” significa una ruta de 35 
biosíntesis que produce ácidos grasos. La ruta de biosíntesis de ácidos grasos incluye enzimas de ácido graso que 
pueden modificarse por ingeniería genética, tal como se describe en el presente documento, para producir ácidos 
grasos, y pueden expresarse con enzimas adicionales para producir ácidos grasos que tienen características de la 
cadena de carbono deseadas. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzima de degradación de ácidos grasos” significa una 40 
enzima implicada en la descomposición o conversión de un ácido graso o derivado de ácido graso en otro producto. 
Un ejemplo no limitativo de una enzima de degradación de ácidos grasos es una acil-CoA sintasa. Varias de estas 
enzimas, así como otras enzimas útiles para preparar los productos descritos en el presente documento, se han 
dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.

os
 PCT/US2007/011923 y 

PCT/US2008/058788. En el presente documento se describen ejemplos adicionales de enzimas de degradación de 45 
ácidos grasos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado de ácido graso” significa productos preparados en 
parte a partir de la ruta de biosíntesis de ácidos grasos del microorganismo huésped de producción. “Derivado de 
ácido graso” también incluye productos preparados en parte a partir de acil-ACP o derivados de acil-ACP. La ruta de 
biosíntesis de ácidos grasos incluye enzimas ácido graso sintasa que pueden modificarse por ingeniería genética tal 50 
como se describe en el presente documento para producir derivados de ácidos grasos, y en algunos ejemplos 
pueden expresarse con enzimas adicionales para producir derivados de ácidos grasos que tienen características de 
cadena de carbono deseadas. Los derivados de ácidos grasos a modo de ejemplo incluyen, por ejemplo, ácidos 
grasos, acil-CoA, aldehídos grasos, alcoholes de cadena corta y larga, hidrocarburos, alcoholes grasos, cetonas y 
ésteres (por ejemplo, ceras, ésteres de ácidos grasos o ésteres grasos). 55 

Tal como se usa en el presente documento, el término “enzimas de derivado de ácido graso” significa todas las 
enzimas que pueden expresarse o sobreexpresarse en la producción de derivados de ácidos grasos. Estas enzimas 
se denominan colectivamente en el presente documento enzimas de derivado de ácido graso. Estas enzimas 
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pueden ser parte de la ruta de biosíntesis de ácidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de derivado de 
ácido graso incluyen ácido graso sintasas, tioesterasas, acil-CoA sintasas, acil-CoA reductasas, alcohol 
deshidrogenasas, alcohol aciltransferasas, ácido carboxílico reductasas, acil-CoA reductasa que forma alcohol 
graso, éster sintasas, polipéptidos de biosíntesis de aldehídos y polipéptidos de biosíntesis de alcanos. Las enzimas 
de derivado de ácido graso convierten un sustrato en un derivado de ácido graso. En algunos ejemplos, el sustrato 5 
puede ser un derivado de ácido graso que la enzima de derivado de ácido graso convierte en un derivado de ácido 
graso diferente. Varias de estas enzimas, así como otras enzimas útiles para preparar los productos descritos en el 
presente documento, se han dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.

os
 

PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788. 

Tal como se usa en el presente documento, “enzima de ácido graso” significa cualquier enzima implicada en la 10 
biosíntesis de ácidos grasos. Pueden expresarse o sobreexpresarse enzimas de ácido graso en células huésped 
para producir ácidos grasos. Los ejemplos no limitativos de enzimas de ácido graso incluyen ácido graso sintasas y 
tioesterasas. Varias de estas enzimas, así como otras enzimas útiles para preparar los productos descritos en el 
presente documento, se han dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.

os
 

PCT/US2007/011923 y PCT/US2008/058788. 15 

Tal como se usa en el presente documento, el término “alcohol graso” significa un alcohol que tiene la fórmula ROH. 
En una realización preferida, el alcohol graso es cualquier alcohol preparado a partir de un ácido graso o derivado de 
ácido graso. 

El grupo R puede tener al menos aproximadamente 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ó 20 carbonos 
de longitud. R puede ser de cadena lineal o ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o más puntos de 20 
ramificación. Además, las cadenas ramificadas pueden incluir ramificaciones cíclicas. Además, R puede estar 
saturado o insaturado. Si está insaturado, R puede tener uno o más puntos de insaturación. 

El alcohol graso puede producirse de manera biosintética. Los alcoholes grasos tienen muchos usos. Por ejemplo, 
pueden usarse alcoholes grasos para producir muchos productos químicos especializados. Por ejemplo, se usan 
alcoholes grasos como biocombustible; como disolventes para grasas, ceras, gomas y resinas; en pomadas, 25 
emolientes y lociones farmacéuticas; como aditivos de aceite de lubricación; en detergentes y emulsionantes; como 
agentes de acabado y antiestáticos de materiales textiles; como plastificantes; como tensioactivos no iónicos; y en 
cosméticos, por ejemplo como espesantes. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “éster graso” significa un éster. Un éster graso es cualquier 
éster compuesto por un ácido graso para producir, por ejemplo un éster de ácido graso. Un éster graso puede 30 
contener un lado A (es decir, la cadena de carbono unida al oxígeno del carboxilato) y un lado B (es decir, la cadena 
de carbono que comprende el carboxilato original). Cuando el éster graso se deriva de la ruta de biosíntesis de 
ácidos grasos, al lado A puede contribuir un alcohol, y al lado B contribuye un ácido graso. Puede usarse cualquier 
alcohol para formar el lado A de los ésteres grasos. Por ejemplo, el alcohol puede derivarse de la ruta de biosíntesis 
de ácidos grasos. Alternativamente, el alcohol puede producirse a través de rutas de biosíntesis que no son de 35 
ácidos grasos. Además, el alcohol puede proporcionarse de manera exógena. Por ejemplo, el alcohol puede 
suministrarse en el caldo de fermentación en casos en los que el éster graso se produce por un microorganismo que 
también produce el ácido graso. Alternativamente, puede suministrarse de manera exógena un ácido carboxílico, tal 
como un ácido graso o ácido acético, en casos en los que el éster graso se produce por un microorganismo que 
también puede producir alcohol. 40 

Las cadenas de carbono que comprenden el lado A o el lado B pueden ser de cualquier longitud. En una realización, 
el lado A del éster tiene al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 14, 16 ó 18 carbonos de longitud. El 
lado B del éster tiene al menos aproximadamente 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 ó 26 carbonos de longitud. El 
lado A y/o el lado B pueden ser de cadena lineal o ramificada. Las cadenas ramificadas pueden tener uno o más 
puntos de ramificación. Además, las cadenas ramificadas pueden incluir ramificaciones cíclicas. Además, el lado A 45 
y/o el lado B puede estar saturado o insaturado. Si está insaturado, el lado A y/o el lado B puede tener uno o más 
puntos de insaturación. 

El éster graso puede producirse de manera biosintética. En primer lugar el ácido graso se “activa”. Ejemplos no 
limitativos de ácidos grasos “activados” son acil-CoA, acil-ACP y fosfato de acilo. Acil-CoA puede ser un producto 
directo de la biosíntesis o degradación de ácidos grasos. Además, acil-CoA puede sintetizarse a partir de un ácido 50 
graso libre, una CoA o un trifosfato de nucleótido de adenosina (ATP). Un ejemplo de una enzima que produce acil-
CoA es acil-CoA sintasa. 

Tras activarse el ácido graso, puede transferirse fácilmente a un nucleófilo receptor. Nucleófilos a modo de ejemplo 
son alcoholes, tioles o fosfatos. 

El éster graso puede ser una cera. La cera puede derivarse de un alcohol de cadena larga y un ácido graso de 55 
cadena larga. El éster graso puede derivarse de un tioéster de acilo graso y un alcohol. El éster graso puede ser un 
tioéster de ácido graso, por ejemplo acil graso-coenzima A (CoA). El éster graso puede ser un pantotenato de acilo 
graso, una proteína portadora de acilo (ACP) o un éster de fosfato graso. Los ésteres grasos tienen muchos usos. 
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Por ejemplo, pueden usarse ésteres grasos como biocombustibles, tensioactivos o formularse para dar aditivos que 
proporcionan lubricación y otros beneficios a combustibles y productos químicos industriales. 

Tal como se usa en el presente documento, “fracción de carbono moderno” o “fM” tiene el mismo significado que el 
definido por el National Institute of Standards and Technology (NIST), Standard Reference Materials (SRM) 4990B y 
4990C, conocido como patrones de ácidos oxálicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definición fundamental se 5 
refiere a 0,95 veces la razón de isótopos 

14
C/

12
C de HOxI (en referencia a 1950 DC). Esto es aproximadamente 

equivalente a madera anterior a la revolución industrial corregida para la descomposición. Para la biosfera viva 
actual (material vegetal), fM es de aproximadamente 1,1. 

Pueden realizarse cálculos de “homología” entre dos secuencias tal como sigue. Las secuencias se alinean con 
fines de comparación óptima (por ejemplo, pueden introducirse huecos en uno o ambos de una primera y una 10 
segunda secuencia de aminoácidos o ácido nucleico para la alineación óptima y puede no tenerse en cuenta las 
secuencias no homólogas con fines de comparación). La longitud de una secuencia de referencia que se alinea con 
fines de comparación puede ser de al menos aproximadamente el 30%, preferiblemente al menos aproximadamente 
del 40%, más preferiblemente al menos aproximadamente del 50%, incluso más preferiblemente al menos 
aproximadamente del 60%, e incluso más preferiblemente al menos aproximadamente del 70%, al menos 15 
aproximadamente del 80%, al menos aproximadamente del 90% o aproximadamente del 100% de la longitud de la 
secuencia de referencia. Entonces se comparan los residuos de aminoácido o nucleótidos en las posiciones de 
aminoácido o posiciones de nucleótido correspondientes. Cuando una posición en la primera secuencia está 
ocupada por el mismo residuo de aminoácido o nucleótido que la posición correspondiente en la segunda secuencia, 
entonces las moléculas son idénticas en esa posición (tal como se usa en el presente documento, “identidad” de 20 
aminoácido o ácido nucleico es equivalente a “homología” de aminoácido o ácido nucleico). El porcentaje de 
identidad entre las dos secuencias es una función del número de posiciones idénticas que comparten las 
secuencias, teniendo en cuenta el número de huecos y la longitud de cada hueco, que es necesario introducir para 
el alineamiento óptimo de las dos secuencias. 

La comparación de secuencias y la determinación del porcentaje de homología entre dos secuencias pueden 25 
lograrse usando un algoritmo matemático. El porcentaje de homología entre dos secuencias de aminoácidos puede 
determinarse usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (1970), J. MoI. Biol. 48:444 453, que se ha incorporado 
en el programa GAP en el paquete de software GCG, usando o bien una matriz Blossum 62 o bien una matriz 
PAM250, y un peso de hueco de 16, 14, 12, 10, 8, 6 ó 4 y un peso de longitud de 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. El porcentaje de 
homología entre dos secuencias de nucleótidos puede determinarse usando el programa GAP en el paquete de 30 
software GCG, usando una matriz NWSgapdna.CMP y un peso de hueco de 40, 50, 60, 70 u 80 y un peso de 
longitud de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5 ó 6. Un conjunto particularmente preferido de parámetros (y el que debería 
usarse si el técnico no está seguro de qué parámetros deben aplicarse para determinar si una molécula está dentro 
de una limitación de homología de las reivindicaciones) son una matriz de puntuación Blossum 62 con una 
penalización de hueco de 12, una penalización de extensión de hueco de 4 y una penalización de hueco de 35 
desplazamiento de marco de 5. 

En la técnica se conocen otros métodos para alinear secuencias para comparación. Se describen diversos 
programas y algoritmos de alineación, por ejemplo, en Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981); Pearson & 
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988); Higgins & Sharp, Gene 73:237 244 (1988); Higgins & Sharp, 
CABIOS 5:151-153 (1989); Corpet et al., Nucleic Acids Research 16:10881-10890 (1988); Huang et al., CABIOS 40 
8:155-165 (1992); y Pearson et al., Methods in Molecular Biology 24:307-331 (1994) y Altschul et al., J. Mol. Biol. 
215:403-410 (1990). 

Tal como se usa en el presente documento, una “célula huésped” es una célula usada para producir un producto 
descrito en el presente documento (por ejemplo, un aldehído o alcano). Una célula huésped puede modificarse para 
expresar o sobreexpresar genes seleccionados o para tener una expresión atenuada de genes seleccionados. Los 45 
ejemplos no limitativos de células huésped incluyen células vegetales, animales, humanas, de bacterias, 
cianobacterias, levaduras u hongos filamentosos. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “se hibrida en condiciones de baja rigurosidad, rigurosidad 
media, alta rigurosidad o muy alta rigurosidad” describe condiciones para la hibridación y el lavado. Puede 
encontrarse orientación para realizar reacciones de hibridación, por ejemplo en Current Protocols in Molecular 50 
Biology, John Wiley & Sons, N. Y. (1989), 6.3.1 – 6.3.6. En esta referencia se describen métodos acuosos y no 
acuosos y puede usarse cualquiera de los métodos. Condiciones de hibridación específicas a las que se hace 
referencia en el presente documento son tal como siguen: 1) condiciones de hibridación de baja rigurosidad en 6X 
cloruro de sodio/citrato de sodio (SSC) a aproximadamente 45ºC, seguido por dos lavados en 0,2X SSC, SDS al 
0,1% al menos a 50ºC (la temperatura de los lavados puede aumentarse hasta 55ºC para las condiciones de baja 55 
rigurosidad); 2) condiciones de hibridación de rigurosidad media en 6X SSC a aproximadamente 45ºC, seguido por 
uno o más lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 60ºC; 3) condiciones de hibridación de alta rigurosidad en 6X SSC 
a aproximadamente 45ºC, seguido por uno o más lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65ºC; y preferiblemente 4) 
condiciones de hibridación de muy alta rigurosidad son fosfato de sodio 0,5 M, SDS al 7% a 65ºC, seguido por uno o 
más lavados a 0,2X SSC, SDS al 1% a 65ºC. Las condiciones de muy alta rigurosidad (4) son las condiciones 60 
preferidas a menos que se especifique lo contrario. 
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El término “aislado” tal como se usa en el presente documento con respecto a ácidos nucleicos, tales como ADN o 
ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente, que están presentes en la fuente 
natural del ácido nucleico. Además, un “ácido nucleico aislado” incluye fragmentos de ácido nucleico, tales como 
fragmentos que no se producen de manera natural. El término “aislado” también se usa en el presente documento 
para referirse a polipéptidos, que se aíslan de otras proteínas celulares y abarca tanto polipéptidos purificados 5 
endógenos como polipéptidos recombinantes. El término “aislado” tal como se usa en el presente documento 
también se refiere a un ácido nucleico o polipéptido que está sustancialmente libre de material celular, material viral 
o medio de cultivo cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante. El término “aislado” tal como se usa 
en el presente documento también se refiere a un ácido nucleico o polipéptido que está sustancialmente libre de 
precursores químicos u otros productos químicos cuando se sintetiza químicamente.  10 

Tal como se usa en el presente documento, el “nivel de expresión de un gen en una célula” se refiere al nivel de 
ARNm, transcripto(s) incipiente(s) pre-ARNm, productos intermedios de procesamiento de transcriptos, ARNm 
maduro(s) y productos de degradación codificados por el gen en la célula. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “microorganismo” significa especies microbianas procariotas 
y eucariotas de los dominios Archaea, Bacteria y Eucarya, incluyendo este último levaduras y hongos filamentosos, 15 
protozoos, algas o protistas superiores. El término “célula microbiana”, tal como se usa en el presente documento, 
significa una célula de un microorganismo. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “ácido nucleico” se refiere a un polinucleótido, tal como ácido 
desoxirribonucleico (ADN) y, cuando sea apropiado, ácido ribonucleico (ARN). El término también incluye análogos 
de cualquiera de ARN o ADN preparados a partir de análogos de nucleótidos, y tal como puede aplicarse a la 20 
realización que está describiéndose, polinucleótidos mono (sentido o antisentido) y bicatenarios, EST, cromosomas, 
ADNc, ARNm y ARNr. El término “ácido nucleico” puede usarse de manera intercambiable con “polinucleótido”, 
“ADN”, “molécula de ácido nucleico”, “secuencia de nucleótidos” y/o “gen” a menos que se indique lo contrario en el 
presente documento o se contradiga claramente de otra forma por el contexto. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “operativamente unido” significa que una secuencia de 25 
nucleótidos seleccionada (por ejemplo, que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento) está en 
proximidad con un promotor para permitir que el promotor regule la expresión de la secuencia de nucleótidos 
seleccionada. Además, el promotor se localiza en el sentido de 5’ de la secuencia de nucleótidos seleccionada en 
cuanto al sentido de transcripción y traducción. Por “operativamente unido” quiere decirse que una secuencia de 
nucleótidos y una(s) secuencia(s) reguladora(s) están conectadas de tal manera como para permitir la expresión 30 
génica cuando las moléculas apropiadas (por ejemplo, proteínas activadoras de la transcripción) se unen a la(s) 
secuencia(s) reguladora(s). 

El término “o” se usa en el presente documento para significar, y se usa de manera intercambiable con, el término 
“y/o”, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. 

Tal como se usa en el presente documento, “sobreexpresar” significa expresar o provocar que se exprese o se 35 
produzca un ácido nucleico, polipéptido o hidrocarburo en una célula a una concentración superior a la que se 
expresa normalmente en una célula silvestre correspondiente. Por ejemplo, un polipéptido puede “sobreexpresarse” 
en una célula huésped recombinante cuando el polipéptido está presente en una concentración superior en la célula 
huésped recombinante en comparación con su concentración en una célula huésped no recombinante de la misma 
especie. 40 

Tal como se usa en el presente documento, “coeficiente de reparto” o “P”, se define como la concentración en 
equilibrio de un compuesto en una fase orgánica dividida entre la concentración en equilibrio en una fase acuosa 
(por ejemplo, caldo de fermentación). En una realización de un sistema bifásico descrita en el presente documento, 
la fase orgánica se forma mediante el aldehído o alcano durante el procedimiento de producción. Sin embargo, en 
algunos ejemplos, puede proporcionarse una fase orgánica, tal como proporcionando una fase de octano, para 45 
facilitar la separación del producto. Cuando se describe un sistema de dos fases, las características de reparto de un 
compuesto pueden describirse como logP. Por ejemplo, un compuesto con un logP de 1 se repartirá 10:1 en la fase 
orgánica. Un compuesto con un logP de -1 se repartirá 1:10 en la fase orgánica. Eligiendo un caldo de fermentación 
y una fase orgánica apropiados, un derivado de ácido graso o producto con un valor de logP alto puede separarse 
en la fase orgánica incluso a concentraciones muy bajas en el recipiente de fermentación. 50 

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” puede usarse de manera intercambiable con 
“proteína”, “péptido” y/o “enzima” a menos que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga 
claramente de otra forma por el contexto. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “huésped de producción” significa una célula usada para 
producir los productos dados a conocer en el presente documento. El huésped de producción se modifica para 55 
expresar, sobreexpresar, atenuar o delecionar la expresión de polinucleótidos seleccionados. Los ejemplos no 
limitativos de huéspedes de producción incluyen células vegetales, de algas, animales, humanas, de bacterias, 
levaduras y hongos filamentosos. 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “purificar”, “purificado” o “purificación” significa la retirada o el 
aislamiento de una molécula de su entorno mediante, por ejemplo, aislamiento o separación. Las moléculas 
“sustancialmente purificadas” están libres al menos aproximadamente al 60%, preferiblemente libres al menos 
aproximadamente al 75% y más preferiblemente libres al menos aproximadamente al 90% de otros componentes 
con los que están asociadas. Tal como se usa en el presente documento, estos términos también se refieren a la 5 
eliminación de contaminantes de una muestra. Por ejemplo, la eliminación de contaminantes puede dar como 
resultado un aumento en el porcentaje de derivado de ácido graso o producto en una muestra. Por ejemplo, cuando 
se producen derivados de ácidos grasos o productos en una célula huésped, los derivados de ácidos grasos o 
productos pueden purificarse mediante la eliminación de proteínas de la célula huésped. Tras la purificación, 
aumenta el porcentaje de derivados de ácidos grasos o productos en la muestra. 10 

Los términos “purificar”, “purificado” y “purificación” no requieren pureza absoluta. Son términos relativos. Por tanto, 
por ejemplo, cuando se producen derivados de ácidos grasos o productos en células huésped, un derivado de ácido 
graso o producto purificado es uno que está sustancialmente separado de otros componentes celulares (por 
ejemplo, ácidos nucleicos, polipéptidos, lípidos, hidratos de carbono u otros hidrocarburos). En otro ejemplo, una 
preparación de derivado de ácido graso purificado o producto purificado es una en la que el derivado de ácido graso 15 
o producto está sustancialmente libre de contaminantes, tales como los que pueden estar presentes tras la 
fermentación. Un derivado de ácido graso o producto puede estar purificado cuando al menos aproximadamente el 
50% en peso de una muestra está compuesto por el derivado de ácido graso o producto. En otras realizaciones, un 
derivado de ácido graso o producto está purificado cuando al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 
85%, el 90%, el 92%, el 95%, el 98% o el 99% o más en peso de una muestra está compuesto por el derivado de 20 
ácido graso o producto. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido recombinante” se refiere a un polipéptido que se 
produce mediante técnicas de ADN recombinante, en las que de manera general se inserta ADN que codifica para la 
el ARN o polipéptido expresado en un vector de expresión adecuado y que a su vez se usa para transformar una 
célula huésped para producir el polipéptido o ARN. 25 

Tal como se usa en el presente documento, el término “sustancialmente idéntico” (o “sustancialmente homólogo”) se 
usa para referirse a una primera secuencia de aminoácidos o de nucleótidos que contiene un número suficiente de 
residuos de aminoácido idénticos o equivalentes (por ejemplo, con una cadena lateral similar) (por ejemplo, 
sustituciones de aminoácido conservadas) o nucleótidos a una segunda secuencia de aminoácidos o de nucleótidos 
de manera que la primera y la segunda secuencia de aminoácidos o de nucleótidos tienen actividades similares. 30 

Tal como se usa en el presente documento, el término “sintasa” significa una enzima que cataliza un proceso de 
síntesis. Tal como se usa en el presente documento, el término sintasa incluye sintasas, sintetasas y ligasas. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “transfección” significa la introducción de un ácido nucleico 
(por ejemplo, mediante un vector de expresión) en una célula receptora mediante transferencia de genes mediada 
por ácido nucleico. 35 

Tal como se usa en el presente documento, el término “transformación” se refiere a un proceso en el que se cambia 
el genotipo de una célula como resultado de la captación celular de ácido nucleico exógeno. Esto puede dar como 
resultado que la célula transformada exprese una forma recombinante de un ARN o polipéptido. En el caso de 
expresión antisentido a partir del gen transferido, se altera la expresión de una forma que se produce de manera 
natural del polipéptido.  40 

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteína de transporte” significa un polipéptido que facilita el 
movimiento de uno o más compuestos al interior y/o al exterior de un orgánulo celular y/o una célula. Varias de estas 
proteínas, así como otras proteínas útiles para preparar los productos descritos en el presente documento, se han 
dado a conocer, por ejemplo, en las solicitudes de patente internacional n.

os
 PCT/US2007/011923 y 

PCT/US2008/058788. 45 

Tal como se usa en el presente documento, una “variante” de polipéptido X se refiere a un polipéptido que tiene la 
secuencia de aminoácidos de polipéptido X en la que uno o más residuos de aminoácido están alterados. La 
variante puede tener cambios conservativos o cambios no conservativos. Puede encontrarse orientación en la 
determinación de qué residuos de aminoácido pueden sustituirse, insertarse o delecionarse sin afectar a la actividad 
biológica usando programas informáticos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, el software LASERGENE 50 
(DNASTAR).  

El término “variante”, cuando se usa en el contexto de una secuencia de polinucleótido, puede abarcar una 
secuencia de polinucleótido relacionada con la de un gen o la secuencia codificante del mismo. Esta definición 
también puede incluir, por ejemplo, variantes “alélicas”, “de corte y empalme”, “de especies” o “polimórficas”. Una 
variante de corte y empalme puede tener identidad significativa con respecto a un polinucleótido de referencia, pero 55 
generalmente tendrá un número mayor o menor de polinucleótidos debido al corte y empalme alternativo de exones 
durante el procesamiento de ARNm. El polipéptido correspondiente puede presentar dominios funcionales 
adicionales o una ausencia de dominios. Las variantes de especies son secuencias de polinucleótido que varían de 
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una especie a otra. Los polipéptidos resultantes tendrán identidad de aminoácido significativa unos con respecto a 
otros. Una variante polimórfica es una variación en la secuencia de polinucleótido de un gen particular entre 
individuos de una especie dada. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a una molécula de ácido nucleico que 
puede transportar otro ácido nucleico al que se ha unido. Un tipo de vector útil es un episoma (es decir, un ácido 5 
nucleico que puede realizar replicación fuera de los cromosomas). Los vectores útiles son los que pueden realizar 
replicación y/o expresión autónoma de ácidos nucleicos a los que están unidos. Los vectores que pueden dirigir la 
expresión de genes a los que están operativamente unidos se denominan en el presente documento “vectores de 
expresión”. En general, vectores de expresión de utilidad en técnicas de ADN recombinante están a menudo en 
forma de “plásmidos”, que se refieren generalmente a bucles de ADN bicatenario circular que, en su forma de vector, 10 
no están unidos al cromosoma. En la presente memoria descriptiva, “plásmido” y “vector” se usan de manera 
intercambiable, ya que el plásmido es la forma de vector más comúnmente usada. Sin embargo, también se incluyen 
otras formas de vectores de expresión que sirven para funciones equivalentes y que lleguen a conocerse en la 
técnica posteriormente a esto. 

Tal como se usa en el presente documento, el término “cera” significa una composición compuesta por ésteres 15 
grasos. En una realización preferida, el éster graso en la cera está compuesto por cadenas de carbono de medias a 
largas. Además de ésteres grasos, una cera puede comprender otros componentes (por ejemplo, hidrocarburos, 
ésteres de esterol, aldehídos alifáticos, alcoholes, cetonas, beta-dicetonas, triacilgliceroles, etc.). 

A lo largo de toda la memoria descriptiva, puede hacerse una referencia usando un nombre de polipéptido o nombre 
de gen abreviado, pero se entiende que un nombre de polipéptido o gen abreviado de este tipo representa el género 20 
de genes o polipéptidos. Tales nombres de genes incluyen todos los genes que codifican para el mismo polipéptido 
y polipéptidos homólogos que tienen la misma función fisiológica. Los nombres de polipéptido incluyen todos los 
polipéptidos que tienen la misma actividad (por ejemplo, que catalizan la misma reacción química fundamental). 

Los números de registro a los que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos del 
NCBI (National Center for Biotechnology Information) mantenida por el National Institute of Health, EE.UU. A menos 25 
que se indique lo contrario, los números de registro son tal como se proporcionan en la base de datos en abril de 
2009. 

Los números EC se establecen por el Nomenclature Committee de la International Union of Biochemistry and 
Molecular Biology (NC-IUBMB) (disponible en http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Los números EC a los 
que se hace referencia en el presente documento se derivan de la base de datos KEGG Ligand, mantenida por la 30 
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomics, subvencionada en parte por la Universidad de Tokio. A menos que se 
indique lo contrario, los números EC son tal como se proporcionan en la base de datos en abril de 2009. 

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y científicos usados en el presente documento tienen 
el mismo significado que entiende comúnmente un experto habitual en la técnica a la que pertenece esta invención. 

Aunque pueden usarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en 35 
la práctica o las pruebas de la presente invención, a continuación se describen métodos y materiales adecuados. 
Todos los métodos descritos en el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos 
que se indique lo contrario en el presente documento o se contradiga claramente de otra forma por el contexto. 

A menos que se mencione lo contrario, todas las cantidades indicadas en porcentaje (%) son en porcentaje en peso, 
basándose en el peso total de la composición. 40 

En caso de conflicto, prevalecerá la presente memoria descriptiva, incluyendo las definiciones. Además, los 
materiales, métodos y ejemplos son sólo ilustrativos y no pretenden ser limitativos. 

La mención de intervalos de valores en el presente documento simplemente pretende servir como método abreviado 
de hacer referencia individual a cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo, a menos que se indique 
lo contrario en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva como si se 45 
mencionase individualmente en el presente documento. 

El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o expresiones a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) 
proporcionados en el presente documento, simplemente pretende ilustrar mejor la invención y no representa una 
limitación en el alcance de la invención a menos que se reivindique lo contrario. Ninguna expresión en la memoria 
descriptiva debe interpretarse como que indica que cualquier elemento no reivindicado es esencial para la puesta en 50 
práctica de la invención. 

Otras características y ventajas de la invención resultarán evidentes a partir de la siguiente descripción detallada y a 
partir de las reivindicaciones. 

La invención se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que pueden producirse ácidos grasos y/o 
derivados de ácidos grasos tales como ésteres grasos cultivando células huésped modificadas por ingeniería 55 
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genética que comprenden una éster sintasa expresada o sobreexpresada, o una variante adecuada de la misma, 
pero un nivel atenuado o una ausencia de cualquiera o ambas de una enzima de degradación de ácidos grasos tal 
como una acil-CoA sintasa y una tioesterasa, en comparación con el nivel que se produce de manera natural de 
tales enzimas. En comparación con los métodos de producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos a 
través de procedimientos de fermentación microbianos dados a conocer anteriormente, que implican normalmente, 5 
además de una éster sintasa, al menos una de una tioesterasa y una enzima de degradación de ácidos grasos tal 
como una acil-CoA sintasa, que requieren preferiblemente la presencia de actividades o niveles aumentados de 
estas enzimas, el presente método es más eficaz y favorable desde el punto de vista energético. Por ejemplo, el 
método descrito en el presente documento permite la conversión directa de un tioéster, tal como una acil-ACP y/o 
una acil-CoA, en un ácido graso y/o un derivado de ácido graso, evitando el requisito de hidrolizar en primer lugar 10 
una ACP para preparar un ácido graso y luego reactivar el ácido graso para producir una acil-CoA. 

Genes de éster sintasa y variantes  

Pueden producirse ésteres grasos cultivando células huésped modificadas por ingeniería genética que comprenden 
enzimas éster sintasa, ácidos nucleicos que codifican para estas enzimas, vectores que comprenden ácidos 
nucleicos que codifican para estas enzimas, o cultivando células huésped recombinantes transformadas con los 15 
vectores, y células huésped recombinantes que comprenden polinucleótidos que codifican para estas enzimas éster 
sintasa, que se integran de manera cromosómica en las mismas. Específicamente, el método incluye expresar en 
una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa, seleccionado, por ejemplo, de las enzimas 
clasificadas como EC 2.3.1.75, que catalizan la transferencia enzimática de residuos de acilo saturados o 
insaturados, por ejemplo, aquéllos de longitud de cadena de C18 a C20, a alcoholes. La éster sintasa puede ser una 20 
seleccionada del grupo que consiste en un éster de cera sintasa, una acil-CoA:alcohol transacilasa, una 
aciltransferasa y una acil graso-CoA:alcohol graso aciltransferasa. Por ejemplo, el gen de éster sintasa puede ser 
uno que codifica para ws/dgat, una éster sintasa/acil-CoA/acil-CoA:diacilglicerol aciltransferasa bifuncional de 
Simmondsia chinensis, Acinetobacter sp., Acinetobacter sp. ADP1, alcanivorax borkumensis, Pseudomonas 
aeruginosa, Fundibacter jadensis, Arabidopsis thaliana o Alkaligenes eutrophus. Se proporciona un método de 25 
preparación de un ácido graso o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, un éster graso, en el que el 
método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una éster sintasa seleccionada del grupo 
que consiste en AtfA1 (YP694462, SEQ ID NO: 25), AtfA2 (YP693524, SEQ ID NO: 26), ES9 (ABO21021, SEQ ID 
NO: 18) y ES8 (ABO21020, SEQ ID NO: 24), o una variante de la misma. 

Se proporciona un método de preparación de un ácido graso o un derivado de ácido graso tal como, por ejemplo un 30 
éster graso, en el que el método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de 
éster sintasa que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, o una variante de la 
misma. El polipéptido o la variante puede tener actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. El polipéptido o la variante 
puede catalizar la conversión de un tioéster en un ácido graso y/o un derivado de ácido graso, usando un alcohol 
como sustrato. En un ejemplo, el polipéptido o la variante cataliza la conversión de una acil-CoA en un ácido graso 35 
y/o un derivado de ácido graso, usando un alcohol como sustrato. En otro ejemplo, el polipéptido o la variante 
cataliza la conversión de una acil-ACP en un ácido graso y/o un derivado de ácido graso, usando un alcohol como 
sustrato. Aún en otro ejemplo, el polipéptido o la variante también convierte un ácido graso libre en un éster graso 
usando un alcohol como sustrato. Los sustratos de alcohol pueden ser alcoholes de cadena corta o larga. El sustrato 
de alcohol puede ser un metanol, y por consiguiente, la célula huésped que expresa la éster sintasa o variante 40 
produce un ácido graso y/o un derivado de metilo de ácido graso, tal como un éster metílico. El sustrato de alcohol 
puede ser un etanol, y por consiguiente, la célula huésped que expresa la éster sintasa o variante produce un ácido 
graso y/o un derivado de etilo de ácido graso, tal como un éster etílico. 

Una tioesterasa endógena de la célula huésped, si está presente, puede no estar modificada. La célula huésped 
puede expresar un nivel atenuado de una tioesterasa, en comparación con el nivel que se produce de manera 45 
natural de esa tioesterasa. Una tioesterasa puede estar delecionada funcionalmente. Puede no haber actividad 
tioesterasa detectable en la célula huésped. La célula huésped puede expresar un nivel atenuado de una enzima de 
degradación de ácidos grasos, tal como una acil-CoA sintasa, en comparación con el nivel que se produce de 
manera natural de esa enzima. Una acil-CoA sintasa puede estar delecionada funcionalmente. La célula huésped 
puede no tener actividad acil-CoA sintasa detectable. La célula huésped puede expresar niveles atenuados de una 50 
tioesterasa y una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa. Una tioesterasa y una 
acil-CoA sintasa pueden estar delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad detectable 
de una tioesterasa o una acil-CoA sintasa. 

El método puede comprender expresar en una célula huésped un gen que codifica para un polipéptido de éster 
sintasa que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26, o una variante de la misma, en 55 
el que una tioesterasa, una acil-CoA sintasa, o ambas, están delecionadas o desactivadas funcionalmente de la 
célula huésped. La célula huésped puede no tener actividad tioesterasa o actividad acil-CoA sintasa detectable. 

Las variantes pueden producirse de manera natural o crearse in vitro. En particular, las variantes pueden crearse 
usando técnicas de ingeniería genética, tales como mutagénesis dirigida al sitio, mutagénesis química al azar, 
procedimientos de deleción con exonucleasa III y técnicas de clonación convencionales. Alternativamente, tales 60 
variantes, fragmentos, análogos o derivados pueden crearse usando procedimientos de síntesis química o 
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modificación.  

En la técnica se conocen bien métodos de preparación de variantes. Estos incluyen procedimientos en los que se 
modifican secuencias de ácido nucleico obtenidas a partir de aislados naturales para generar ácidos nucleicos que 
codifican para polipéptidos que tienen características que potencian su valor en aplicaciones industriales o de 
laboratorio. En tales procedimientos, se generan y caracterizan un gran número de secuencias de variantes que 5 
tienen una o más diferencias de nucleótido con respecto a la secuencia obtenida a partir del aislado natural. 
Normalmente, estas diferencias de nucleótido dan como resultado cambios de aminoácido con respecto a los 
polipéptidos codificados por los ácidos nucleicos a partir de aislados naturales. 

Por ejemplo, pueden crearse variantes usando PCR propensa a errores (véase, por ejemplo, Leung et al., Technique 
1:11-15, (1989); y Caldwell et al., PCR Methods Applic. 2:28-33, (1992)). En PCR propensa a errores, se realiza 10 
PCR en condiciones en las que la fidelidad de copiado de la ADN polimerasa es baja, de manera que se obtiene una 
alta tasa de mutaciones puntuales a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. En resumen, en tales 
procedimientos, se mezclan ácidos nucleicos que van a mutarse (por ejemplo, una secuencia de éster sintasa), con 
cebadores de PCR, tampón de reacción, MgCl2, MnCl2, Taq polimerasa y una concentración apropiada de dNTP 
para lograr una alta tasa de mutación puntual a lo largo de toda la longitud del producto de PCR. Por ejemplo, puede 15 
realizarse la reacción usando 20 fmoles de ácido nucleico que va a mutarse (por ejemplo, una secuencia de 
polinucleótido de éster sintasa), 30 pmoles de cada cebador de PCR, un tampón de reacción que comprende KCl 
50 mM, Tris HCl 10 mM (pH 8,3) y gelatina al 0,01%, MgCl2 7 mM, MnCl2 0,5 mM, 5 unidades de Taq polimerasa, 
dGTP 0,2 mM, dATP 0,2 mM, dCTP 1 mM y dTTP 1 mM. Puede realizarse la PCR durante 30 ciclos de 94ºC durante 
1 min, 45ºC durante 1 min y 72ºC durante 1 min. Sin embargo, se apreciará que estos parámetros pueden variarse 20 
según sea apropiado. Entonces se clonan los ácidos nucleicos mutados en un vector apropiado y se evalúan las 
actividades de los polipéptidos codificados por los ácidos nucleicos mutados. 

También pueden crearse variantes usando mutagénesis dirigida a oligonucleótidos para generar mutaciones 
específicas de sitio en cualquier ADN clonado de interés. La mutagénesis de oligonucleótidos se describe, por 
ejemplo, en Reidhaar-Olson et al, Science 241:53-57, (1988). En resumen, en tales procedimientos se sintetizan una 25 
pluralidad de oligonucleótidos bicatenarios que portan una o más mutaciones que van a introducirse en el ADN 
clonado y se insertan en el ADN clonado que va a mutarse (por ejemplo, una secuencia de polinucleótido de éster 
sintasa). Se recuperan clones que contienen el ADN mutado, y se evalúan las actividades de los polipéptidos para 
los que codifican. 

Otro método para generar variantes es PCR de ensamblaje. La PCR de ensamblaje implica el ensamblaje de un 30 
producto de PCR a partir de una mezcla de fragmentos de ADN pequeños. Un gran número de diferentes reacciones 
de PCR se producen en paralelo en el mismo vial, cebando los productos de una reacción a los productos de otra 
reacción. La PCR de ensamblaje se describe, por ejemplo, en la patente estadounidense n.º 5.965.408. 

Todavía otro método de generación de variantes es mutagénesis mediante PCR sexual. En la mutagénesis 
mediante PCR sexual, se produce la recombinación homóloga forzada entre moléculas de ADN de secuencias de 35 
ADN diferentes, pero altamente relacionadas, in vitro como resultado de fragmentación al azar de la molécula de 
ADN basándose en la homología de secuencia. Esto va seguido por la fijación del cruzamiento mediante extensión 
del cebador en una reacción de PCR. La mutagénesis mediante PCR sexual se describe, por ejemplo, en Stemmer, 
PNAS, USA 91:10747-10751, (1994). 

También pueden crearse variantes mediante mutagénesis in vivo. En algunas realizaciones, se generan mutaciones 40 
al azar en una secuencia de ácido nucleico propagando la secuencia en una cepa bacteriana, tal como una cepa de 
E. coli, que porta mutaciones en una o más de la rutas de reparación de ADN. Tales cepas “mutadoras” tienen una 
mayor tasa de mutación al azar que la de una cepa silvestre. La propagación de una secuencia de ADN (por 
ejemplo, una secuencia de polinucleótido de éster sintasa) en una de estas cepas generará finalmente mutaciones al 
azar dentro del ADN. Las cepas mutadoras adecuadas para su uso para la mutagénesis in vivo se describen, por 45 
ejemplo, en la publicación PCT n. º WO 91/16427. 

También pueden generarse variantes usando mutagénesis de casete. En la mutagénesis de casete, se reemplaza 
una región pequeña de un molécula de ADN bicatenario por un “casete” de oligonucleótido sintético que difiere de la 
secuencia nativa. El oligonucleótido a menudo contiene una secuencia nativa completa y/o parcialmente al azar. 

También puede usarse mutagénesis de conjunto recursivo para generar variantes. La mutagénesis de conjunto 50 
recursivo es un algoritmo para el diseño por ingeniería genética de proteínas (es decir, mutagénesis de proteínas) 
desarrollado para producir diversas poblaciones de mutantes relacionados fenotípicamente cuyos miembros difieren 
en la secuencia de aminoácidos. Este método usa un mecanismo de retroalimentación para controlar las tandas 
sucesivas de mutagénesis de casete combinatoria. La mutagénesis de conjunto recursivo se describe, por ejemplo, 
en Arkin et al., PNAS, USA 89:7811-7815, (1992). 55 

Pueden crearse variantes usando mutagénesis de conjunto exponencial. La mutagénesis de conjunto exponencial 
es un procedimiento para generar bibliotecas combinatorias con un alto porcentaje de mutantes únicos y 
funcionales, en los que se aleatorizan pequeños grupos de residuos en paralelo para identificar, en cada posición 
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alterada, aminoácidos que conducen a proteínas funcionales. La mutagénesis de conjunto exponencial se describe, 
por ejemplo, en Delegrave et al, Biotech. Res. 11: 1548-1552, (1993). La mutagénesis dirigida al sitio y al azar se 

describen, por ejemplo, en Arnold, Curr. Opin. Biotech. 4:450-455, (1993). 

Pueden crearse variantes usando procedimientos de intercambio en los que se fusionan entre sí porciones de una 
pluralidad de ácidos nucleicos que codifican para distintos polipéptidos para crear secuencias de ácido nucleico 5 
quiméricas que codifican para polipéptidos quiméricos tal como se describe, por ejemplo, en las patentes 
estadounidenses n.

os
 5.965.408 y 5.939.250. 

Las variantes de polinucleótido también incluyen análogos de ácido nucleico. Los análogos de ácido nucleico 
pueden modificarse en el resto básico, resto azúcar o estructura principal de fosfato para mejorar, por ejemplo, la 
estabilidad, hibridación o solubilidad del ácido nucleico. Las modificaciones en el resto básico incluyen desoxiuridina 10 
para desoxitimidina y 5-metil-2’-desoxicitidina o 5-bromo-2’-doxicitidina para desoxicitidina. Las modificaciones del 
resto azúcar incluyen modificación del 2’-hidroxilo del azúcar ribosa para formar azúcares 2’-O-metilo, 2’-halo o 2’-O-
alilo. La estructura principal de fosfato de desoxirribosa puede modificarse para producir ácidos morfolino-nucleicos, 
en los que cada resto básico está unido a un anillo morfolino de seis miembros, o ácidos nucleicos peptídicos, en los 
que la estructura principal de desoxifosfato se reemplaza por una estructura principal de pseudopéptido y se 15 
mantienen las cuatro bases. (Véase, por ejemplo, Summerton et al., Antisense Nucleic Acid Drug Dev. (1997) 7:187-
195; e Hyrup et al, Bioorgan. Med. Chem. (1996) 4:5-23). Además, la estructura principal de desoxifosfato puede 
reemplazarse por, por ejemplo, una estructura principal de fosforotioato o fosforoditioato, una fosforoamidita o una 
estructura principal de fosfotriéster de alquilo. 

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 20 
18, 24, 25 ó 26, con una o más sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácido, y el polipéptido 
tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, la variante de éster sintasa cataliza la conversión de 
tioésteres en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos, usando alcoholes como sustratos. La variante de éster 
sintasa también puede catalizar la conversión de ácidos grasos libres en ésteres grasos. 

En algunos casos, los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para producir ácidos grasos o 25 
derivados de ácidos grasos usando un polipéptido de éster sintasa que tiene una secuencia de aminoácidos de SEQ 
ID NO: 18, 24, 25 ó 26, así como variantes de polipéptido del mismo. Variante de polipéptido de éster sintasa puede 
ser variantes en las que uno o más residuos de aminoácido se sustituyen por residuos de aminoácido conservados o 
no conservados. Tales residuos de aminoácido sustituidos pueden ser o no los codificados por el código genético. 

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 30 
18, 24, 25 ó 26, con una o más sustituciones de aminoácido no conservadas, en el que la variante de polipéptido 
tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. En algunas realizaciones, el residuo de glicina en la posición 395 de 
SEQ ID NO: 18 está sustituido por un residuo de aminoácido básico, en las que la variante de éster sintasa 
resultante conserva o tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada. 

El polipéptido de éster sintasa puede ser una variante que comprende la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 35 
18, 24, 25 ó 26, con una o más sustituciones de aminoácido conservadas. Sustituciones conservadas son las que 
sustituyen un residuo de aminoácido dado en un polipéptido por otro aminoácido de características similares. Las 
sustituciones conservadas típicas incluyen los siguientes reemplazos: reemplazo de un aminoácido alifático, tal 
como alanina, valina, leucina e isoleucina, por otro aminoácido alifático; reemplazo de una serina por una treonina; 
reemplazo de una treonina por una serina; reemplazo de un residuo ácido, tal como ácido aspártico y ácido 40 
glutámico, pro otro residuo ácido; reemplazo de residuo que porta un grupo amida; intercambio de un residuo básico, 
tal como lisina y arginina, por otro residuo básico; y reemplazo de un residuo aromático, tal como fenilalanina y 
tirosina, por otro residuo aromático. La variante de polipéptido de éster sintasa puede tener actividad éster sintasa 
y/o aciltransferasa. Por ejemplo, la variante de polipéptido de éster sintasa cataliza la conversión de un tioéster en 
un ácido graso y/o un derivado de ácido graso. En otro ejemplo, el polipéptido de éster sintasa cataliza la conversión 45 
de un ácido graso libre en un éster graso. 

Otras variantes de polipéptido incluyen aquellas en las que uno o más residuos de aminoácido incluyen un grupo 
sustituyente. Todavía otras variantes de polipéptido incluyen aquellas en las que el polipéptido está asociado con 
otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol). 

Variantes de polipéptido adicionales son aquellas en las que se fusionan residuos de aminoácido adicionales con el 50 
polipéptido, tal como una secuencia líder, una secuencia secretora, una secuencia de proproteína, o una secuencia 
que facilita la purificación, el enriquecimiento o la estabilización del polipéptido. 

En determinados casos, las variantes de polipéptido conservan la misma función biológica que un polipéptido que 
tiene una secuencia de aminoácidos, por ejemplo, de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26 y tienen secuencias de 
aminoácidos sustancialmente idénticas a las mismas. En casos particulares, las variantes de polipéptido conservan 55 
la actividad éster sintasa y/o aciltransferasa, por ejemplo, de un polipéptido de la secuencia de aminoácidos SEQ ID 
NO: 18. 

En otros casos, las variantes de polipéptido tienen al menos aproximadamente el 35%, al menos aproximadamente 
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el 40%, al menos aproximadamente el 45%, al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 
55%, al menos aproximadamente el 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente el 70%, al 
menos aproximadamente el 75%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 85%, al menos 
aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 91%, al menos aproximadamente el 92%, al menos 
aproximadamente el 93%, al menos aproximadamente el 94%, al menos aproximadamente el 95%, al menos 5 
aproximadamente el 96%, al menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, al menos 
aproximadamente el 99% de homología con una secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26. En otro 
caso, las variantes de polipéptido incluyen un fragmento que comprende al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200 residuos de aminoácido consecutivos de las mismas. 

Las variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas pueden obtenerse aislando ácidos nucleicos que codifican 10 
para las mismas usando técnicas descritas en el presente documento o expresando ácidos nucleicos sintéticos que 
codifican para las mismas. Alternativamente, pueden obtenerse variantes de polipéptido o fragmentos de las mismas 
a través de procedimientos de enriquecimiento o purificación bioquímicos. La secuencia de variantes de polipéptido 
o fragmentos puede determinarse mediante digestión proteolítica, electroforesis en gel y/o microsecuenciación. Por 
ejemplo, la secuencia de las variantes de polipéptido o fragmentos puede compararse entonces con una secuencia 15 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 25 ó 26 usando cualquiera de los programas descritos en el presente 
documento. 

Las variantes de polipéptido y fragmentos de las mismas pueden someterse a ensayo para determinar la actividad 
éster sintasa y/o actividad aciltransferasa usando métodos de rutina. Por ejemplo, las variantes de polipéptido o 
fragmentos pueden ponerse en contacto con un sustrato (por ejemplo, una acil-CoA, una acil-ACP, un ácido graso 20 
libre o un alcohol) en condiciones que permiten que el polipéptido funcione. Puede medirse una disminución en el 
nivel del sustrato o un aumento en el nivel de un ácido graso y/o un producto de derivado de ácido graso para 
determinar la actividad éster sintasa/aciltransferasa. 

La variante de polipéptido de éster sintasa puede comprender la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18, 24, 
25 ó 26, con una o más sustituciones de aminoácido no conservadas pero sigue teniendo actividad éster sintasa y/o 25 
aciltransferasa. El residuo de glicina en la posición 395 puede sustituirse por un residuo de aminoácido básico, en el 
que la variante de éster sintasa resultante conserva o tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada, en 
relación con la de una éster sintasa nativa o silvestre. En un caso particular, el residuo de glicina en la posición 395 
de SEQ ID NO: 18 se sustituye por una arginina o una lisina, en el que la variante de éster sintasa resultante tiene 
actividad éster sintasa y/o aciltransferasa mejorada, en relación con la actividad de la éster sintasa silvestre de SEQ 30 
ID NO: 18. 

El polipéptido puede comprender una o más sustituciones de aminoácido conservadas. El polipéptido puede tener 
aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 o más sustituciones, adiciones, 
inserciones o deleciones de aminoácidos. El polipéptido que comprende la una o más sustituciones, adiciones, 
inserciones o deleciones de aminoácidos puede conservar la misma actividad biológica que un polipéptido de SEQ 35 
ID NO: 18, 24, 25 ó 26. Tal como se usa en el presente documento, “que conserva una actividad biológica” se refiere 
a la conservación de un nivel detectable de esa actividad biológica, en vez de la conservación del mismo nivel de 
una actividad. Por ejemplo, el polipéptido que comprende una o más sustituciones, adiciones, inserciones o 
deleciones de aminoácidos tiene actividad éster sintasa y/o aciltransferasa. Por ejemplo, el polipéptido puede 
catalizar la conversión de tioésteres en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos tales como ésteres grasos, 40 
usando alcoholes como sustratos. Los sustratos de tioéster adecuados incluyen, por ejemplo, tioésteres grasos tales 
como acil graso-CoA o acil graso-ACP. En otro ejemplo, el polipéptido puede catalizar la conversión de un ácido 
graso libre en un éster graso usando un alcohol como sustrato. Los sustratos de alcohol adecuados incluyen, por 
ejemplo, alcoholes de cadena larga o corta tales como metanol, etanol, propanol, butanol, pentanol, hexanol, 
heptanol, octanol, decanol, dodecanol, tetradecanol o hexadecanol. 45 

En determinadas realizaciones, la invención se refiere a métodos de producción de un ácido graso o un derivado de 
ácido graso tal como, por ejemplo, un éster graso, en el que el método incluye expresar en una célula huésped un 
gen o polinucleótido que codifica para una variante de éster sintasa, ES9 (n.º de registro de GenBank ABO21021, 
SEQ ID NO: 18), en el que la célula huésped expresa un nivel atenuado de una tioesterasa, o en el que la 
tioesterasa está delecionada funcionalmente. Se proporcionan métodos de producción de un ácido graso o un 50 
derivado de ácido graso tal como, por ejemplo, un éster graso, en el que método incluye expresar en una célula 
huésped un gen que codifica para una variante de ES9 (SEQ ID NO: 18), en el que la célula huésped expresa un 
nivel atenuado de una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa, o en el que la acil-
CoA sintasa está delecionada funcionalmente. Se proporcionan métodos de producción de un ácido graso o un 
derivado del mismo, en el que el método incluye expresar en una célula huésped un gen que codifica para una 55 
variante de ES9 (SEQ ID NO: 18), en el que la célula huésped expresa niveles atenuados de una tioesterasa, una 
enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa o ambas, o en el que la tioesterasa, la acil-
CoA sintasa o ambas están delecionadas funcionalmente. La célula huésped puede no tener actividad tioesterasa o 
actividad acil-CoA sintasa detectable. 

La variante de éster sintasa puede comprender una sustitución en el residuo de aminoácido correspondiente a la 60 
posición 395 de SEQ ID NO: 18. La variante comprende un residuo de aminoácido básico en la posición 395, que 

ES 2 536 240 T3

 



37 

reemplaza al residuo de glicina en esa posición de SEQ ID NO: 18. Por ejemplo, el residuo de aminoácido básico 
puede ser un residuo de lisina o uno de arginina. La variante puede tener una actividad éster sintasa y/o 
aciltransferasa igual o mejorada, en relación con la del el polipéptido de SEQ ID NO: 18. 

Se proporcionan métodos de producción de un ácido graso o un derivado de ácido graso en los que el método 
incluye expresar en una célula huésped un polinucleótido que codifica para una variante de éster sintasa ES9, en los 5 
que la célula huésped expresa además un nivel atenuado de tioesterasa, una acil-CoA sintasa o ambas, o en los 
que la tioesterasa, la acil-CoA sintasa o ambas, están delecionadas funcionalmente. La variante de éster sintasa 
puede comprender una sustitución en el residuo de aminoácido correspondiente a la posición 395 de SEQ ID NO: 18 
y una o más de otras sustituciones, adiciones, inserciones o deleciones de aminoácidos, y la variante tiene actividad 
éster sintasa y/o aciltransferasa. La variante puede catalizar la conversión de sustratos de tioéster y/o sustrato de 10 
alcohol en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. La variante puede catalizar la conversión de ácidos grasos 
libres en ésteres grasos. 

El polipéptido de éster sintasa o una variante del mismo puede tener de aproximadamente 200 aminoácidos a 
aproximadamente 2.000 aminoácidos de longitud, por ejemplo, desde aproximadamente 250 hasta 
aproximadamente 1500 residuos de aminoácido de longitud, desde aproximadamente 300 hasta aproximadamente 15 
1200 residuos de aminoácido de longitud, desde aproximadamente 350 hasta aproximadamente 1000 residuos de 
aminoácido de longitud, desde aproximadamente 400 hasta aproximadamente 800 residuos de aminoácido de 
longitud o desde aproximadamente 450 hasta aproximadamente 600 residuos de aminoácido de longitud. El 
polipéptido de éster sintasa que se produce de manera natural puede tener aproximadamente 300 residuos de 
aminoácido de longitud o más, por ejemplo, aproximadamente 400 residuos de aminoácido de longitud o más o 20 
aproximadamente 450 residuos de aminoácido de longitud o más. El polipéptido de éster sintasa o la variante del 
mismo tiene aproximadamente 1000 residuos de aminoácido de longitud o menos, por ejemplo, aproximadamente 
800 residuos de aminoácido de longitud o menos, aproximadamente 700 residuos de aminoácido de longitud o 
menos o aproximadamente 600 residuos de aminoácido de longitud o menos. Una éster sintasa a modo de ejemplo 
tiene aproximadamente 500 residuos de aminoácido de longitud. 25 

Se describen éster sintasas adicionales que pueden usarse en la solicitud de patente PCT titulada “Production of 
Fatty Acid Derivatives”, presentada simultáneamente con el presente documento, con el número de expediente del 
apoderado 2001235.150WO1. 

Anticuerpos frente a polipéptidos de éster sintasa 

Los polipéptidos de éster sintasa descritos en el presente documento pueden usarse para producir anticuerpos 30 
dirigidos frente a polipéptidos de éster sintasa. Pueden usarse tales anticuerpos, por ejemplo, para detectar la 
expresión de un polipéptido de éster sintasa usando métodos conocidos en la técnica. El anticuerpo puede ser, por 
ejemplo, un anticuerpo policlonal; un anticuerpo monoclonal o fragmento de unión a antígeno del mismo; un 
anticuerpo modificado tal como un anticuerpo quimérico, anticuerpo reconformado, anticuerpo humanizado, o 
fragmento de los mismos (por ejemplo, Fab’, Fab, F(ab’)2); o un anticuerpo biosintético, por ejemplo, un anticuerpo 35 
de cadena sencilla, anticuerpo de un solo domino (DAB), Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), o similares. 

Se describen métodos de preparación y uso de anticuerpos policlonales y monoclonales, por ejemplo, en Harlow et 
al., Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol I. Cold Spring Harbor Laboratory (1 de diciembre de 
1998). En la técnica se conocen métodos para preparar anticuerpos modificados y fragmentos de anticuerpo (por 
ejemplo, anticuerpos quiméricos, anticuerpos reconformados, anticuerpos humanizados, o fragmentos de los 40 
mismos, por ejemplo, fragmentos Fab’, Fab, F(ab’)2); o anticuerpos biosintéticos (por ejemplo, anticuerpos de 
cadena sencilla, anticuerpos de un solo dominio (DAB), Fv, Fv de cadena sencilla (scFv), y similares), y pueden 
encontrarse, por ejemplo, en Zola, Monoclonal Antiobodies: Preparation and Use of Monoclonal Antibodies and 
Engineered Antibody Derivatives, Springer Verlag (15 de diciembre del 2000; 1ª edición). 

Sustratos 45 

Las composiciones y los métodos descritos en el presente documento pueden usarse para producir ácidos grasos 
y/o derivados de ácidos grasos, por ejemplo, a partir de tioésteres y alcoholes, o a partir de ácidos grasos libres y 
alcoholes, que pueden producirse a su vez a partir de sustratos apropiados en la misma célula huésped. Sin querer 
restringirse a ninguna teoría, se cree que el huésped de producción modificado de manera recombinante puede 
modificarse para aumentar la producción de sustratos de tioéster tales como, por ejemplo, acil-CoA o acil-ACP, de 50 
ácidos grasos libres o de sustratos de alcohol adecuados tales como, por ejemplo, alcoholes grasos. Además, el 
huésped de producción modificado de manera recombinante puede modificarse para reducir el catabolismo de 
ácidos grasos o derivados de ácidos grasos y/o productos intermedios en las rutas de biosíntesis de ácidos grasos, 
o para reducir la inhibición por retroalimentación en puntos específicos en la misma ruta. Además de modificar los 
genes descritos en el presente documento, pueden desviarse recursos celulares adicionales a la sobreproducción de 55 
ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. Por ejemplo, pueden atenuarse las rutas de lactato, succinato y/o 
acetato, y pueden sobreexpresarse acetil-CoA carboxilasas (codificadas por genes acc). Las modificaciones en el 
huésped de producción pueden lograrse, por ejemplo, a través de alteraciones genómicas, adición de sistemas de 
expresión recombinante o combinaciones de los mismos. 
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En la figura 1A se representa una ruta representativa de biosíntesis de ácidos grasos y/o derivados de ácidos 
grasos. Las siguientes secciones describen las etapas en estas rutas. Se catalizan diferentes etapas en la ruta 
mediante una variedad de enzimas. Cada etapa dentro de una ruta que conduce a la producción de un ácido graso 
y/o un sustrato de derivado de ácido graso puede modificarse para producir o sobreproducir el sustrato de interés. 
Por ejemplo, pueden expresarse, sobreexpresarse o atenuarse genes conocidos implicados en la ruta de biosíntesis 5 
de ácidos grasos en una célula huésped para producir el sustrato deseado (véase, por ejemplo, el enfoque descrito 
en el documento PCT/US08/05877). Los genes a modo de ejemplo que pueden server como puntos de cambio 
incluyen, sin limitación, accA (EC 6.4.1.2), accB (EC 6.4.1.2), accC (EC 6.4.1.2, EC 6.3.4.14), accD (EC 6.4.1.2), 
aceE (EC 1.2.4.1), aceF (EC 2.3.1.12), fabD (EC 2.3.1.39), fabG (EC 1.1.1.100), fabH (EC 2.3.1.180), panD (EC 
4.1.1.11), pank (EC 2.7.1.33), pdh (EC 1.2.4.1), udhA (EC 1.6.1.1). 10 

Ácido graso sintasa (FAS) es un grupo de polipéptidos que catalizan el inicio y la elongación de cadenas de acilo 
(Marrakchi et al., Biochemical Society, 30:1050-1055 (2002)). La proteína portadora de acilo (ACP) junto con las 
enzimas en la ruta de FAS controlan la longitud, el grado de saturación y la ramificación de los ácidos grasos 
producidos. Las etapas en esta ruta se catalizan por enzimas de las familias de genes de biosíntesis de ácidos 
grasos (fab) y acetil-CoA carboxilasa (acc) (véase, por ejemplo, Heath et al., Prog. Lipid Res. 40(6):467-97 (2001)). 15 
Dependiendo del producto deseado, pueden atenuarse o sobreexpresarse uno o más de estos genes. 

Pueden modificarse por ingeniería genética células huésped para expresar sustratos de derivado de ácido graso 
expresando o sobreexpresando de manera recombinante uno o más genes de ácido graso sintasa, tales como 
genes de acetil-CoA y/o malonil-CoA sintasa. Por ejemplo, para aumentar la producción de acetil-CoA, pueden 
expresarse o sobreexpresarse uno o más de los siguientes genes en una célula huésped: pdh, panK, aceEF (que 20 
codifica para el componente de deshidrogenasa E1p y el componente de dihidrolipoamida aciltransferasa E2p de los 
complejos de piruvato y 2-oxoglutarato deshidrogenasa), fabH, fabD, fabG, acpP, y fabF. Los números de registro de 
GenBank a modo de ejemplo para estos genes se enumeran entre paréntesis tras los nombres de los genes: pdh 
(BAB34380, AAC73227, AAC73226), panK (también conocido como coaA, AAC96952), aceEF (AAC73227, 
AAC73226), fabH (AAC74175), fabD (AAC74176), fabG (AAC74177), acpP (AAC74178), fabF (AAC74179). 25 

Adicionalmente, los niveles de expresión de fadE, gpsA, ldhA, pflb, adhE, pta, poxB, ackA y/o ackB pueden reducirse 
o delecionarse funcionalmente en el microorganismo modificado por ingeniería genética mediante transformación 
con plásmidos condicionalmente replicativos o no replicativos que contienen mutaciones nulas o por deleción de los 
genes correspondientes o sustituyendo secuencias de promotor o potenciador. Los números de registro de GenBank 
a modo de ejemplo para estos genes se enumeran entre paréntesis: fadE (AAC73325), gspA (AAC76632), ldhA 30 
(AAC74462), pflb (AAC73989), adhE (AAC74323), pta (AAC75357), poxB (AAC73958), ackA (AAC75356) y ackB 
(BAB81430). En una realización a modo de ejemplo, la expresión de fadE se atenúa o se deleciona funcionalmente 
en una célula huésped de producción de la presente invención. Los huéspedes de producción modificados por 
ingeniería genética resultantes pueden producir niveles aumentados de acetil-CoA cuando se cultivan en un entorno 
apropiado. 35 

De manera similar, puede efectuarse la sobreproducción de malonil-CoA modificando por ingeniería genética el 
huésped de producción tal como se describió con accABCD (por ejemplo, n.º de registro de GenBank AAC73296, 
clasificada como EC 6.4.1.2) incluido en el plásmido sintetizado de novo. Puede lograrse la sobreproducción de 
ácidos grasos incluyendo además una secuencia de ADN que codifica para lipasas (por ejemplo, n.

os
 de registro de 

GenBank: CAA89087, CAA98876), en el plásmido sintetizado de novo. 40 

Las células huésped resultantes, en algunas realizaciones, sobreexpresan acetil-CoA de manera que su 
concentración intracelular aumenta en más de aproximadamente 2 veces, por ejemplo, en más de aproximadamente 
5 veces o más de aproximadamente 10 veces, en relación con los niveles de expresión nativos de acetil-CoA. 

Puede verificarse la sobreproducción de acetil-CoA y malonil-CoA usando métodos conocidos en la técnica, por 
ejemplo, usando precursores radiactivos, HPLC y CG-EM tras la lisis celular. 45 

Adicionalmente, el mutante D311E de PlsB (por ejemplo, n. º de registro de GenBank AAC77011) puede usarse para 
aumentar la cantidad de acil-CoA disponible. 

Además, puede efectuarse la sobreexpresión de un gen sfa (supresor de FabA, por ejemplo, n. º de registro de 

GenBank AAN79592) en un huésped de producción para aumentar la producción de ácidos grasos monoinsaturados 
(Rock et al., J. Bacteriology 178:5382-5387 (1996)). 50 

En un modelo de procedimiento microbiano típico para la síntesis de ácidos grasos y derivados de ácidos grasos, se 
convierten acetil-CoA y malonil-CoA a través de una serie de etapas para formar las cadenas de acil-ACP. Entonces 
se convierte acil-ACP por medio de una serie de etapas enzimáticas alternativas en diversos productos finales, 
incluyendo derivados de ácidos grasos. Por ejemplo, normalmente se convierte acil-ACP en ésteres grasos 
mediante las reacciones consecutivas combinadas de una tioesterasa, una acil-CoA ligasa/sintetasa y una éster 55 
sintasa. Una limitación al uso comercial de estas enzimas en una ruta metabólica es el requisito de hidrólisis de ACP 
para producir ácidos grasos que posteriormente se reactivan para producir los sustratos de acil graso-CoA, lo que 
requiere al menos dos etapas enzimáticas y el gasto de energía metabólica a partir de enlaces de fosfoanhídrido. Se 
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ha descubierto que los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos tales como, por ejemplo, ésteres grasos, 
pueden producirse en presencia de una éster sintasa, evitando las participaciones de una tioesterasa, y/o evitando la 
participación de una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa. Este enfoque más 
económico y eficaz mitiga la pérdida de ATP provocada por una ruta por lo demás de múltiples etapas. 
Específicamente, se ha descubierto que una éster sintasa adecuada, en ausencia de una tioesterasa coexpresada, 5 
y/o una enzima de degradación de ácidos grasos coexpresada tal como una acil-CoA sintasa, puede utilizar 
eficazmente tioésteres tales como acil-ACP o acil-CoA, ácidos grasos libres y/o alcoholes tales como alcoholes de 
cadena corta o larga, como sustratos para producir ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos deseables en 
condiciones apropiadas. 

Un experto habitual en la técnica puede determinar la idoneidad de usar una enzima éster sintasa particular para 10 
producir directamente ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos a partir de sustratos de tioéster. El ejemplo 14 
describe ensayos representativos que pueden usarse, entre otros métodos adecuados, para determinar si se 
produce un ácido graso y/o derivados de ácidos grasos y/o la cantidad que se produce en un sistema de producción 
dado. 

Pueden utilizarse diversas éster sintasas para producir directamente ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos, 15 
en presencia o en ausencia de una tioesterasa, y/o en presencia o en ausencia de una enzima de degradación de 
ácidos grasos tal como, por ejemplo, una acil-CoA sintasa. Por ejemplo, la expresión o sobreexpresión de una éster 
sintasa que puede catalizar la producción directa de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos en una cepa 
huésped recombinante. Esto puede usarse para complementar la producción de derivados de ácidos grasos cuando 
la cepa también expresa una tioesterasa y/o una enzima de degradación de ácidos grasos. Por ejemplo, en 20 
ocasiones en las que los ácidos grasos libres son productos no deseados de un procedimiento de producción de 
ésteres grasos, los ácidos grasos libres pueden convertirse en ésteres grasos usando las éster sintasas, las 
variantes, las células huésped y los microorganismos y los métodos en el presente documento. Adicionalmente, la 
expresión de una éster sintasa que puede catalizar la producción directa de ácidos grasos y/o derivados de ácidos 
grasos tales como ésteres grasos en una célula huésped recombinante puede usarse cuando no hay expresión de 25 
tioesterasa o es baja. 

El término “tioesterasa” se refiere a una enzima que tiene actividad tioesterasa. Las tioesterasas incluyen tioéster 
hidrolasas, que se identifican como miembros de la clasificación de enzimas E.C. 3.1.2 y pueden obtenerse a partir 
de una variedad de fuentes. Se describen tioesterasas vegetales, por ejemplo, en Voelker & Davies, J. Bact., 176 
(23): 7320-27 (1994), las patentes estadounidenses n.

os
 5.667.997 y 5.455.167. También pueden obtenerse 30 

tioestarasas a partir de fuentes microbianas, tales como las descritas en Akoh et al., Prog. Lipid Res., 43(6):534-52 

(2004); Diczfalusy & Alexson, Arch. Biochem. Biophys., 334(1):104-12 (1996); Larson & Kolattukudy, Arch. Biochem. 
Biophys., 237(1):27-37(1985); Lawson et al., Biochemistry 33(32):9382-88 (1994); Lee et al., Eur. J. Biochem., 184 
(1):21-28 (1989); Naggert et al., J. Biol. Chem., 266(17):11044-50 (1991); Nie et al., Biochemistry, 47 (29):7744-51 
(2008); Seay & Lueking, Biochemistry 25(9): 2480-85 (1986); Spencer et al., J. Biol. Chem., 253(17):5922-26 (1978); 35 
y Zhuang et al., Biochemistry 47(9):2789-96 (2008). También pueden obtenerse tioesterasas a partir, por ejemplo, de 
fuentes de cianobacterianas, algas, mamíferos, insectos y fúngicas. Una tioesterasa puede tener actividad distinta 
de actividad tioesterasa, por ejemplo actividad proteolítica o actividad de hidrólisis de éster de oxígeno. Una 
tioesterasa particularmente útil es la enzima ‘TesA (también denominada “tioesterasa I” o “tioesterasa sin secuencia 
líder”) de E. coli, que es una versión truncada de la enzima serina tioesterasa TesA de longitud completa que se 40 
describe en Cho & Cronan, J. Biol. Chem., 268(13): 9238-45 (1992). Un polipéptido de ‘TesA de E. coli comprende 
182 aminoácidos, y es el producto de una reacción de escisión en la que se elimina la secuencia líder de 26 
aminoácidos de TesA de E. coli. 

El término “actividad tioesterasa” se refiere a la capacidad para catalizar una reacción de escisión de tioéster, que 
implica habitualmente la hidrólisis de un tioéster en un grupo tiol para dar un ácido y un tiol, pero también puede 45 
incluir una etapa de transesterificación en la que se escinde un enlace tioéster y se forma un nuevo enlace éster. En 
general, una acil-ACP tioesterasa puede catalizar la escisión hidrolítica de tioésteres de acil graso-proteína 
portadora de acilo y/o tioésteres de acil graso-CoA. Los ejemplos de enzimas que tienen actividad tioesterasa 
incluyen acetil-CoA hidrolasa, palmitoil-CoA hidrolasa, succinil-CoA hidrolasa, formil-CoA hidrolasa, acil-CoA 
hidrolasa, palmitoil-proteína tioesterasa y ubiquitin tiolesterasa. La actividad tioesterasa puede establecerse 50 
mediante cualquiera de los siguientes ensayos: 

Ensayo de hidrólisis de acil-CoA: 

Se usan un tampón Tris-HCl, 0,1 M, pH 8,0; palmitoil-CoA, 5 M; DTNB, 0,01 M en tampón fosfato de potasio 0,1 M, 
pH 7,0 para preparar una mezcla de ensayo completa. La mezcla de ensayo contiene por tanto una concentración 

final de 10 mol de tampón Tris-HCl, pH 8,0, 0,05 mol de DTNB y 0,01 mol de palmitoil-CoA. Entonces se mezcla 55 
la mezcla de ensayo completa con la tioesterasa, en un volumen final de 2,0 ml. Se mide la tasa de escisión del 
sustrato acil-CoA monitorizando el cambio en absorbancia a 412 nm, usando un coeficiente de extinción molar de 
13.600 M

-1
cm

-1
. 

Ensayo in vivo: 
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Tras la expresión de la proteína de interés, se acidifica el cultivo, que tiene posiblemente actividad tioesterasa, con 
HCl 1 N hasta un pH final de aproximadamente 2,5 y luego se extrae con un volumen igual de acetato de butilo. Se 
derivatizan los ácidos grasos libres en la fase orgánica con BSTFA (N,O-bis(trimetil(silil)trifluoroacetamida) y TMCS 
al 1% (trimetilclorosilano) para generar los respectivos ésteres de TMS (trimetilsililo), que entonces se analizan en un 
cromatógrafo de gases equipado con un detector de ionización de llama. 5 

Ensayo de 4-MU-6S-Palm-Glc: 

En primer lugar se prepara una disolución de sustrato de 20 l. La disolución de sustrato contiene MU-6S-Palm--

Glc 0,64 mM, ditiotreitol 15 mM, Triton X-100 al 0,375% (p/v) y 0,1 U de -glucosidasa de almendras en tampón 
fosfato/citrato de McIlvain, pH 4,0. Entonces se mezcla una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad 

tioesterasa con la disolución de sustrato. Se incuba la mezcla de reacción durante 1 hora a 37ºC. Se añade -10 
glucosidasa de almendras exógena para hidrolizar el producto intermedio de reacción, MU-6-tio--glucósido, 

cuantitativamente. Se termina la reacción de hidrólisis mediante la adición de 200 l de carbonato de sodio 0,5 M, 
pH 10,7, que contiene Triton X-100 al 0,025%, y se mide la fluorescencia de la 4-metilumbeliferona (MU) liberada en 

un fluorómetro (ex = 372, em = 445 nm). 

Ensayo de lisofosfolipasa: 15 

Se prepara una mezcla de reacción que contiene 10 l de una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad 

tioesterasa mezclada con 10 l de 1-oleoil-fosfatidiletanolamina 3 mM, 25 l de Tris-HCl 100 mM (pH 7,0) y 5 l de 
EDTA 5 mM. Se termina la reacción con la adición de 1,5 ml de CHCl3:CH3OH (1:2), seguido por la adición de agua 
para llevar el volumen acuoso total hasta 0,9 ml. Entonces se analiza la fase orgánica mediante cromatografía en 
capa fina junto con patrones adecuados, usando placas preparadas a partir de 40 g de gel de sílice H suspendido en 20 
95 ml de tetraborato de sodio 1 mM. El sistema de disolventes consiste en CHCl3:CH3OH:H2O (95:35:5). 

Ensayo de sustrato de proteasa: 

Se prepara una mezcla de reacción que contiene 10 l de una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad 

tioesterasa mezclada con 800 l de Tris-HCl 12,5 mM (pH 8,0) que contiene Triton X-100 al 0,25% y 10 l de Cbz-
Phe-ONp disuelto en DMSO. Se mide el p-nitrofenol liberado por medio de escisión del sustrato monitorizando la 25 
absorbancia a 405 nm. 

Ensayo de hidrólisis de acil graso-PNP: 

Se prepara en primer lugar una disolución de reactivo que contiene Triton X-100 al 2% en fosfato de sodio 50 mM, 
pH 7,0 y C12-p-nitrofenol 10 mM (acil-PNP) en acetona. Entonces se prepara una disolución de trabajo de C12-PNP 

mezclando 600 l de C12-PNP 10 mM en 9,4 ml de tampón fosfato. Se realiza el ensayo añadiendo 40 l de la 30 
disolución de trabajo de acil-PNP a cada pocillo de una placa de 96 pocillos, seguido por la adición rápida de 40 ml 
de la mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad tioesterasa. Se mezcla la disolución durante 15 segundos, y 
se lee el cambio de absorbancia a 405 nm en un lector de placas de microtitulación a 25ºC. 

Formación de éster a partir de tioéster: 

Se prepara una mezcla de reacción que contiene una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad 35 
tioesterasa, miristoil-CoA 100 M, metanol al 10% (v/v) y fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0. Se incuba la mezcla de 
reacción durante 1 hora a 20ºC y se termina con la adición de HCl 1 N para disminuir el pH hasta aproximadamente 
2,5. Se extrae la mezcla con un volumen igual de acetato de etilo y se determina la cantidad de éster graso 
producido por medio de CG-EM u otros métodos convencionales tales como CG-FID, CL-EM o cromatografía en 
capa fina. 40 

Formación de éster a partir de éster: 

Se prepara una mezcla de reacción que contiene una mezcla de cultivo que tiene posiblemente actividad 

tioesterasa, lauroil-CoA 300 M, metanol al 10% (v/v) y fosfato de sodio 50 mM, pH 7,0. Se incuba la mezcla de 
reacción durante 1 hora a 20ºC y se termina con la adición de HCl 1 N para disminuir el pH hasta aproximadamente 
2,5. Se extrae la mezcla con un volumen igual de acetato de etilo y se determina la cantidad de éster laurílico 45 
producido por medio de CG-EM u otros métodos convencionales tales como CG-FID, CL-EM o cromatografía en 
capa fina. 

Por tanto, puede atenuarse y/o delecionarse funcionalmente una tioesterasa endógena de las células huésped de la 
presente invención. En determinadas realizaciones la tioesterasa se selecciona del grupo que consiste en tesA, 
‘tesA, fatB1, fatB2, fatB3, fatA1, fatA y atfata. En la tabla 1 se enumeran ejemplos no limitativos de tioesterasas y 50 
células huésped. 
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Tabla 1: Tioesterasas 

Número de registro  Organismo fuente Gen 

AAC73596  E. coli  tesA sin secuencia líder 

AAC73555  E. coli  tesB  

Q41635, AAA34215  Umbellularia california  fatB  

AAC49269 Cuphea hookeriana  fatB2  

Q39513; AAC72881  Cuphea hookeriana  fatB3  

Q39473, AAC49151  Cinnamonum camphorum  fatB  

CAA85388  Arabidopsis thaliana  fatB [M141T]*  

NP 189147; NP 193041  Arabidopsis thaliana  fatA  

CAC39106  Bradyrhiizobium japonicum  fatA  

AAC72883  Cuphea hookeriana fatA  

AAL79361  Helianthus annus  fatA1 

* Mayer et al., BMC Plant Biology 7:1-11 (2007) 

En otros casos, se producen ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos en una célula huésped que contiene una 
o más mutaciones que se producen de manera natural que dan como resultado un nivel aumentado de ácidos 
grasos y/o derivados de ácidos grasos en la célula huésped. En algunos casos, la célula huésped se modifica por 5 
ingeniería genética para aumentar el nivel de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos en la célula huésped en 
relación con una célula huésped silvestre correspondiente. Por ejemplo, la célula huésped puede modificarse por 
ingeniería genética para expresar un nivel reducido de una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una 
acil-CoA sintasa en relación con una célula huésped silvestre correspondiente. En una realización, el nivel de 
expresión de uno o más genes (por ejemplo, un gen de acil-CoA sintasa) se atenúa o se deleciona funcionalmente 10 
modificando por ingeniería genética una célula huésped “deficiente”. 

Puede reducirse o delecionarse funcionalmente cualquier gen conocido de acil-CoA sintasa en una célula huésped. 
Los ejemplos no limitativos de genes de acil-CoA sintasa incluyen fadD, fadK, BH3103, yhfL, Pfl-4354, EAV15023, 
fadD1, fadD2, RPC_4074, fadDD35, fadDD22, faa3p o el gen que codifica para la proteína ZP_01644857. Los 
ejemplos específicos de genes de acil-CoA sintasa incluyen fadDD35 de M. tuberculosis H37Rv [NP_217021], 15 
fadDD22 de M. tuberculosis H37Rv [NP_217464], fadD de E. coli [NP_416319], fadK de E. coli [YP_416216], fadD 
de Acinetobacter sp. ADP1 [YP_045024], fadD de Haemophilus influenza RdkW20 [NP_438551], fadD de 
Rhodopseudomonas palustris Bis B18 [YP_533919], BH3101 de Bacillus halodurans C-125 [NP_243969], Pfl-4354 
de Pseudomonas fluorescens Pfo-1 [YP_350082], EAV15023 de Comamonas testosterone KF-1 [ZP_01520072], 
yhfL de B. subtilis [NP_388908], fadD1 de P. aeruginosa PAO1 [NP_251989], fadD1 de Ralstonia solanacearum 20 
GM1 1000 [NP_520978], fadD2 de P. aeruginosa PAO1 [NP_251990], el gen que codifica para la proteína 
ZP_01644857 de Stenotrophomonas maltophilia R551-3, faa3p de Saccharomyces cerevisiae [NP_012257], fallp de 
Saccharomyces cerevisiae [NP_014962], lcfA de Bacillus subtilis [CAA99571], o los descritos en Shockey et al., 
Plant. Physiol. 129:1710-1722 (2002); Caviglia et al., J. Biol. Chem. 279:1163-1169 (2004); Knoll et al., J. Biol. 
Chem. 269(23):16348-56 (1994); Johnson et al., J. Biol. Chem. 269: 18037-18046 (1994); y Black et al., J. Biol 25 
Chem. 267: 25513-25520 (1992). 

Los sustratos de alcohol pueden suministrarse a las células huésped. En realizaciones alternativas, cuando se usan 
alcoholes grasos como sustratos, los sustratos de alcohol graso pueden prepararse por la célula huésped 
coexpresando uno o más genes de biosíntesis de aldehídos grasos y/o uno o más genes de biosíntesis de alcoholes 
grasos. Pueden introducirse genes de biosíntesis de aldehídos grasos heterólogos en la célula huésped, o pueden 30 
modificarse genes de biosíntesis de aldehídos grasos endógenos de manera que se sobreexpresan en la célula 
huésped. Los genes de biosíntesis de aldehídos grasos adecuados incluyen, sin limitación, los que codifican para 
ácido carboxílico reductasas y variantes, por ejemplo, de una cualquiera de SEQ ID NO: 54-97. También pueden 
introducirse genes de biosíntesis de alcoholes grasos heterólogos en la célula huésped, o pueden modificarse genes 
de biosíntesis de alcoholes grasos endógenos de manera que se sobreexpresan en la célula huésped. Los genes de 35 
biosíntesis de alcoholes grasos adecuados incluyen, sin limitación, los que codifican para alcohol deshidrogenasas y 
variantes, por ejemplo, de una cualquiera de SEQ ID NO: 98-147. Pueden prepararse sustratos de alcohol graso por 
la célula huésped coexpresando uno o más genes de acil-ACP reductasa y/o uno o más genes de biosíntesis de 
alcoholes grasos. Pueden introducirse genes de acil-ACP reductasa heterólogos en la célula huésped, o pueden 
modificarse genes de acil-ACP reductasa endógenos de manera que se sobreexpresan en la célula huésped. Los 40 
genes de acil-ACP reductasa adecuados incluyen, sin limitación, los que codifican para acil-ACP reductasas y 
variantes, por ejemplo, de una cualquiera de SEQ ID NO: 148-156. Métodos, células huésped y microorganismos de 
producción de alcoholes grasos se han descrito previamente, por ejemplo, en la publicación de patente internacional 
n. º WO/2010/042664. 

Los polipéptidos de éster sintasa y variantes pueden catalizar la conversión de un ácido graso libre en un éster graso 45 
en presencia de sustratos de alcohol adecuados. Por consiguiente, cuando un ácido graso libre no es un producto 
deseado, los polipéptidos de éster sintasa y variantes de la invención pueden usarse para reducir la cantidad de 
ácido graso libre generado durante la producción de ésteres grasos convirtiéndolos en ésteres grasos. 
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Formación de ácidos grasos ramificados y/o derivados de ácidos grasos 

Pueden producirse ácidos grasos y derivados de los mismos que contienen puntos de ramificación usando tioéster 
ramificado y/o alcohol ramificado como sustratos. Por ejemplo, aunque E. coli produce de manera natural ácidos 
grasos de cadena lineal (sFA), puede modificarse por ingeniería genética E. coli para producir ácidos grasos de 
cadena ramificada (brFA) y/o derivados de brFA introduciendo y expresando o sobreexpresando genes heterólogos 5 
que proporcionan precursores ramificados en la E. coli (por ejemplo, familias de genes bkd, ilv, icm y fab). 

Adicionalmente, puede modificarse por ingeniería genética una célula huésped para expresar o sobreexpresar genes 
que codifican para proteínas para la elongación de brFA (por ejemplo, ACP, FabF, etc.) o derivados, y/o para 
delecionar o atenuar los genes correspondientes de la célula huésped que conducen normalmente a ácidos grasos 
y/o derivados de ácidos grasos de cadena lineal. 10 

La primera etapa en la formación de brFA o derivados de brFA es la producción de los -cetoácidos 
correspondientes mediante una aminoácido de cadena ramificada aminotransferasa. Las células huésped pueden 
incluir de manera endógena genes que codifican para tales enzimas o tales genes pueden introducirse de manera 
recombinante o heteróloga. E. coli, por ejemplo, expresa de manera endógena una enzima de este tipo, IlvE (EC 
2.6.1.42; número de registro de GenBank YP_026247). En algunas células huésped, puede no expresarse una 15 
aminoácido de cadena ramificada aminotransferasa heteróloga. Sin embargo, IlvE de E. coli o cualquier otra 
aminoácido de cadena ramificada aminotransferasa (por ejemplo, IlvE de Lactococcus lactis (registro de GenBank 
AAF34406), IlvE de Pseudomonas putida (número de registro de GenBank NP_745648) o IlvE de Streptomyces 
coelicolor (número de registro de GenBank NP_629657)), si no es endógena, puede introducirse. 

La producción de -cetoácidos puede lograrse usando los métodos descritos en Atsumi et al., Nature 451:86-89 20 
(2008). Por ejemplo, puede producirse 2-cetoisovalerato sobreexpresando los genes que codifican para IlvI, IlvH, 
IlvC o IlvD. En otro ejemplo, puede producirse 2-ceto-3-metil-valerato sobreexpresando los genes que codifican para 
IlvA y IlvI, IlvH (o AlsS de Bacillus subtilis), IlvC, IlvD o sus homólogos correspondientes. Puede producirse 2-ceto-4-
metil-pentanoato sobreexpresando los genes que codifican para IlvI, IlvH, IlvC, IlvD y LeuA, LeuB, LeuC, LeuD, o 
sus homólogos correspondientes. 25 

La segunda etapa es la descarboxilación oxidativa de los -cetoácidos para dar la correspondiente acil-CoA de 

cadena ramificada. Esta reacción puede catalizarse por un complejo de -cetoácido de cadena ramificada 
deshidrogenasa (bkd; EC 1.2.4.4.) (Denoya et al., J. Bacteriol. 177:3504, (1995), que consiste en las subunidades 

E1/ (descarboxilasa), E2 (dihidrolipoil transacilasa) y E3 (dihidrolipoil deshidrogenasa). Estos complejos de -

cetoácido de cadena ramificada deshidrogenasa son similares a complejos de piruvato y -cetoglutarato 30 
deshidrogenasa. Puede usarse cualquier microorganismo que comprenda brFA y/o componentes celulares de brFA 
y/o pueda crecer sobre aminoácidos de cadena ramificada como fuente para aislar genes bkd para su expresión en 
células huésped, por ejemplo, E. coli. Además, E. coli tiene el componente E3 como parte de su complejo de 
piruvato deshidrogenasa (lpd, EC 1.8.1.4, número de registro de GenBank NP_414658). Por tanto, puede ser 

suficiente expresar sólo los genes E1 / y E2 bkd. La tabla 2 enumera ejemplos no limitativos de genes bkd de 35 
varios microorganismos que pueden introducirse y expresarse de manera heteróloga o recombinante en una célula 
huésped para proporcionar precursores de acil-CoA de cadena ramificada. 

Tabla 2: Genes Bkd de microorganismos seleccionados 

Organismo  Gen N.º de registro de GenBank  

Streptomyces coelicolor  bkdA1 (E1)  

bkdB1 (E1)  
bkdC1 (E2)  

NP_628006  
NP_628005  
NP_638004  

Streptomyces coelicolor  bkdA2 (E1)  

bkdB2 (E1)  
bkdC2 (E2)  

NP_733618  
NP_628019  
NP_628018  

Streptomyces avermitilis  bkdA (E1a)  
bkdB (E1b)  
bkdC (E2)  

BAC72074  
BAC72075  
BAC72076  

Streptomyces avermitilis  bkdF (E1)  

bkdG (E1)  
bkdH (E2)  

BAC72088  
BAC72089  
BAC72090  

Bacillus subtilis  bkdAA (E1)  

bkdAB (E1)  
bkdB (E2)  

NP_390288  
NP_390288  
NP_390288  

Pseudomonas putida  bkdA1 (E1)  

bkdA2 (E1)  
bkdC (E2)  

AAA65614  
AAA65615  
AAA65617  

En otro ejemplo, puede prepararse isobutiril-CoA en una célula huésped, por ejemplo en E. coli, a través de la 
coexpresión de una crotonil-CoA reductasa (Ccr, EC 1.6.5.5, 1.1.1.1) e isobutiril-CoA mutasa (subunidad grande 40 
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IcmA, EC 5.4.99.2; subunidad pequeña IcmB, EC 5.4.99.2) (Han y Reynolds, J. Bacteriol. 179:5157 (1997)). Crotonil-
CoA es un producto intermedio en la biosíntesis de ácidos grasos en E. coli y otros microorganismos. En la tabla 3 
se enumeran ejemplos no limitativos de genes ccr e icm de microorganismos seleccionados. 

Tabla 3: Genes ccr e icm de microorganismos seleccionados 

Organismo Gen N.º de registro de GenBank  

Streptomyces coelicolor  ccr  
icmA  
icmB  

NP_630556  
NP_629554  
NP_630904  

Streptomyces cinnamonensis  ccr  
icmA  
icmB  

AAD53915  
AAC08713  
AJ246005  

Además de la expresión de los genes bkd, el inicio de la biosíntesis de brFA usa proteína portadora de -cetoacil-5 
acilo sintasa III (FabH, EC 2.3.1.41) con especificidad por acil-CoA de cadena ramificada (Li et al., J. Bacteriol. 
187:3795-3799, 2005). En la tabla 4 se enumeran ejemplos no limitativos de enzimas FabH. Pueden expresarse en 
una célula huésped genes fabH que están implicados en la biosíntesis de ácidos grasos de cualquier 

microorganismo u organismo que contiene brFA. Las enzimas Bkd y FabH de células huésped que no preparan de 
manera natural brFA no pueden respaldar la producción de brFA. Por tanto, bkd y fabH pueden expresarse de 10 
manera recombinante o heteróloga. Pueden insertarse vectores que contienen los genes bkd y/o fabH en una célula 
huésped de este tipo. De manera similar, el nivel endógeno de la producción de Bkd y FabH puede no ser suficiente 
para producir brFA. En este caso, pueden sobreexpresarse el bkd y/o fabH endógenos. O el bkd y/o fabH 
endógenos pueden delecionarse funcionalmente y reemplazarse por un bkd y/o fabH heterólogos. Preferiblemente, 
el bkd y/o fabH heterólogos que se introducen en una célula huésped codifican para enzimas BKD y/o FabH más 15 
eficaces que las codificadas por el bkd y/o fabH endógenos. Adicionalmente, pueden expresarse o sobreexpresarse 

otros componentes de la ruta de biosíntesis de ácidos grasos, tales como proteínas portadoras de acilo (ACP) y 

proteína portadora de -cetoacil-acilo sintasa II (fabF, EC 2.3.1.41) (en la tabla 4 se enumeran ejemplos no 

limitativos). Además de expresar estos genes, algunos genes en la ruta de biosíntesis de ácidos grasos endógena 
pueden atenuarse en la célula huésped (por ejemplo, los genes de E. coli fabH (n.º de registro de GenBank 20 
NP_415609) y/o fabF (n.º de registro de GenBank NP_415613)).  

Tabla 4: Genes fabH, ACP y fabF de microorganismos seleccionados con brFA 

Organismo Gen N.º de registro de GenBank 

Streptomyces coelicolor  fabH1 
acp  
fabF  

NP_626634  
NP_626635  
NP_626636  

Streptomyces avermitilis  fabH3  
fabC3 (acp)  
fabF  

NP_823466  
NP_823467  
NP_823468  

Bacillus subtilis  fabH_A  
fabH_B  
acp 
fabF  

NP_389015  
NP_388898  
NP_389474  
NP_389016  

Stenotrophomonas maltophilia SmalDRAFT_0818 (fabH) 
SmalDRAFT_0821 (acp) 
SmalDRAFT_0822 (fabF)  

ZP_01643059  
ZP_01643063  
ZP_01643064  

Legionella pneumophila  fabH  
acp  
fabF  

YP_123672  
YP_123675  
YP_123676  

Formación de ácidos grasos cíclicos y/o derivados de ácidos grasos 

Pueden producirse ácidos grasos cíclicos y/o derivados de los mismos tales como, por ejemplo, ésteres grasos 
cíclicos, usando sustratos cíclicos adecuados. Para producir sustratos cíclicos, pueden introducirse genes que 25 
proporcionan precursores cíclicos (por ejemplo, las familias de genes ans, chc y plm) en la célula huésped y 
expresarse para permitir el inicio de la biosíntesis de ácidos grasos a partir de precursores cíclicos. Por ejemplo, 

para convertir una célula huésped, tal como E. coli, en una que puede sintetizar derivados de ácidos grasos -

cíclicos (cyFA), puede introducirse un gen que proporciona el precursor cíclico ciclohexilcarbonil-CoA (CHC-CoA) 
(Cropp et al., Nature Biotech. 18:980-983, (2000)) y expresarse en la célula huésped. Los ejemplos no limitativos de 30 
genes que proporcionan CHC-CoA en E. coli incluyen: ansJ, ansK, ansL, chcA y ansM de la agrupación de genes de 
ansatrienina de Streptomyces collinus (Chen et al., Eur. J. Biochem. 261: 98-107, (1999)) o plmJ, plmK, plmL, chcA y 
plmM de la agrupación de genes de foslactomicina B de Streptomyces sp. HK803 (Palaniappan et al., J. Biol. Chem. 
278:35552-35557, (2003)) junto con el gen chcB (Patton et al., Biochem. 39:7595-7604, (2000)) de S. collinus, S. 
avermitilis o S. coelicolor (véase la tabla 5). Los genes enumerados en la tabla 4 pueden expresarse entonces para 35 
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permitir el inicio y la elongación de ácidos grasos -cíclicos. Alternativamente, pueden aislarse los genes homólogos 
de microorganismos que fabrican cyFA y expresarse en una célula huésped (por ejemplo, E. coli).  

Tabla 5: Genes para la síntesis de CHC-CoA 

Organismo Gen N.º de registro de GenBank  

Streptomyces collinus  ansJK  
ansL  
chcA  
ansM 
chcB  

U72144*  
 
 
 
AF268489  

Streptomyces sp. HK803  pmlJK  
pmlL  
chcA  
pmlM  

AAQ84158  
AAQ84159  
AAQ84160  
AAQ84161  

Streptomyces coelicolor  chcB/caiD  NP_629292  

Streptomyces avermitilis  chcB/caiD  NP_629292  

*Sólo se indica chcA como entrada en GenBank U72144, ansJKLM son según Chen et al. (Eur. J. Biochem. 261:98-
107, 1999). 5 

Los genes enumerados en la tabla 4, anterior (fabH, ACP y fabF) permiten el inicio y la elongación de ácidos grasos 

-cíclicos porque tienen una amplia especificidad de sustrato. Si la coexpresión de cualquiera de estos genes con 
los genes enumerados en la tabla 5 no proporciona cyFA, entonces pueden aislarse homólogos de fabH, ACP y/o 
fabF de microorganismos que fabrican cyFA (por ejemplo, los enumerados en la tabla 6) (por ejemplo, usando 
cebadores de PCR degenerados o sondas de secuencias de ADN heterólogas) y coexpresarse.  10 

Tabla 6: Ejemplos no limitativos de microorganismos que contienen ácidos grasos -cíclicos 

Organismo Referencia 

Curtobacterium pusillum  ATCC19096  

Alicyclobacillus acidoterrestris  ATCC49025  

Alicyclobacillus acidocaldarius  ATCC27009  

Alicyclobacillus cycloheptanicus *  Moore, J. Org. Chem. 62: págs. 2173, 1997.  

*Usa cicloheptilcarbonil-CoA y no ciclohexilcarbonil-CoA como precursor para la biosíntesis de cyFA. 

Niveles de saturación de ácidos grasos y derivados de ácidos grasos 

El grado de saturación en ácidos grasos y/o derivados de los mismos puede controlarse regulando el grado de 
saturación de productos intermedios. Por ejemplo, las familias de genes sfa, gns y fab pueden expresarse, 15 
sobreexpresarse o expresarse a niveles reducidos para controlar la saturación de ácidos grasos. Los genes a modo 
de ejemplo incluyen, sin limitación, fabB (EC 2.3.1.41), fabK (EC 1.3.1.9), fabL (EC 1.3.1.9), fabM (EC 4.2.1.17), que 
pueden usarse en los métodos y las células huésped descritos en el presente documento. 

Por ejemplo, pueden modificarse por ingeniería genética células huésped para producir ácidos grasos y/o derivados 
de ácidos grasos insaturados modificando por ingeniería genética el huésped de producción para sobreexpresar 20 
fabB o haciendo crecer el huésped de producción a bajas temperaturas (por ejemplo, menos de 37ºC). FabB tiene 

preferencia por cis-3decenoil-ACP y da como resultado la producción de ácidos grasos insaturados en E. coli. La 
sobreexpresión de fabB da como resultado la producción de un porcentaje significativo de ácidos grasos y/o 
derivados de ácidos grasos insaturados (de Mendoza et al., J. Biol. Chem. 258:2098-2101 (1983)). El gen fabB 
puede insertarse y expresarse en células huésped que no tienen de manera natural el gen. Estos ácidos grasos y/o 25 
derivados de ácidos grasos insaturados pueden usare entonces como productos intermedios en células huésped. 

En otros casos, puede delecionarse un represor de la biosíntesis de ácidos grasos, por ejemplo, fabR (n.º de registro 
de GenBank NP_418398), lo que también dará como resultado un aumento de la producción de ácidos grasos y/o 
derivados de ácidos grasos insaturados en E. coli (Zhang et al., J. Biol. Chem. 277:15558 (2002)). Pueden hacerse 
deleciones similares en otras células huésped. Puede lograrse un aumento adicional en ácidos grasos insaturados, 30 
por ejemplo, mediante la sobreexpresión de fabM (trans-2, cis-3-decenoil-ACP isomerasa, n.º de registro de 
GenBank DAA05501) y la expresión controlada de fabK (trans-2-enoil-ACP reductasa II, n.º de registro de GenBank 
NP_357969) a partir de Streptococcus pneumoniae (Marrakchi et al., J. Biol. Chem. 277: 44809 (2002)), al mismo 
tiempo que se deleciona fabI de E. coli (trans-2-enoil-ACP reductasa, n.º de registro de GenBank NP_415804). En 
algunos ejemplos, el gen fabF endógeno puede atenuarse, amentando así el porcentaje de palmitoleato (C16:1) 35 
producido. 

Aún en otros ejemplos, pueden modificarse por ingeniería genética células huésped para producir ácidos grasos 
saturados reduciendo la expresión de un gen sfa, gns o fab. 
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Por ejemplo, puede modificarse por ingeniería genética una célula huésped para expresar un nivel disminuido de 
fabA y/o fabB. En algunos casos, la célula huésped puede hacerse crecer en presencia de ácidos grasos 

insaturados. En otros casos, la célula huésped puede modificarse por ingeniería genética adicionalmente para 
expresar o sobreexpresar un gen que codifica para una enzima desaturasa. Un ejemplo no limitativo de una 
desaturasa es DesA de B. subtilis (AF037430). En la técnica se conocen otros genes que codifican para enzimas 5 
desaturasa y pueden usarse en las células huésped y los métodos descritos en el presente documento, tales como 
desaturasas que usan acil-ACP, tal como hexadecanoil-ACP u octadecanoil-ACP. 

Modificación por ingeniería genética de células huésped para producir ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos 

Pueden usarse diversas células huésped para producir ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos, tal como se 
describe en el presente documento. Una célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por 10 
ejemplo, un polipéptido descrito en el presente documento puede expresarse en células bacterianas (tales como E. 
coli), células de insecto, células de levadura o de mamífero (tales como células de ovario de hámster chino (CHO), 
células COS, células VERO, células BHK, células HeLa, células Cv1, células MDCK, células 293, células 3T3 o 
células PC12). Otras células huésped a modo de ejemplo incluyen células de los miembros del género Escherichia, 
Bacillus, Lactobacillus, Rhodococcus, Pseudomonas, Aspergillus, Trichoderma, Neurospora, Fusarium, Humicola, 15 
Rhizomucor, Kluyveromyces, Pichia, Mucor, Myceliophtora, Penicillium, Phanerochaete, Pleurotus, Trametes, 
Chrysosporium, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Yarrowia o Streptomyces. Aún otras células huésped a 
modo de ejemplo pueden ser una célula de Bacillus lentus, Bacillus brevis, Bacillus stearothermophilus, Bacillus 
licheniformis, Bacillus alkalophilus, Bacillus coagulans, Bacillus circulans, Bacillus pumilis, Bacillus thuringiensis, 
Bacillus clausii, Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Trichoderma koningii, Trichoderma 20 
viride, Trichoderma reesei, Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus awamori, Aspergillus fumigates, Aspergillus 
foetidus, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Humicola insolens, Humicola lanuginose, 
Rhizomucor miehei, Mucor michei, Streptomyces lividans, Streptomyces murinus o Actinomycetes. Otras células 

huésped son células huésped de cianobacterias. 

La célula huésped puede ser una célula de E. coli célula, una célula de Saccharomyces cerevisiae o una célula de 25 
Bacillus subtilis. La célula huésped puede ser de las cepas de E. coli B, C, K o W. Los expertos en la técnica 
conocen otras células huésped adecuadas. 

Pueden usarse diversos métodos bien conocidos en la técnica para modificar por ingeniería genética células 
huésped para producir ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. Los métodos pueden incluir el uso de 
vectores, preferiblemente vectores de expresión, que contienen un ácido nucleico que codifica para un polipéptido 30 
de éster sintasa descrito en el presente documento, variante de polipéptido, o un fragmento del mismo. Los expertos 
en la técnica apreciarán que pueden usarse una variedad de vectores virales (por ejemplo, vectores retrovirales, 
vectores lentivirales, vectores adenovirales y vectores virales adenoasociados) y vectores no virales en los métodos 
descritos en el presente documento. 

Los vectores de expresión recombinante descritos en el presente documento incluyen un ácido nucleico descrito en 35 
el presente documento en una forma adecuada para la expresión del ácido nucleico en una célula huésped. Los 
vectores de expresión recombinantes pueden incluir una o más secuencias de control, seleccionadas basándose en 
la célula huésped que va a usarse para la expresión. La secuencia de control está operativamente unida a la 
secuencia de ácido nucleico que va a expresarse. Tales secuencias de control se describen, por ejemplo, en 
Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Las 40 
secuencias de control incluyen aquéllas que dirigen la expresión constitutiva de una secuencia de nucleótidos en 
muchos tipos de células huésped y aquéllas que dirigen la expresión de la secuencia de nucleótidos sólo en 
determinadas células huésped (por ejemplo, secuencias reguladoras específicas de tejido). Los expertos en la 
técnica apreciarán que el diseño del vector de expresión puede depender de factores tales como la elección de la 
célula huésped que va a transformarse, el nivel de expresión de proteína deseado, etc. Los vectores de expresión 45 
descritos en el presente documento pueden introducirse en células huésped para producir polipéptidos, incluyendo 
polipéptidos de fusión, codificados por los ácidos nucleicos tal como se describe en el presente documento. 

Pueden diseñarse vectores de expresión recombinante para la expresión de un polipéptido de biosíntesis de ácidos 
grasos o variante en células procariotas o eucariotas (por ejemplo, células bacterianas, tales como E. coli, células de 
insecto (por ejemplo, usando vectores de expresión de baculovirus), células de levadura o células de mamífero). Se 50 
comentan adicionalmente células huésped adecuadas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in 
Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA (1990). Alternativamente, el vector de expresión recombinante 
puede transcribirse y traducirse in vitro, por ejemplo, usando secuencias reguladoras de promotor de T7 y 
polimerasa de T7. 

La expresión de polipéptidos en procariotas, por ejemplo, E. coli, se lleva a cabo con la mayor frecuencia con 55 
vectores que contienen promotores constitutivos o inducibles que dirigen la expresión de polipéptidos o bien de 
fusión o bien no de fusión. Los vectores de fusión añaden varios aminoácidos a un polipéptido codificado en los 
mismos, habitualmente en el extremo amino-terminal del polipéptido recombinante. Tales vectores de fusión sirven 
normalmente para tres fines: (1) aumentar la expresión del polipéptido recombinante; (2) aumentar la solubilidad del 
polipéptido recombinante; y (3) ayudar en la purificación del polipéptido recombinante actuando como ligando en la 60 
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purificación por afinidad. Con frecuencia, en vectores de expresión de fusión, se introduce un sitio de escisión 
proteolítica en la unión del resto de fusión y el polipéptido recombinante. Esto permite la separación del polipéptido 
recombinante del resto de fusión tras la purificación del polipéptido de fusión. Los ejemplos de tales enzimas, y sus 
secuencias de reconocimiento relacionadas, incluyen factor Xa, trombina y enterocinasa. Los vectores de expresión 
de fusión a modo de ejemplo incluyen pGEX (Pharmacia Biotech Inc; Smith et al., Gene 67:31-40 (1988)), pMAL 5 
(New England Biolabs, Ipswich, M.A.) y pRITS (Pharmacia, Piscataway, NJ), que fusionan glutatión S-transferasa 
(GST), proteína de unión a maltosa E o proteína A, respectivamente, al polipéptido recombinante diana. 

Los ejemplos de vectores de expresión de E. coli inducibles, no de fusión, incluyen pTrc (Amann et al., Gene 69:301-
315 (1988)) y pET 11d (Studier et al., Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, 
San Diego, CA 60-89 (1990)). La expresión génica diana a partir del vector pTrc se basa en la transcripción de ARN 10 
polimerasa del huésped a partir de un promotor de fusión de trp-lac híbrido. La expresión génica diana a partir del 
vector pET 11d se basa en la transcripción de un promotor de fusión de gn10-lac de T7 mediada por una ARN 
polimerasa viral coexpresada (gn1 de T7). Esta polimerasa viral se suministra por cepas huésped BL21(DE3) o 

HMS174(DE3) a partir de un profago  residente que aloja un gen gn1 de T7 bajo el control transcripcional del 
promotor lacUV 5. 15 

Una estrategia para maximizar la expresión de polipéptido recombinante es expresar el polipéptido en una célula 
huésped con una capacidad alterada para escindir proteolíticamente el polipéptido recombinante (véase Gottesman, 
Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA 119-128 (1990)). Otra 
estrategia es alterar la secuencia de ácido nucleico que va a insertarse en un vector de expresión de modo que los 
codones individuales para cada aminoácido son los usados preferiblemente en la célula huésped (Wada et al., 20 
Nucleic Acids Res. 20:2111-2118 (1992)). Tal alteración de secuencias de ácido nucleico puede llevarse a cabo 
mediante técnicas de síntesis de ADN convencionales. 

La célula huésped puede ser una célula de levadura. El vector de expresión puede ser un vector de expresión de 
levadura. Los ejemplos de vectores para la expresión en levadura S. cerevisiae incluyen pYepSec1 (Baldari et al., 
EMBO J. 6:229-234 (1987)), pMFa (Kurjan et al., Cell 30:933-943 (1982)), pJRY88 (Schultz et al., Gene 54:113-123 25 
(1987)), pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA) picZ (Invitrogen Corp, San Diego, CA) y pRS425 
(Christianson et al., Gene 110:119-122 (1992)). 

Alternativamente, puede expresarse un polipéptido descrito en el presente documento en células de insecto usando 
vectores de expresión de baculovirus. Los vectores de baculovirus disponibles para la expresión de proteínas en 
células de insecto en cultivo (por ejemplo, células Sf9) incluyen, por ejemplo, la serie pAc (Smith et al., Mol. Cell Biol. 30 
3:2156-2165 (1983)) y la serie pVL (Lucklow et al., Virology 170:31-39 (1989)). 

En aún otra realización, los ácidos nucleicos descritos en el presente documento pueden expresarse en células de 
mamífero usando un vector de expresión de mamífero. Los ejemplos de vectores de expresión de mamífero incluyen 
pCDM8 (Seed, Nature 329:840 (1987)) y pMT2PC (Kaufman et al., EMBO J. 6:187-195 (1987)). Cuando se usan en 
células de mamífero, las funciones de control del vector de expresión pueden proporcionarse por elementos 35 
reguladores virales. Por ejemplo, los promotores habitualmente usados se derivan de polioma, adenovirus 2, 
citomegalovirus y virus del simio 40. Otros sistemas de expresión adecuados para células tanto procariotas como 
eucariotas se describen en los capítulos 16 y 17 de Sambrook et al., eds., Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
2ª, ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989. 

Pueden introducirse vectores en células procariotas o eucariotas mediante técnicas de transformación o transfección 40 
convencionales. Tal como se usan en el presente documento, los términos “transformación” y “transfección” se 
refieren a una variedad de técnicas reconocidas en la técnica para introducir ácido nucleico foráneo (por ejemplo, 
ADN) en una célula huésped, incluyendo coprecipitación con fosfato de calcio o cloruro de calcio, transfección 
mediada por DEAE-dextrano, lipofección o electroporación. Pueden encontrarse métodos adecuados para 
transformar o transfectar células huésped, por ejemplo, en Sambrook et al. (citado anteriormente).  45 

Para la transformación estable de células bacterianas, se sabe que, dependiendo del vector de expresión y la 
técnica de transformación usados, sólo una pequeña fracción de células captarán y replicarán el vector de 
expresión. Con el fin de identificar y seleccionar estos transformantes, puede introducirse un gen que codifica para 
un marcador seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibióticos) en las células huésped junto con el gen de 
interés. Los marcadores seleccionables incluyen los que confieren resistencia a fármacos, tales como ampicilina, 50 
canamicina, cloranfenicol o tetraciclina. Pueden introducirse ácidos nucleicos que codifican para un marcador 
seleccionable en una célula huésped en el mismo vector que el que codifica para un polipéptido descrito en el 
presente documento o pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse células transfectadas de 
manera estable con el ácido nucleico introducido mediante selección con fármaco (por ejemplo, las células que han 
incorporado el gen de marcador seleccionable sobrevivirán, mientras que las otras células morirán). 55 

Para una transfección estable de células de mamífero, se sabe que, dependiendo del vector de expresión y la 
técnica de transfección usados, sólo una pequeña fracción de células puede integrar el ADN foráneo en su genoma. 
Con el fin de identificar y seleccionar estos integrantes, puede introducirse un gen que codifica para un marcador 
seleccionable (por ejemplo, resistencia a antibióticos) en las células huésped junto con el gen de interés. Los 
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marcadores seleccionables preferidos incluyen aquéllos que confieren resistencia a fármacos, tales como G418, 
higromicina y metotrexato. Pueden introducirse ácidos nucleicos que codifican para un marcador seleccionable en 
una célula huésped en el mismo vector que el que codifica para un polipéptido descrito en el presente documento o 
pueden introducirse en un vector separado. Pueden identificarse las células transfectadas de manera estable con el 
ácido nucleico introducido mediante selección con fármaco (por ejemplo, las células que han incorporado el gen de 5 
marcador seleccionable sobrevivirán, mientras que las otras células morirán). 

Proteínas de transporte 

Las proteínas de transporte pueden exportar polipéptidos (por ejemplo, éster sintasa) y compuestos orgánicos (por 
ejemplo, ácidos grasos, derivados de ácidos grasos) fuera de una célula huésped. Muchas proteínas de transporte y 
eflujo sirven para excretar una amplia variedad de compuestos y pueden modificarse de manera natural para ser 10 
selectivas para tipos particulares de hidrocarburos. 

Ejemplos no limitativos de proteínas de transporte adecuadas son proteínas de transporte de casete de unión a ATP 
(ABC), proteínas de eflujo y proteínas transportadoras de ácidos grasos (FATP). Los ejemplos no limitativos 
adicionales de proteínas de transporte adecuadas incluyen las proteínas de transporte de ABC de organismos tales 
como Caenorhabditis elegans, Arabidopsis thalania, Alkaligenes eutrophus y Rhodococcus erythropolis. Las 15 
proteínas de transporte de ABC a modo de ejemplo que pueden usarse incluyen sin limitación CER5, AtMRP5, 
AmiS2, AtPGP1, AcrA, AcrB, TolC, AcrE, AcrF, tll1618, tell1619 y tll0139. También pueden elegirse células huésped 
por su capacidad endógena para secretar compuestos orgánicos. La eficacia de la producción de compuestos 
orgánicos y secreción en el entorno de la célula huésped (por ejemplo, medio de cultivo, caldo de fermentación) 
puede expresarse como una razón de producto intracelular con respecto a producto extracelular. En algunos 20 
ejemplos, la razón puede ser de aproximadamente 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 ó 1:5. 

Fermentación 

La producción y el aislamiento de ácidos grasos y/o derivados de los mismos producidos según la presente 
divulgación pueden potenciarse empleando técnicas de fermentación beneficiosas. Un método para maximizar la 
producción al tiempo que se reducen los costes es aumentar el porcentaje de la fuente de carbono que se convierte 25 
en productos hidrocarbonados. 

Durante ciclos de vida celulares normales, se usa carbono en funciones celulares, tales como producción de lípidos, 
sacáridos, proteínas, ácidos orgánicos y ácidos nucleicos. Reducir la cantidad de carbono necesaria para 
actividades relacionadas con el crecimiento puede aumentar la eficacia de conversión de la fuente de carbono en 
producto. Esto puede lograrse, por ejemplo, haciendo crecer en primer lugar células huésped hasta una densidad 30 
deseada (por ejemplo, una densidad que se alcanza al máximo de la fase de crecimiento logarítmica). En tal punto, 
pueden emplearse genes de punto de control de la replicación para detener el crecimiento de células. 
Específicamente, pueden usarse mecanismos de percepción de quórum (revisado en Camilli et al., Science 
311:1113, (2006); Venturi FEMS Microbio. Rev. 30:274-291, (2006); y Reading et al., FEMS Microbiol. Lett. 254:1-
11, (2006)) para activar genes de punto de control, tales como p53, p21 u otros genes de punto de control. 35 

Los genes que pueden activarse para detener la replicación y el crecimiento celular en E. coli incluyen genes 
umuDC. La sobreexpresión de genes umuDC detiene la progresión desde la fase estacionaria hasta el crecimiento 
exponencial (Murli et al., J. of Bact. 182: 1127, (2000)). UmuC es una ADN polimerasa que puede llevar a cabo la 
síntesis translesión sobre lesiones no codificantes (la base mecanística de la mayoría de las mutagénesis por UV y 
químicas). Los productos del gen umuDC están implicados en el proceso de síntesis translesión y también sirven 40 
como un punto de control de daño de la secuencia de ADN. Los productos del gen umuDC incluyen UmuC, UmuD, 
umuD’, UmuD’2C, UmuD’2 y UmuD2. Simultáneamente, pueden activarse genes que producen productos, 
minimizando así la necesidad de usar rutas de replicación y mantenimiento mientras se prepara un aldehído graso. 
También pueden modificarse por ingeniería células huésped para expresar umuC y umuD de E. coli en pBAD24 bajo 
el sistema del promotor prpBCDE mediante síntesis de novo de este gen con los genes de producción de producto 45 
final apropiados. 

El porcentaje de carbonos introducidos convertidos en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos puede ser un 
impulsor de coste. Cuanto más eficaz es el proceso (es decir, mayor es el porcentaje de carbonos introducidos 
convertidos en ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos), menos caro será el proceso. Para fuentes de carbono 
que contienen oxígeno (por ejemplo, fuentes a base de glucosa y otros hidratos de carbono), el oxígeno debe 50 
liberarse en forma de dióxido de carbono. Por cada 2 átomos de oxígeno liberados, también se libera un átomo de 
carbono conduciendo a una eficacia metabólica teórica máxima de aproximadamente el 34% (p/p) (para productos 
derivados de ácidos grasos). Sin embargo, esta cifra cambia para otros compuestos orgánicos y fuentes de carbono. 
Las eficacias típicas en la bibliografía son aproximadamente inferiores al 5%. Las células huésped modificadas por 
ingeniería genética para producir ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos pueden tener una eficacia superior a 55 
aproximadamente el 1, 3, 5, 10, 15, 20, 25 y 30%. En un ejemplo, las células huésped pueden mostrar una eficacia 
de aproximadamente el 10% a aproximadamente el 25%. En otros ejemplos, tales células huésped pueden mostrar 
una eficacia de aproximadamente el 25% a aproximadamente el 30%. En otros ejemplos, las células huésped 
pueden mostrar una eficacia superior al 30%. 
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La célula huésped puede modificarse por ingeniería genética adicionalmente para expresar celulosomas 
recombinantes, tales como los descritos en la solicitud de PCT número PCT/US2007/003736. Estos celulosomas 
pueden permitir que la célula huésped use material celulósico como fuente de carbono. Por ejemplo, la célula 
huésped puede modificarse por ingeniería genética adicionalmente para expresar invertasas (EC 3.2.1.26) de modo 
que puede usarse sacarosa como fuente de carbono. De manera similar, la célula huésped puede modificarse por 5 
ingeniería genética usando las enseñanzas descritas en las patentes estadounidenses n.

os
 5.000.000; 5.028.539; 

5.424.202; 5.482.846 y 5.602.030; de modo que la célula huésped puede asimilar carbono eficazmente y usar 
materiales celulósicos como fuentes de carbono.  

En un ejemplo, la cámara de fermentación puede encerrar una fermentación que está experimentando una 
reducción continua. En este caso, puede crearse un entorno reductor estable. El equilibrio electrónico puede 10 
mantenerse mediante la liberación de dióxido de carbono (en forma gaseosa). Esfuerzos para aumentar el equilibrio 
de NAD/H y NADP/H también pueden facilitar la estabilización del equilibrio electrónico. También puede potenciarse 
la disponibilidad de NADPH intracelular modificando por ingeniería genética la célula huésped para expresar una 
NADH:NADPH transhidrogenasa. La expresión de una o más NADH:NADPH transhidrogenasas convierte la NADH 
producida en la glicólisis en NADPH, lo que puede potenciar la producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos 15 
grasos. 

Para la producción a pequeña escala, las células huésped modificadas por ingeniería genética pueden hacerse 
crecer en lotes de, por ejemplo, aproximadamente 100 ml, 500 ml, 1 l, 2 l, 5 l o 10 l; fermentarse; e inducirse para 
expresar los genes biosintéticos deseados basándose en los genes específicos codificados en los plásmidos 
apropiados. Para la producción a gran escala, las células huésped modificadas por ingeniería genética pueden 20 
hacerse crecer en lotes de aproximadamente 10 l, 100 l, 1000 l, 10.000 l, 100.000 l, 1.000.000 l o más; fermentarse; 
e inducirse para expresar los genes biosintéticos deseados basándose en los genes específicos codificados en los 
plásmidos apropiados o incorporados en el genoma de la célula huésped. 

Por ejemplo, un huésped de producción adecuado, tal como células de E. coli, que aloja plásmidos que contienen 
los genes biosintéticos deseados o que tiene los genes biosintéticos integrados en su cromosoma, puede incubarse 25 
en un reactor adecuado, por ejemplo un reactor de 1 l, durante 20 horas a 37ºC en medio M9 complementado con el 
2% de glucosa, carbenicilina y cloranfenicol. Cuando la DO600 del cultivo alcanza 0,9, el huésped de producción 
puede inducirse con IPTG para activar los sistemas génicos diseñados por ingeniería genética para la producción de 
ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos. Tras la incubación, puede extraerse el medio gastado y puede 
examinarse la fase orgánica para determinar la presencia de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos usando 30 
métodos de detección conocidos tales como, por ejemplo, CG-EM.  

En algunos casos, tras la primera hora de inducción, pueden extraerse alícuotas de no más de aproximadamente el 
10% del volumen celular total cada hora y dejarlas reposar sin agitación para permitir que los ésteres de ácidos 
grasos suban hasta la superficie y experimenten una precipitación o separación de fases espontánea. Entonces 
puede recogerse el componente de ácido graso / derivado de ácido graso y devolverse la fase acuosa a la cámara 35 
de reacción. La cámara de reacción puede hacerse funcionar de manera continua. Cuando la DO600 disminuye por 
debajo de aproximadamente 0,6, pueden sustituirse las células por un nuevo lote que se hizo crecer a partir de un 
cultivo de siembra.  

Glucosa 

En algunos casos, los métodos dados a conocer en el presente documento se realizan usando glucosa como fuente 40 
de carbono. En determinados casos, se hacen crecer microorganismos en un medio de cultivo que contiene una 
concentración de glucosa inicial de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 50 g/l, tal como de aproximadamente 
5 g/l a aproximadamente 20 g/l. En algunos casos, la concentración de glucosa del medio de cultivo disminuye 
desde la concentración de glucosa inicial a medida que los microorganismos consumen la glucosa, y se mantiene 
una concentración de glucosa de aproximadamente 0 g/l a aproximadamente 5 g/l en el medio de cultivo durante el 45 
procedimiento de producción de ácidos grasos / derivados de ácidos grasos. En determinados casos, la glucosa se 
alimenta a los microorganismos en una disolución de glucosa a de aproximadamente el 50% a aproximadamente el 
65%. 

En algunos casos, la tasa de alimentación de glucosa se fija para coincidir con la tasa de crecimiento de las células 
para evitar la acumulación en exceso de glucosa (es decir, >0% de glucosa) en el fermentador. En otros casos, se 50 
mantiene una baja concentración de glucosa en exceso (por ejemplo, de aproximadamente 2 g/l a aproximadamente 
5 g/l). 

En determinados casos, pueden producirse ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos a partir de hidratos de 
carbono distintos de glucosa, incluyendo pero sin limitarse a, fructosa, sacarosa hidrolizada, molasas hidrolizadas y 
glicerol. 55 

Procesamiento tras la producción  

Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos producidos durante la fermentación pueden separarse de los 
medios de fermentación. Puede usarse cualquier técnica conocida para separar ácidos grasos y/o derivados de 
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ácidos grasos de medios acuosos. Un procedimiento de separación a modo de ejemplo es un procedimiento de 
separación de dos fases (bifásico). Este procedimiento implica fermentar las células huésped modificadas por 
ingeniería genética en condiciones suficientes para producir un ácido graso y/o derivado de ácido graso, permitir que 
el ácido graso y/o derivado de ácido graso se recoja en una fase orgánica y separar la fase orgánica del caldo de 
fermentación acuoso. Este método puede ponerse en práctica en procedimientos de fermentación tanto continuos 5 
como discontinuos. 

La separación bifásica usa la relativa inmiscibilidad de los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos para facilitar 
la separación. Inmiscible se refiere a la relativa incapacidad de un compuesto de disolverse en agua y se define por 
el coeficiente de reparto del compuesto. Un experto habitual en la técnica apreciará que eligiendo un caldo de 
fermentación y una fase orgánica, de tal manera que el ácido graso y/o derivado de ácido graso que está 10 
produciéndose tiene un valor de logP alto, el ácido graso y/o derivado de ácido graso puede separarse en la fase 
orgánica, incluso a concentraciones muy bajas, en el recipiente de fermentación. 

Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos producidos mediante los métodos descritos en el presente 
documento pueden ser relativamente inmiscibles en el caldo de fermentación, así como en el citoplasma. Por tanto, 
los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos pueden recogerse en una fase orgánica o bien de manera 15 
intracelular o bien extracelular. La recogida de los productos en la fase orgánica puede reducir el impacto del ácido 
graso y/o derivado de ácido graso sobre la función celular y puede permitir que la célula huésped produzca más 
producto.  

Los métodos descritos en el presente documento pueden dar como resultado la producción de compuestos 
homogéneos en los que al menos aproximadamente el 60%, el 70%, el 80%, el 90% o el 95% de los ácidos grasos 20 
y/o derivados de ácidos grasos producidos tendrán longitudes de cadena de carbono que varían en menos de 
aproximadamente 8 carbonos, menos de aproximadamente 6 carbonos, menos de aproximadamente 4 carbonos o 
menos de aproximadamente 2 carbonos. Estos compuestos también pueden producirse con un grado de saturación 
relativamente uniforme. Estos compuestos pueden usarse directamente como combustibles, aditivos para 
combustibles, materiales de partida para la producción de otros compuestos químicos (por ejemplo, polímeros, 25 
tensioactivos, plásticos, materiales textiles, disolventes, adhesivos, etc.), o aditivos para el cuidado personal. Estos 
compuestos también pueden usarse como materia prima para reacciones posteriores, por ejemplo, hidrogenación, 
craqueo catalítico (por ejemplo, mediante hidrogenación, pirólisis o ambas), para preparar otros productos.  

Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos producidos usando métodos descritos en el presente documento 
pueden contener entre aproximadamente el 50% y aproximadamente el 90% de carbono; o entre aproximadamente 30 
el 5% y aproximadamente el 25% de hidrógeno. Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos producidos 
usando métodos descritos en el presente documento pueden contener entre aproximadamente el 65% y 
aproximadamente el 85% de carbono; o entre aproximadamente el 10% y aproximadamente el 15% de hidrógeno. 

Producción de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos usando métodos libres de células  

Determinados métodos descritos en el presente documento también engloban un ácido graso o un derivado del 35 
mismo producido usando un polipéptido de éster sintasa purificado, una variante o un fragmento del mismo descritos 
en el presente documento y un sustrato, proporcionado o producido mediante, por ejemplo, un método descrito en el 
presente documento. Por ejemplo, puede modificarse por ingeniería genética una célula huésped para expresar una 
éster sintasa adecuada, una variante o un fragmento de la misma, tal como se describe en el presente documento. 
La célula huésped puede cultivarse en condiciones que permiten la expresión del polipéptido de éster sintasa. 40 
Entonces pueden generarse extractos libres de células usando métodos conocidos. Por ejemplo, pueden lisarse las 
células huésped usando detergentes o mediante sonicación. Entonces pueden purificarse o purificarse 
sustancialmente los polipéptidos expresados usando métodos conocidos. Tras obtener los extractos libres de 
células, pueden proporcionarse sustratos descritos en el presente documento a los extractos libres de células e 
incubarse en condiciones que permiten la conversión de los sustratos en los ácidos grasos y/o derivados de ácidos 45 
grasos deseados. Entonces pueden separarse y purificarse los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos 
usando técnicas conocidas. Por consiguiente, pueden producirse ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos de la 
presente invención extracelularmente y aislarse in vitro. 

Bioproductos 

No se han producido bioproductos que comprenden compuestos orgánicos producidos biológicamente, 50 
particularmente ácidos grasos y derivados de ácidos grasos producidos biológicamente usando la ruta de biosíntesis 
de ácidos grasos, a partir de fuentes renovables y, como tales, son composiciones de materia nuevas. Estos nuevos 
bioproductos pueden distinguirse de los compuestos orgánicos derivados del carbono petroquímico basándose en la 
huella de carbono isotópico doble o la datación de 

14
C. Adicionalmente, la fuente específica de carbono de 

biofuentes (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante la huella de carbono isotópico doble 55 
(véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.º 7.169.588). 

La capacidad de distinguir bioproductos de compuestos orgánicos a base de petróleo es beneficiosa en el 
seguimiento de estos materiales en el comercio. Por ejemplo, pueden distinguirse productos químicos o compuestos 
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orgánicos que comprenden perfiles de isótopos de carbono tanto de base biológica como a base de petróleo de 
productos químicos y compuestos orgánicos preparados únicamente a partir de materiales a base de petróleo. Por 
tanto, puede realizarse un seguimiento de los presentes materiales en el comercio basándose en su perfil de 
isótopos de carbono único.  

Los bioproductos pueden distinguirse de los compuestos orgánicos a base de petróleo comparando la razón de 5 
isótopos de carbono estables (

13
C/

12
C) en cada combustible. La razón 

13
C/

12
C en un bioproducto dado es una 

consecuencia de la razón 
13

C/
12

C en el dióxido de carbono atmosférico en el momento de fijar el dióxido de carbono. 
También refleja la ruta metabólica precisa. También se producen variaciones regionales. El petróleo, las plantas de 
C3 (de hoja ancha), las plantas de C4 (las hierbas) y los carbonatos marinos muestran diferencias significativas en 
13

C/
12

C y los valores de 
13

C correspondientes. Además, los análisis de materia lipídica de plantas C3 y C4 son 10 
diferentes de los materiales derivados de componentes de hidratos de carbono de las mismas plantas como 
consecuencia de la ruta metabólica.  

Dentro de la precisión de la medición, 
13

C muestra grandes variaciones debido a efectos de fraccionamiento 
isotópico, el más significativo de los cuales para bioproductos es el mecanismo fotosintético. La principal causa de 
diferencias en la razón de isótopos de carbono en plantas está estrechamente asociada con diferencias en la ruta 15 
del metabolismo de carbono fotosintético en las plantas, particularmente la reacción que se produce durante la 
carboxilación primaria (es decir, la fijación inicial de CO2 atmosférico). Dos grandes clases de vegetación son las que 
incorporan el ciclo fotosintético “C3”(o de Calvin-Benson) y las que incorporan el ciclo fotosintético “C4” (o de Hatch-
Slack). 

En las plantas C3, la reacción de carboxilación o fijación de CO2 principal implica la enzima ribulosa-1,5-difosfato 20 
carboxilasa, y el primer producto estable es un compuesto de 3 carbonos. Las plantas C3, tales como de madera 
dura y coníferas, son dominantes en las zonas de clima templado. 

En las plantas C4, una reacción de carboxilación adicional que implica otra enzima, fosfoenol-piruvato carboxilasa, es 
la reacción de carboxilación principal. El primer compuesto de carbono estable es un ácido de 4 carbonos que 
posteriormente se descarboxila. El CO2 así liberado vuelve a fijarse en el ciclo C3. Ejemplos de plantas C4 son 25 
hierbas tropicales, maíz y caña de azúcar. 

Tanto las plantas C4 como C3 muestran un intervalo de razones isotópicas 
13

C/
12

C, pero los valores normales son de 
aproximadamente -7 a aproximadamente -13 por mil para plantas C4 y de aproximadamente -19 a aproximadamente 
-27 por mil para plantas C3 (véase, por ejemplo, Stuiver et al., Radiocarbon 19:355, 1977). El carbón y el petróleo se 
encuentran generalmente en este último intervalo. La escala de medición de 

13
C se definió originalmente por un 30 

ajuste a cero por la caliza Pee Dee Belemnite (PDB), en la que los valores se facilitan en partes por mil desviaciones 

a partir de este material. Los valores de “
13

C” se expresan en partes por mil (por mil), abreviado, %o, y se calculan 
de la siguiente manera: 


13

C (%o) = [(
13

C/
12

C)muestra - (
13

C/
12

C)patrón]/ (
13

C/
12

C)patrón x 1000 

Dado que el material de referencia (RM) PDB se ha agotado, se ha desarrollado una serie de RM alternativos en 35 
colaboración con IAEA, USGS, NIST, y otros laboratorios de isótopos internacionales seleccionados. Las 

anotaciones para las desviaciones por mil a partir de PDB son de 
13

C. Las mediciones se realizan con CO2 
mediante espectrometría de masas de razón estable de alta precisión (IRMS) con iones moleculares con masas de 
44, 45 y 46.  

Las composiciones descritas en el presente documento incluyen bioproductos producidos mediante cualquiera de 40 
los métodos descritos en el presente documento. Específicamente, el bioproducto puede tener una 

13
C de 

aproximadamente -28 o superior, aproximadamente -27 o superior, -20 o superior, -18 o superior, -15 o superior, -13 

o superior, -10 o superior o -8 o superior. Por ejemplo, el bioproducto puede tener una 
13

C de aproximadamente -30 
a aproximadamente -15, de aproximadamente -27 a aproximadamente -19, de aproximadamente -25 a 
aproximadamente -21, de aproximadamente -15 a aproximadamente -5, de aproximadamente -13 a 45 
aproximadamente -7 o de aproximadamente -13 a aproximadamente -10. En otros casos, el bioproducto puede tener 

una 
13

C de aproximadamente -10, -11, -12 o -12,3.  

Los bioproductos también pueden distinguirse de compuestos orgánicos a base de petróleo comparando la cantidad 
de 

14
C en cada compuesto. Dado que 

14
C tiene una semivida nuclear de 5730 años, los combustibles a base de 

petróleo que contienen carbono “más antiguo” pueden distinguirse de los bioproductos que contienen carbono “más 50 
reciente” (véase, por ejemplo, Currie, “Source Apportionment of Atmospheric Particles”, Characterization of 
Environmental Particles, J. Buffle y H. P. van Leeuwen, Eds., 1 de vol. I de IUPAC Environmental Analytical 
Chemistry Series (Lewis Publishers, Inc) (1992) 3-74). 

La suposición básica en la datación de radiocarbono es que la constancia de la concentración de 
14

C en la atmósfera 
conduce a la constancia de 

14
C en los organismos vivos. Sin embargo, debido a pruebas nucleares atmosféricas 55 

desde 1950 y al quemado de combustible fósil desde 1850, 
14

C ha adquirido una segunda característica temporal 
geoquímica. Su concentración en el CO2 atmosférico, y por tanto en la biosfera viva, aproximadamente se duplicó en 
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el máximo de las pruebas nucleares, a mediados de la década de 1960. Desde entonces ha vuelto gradualmente a 
la tasa de isótopos (

14
C/

12
C) inicial cosmogénica (atmosférica) en estado estacionario de aproximadamente 1,2 x 

10
-12

, con una “semivida” de relajación aproximada de 7-10 años. (Esta última semivida no debe interpretarse de 
manera literal; en vez de eso, debe usarse la función de introducción/degradación nuclear atmosférica detallada para 
rastrear la variación de 

14
C atmosférico y biosférico desde el inicio de la era nuclear). 5 

Esta última característica temporal de 
14

C biosférico es la que mantiene la promesa de una datación anual de 
carbono biosférico reciente. 

14
C puede medirse mediante espectrometría de masas con acelerador (AMS), con 

resultados facilitados en unidades de “fracción de carbono moderno” (fM). fM se define por el National Institute of 
Standards and Technology (NIST) Standard Reference Materials (SRM) 4990B y 4990C. Tal como se usa en el 
presente documento, la “fracción de carbono moderno” o “fM” tiene el mismo significado que el definido por el 10 
National Institute of Standards and Technology (NIST) Standard Reference Materials (SRM) 4990B y 4990C, 
conocidos como patrones de ácidos oxálicos HOxI y HOxII, respectivamente. La definición fundamental se refiere a 
0,95 veces la razón de isótopos 

14
C/

12
C de HOxI (denominado AD 1950). Esto es aproximadamente equivalente a la 

madera previa a la revolución industrial corregida para la degradación. Para la biosfera viva actual (material vegetal), 
fM es de aproximadamente 1,1. 15 

Se proporciona un bioproducto que comprende un ácido graso y/o un derivado de ácido graso producido según los 
métodos en el presente documento que puede tener una fM de 

14
C de al menos aproximadamente 1. Por ejemplo, el 

bioproducto puede tener una fM de 
14

C de al menos aproximadamente 1,01, una fM de 
14

C de aproximadamente 1 a 
aproximadamente 1,5, una fM de 

14
C de aproximadamente 1,04 a aproximadamente 1,18 o una fM de 

14
C de 

aproximadamente 1,111 a aproximadamente 1,124. 20 

Otra medición de 
14

C se conoce como el porcentaje de carbono moderno, pMC. Para un arqueólogo o geólogo que 
usa dataciones de 

14
C, AD 1950 es igual a “cero años de edad”. Esto también representa 100 pMC. El “carbono 

bomba” en la atmósfera alcanzó casi el doble del nivel normal en 1963 en el máximo de las armas termonucleares. 
Su distribución dentro de la atmósfera se ha aproximado desde su aparición, mostrando valores que son superiores 
a 100 pMC para plantas y animales vivos desde AD 1950. Ha disminuido gradualmente a lo largo del tiempo, siendo 25 
el valor actual próximo a 107,5 pMC. Esto significa que un material de biomasa reciente, tal como maíz, tendrá una 
firma de 

14
C próxima a 107,5 pMC. Los compuestos a base de petróleo tendrán un valor de pMC de cero. Combinar 

carbono fósil con carbono actual dará como resultado una dilución del contenido de pMC actual. Suponiendo que 
107,5 pMC representa el contenido de 

14
C de los materiales de biomasa actuales y 0 pMC representa el contenido 

de 
14

C de los productos a base de petróleo, el valor de pMC medido para ese material reflejará las proporciones de 30 
los dos tipos de componentes. Por ejemplo, un material derivado al 100% de semillas de soja actuales dará una 
firma de radiocarbono próxima a 107,5 pMC. Si ese material se diluyó al 50% con productos a base de petróleo, 
dará una firma de radiocarbono de aproximadamente 54 pMC. 

Un contenido de carbono de base biológica se deriva asignando “el 100%” igual a 107,5 pMC y “el 0%” igual a 
0 pMC. Por ejemplo, una muestra que mide 99 pMC dará un contenido de carbono de base biológica equivalente del 35 
93%. Este valor se denomina el resultado de carbono de base biológica medio y supone que todos los componentes 
dentro del material analizado se originaron o bien de material biológico actual o bien de material a base de petróleo. 

Un bioproducto que comprende un ácido graso y/o derivado de ácido graso producido según los métodos descritos 
en el presente documento puede tener un pMC de al menos aproximadamente 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 
98, 99 ó 100. En otros casos, un ácido graso y/o derivado de ácido graso descrito en el presente documento puede 40 
tener un pMC de entre aproximadamente 50 y aproximadamente 100; aproximadamente 60 y aproximadamente 100; 
aproximadamente 70 y aproximadamente 100; aproximadamente 80 y aproximadamente 100; aproximadamente 85 
y aproximadamente 100; aproximadamente 87 y aproximadamente 98; o aproximadamente 90 y aproximadamente 
95. En aún otros casos, un bioproducto que comprende un ácido graso y/o derivado de ácido graso puede tener un 
pMC de aproximadamente 90, 91, 92, 93, 94 ó 94,2.  45 

Por ejemplo, los ácidos grasos y/o derivados de los mismos producidos mediante los métodos descritos en el 
presente documento pueden usarse como biocombustibles. Por ejemplo, los ácidos grasos y/o derivados de los 
mismos tal como se describen en el presente documento pueden usarse por sí solos o como un componente de 
biodiésel. Los ácidos grasos y/o derivados de los mismos producidos según los métodos en el presente documento 
también pueden usarse como, o como componentes o materias primas de, diversos productos químicos industriales, 50 
incluyendo sin limitación, aditivos para combustibles. El biocombustible o los productos químicos industriales 

resultantes son bioproductos y por tanto tendrán una 
13

C de aproximadamente -28 o superior, aproximadamente 
-27 o superior, -20 o superior, -18 o superior, -15 o superior, -13 o superior, -10 o superior, o -8 o superior. Por 

ejemplo, el bioproducto puede tener una 
13

C de aproximadamente -30 a aproximadamente -15, de 
aproximadamente -27 a aproximadamente -19, de aproximadamente -25 a aproximadamente -21, de 55 
aproximadamente -15 a aproximadamente -5, de aproximadamente -13 a aproximadamente -7, o de 
aproximadamente -13 a aproximadamente -10. Además, el biocombustible o los productos químicos industriales 
resultantes tendrán una fM 

14
C de al menos aproximadamente 1. Por ejemplo, el bioproducto puede tener una fM 

14
C 

de al menos aproximadamente 1,01, una fM 
14

C de aproximadamente 1 a aproximadamente 1,5, una fM 
14

C de 
aproximadamente 1,04 a aproximadamente 1,18, o una fM de 

14
C de aproximadamente 1,111 a aproximadamente 60 

1,124. 
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Composiciones de combustible 

Los ácidos grasos y/o derivados de los mismos producidos según los métodos y las composiciones en el presente 
documento presentan diversas características ventajosas para su uso como combustible. Un experto habitual en la 
técnica apreciará que, dependiendo del propósito previsto del combustible, diferentes ácidos grasos y/o derivados de 
los mismos pueden tener ventajas en comparación con otros ácidos grasos y/o derivados. Por ejemplo, los ácidos 5 
grasos ramificados y/o derivados de los mismos pueden ser más deseables como combustibles para automóviles o 
componentes de combustibles para automóviles que están previstos para usos en climas fríos. De manera similar, 
para determinadas aplicaciones, puede ser ventajoso producir un combustible que esté o bien más o menos 
oxigenado o bien más o menos saturado. 

Usando los métodos descritos en el presente documento, pueden producirse combustibles que comprenden ácidos 10 
grasos relativamente homogéneos y/o derivados de los mismos que, al mismo tiempo, tienen las características y 
cualidades deseadas. Tales combustibles a base de ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos pueden 
caracterizarse por la huella de carbono, y también es ventajosa su falta de impurezas, cuando se comparan con 
combustibles derivados de petróleo o biodiésel derivado de triglicéridos. Los combustibles a base de ácidos grasos 
y/o derivados de ácidos grasos pueden combinarse con otros combustibles o aditivos para combustibles para 15 
producir composiciones de combustible alternativas que tienen las propiedades deseadas. 

Los huéspedes y métodos de producción dados a conocer en el presente documento pueden usarse para producir 
ácidos grasos libres y/o diversos derivados de ácidos grasos. Los huéspedes y métodos de producción dados a 
conocer en el presente documento pueden usarse para producir un título o rendimiento superior y/o mejorado de 
ácidos grasos libres y/o derivados de ácidos grasos, incluyendo, por ejemplo, ésteres grasos. El porcentaje de 20 
ácidos grasos libres en el producto producido por el huésped de producción puede ser de al menos 
aproximadamente el 1%, por ejemplo, al menos aproximadamente el 2%, el 3%, el 4%, el 5%, el 6%, el 7%, el 8%, el 
9%, el 10%, el 15%, el 20% o el 25%. El porcentaje de derivados de ácidos grasos en el producto producido por el 
huésped de producción puede ser de al menos aproximadamente el 50%, por ejemplo, al menos aproximadamente 
el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85% o el 90%. La razón de derivado de ácido graso con respecto 25 
a ácidos grasos libres en el producto producido por el huésped de producción puede ser de aproximadamente 10:1, 
9:1, 8:1, 7:1, 5:1, 2:1 ó 1:1. 

El derivado de ácido graso producido por el huésped de producción puede ser un derivado de etilo de ácido graso. 
Un derivado de etilo de ácido graso a modo de ejemplo es un éster etílico graso. El éster etílico graso puede ser un 
dodecanoato de etilo, tridecanoato de etilo, tetradecanoato de etilo, pentadecanoato de etilo, cis-9-hexadecenoato 30 
de etilo, hexadecanoato de etilo, heptadecanoato de etilo, cis-11-octadecenoato de etilo o éster de octadecanoato de 

etilo. El producto de derivado de ácido graso que puede producirse por el huésped de producción es una 
combinación de una variedad de derivados de ácidos grasos. Por ejemplo, el producto de derivado de ácido graso 
comprende una mezcla de cualquier combinación de un dodecanoato de etilo, tridecanoato de etilo, tetradecanoato 
de etilo, pentadecanoato de etilo, cis-9-hexadecenoato de etilo, hexadecanoato de etilo, heptadecanoato de etilo, 35 
cis-11-octadecenoato de etilo y éster de octadecanoato de etilo. El derivado de ácido graso producido puede ser un 
derivado de metilo graso. Un derivado de metilo graso a modo de ejemplo es un éster metílico graso. El éster 
metílico graso producido por el huésped de producción puede ser un dodecanoato de metilo, tridecanoato de metilo, 
tetradecanoato de metilo, pentadecanoato de metilo, cis-9-hexadecenoato de metilo, hexadecanoato de metilo, 
heptadecanoato de metilo, cis-11-octadecenoato de metilo u octadecanoato de metilo. El producto de derivado de 40 
ácido graso producido por el huésped de producción puede ser una combinación de una variedad de productos de 
derivado de ácido graso. Por ejemplo, el derivado de ácido graso es una mezcla de uno o más de dodecanoato de 
metilo, tridecanoato de metilo, tetradecanoato de metilo, pentadecanoato de metilo, cis-9-hexadecenoato de metilo, 
hexadecanoato de metilo, heptadecanoato de metilo, cis-11-octadecenoato de metilo y octadecanoato de metilo. El 
derivado de ácido graso puede ser una mezcla de uno o más ésteres metílicos grasos y uno o más ésteres etílicos 45 
grasos. El producto puede ser una mezcla de uno o más ácidos grasos libres y/o uno o más derivados de ácidos 
grasos. El producto puede ser una mezcla de uno o más ácidos grasos libres y/o uno o más ésteres metílicos grasos 
y/o uno o más ésteres etílicos grasos. 

Los huéspedes y métodos de producción dados a conocer en el presente documento pueden usarse para producir 
diferentes proporciones de ácidos grasos libres y derivados de ácidos grasos. La proporción de ácidos grasos libres 50 
en el producto puede modificarse según los métodos, composiciones, vectores y células descritos en el presente 
documento de manera que la proporción puede ser superior o inferior frente a los derivados de ácidos grasos que se 
producen. La proporción de derivados de ácidos grasos en el producto también puede modificarse según las 
divulgaciones en el presente documento, de manera que la proporción es superior o inferior frente a otros productos, 
por ejemplo, los ácidos grasos libres, que se producen. El rendimiento proporcional de derivado de ácido graso con 55 
determinadas longitudes de cadena de carbono puede aumentarse o disminuirse. 

El término “rendimiento proporcional”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a la cantidad de un 
producto deseado en relación con otros productos que están dentro de la misma mezcla producida por un huésped 
recombinante de la presente invención. Por ejemplo, el rendimiento proporcional de un producto deseado puede 
mejorarse de manera que sea más predominante con respecto a los otros componentes en la mezcla de producto 60 
para reducir la carga de purificación. En otro ejemplo, el rendimiento proporcional de un producto no deseado (es 
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decir, un componente que será necesario eliminar del producto deseado) puede reducirse de manera que sea 
menos predominante con respecto al componente deseado en la mezcla de producto para lograr el mismo fin. 

Huella de carbono  

Los derivados de ácidos grasos producidos biológicamente pueden proporcionar una nueva fuente de combustibles, 
tales como alcoholes, diésel y gasolina. Los biocombustibles preparados según los métodos y las composiciones 5 
descritos en el presente documento no se han producido hasta ahora a partir de fuentes renovables y son 
composiciones de materia nuevas. Estos combustibles nuevos pueden distinguirse de los combustibles derivados de 
carbono petroquímico basándose en la huella de carbono isotópico doble. Adicionalmente, la fuente específica de 
carbono de biofuentes (por ejemplo, glucosa frente a glicerol) puede determinarse mediante la huella de carbono 
isotópico doble (véase la patente estadounidense n.º 7.169.588, que se incorpora en el presente documento como 10 
referencia en su totalidad, en particular, de la columna 4, línea 31 a la columna 6, línea 8). 

Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos y los biocombustibles, productos químicos y mezclas asociados 
pueden distinguirse de sus homólogos derivados de manera petroquímica basándose en 

14
C (fM) y la huella de 

carbono isotópico doble. 

Los ácidos grasos y/o derivados de los mismos tal como se describen en el presente documento tienen utilidad en la 15 
producción de biocombustibles y productos químicos. Los productos proporcionados por la presente invención 
pueden distinguirse basándose en la huella de carbono isotópico doble de los materiales derivados únicamente de 
fuentes petroquímicas. La capacidad para distinguir estos productos es beneficiosa en el seguimiento de estos 
materiales en el comercio. Por ejemplo, pueden distinguirse combustibles o productos químicos que comprenden 
perfiles de isótopos de carbono tanto “nuevos” como “antiguos” de combustibles y productos químicos compuestos 20 
sólo por materiales “antiguos”. Por tanto, los presentes materiales pueden seguirse o “rastrearse” en el comercio o 
identificarse en el comercio como biocombustible basándose en su perfil único. Además, pueden identificarse otros 
materiales competidores como derivados de manera biológica o derivados de una fuente petroquímica 

En algunos ejemplos, se prepara una composición de biocombustible, que incluye un derivado de ácido graso que 

tiene una 
13

C de desde aproximadamente -10,9 hasta aproximadamente -15,4, en la que el derivado de ácido graso 25 
representa al menos aproximadamente el 85% de material de biofuentes (es decir, derivado de un recurso renovable 
tal como, por ejemplo, azúcares y materiales celulósicos) en la composición. En otros ejemplos, la composición de 
biocombustible incluye un derivado de ácido graso que tiene la fórmula: 

X-(CH(R))nCH3 

en la que  30 

X = CH3, -CH2OR
1
; -C(O)OR

2
; o -C(O)NR

3
R

4
;  

R = para cada n, independientemente ausente, un H, o un grupo alifático inferior; 

n = un número entero de desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 34, preferiblemente un número entero 
de desde aproximadamente 10 hasta aproximadamente 24; 

R
1
, R

2
, R

3
, R

4
 = seleccionados independientemente de un H o alquilo inferior. 35 

Normalmente, cuando R es un grupo alifático inferior, R representa un resto alquenilo inferior o alquilo inferior 
ramificado, no ramificado o cíclico. Los grupos R a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, metilo, isopropilo, 
isobutilo, sec-butilo, ciclopentenilo y similares. El derivado de ácido graso se caracteriza adicionalmente por tener 

una 
13

C de desde aproximadamente -10,9 hasta aproximadamente -15,4, y el derivado de ácido graso representa al 
menos aproximadamente el 85% de material de biofuentes en la composición. En algunos ejemplos, el derivado de 40 
ácido graso en la composición de biocombustible se caracteriza por tener una fracción de carbono moderno (fM 

14
C) 

de al menos aproximadamente 1,003, 1,010, o 1,5. 

Impurezas 

Los ácidos grasos y/o derivados de los mismos producidos según las divulgaciones en el presente documento son 
útiles como componentes o materias primas para preparar biocombustibles así como otros productos químicos 45 
industriales. Estos productos se preparan directamente a partir de sustratos adecuados y no del procesamiento 
químico de triglicéridos. Por consiguiente, los combustibles y otros productos químicos industriales que comprenden 
los ácidos grasos y/o derivados dados a conocer a menudo contienen menos impurezas que las que se asocian 
normalmente, por ejemplo, con productos derivados de triglicéridos tales como combustibles derivados de grasas y 
aceites vegetales. 50 

Los biocombustibles crudos preparados según las divulgaciones en el presente documento (antes de mezclar los 
ácidos grasos y/o derivados con otros combustibles tales como combustibles a base de petróleo) contienen menos 
catalizadores de transesterificación que el diésel a base de petróleo u otro biodiésel producido a través de una o 
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más etapas de transesterificación. El biocombustible puede contener menos de aproximadamente el 2,0% en peso, 
por ejemplo, menos de aproximadamente el 1,5, el 1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, el 0,05 o el 0% en peso de un 
catalizador de transesterificación o una impureza que resulta de un catalizador de transesterificación. Los ejemplos 
de catalizadores de transesterificación incluyen, sin limitación, catalizadores de hidróxido, tales como NaOH, KOH y 
LiOH; y catalizadores de ácido, tales como catalizadores de ácido mineral y catalizadores de ácido de Lewis. Los 5 
ejemplos no limitativos de catalizadores e impurezas que resultan de los catalizadores de transesterificación incluyen 
estaño, plomo, mercurio, cadmio, zinc, titanio, zirconio, hafnio, boro, aluminio, fósforo, arsénico, antimonio, bismuto, 
calcio, magnesio, estroncio, uranio, potasio, sodio y litio. 

Los biocombustibles preparados según las divulgaciones en el presente documento (antes de mezclar los ácidos 
grasos y/o derivados de ácidos grasos con uno o más de otros combustibles) tienden a tener un punto de 10 
gelificación bajo, especialmente cuando el producto de ácido graso y/o derivado de ácido graso comprende un éster 
etílico C16:1 o un éster etílico C18:1, en comparación con los puntos de gelificación de otros tipos de biocombustibles. 

De manera similar, los biocombustibles crudos preparados según las divulgaciones en el presente documento 
contienen menos glicerol (o glicerina) que los biocombustibles compuestos por triglicéridos. Los biocombustibles 
pueden contener menos de aproximadamente el 2,0% en peso, por ejemplo, menos de aproximadamente el 1,5, el 15 
1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, el 0,05 o el 0% en peso de glicerol. 

Los biocombustibles crudos en el presente documento también contienen menos alcohol(es) libre(s) (por ejemplo, 
alcoholes que se usan para crear el éster) que los biodiésel preparados a partir de triglicéridos. Esto se debe en 
parte a la eficacia de utilización de los alcoholes por los huéspedes de producción de la presente divulgación. Por 
ejemplo, los biocombustibles pueden contener menos de aproximadamente el 2,0, el 1,5, el 1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, 20 
el 0,05 o el 0% en peso de alcohol libre. 

Los biocombustibles en el presente documento pueden caracterizarse adicionalmente por su baja concentración de 
azufre en comparación con el diésel derivado de petróleo. Por ejemplo, el biocombustible puede tener menos de 
aproximadamente el 2,0% en peso, por ejemplo, menos de aproximadamente el 1,5, el 1,0, el 0,5, el 0,3, el 0,1, el 
0,05 o el 0% en peso de azufre. 25 

Aditivos y composiciones de combustible 

Se usan aditivos para combustibles para potenciar el rendimiento de un combustible o motor. Por ejemplo, pueden 
usarse aditivos para combustibles para alterar los puntos de congelación/gelificación, los puntos de turbidez, la 
lubricidad, la viscosidad, la estabilidad oxidativa, la calidad de ignición, los niveles de octanos y/o los puntos de 
inflamación. En los Estados Unidos, todos los aditivos para combustibles deben registrarse en la Environmental 30 
Protection Agency. Los nombres de aditivos para combustibles y las empresas que venden los aditivos para 
combustibles están disponibles públicamente poniéndose en contacto con la EPA o consultando la página web de la 
agencia. Un experto habitual en la técnica apreciará que los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos descritos 
en el presente documento pueden mezclarse con uno o más aditivos para combustibles para conferir una calidad 
deseada. 35 

Los ácidos grasos y/o derivados de los mismos descritos en el presente documento pueden formularse o procesarse 
para dar aditivos para combustibles adecuados, que potencian el rendimiento de combustibles o motores. Por 
ejemplo, los ácidos grasos y/o derivados descritos en el presente documento pueden formularse para dar 
mejoradores de la lubricidad, que confieren propiedades deseables tales como protección frente al desgaste a 
piezas del motor. Por consiguiente, se proporcionan composiciones de aditivo que comprenden los ácidos grasos y/o 40 
derivados de los mismos producidos según las divulgaciones en el presente documento. En otro ejemplo, los ácidos 
grasos y/o derivados de ácidos grasos descritos en el presente documento pueden formularse para dar inhibidores 
de corrosión. 

Los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos descritos en el presente documento pueden mezclarse con otros 
combustibles tales como uno o más biodiésel derivados de triglicéridos, diversos alcoholes tales como etanol y 45 
butanol, y productos derivados de petróleo tales como gasolina o diésel. En determinadas circunstancias, se 
produce un ácido graso y/o derivado de ácido graso con un punto de gelificación bajo, tal como un éster etílico C16:1 

o un éster etílico C18:1. Este producto de punto gelificación bajo puede mezclarse con uno o más biodiésel 
preparados a partir de triglicéridos para reducir el punto de gelificación del combustible resultante cuando se 
compara con un combustible que sólo contiene el uno o más biodiésel preparados a partir de triglicéridos. De 50 
manera similar, puede mezclarse un derivado de ácido graso, tal como un éster etílico C16:1 o un éster etílico C18:1, 
con un diésel derivado de petróleo para producir una mezcla que contiene al menos aproximadamente, y con 
frecuencia más de aproximadamente, el 5% en peso de biodiésel. En algunos ejemplos, la mezcla de combustible 
incluye al menos aproximadamente el 10%, el 15%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50% y el 60% en peso del derivado 
de ácido graso. 55 

La composición de combustible puede comprender además un combustible sintético. Puede usarse de manera 
adecuada cualquier combustible sintético obtenido a partir de carbón, gas natural o biomasa. En unas realizaciones 
adicionales, el combustible sintético comprende un combustible basado en Fischer-Tropsch, un combustible basado 
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en Bergius, un combustible basado en Mobil, un combustible basado en Karrick, o una combinación de los mismos. 
Todavía en realizaciones adicionales, el combustible sintético comprende un combustible a base de carbón a 
líquidos (combustible a base de CTL), un combustible a base de gas a líquidos (combustible a base de GTL), un 
combustible a base de biomasa a líquidos (combustible a base de BTL), un combustible a base de carbón y biomasa 
a líquidos (combustible a base de CBTL) o una combinación de los mismos. El combustible sintético puede 5 
comprender un combustible basado en Fischer-Tropsch. 

La cantidad de combustible sintético en la composición de combustible dada a conocer en el presente documento 
puede ser de desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 90%, desde aproximadamente el 5% hasta 
aproximadamente el 80%, desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 70%, desde aproximadamente 
el 5% hasta aproximadamente el 60%, o desde aproximadamente el 5% hasta aproximadamente el 50%. 10 

Puede prepararse una composición de biocombustible que incluye al menos aproximadamente el 5%, el 10%, el 
20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90% o el 95% de un derivado de ácido graso que 
incluye una cadena de carbono que es 8:0, 10:0, 12:0, 14:0, 14:1, 16:0, 16:1, 18:0, 18:1, 18:2, 18:3,20:0, 20:1, 20:2, 
20:3, 22:0, 22:1 ó 22:3. Tales composiciones de biocombustible pueden incluir adicionalmente al menos un aditivo 
seleccionado de un aditivo que reduce el punto de turbidez que puede reducir el punto de turbidez hasta menos de 15 
aproximadamente 5ºC o menos de aproximadamente 0ºC; un tensioactivo; una microemulsión; al menos 
aproximadamente el 5%, el 10%, el 15%, el 20%, el 30%, el 40%, el 50%, el 60%, el 70%, el 80%, el 85%, el 90% o 
el 95% de combustible diésel a partir de triglicéridos; gasolina derivada de petróleo; o combustible diésel a partir de 
petróleo. 

La composición de combustible que comprende ácidos grasos y/o derivados de los mismos tales como ésteres 20 
grasos producidos según los métodos, vectores, células y composiciones en el presente documento puede 
comprender además uno o más aditivos para combustibles diésel. Aditivos adecuados son de manera deseable 
aquéllos que proporcionan un rendimiento mejorado pero también compatibilidad con los componentes en la 
composición de combustible y los dispositivos que normalmente están asociados con los motores diésel. Los 
ejemplos de otros aditivos para combustibles adecuados incluyen mejoradores de ignición o mejoradores del numero 25 
de cetano, detergentes, dispersantes, agentes antidesgaste, modificadores del índice de viscosidad, modificadores 
de fricción, mejoradores de la lubricidad, estabilizadores, antioxidantes, inhibidores de corrosión, biocidas, 
desactivadores de metales y cantidades minoritarias de otros aditivos opcionales, incluyendo, sin limitación, agentes 
antiespumantes y fijaciones por sellado. 

A menudo pueden añadirse mejoradores de ignición o mejoradores del número de cetano para mejorar el 30 
rendimiento del motor diésel. Los mejoradores del número de cetano a modo de ejemplo incluyen nitrato de 2’-
etilhexilo y otros nitratos de alquilo. Los mejoradores del número de cetano pueden añadirse a una composición de 
combustible en una cantidad que es de aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 1,0% en peso, 
por ejemplo de aproximadamente el 0,05% en peso a aproximadamente el 0,5% en peso, basado en el peso total de 
la composición de combustible. 35 

Pueden incluirse diversos detergentes y/o dispersantes en la composición de combustible que comprende los ácidos 
grasos y/o derivados de ácidos grasos producidos según las presentes divulgaciones para asociar y dispersar o 
eliminar depósitos perjudiciales de piezas de motor diésel. Los detergentes adecuados normalmente comprenden 
una cabeza polar que comprende una sal metálica de un compuesto orgánico ácido y una cola hidrófoba larga. Los 
detergentes a modo de ejemplo incluyen sales de carbonato boradas, sales de sulfonato boradas, que 40 
preferiblemente están en exceso. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.

os
 4.744.920, 4.965.003. Los 

dispersantes a modo de ejemplo incluyen, sin limitación, dispersantes carboxílicos, dispersantes de succnimida, 
dispersantes de amina y dispersantes de Mannich. Véanse, por ejemplo, las patentes estadounidenses n.

os
 

3.172.892, 3.438.757, 3.980.569 y 6.165.235. Los dispersantes pueden estar presentes en la composición de 
combustible en una cantidad de aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 0,1% en peso, por 45 
ejemplo del 0,03 a aproximadamente el 0,05% en peso, basado en el peso total de la composición de combustible. 

Pueden añadirse agentes antidesgaste, incluyendo por ejemplo, sales metálicas de ditiofosfato de dihidrocarbilo, a la 
composición de combustible para proporcionar beneficios tanto de antidesgaste como de antioxidación. Véase, por 
ejemplo, la patente estadounidense n.º 5.898.023. 

En realizaciones particulares, la cantidad de mejorador de la lubricidad en la composición de combustible puede 50 
oscilar entre aproximadamente 1 ppm y aproximadamente 50.000 ppm, por ejemplo, de aproximadamente 10 ppm a 
aproximadamente 20.000 ppm, o de aproximadamente 25 ppm a aproximadamente 10.000 ppm. Los ejemplos no 
limitativos de mejoradores de la lubricidad incluyen ésteres y ácidos grasos, que pueden ser iguales o no a los 
producidos según los métodos descritos en el presente documento. 

La cantidad de estabilizadores, que mejoran la estabilidad en almacenamiento de la composición de combustible, 55 
puede oscilar entre aproximadamente el 0,001% en peso y aproximadamente el 2% en peso, por ejemplo, de 
aproximadamente el 0,01% en peso a aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composición 
de combustible. Un estabilizador a modo de ejemplo es una amina primaria de alquilo terciario. 
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Los antioxidantes impiden la formación de deposiciones de goma sobre los componentes del sistema de combustible 
debido a la oxidación de los combustibles en almacenamiento y/o inhiben la formación de compuestos de peróxido 
en las composiciones de combustible. La cantidad de antioxidantes puede oscilar entre aproximadamente el 0,001% 
en peso y aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, entre aproximadamente el 0,01% en peso y 
aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composición de combustible. 5 

Los inhibidores de corrosión protegen a los metales ferrosos en los sistemas de manipulación de combustible, tales 
como tuberías y tanques de almacenamiento, de la corrosión. También se conoce que determinados inhibidores de 
corrosión confieren lubricidad adicional, y como tales son particularmente adecuados cuando se desea lubricidad 
adicional. El inhibidor de corrosión puede estar presente en la composición de combustible en una cantidad de 
aproximadamente el 0,001% en peso a aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, desde aproximadamente el 10 
0,01% en peso hasta aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composición de combustible. 

Se usan biocidas para combatir el crecimiento microbiano en la composición de combustible, que pueden estar 
presente en la composición de combustible a una concentración de aproximadamente el 0,001% en peso a 
aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, desde aproximadamente el 0,01% en peso hasta aproximadamente 
el 1% en peso, basado en el peso total de la composición de combustible. 15 

Los desactivadores de metales suprimen los efectos catalíticos que algunos metales, particularmente el cobre, 
tienen sobre la oxidación del combustible, que pueden estar presentes en la composición de combustible en una 
cantidad de aproximadamente el 0,001% en peso a aproximadamente el 5% en peso, por ejemplo, del 0,01% en 
peso a aproximadamente el 1% en peso, basado en el peso total de la composición de combustible. 

Además, pueden añadirse en cantidades minoritarias mejoradores de la viscosidad, que normalmente son 20 
materiales poliméricos de pesos moleculares promedio en número de desde aproximadamente 5.000 hasta 
aproximadamente 250.000, y modificadores de la fricción, que normalmente son compuestos de órgano-molibdeno 
que contienen azufre. También pueden añadirse inhibidores de espuma, que normalmente incluyen polímeros de 
metacrilato de alquilo o polímeros de dimetil-silicio, a la composición de combustible en una cantidad de menos de 
aproximadamente 10 ppm. Además, pueden añadirse fijaciones por sellado para garantizar el sellado de elastómero 25 
apropiado e impedir que pueda incluirse fallo de sellado prematuro en la composición de combustible. 

La invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos. Los ejemplos se proporcionan únicamente 
para fines ilustrativos. No deben interpretarse como limitativos del alcance ni el contenido de la invención en modo 
alguno. 

Ejemplos 30 

Ejemplo 1 

Este ejemplo describe la construcción de un microorganismo modificado por ingeniería genética en el que está 
atenuada la expresión de una enzima de degradación de ácidos grasos. 

Se delecionó el gen fadE de E. coli MG1655 (una cepa de E. coli K) usando el sistema Lambda Red (también 
conocido como la integración dirigida por Red) descrito por Datsenko et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 97: 6640-35 
6645 (2000), con las siguientes modificaciones: 

Se usaron los siguientes dos cebadores para crear la deleción de fadE: 

Del-fadE-F 

 

Del-fadE-R 40 

 

Se usaron los cebadores Del-fadE-F y Del-fadE-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (Km
R
) a 

partir del plásmido pKD13 (descrito por Datsenko et al., citado anteriormente) por PCR. Entonces se usó el producto 
de PCR para transformar células de E. coli MG1655 electrocompetentes que contenían pKD46 (descrito en 
Datsenko et al., citado anteriormente) que se habían inducido previamente con arabinosa durante 3-4 horas. Tras un 45 
crecimiento durante 3 horas en un caldo superóptimo con medio de represión de catabolitos (SOC) a 37ºC, se 

sembraron las células en placas de agar Luria que contenían 50 g/ml de kanamicina. Se identificaron las colonias 
resistentes y se aislaron tras una incubación durante la noche a 37ºC. Se confirmó la alteración del fadE mediante 
amplificación por PCR usando los cebadores fadE-L2 y fadE-R1, que se diseñaron para flanquear el gen fadE de E. 
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coli. 

Los cebadores de confirmación de la deleción de fadE fueron: 

fadE-L2 5’-CGGGCAGGTGCTATGACCAGGAC (SEQ ID NO: 3); y 

fadE-R1 5’-CGCGGCGTTGACCGGCAGCCTGG (SEQ ID NO: 4) 

Tras confirmarse la deleción de fadE, se usó una colonia individual para retirar el marcador Km
R
 usando el plásmido 5 

pCP20 tal como se describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa de E. coli MG1655 con el gen fadE 

delecionado y el marcador Km
R
 retirado se denominó E. coli MG1655 fadE, o E. coli MG1655 D1. 

Ejemplo 2 

Este ejemplo describe la construcción de un microorganismo modificado por ingeniería genética en el que están 
atenuadas la expresión de una enzima de degradación de ácidos grasos y de un receptor de proteína de membrana 10 
externa. 

Se delecionó el gen fhuA (también conocido como el gen tonA) de E. coli MG1655, que codifica para un 
transportador de membrana externa de ferricromo (n.º de registro de GenBank NP_414692), de la cepa E. coli 
MG1655 D1 del ejemplo 1, usando el sistema Lambda Red según Datsenko et al., citado anteriormente, pero con las 
siguientes modificaciones: 15 

Los cebadores usados para crear la deleción: 

Del-fhuA-F 

 

Del-fhuA-R 

 20 

Se usaron los cebadores Del-fhuA-F y Del-fhuA-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (Km
R
) a 

partir del plásmido pKD13 por PCR. Se usó el producto de PCR obtenido para transformar células de E. coli 
MG1655 D1 electrocompetentes que contenían pKD46 (véase el ejemplo 1). Se habían inducido estas células 

previamente con arabinosa durante aproximadamente 3-4 h. Tras un crecimiento durante 3 h en medio SOC a 37ºC, 

se sembraron las células en placas de agar Luria que contenían 50 g/ml de kanamicina. Se identificaron las 25 
colonias resistentes y se aislaron tras una incubación durante la noche a 37ºC. Se confirmó la alteración del gen 
fhuA en algunas de las colonias mediante amplificación por PCR usando cebadores que flanquean el gen FhuA de 
E. coli: 

Se realizó la confirmación de la deleción usando los siguientes cebadores: 

fhuA-verF 5’-CAACAGCAACCTGCTCAGCAA (SEQ ID NO: 7); y 30 

fhuA-verR 5’-AAGCTGGAGCAGCAAAGCGTT (SEQ ID NO: 8) 

Tras confirmarse la deleción de fhuA, se usó una colonia individual para retirar el marcador Km
R
 usando el plásmido 

pCP20 tal como se describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa resultante MG1655 de E. coli que 

tiene deleciones de los genes fadE y fhuA se denominó E. coli MG1655 fadE_fhuA o E. coli MG1655 DV2. 

Ejemplo 3 35 

Este ejemplo describe la construcción de un microorganismo modificado por ingeniería genética en el que están 
atenuadas la expresión de una acil-CoA deshidrogenasa, de un receptor de proteína de membrana externa, de una 
piruvato formiato liasa y una lactato deshidrogenasa. 

Se delecionó el gen pflb de E. coli MG1655, que codifica para una piruvato formiato liasa (n.º de registro de 
GenBank AAC73989) de E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2) usando el sistema Lamda Red según Datsenko 40 
et al., citado anteriormente, pero con las siguientes modificaciones: 

Los cebadores usados para crear la cepa con deleción fueron: 
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Se usaron los cebadores Del-pflb-F y Del-pflb-R para amplificar el casete de resistencia a kanamicina (Km
R
) a partir 

del plásmido pKD13 por PCR. Entonces se usó el producto de PCR para transformar células de E. coli MG1655 DV2 
electrocompetentes (véase el ejemplo 2). 5 

En paralelo, también se delecionó el gen ldhA de E. coli MG1655, que codifica para una lactato deshidrogenasa, 
específicamente una D-lactato deshidrogenasa fermentativa unida a NAD (véase, por ejemplo, Mat-Jan et al., J. 
Bacteriol. 171(1):342-8 (1989); Bunch et al., Microbiol. 143(1):187-95 (1997) (n.º de registro de GenBank AAC74462) 
de E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2) usando el sistema Lambda Red según Datsenko et al., citado 
anteriormente, pero con las siguientes modificaciones. 10 

Se usaron dos cebadores para crear la deleción: 

 

Se usaron los cebadores Del-ldhA-F y Del-ldhA-R para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol 
acetiltransferasa (Cm

R
) a partir del plásmido pKD3 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente) por PCR. También 15 

se usó el producto de PCR para transformar células de E. coli MG1655 DV2 electrocompetentes (véase el ejemplo 
2). 

Se habían inducido las células de E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2) previamente con arabinosa durante 

aproximadamente 3-4 h. Tras un crecimiento durante 3 h en medio SOC a 37ºC, se sembraron las células en placas 

de agar Luria que contenían 50 g/ml de kanamicina y 30 g/ml de cloroanfenicol. Se identificaron las colonias que 20 
fueron resistentes tanto a kanamicina como a cloranfenicol y se aislaron tras una incubación durante la noche a 
37ºC. Se confirmó la alteración del gen pflb usando cebadores que flanqueaban el gen E. coli pflb, y se verificó la 
alteración del gen ldhA usando cebadores que flanqueaban el gen ldhA de E. coli. 

Se realizó la confirmación de la deleción de pflb usando los siguientes cebadores: 

pflb-verF: 5’-GGACTAAACGTCCTACAAAC (SEQ ID NO: 14) 25 

Pflb-verR: 5’-TTCATCTGTTTGAGATCGAG (SEQ ID NO: 15) 

Se realizó la confirmación de la deleción del gen ldhA usando los siguientes cebadores: 

ldhA-verF: 5’-CCCGAGCGGTAGCCAGATGCCCGCCAGCG (SEQ ID NO: 16) 

ldhA-verR: 5’-GCTGCGGGTTAGCGCACATCATACGGGTC (SEQ ID NO: 17) 

Tras confirmarse las deleciones, se usó una colonia individual para retirar los marcadores Km
R
 y Cm

R
 según el 30 

método descrito por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa resultante MG1655 de E. coli que tenía 

deleciones de los genes fadE, fhuA, pflb y ldhA se denominó E. coli MG1655 fadE_fhuA_pflb_LdhA o E. coli 

MG1655 DV4. 

Ejemplo 4 

Este ejemplo describe la construcción de un microorganismo modificado por ingeniería genética en el que están 35 
atenuadas la expresión de una enzima de degradación de ácidos grasos tal como una acil-CoA sintasa, de un 
receptor de proteína de membrana externa y de una acil-CoA deshidrogenasa. 

Se delecionó el gen fadD de E. coli MG1655 de la cepa E. coli MG1655 DV2 (véase el ejemplo 2), usando el sistema 
Lambda Red descrito por Datsenko et al, citado anteriormente, pero con las siguientes modificaciones: 

Los cebadores usados para crear la deleción de fadD fueron: 40 

fad1: 

ES 2 536 240 T3

 



59 

 

fad2: 

 

Se usaron los cebadores fad1 y fad2 para amplificar el casete de resistencia a cloranfenicol acetiltransferasa (Cm
R
) 

a partir del plásmido pKD3 (descrito por Datsenko et al., citado anteriormente) por PCR. Se usó el producto de PCR 5 
para transformar E. coli MG1655 DV2 electrocompetente (véase el ejemplo 2). Se sembraron las células 

transformadas en placas de agar Luria que contenían 30 g/ml de cloranfenicol y se hicieron crecer durante la noche 
a 37ºC. Se aislaron colonias individuales, se transfirieron a placas de agar Luria recientes, y se hicieron crecer a 

42ºC. Entonces se cultivaron estas colonias en zonas sobre placas de agar Luria que contenían 30 g/ml de 

cloranfenicol y 100 g/ml de carbenicilina, y se hicieron crecer a 37ºC durante la noche. Se evaluaron las colonias 10 
que fueron resistentes a cloranfenicol y sensibles a carbenicilina adicionalmente por PCR para garantizar que el 
producto de PCR se insertaba en el sitio correcto. Específicamente, se confirmó la alteración del gen fadD mediante 
amplificación por PCR usando los cebadores fadF y fadR, que se diseñaron para flanquear el gen fadD: 

fadF: 5’-CGTCCGTGGTAATCATTTGG-3’ (SEQ ID NO: 21); y 

fadR: 5’-TCGCAACCTTTTCGTTGG-3’ (SEQ ID NO: 31) 15 

Tras confirmarse la deleción de fadD, se retiró el marcador Cm
R
 usando un plásmido auxiliar de FLP tal como se 

describe por Datsenko et al., citado anteriormente. La cepa resultante MG1655 de E. coli se denominó E. coli 

MG1655 fadEfhuAfadD o E. coli MG1655 DV2 fadD. La cepa DV2 fadD no pudo crecer en placas de agar M9 

+ oleato (que suministran oleato como fuente de carbono). Tampoco pudo crecer en medios líquidos de M9 + oleato. 

Ejemplo 5 20 

Este ejemplo describe la construcción de un plásmido de expresión bacteriano, pDS33.ES9, (figura 3) en el que la 
expresión de un gen de éster sintasa de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.º de registro de GenBank 
ABO21021) está bajo el control del promotor del operón de la proteína ribosómica spc de E. coli Pspc (SEQ ID NO: 
13, figura 4). 

Se amplificó el promotor Pspc, tal como se muestra en la figura 2, a partir de ADN cromosómico de E. coli MG1655 25 
con los siguientes cebadores: 

PspcIFF 5’ - AAAGGATGTCGCAAACGCTGTTTCAGTACACTCTCTCAATAC - 3’ (SEQ ID NO: 32); y 

PspcIFR 5’ - GAGCTCGGATCCATGGTTTAGTGCTCCGCTAATG - 3’ (SEQ ID NO: 33) 

Se realizaron todas las reacciones de PCR descritas en este ejemplo con polimerasa Phusion™ (NEB, Ipswich, MA). 
Se usó el fragmento de PCR del promotor Pspc para sustituir las regiones promotoras tanto lacIq como Trc del 30 
plásmido OP80 clonando el producto de PCR en OP80 restringido con BseRI/NcoI usando el kit de clonación 
InFusion™ (Clontech, Palo Alto, CA). El plásmido resultante, denominado pDS22, todavía presentaba una secuencia 
lacZ en el sentido de 3’ de sitio de clonación múltiple. A continuación, se retiró la secuencia lacZ mediante 
amplificación por PCR del plásmido pDS22 usando los siguientes cebadores: 

pCLlacDF 5’ - GAATTCCACCCGCTGACGAGCTTAG - 3’ (SEQ ID NO: 34); y 35 

pCLEcoR 5’ - CGAATTCCCATATGGTACCAG - 3’ (SEQ ID NO: 35) 

Se digirió el producto de PCR mediante EcoRI y se autoligó para formar pDS23. El plásmido pDS23 no contiene el 
ADN de lacIq, lacZ o Trc. 

Se sintetizó una éster sintasa a partir de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.º de registro de GenBank 
ABO21021), denominada ES9 en el presente documento, mediante DNA2.0 (Menlo Park, CA). Se subclonó este gen 40 
de éster sintasa ES9 sintetizado en pColaDuet-1 para formar el plásmido pHZ1.97-ES9. Se retiró el sitio BspHI 
interno en el gen de éster sintasa ES9 mediante mutagénesis dirigida al sitio usando el kit múltiple QuikChange® 
(Stratagene, Carlsbad, CA) y el siguiente cebador mutagénico: 

ES9BspF 5’ - CCCAGATCAGTTTTATGATTGCCTCGCTGG - 3’ (SEQ ID NO: 36) 

Este cebador introdujo una mutación silenciosa en el gen de éster sintasa ES9. Entonces se usó el plásmido 45 
resultante, denominado pDS32, como molde para amplificar el gen de éster sintasa ES9 con los siguientes 
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cebadores: 

ES9BspHF 5’ - ATCATGAAACGTCTCGGAAC - 3’ (SEQ ID NO: 37); y 

ES9XhoR 5’ - CCTCGAGTTACTTGCGGGTTCGGGCGCG - 3’ (SEQ ID NO: 38) 

Se sometió el producto de PCR resultante a digestiones de restricción con BspHI y XhoI y se ligó en el plásmido 
pDS23 digerido con NcoI y XhoI para formar pDS33.ES9 (SEQ ID NO: 22). La secuencia de pDS33.ES9 se muestra 5 
en la figura 3 con los residuos que representan el promotor Pspc en cursiva y los residuos del gen de éster sintasa 

ES9 en negrita. 

Ejemplo 6 

Este ejemplo describe la construcción de un plásmido de expresión bacteriano, pDS57 (SEQ ID NO: 23) en el que la 
expresión de un gen de éster sintasa está bajo el control del promotor Ptrc. 10 

Se amplificó el gen de éster sintasa ES9 a partir del plásmido pDS33.ES9 (SEQ ID NO: 22, ejemplo 5) usando los 
cebadores ES9BspHF (SEQ ID NO: 37) y ES9XhoR (SEQ ID NO: 38). 

Se digirió el producto de PCR con BspHI y XhoI y se ligó en OP80 restringido con NcoI/XhoI para formar el plásmido 
pDS57 (SEQ ID NO: 23), en el que el gen de éster sintasa ES9 está bajo el control del promotor Trc. La secuencia 
de pDS57 se muestra en la figura 4 con el promotor Trc en cursiva y el gen de éster sintasa ES9 en negrita. 15 

Ejemplo 7 

Este ejemplo ilustra que la expresión de éster sintasa sola, sin coexpresión de una acil-CoA sintasa o una 
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres grasos in vivo. 

Se hicieron crecer cultivos de siembra de E. coli MG1655 DV2 fadD del ejemplo 4, que portaban, cada uno, uno de 

los siguientes plásmidos: 20 

(1) un plásmido PCL que no contenía ningún inserto (control negativo); 

(2) un plásmido que contenía ‘tesA de tioesterasa de E. coli; 

(3) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis 
atfA1 (n. º de registro de GenBank YP_694462); 

(4) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis 25 
atfA2 (n. º de registro de GenBank YP_693524); 

(5) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa ES8 de Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. º de registro de GenBank ABO21020); y 

(6) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa ES9 de Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. º de registro de GenBank ABO21021) 30 

en placas de 24 pocillos en caldo LB complementado con 100 g/ml de espectinomicina. Se construyeron los 
plásmidos de éster sintasa tal como se describe en el ejemplo 5 para generar los plásmidos pDS41.S (que contenía 
el gen atfA1), pDS31atfa2 (que contenía el gen atfA2), pDS31.ES8 (que contenía el gen que codifica para ES8) y 
pDS33.ES9 (que contenía el gen que codifica para ES9). 

Tras 4 h de crecimiento, se diluyeron los cultivos 1:25 en Che-9 2N-BT (glucosa al 2%, medio limitado en nitrógeno, 35 
Bis-Tris 0,2 M, pH 7,0, Triton al 0,1%) que contenía espectinomicina y se hicieron crecer durante la noche. Se 
diluyeron los cultivos en 4N-BT (glucosa al 4%, medio limitado en nitrógeno, Bis-Tris 0,2 M, pH 7,0, Triton al 0,1%) 
hasta una DO600 final (densidad óptica a 600 nm) de aproximadamente 0,2. Tras 6 h de crecimiento, se añadió 
IPTG hasta una concentración final de 1 mM, junto con o bien agua o bien etanol (al 2% (v/v)). A las 22 h tras la 

inducción, se acidificó 1 ml de cultivo con HCl 200 M, y se extrajo con 500 l de acetato de etilo. Entonces se 40 
trataron los ácidos y ésteres grasos con el agente de derivatización TMAH y se cuantificaron mediante CG/FID. La 
cantidad de ácido graso libre (FFA) y éter etílico de acilo graso (FAEE) producida en cada cultivo se muestra en la 
figura 5. 

Tal como se muestra en la figura 5, ES9 generó casi 200 mg/l de FAEE en presencia de etanol, pero sólo una 
pequeña cantidad (<20%) de FFA. En comparación con la éster sintasa ES9, las otras éster sintasas, incluyendo 45 
ES8, atfA1 y atfA2, produjeron cantidades sustancialmente menores de FAEE en presencia de etanol, acompañadas 
por una mayor proporción de FFA. El ‘tesA de E. coli en cultivo produjo mayores títulos globales de FFA y FAEE en 
presencia de etanol, pero la cantidad de FFA fue significativamente mayor que la cantidad de FAEE generada. 

Los resultados indican que la expresión de éster sintasa en E. coli MG1655 DV2 fadD conduce a la producción de 
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ésteres en presencia de etanol. En particular, la expresión de la éster sintasa ES9 dio como resultado la mayor 
producción de ésteres en presencia de etanol en comparación con la de las otras éster sintasas. Además, este 

ejemplo indicó que la expresión de ’TesA sola en E. coli MG1655 DV2 fadD dio como resultado la producción de un 
bajo nivel de ésteres y un alto nivel de ácidos grasos libres en presencia de etanol. 

Ejemplo 8 5 

Este ejemplo demuestra que la expresión de una éster sintasa sola, sin coexpresión de una acil-CoA sintasa o una 
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de etanol. 

Se hicieron crecer cultivos de siembra de E. coli MG1655 DV2 fadD del ejemplo 4, que portaban, cada uno, uno de 

los siguientes plásmidos: 

(1) un plásmido que contenía un ’tesA de E. coli; 10 

(2) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis 
atfA1 (n. º de registro de GenBank YP_694462); 

(3) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis 

atfA2 (n. º de registro de GenBank YP_693524); 

(4) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa ES8 de Marinobacter 15 
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. º de registro de GenBank ABO21020); y 

(5) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa ES9 de Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n. º de registro de GenBank ABO21021)  

en cultivos en frascos de agitación y se indujeron con IPTG 1 mM y etanol al 2% (v/v). A las 24 h tras la inducción, 
se extrajeron alícuotas de cada cultivo y se analizaron usando CG-FID para determinar el contenido de ácidos y 20 
ésteres grasos. Las cantidades de ácido graso libre (FFA) y éter etílico de acilo graso (FAEE) producidas en cada 
cultivo se muestran en la figura 6. 

Tal como se muestra en la figura 6, la éster sintasa ES9 generó un alto nivel de FAEE en presencia de etanol, 
acompañado por un bajo nivel de FFA. En comparación con ES9, se produjeron cantidades perceptiblemente más 
pequeñas de FAEE por las éster sintasas atfAI, atfA2 y la éster sintasa ES8. De manera acorde a los resultados del 25 
ejemplo 7 y la figura 5, anteriormente, la expresión de ‘tesA de E. coli solo produjo altos títulos globales de FFA y 

FAEE, pero con una proporción significativamente mayor de FFA. 

Los resultados demuestran que la expresión de éster sintasa ES9 en E. coli MG1655 DV2 fadD da como resultado 

la producción de altos niveles de ésteres y bajos niveles de ácidos grasos libres en presencia de etanol. Además, 

este ejemplo demuestra que la expresión de ’TesA en E. coli MG1655 DV2 fadD dio como resultado la producción 30 
de un bajo nivel de ésteres y un alto nivel de ácidos grasos libres en presencia de etanol. 

Ejemplo 9 

Este ejemplo demuestra que la expresión de una éster sintasa sola, sin coexpresión de una acil-CoA sintasa o una 
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de metanol. 

Se hicieron crecer cultivos de siembra de E. coli MG1655 DV2 fadD del ejemplo 4, que portaban, cada uno, uno de 35 
los siguientes plásmidos: 

(1) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis 
atfA1 (n. º de registro de GenBank YP_694462); 

(2) un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para la éster sintasa SK2 de Alcanivorax borkumensis 

atfA2 (n. º de registro de GenBank YP_693524); 40 

(3) un plásmido que contenía un polinucleótido de la éster sintasa ES8 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 
8798 (n. º de registro de GenBank ABO21020); y 

(4) un plásmido que contenía un polinucleótido de la éster sintasa ES9 de Marinobacter hydrocarbonoclasticus DSM 

8798 (n. º de registro de GenBank ABO21021) 

en cultivos en frascos de agitación y se indujeron con IPTG 1 mM y metanol al 2% (v/v). A las 24 h tras la inducción, 45 
se extrajeron alícuotas de cada cultivo y se analizaron mediante CG-FID para determinar el contenido de ácidos y 
ésteres grasos. Las cantidades de ácido graso libre (FFA) y éster metílico de acilo graso (FAME) producidas en cada 
cultivo se muestran en la figura 7. 

La cantidad de título o producto global observada para FFA y FAME se redujo en presencia de metanol en 
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comparación con la cantidad de título global observada en presencia de etanol (véase la figura 6). En este caso, la 
cantidad de FFA producida fue inferior al límite de detección, por tanto es posible que se produjera FFA en presencia 
de metanol, aunque a bajas concentraciones. También se observaron menores niveles de títulos globales, en 
comparación con los obtenidos en presencia de etanol, en cultivos que expresan las éster sintasas atfAI, atfA2 y 
ES8. 5 

Los resultados demuestran que la expresión de éster sintasa ES9 en E. coli MG1655 DV2 fadD dio como resultado 

la producción de ésteres en presencia de metanol. 

Ejemplo 10 

Este ejemplo demuestra que la expresión de una éster sintasa sola, sin coexpresión de una acil-CoA sintasa o una 
tioesterasa, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de etanol o metanol. 10 

Se hizo crecer E. coli MG1655 DV2 fadD que portaba un plásmido que contenía un polinucleótido que codifica para 
la éster sintasa ES9 de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.º de registro de GenBank ABO21020), en cultivos en 
frascos de agitación y se indujo con IPTG 1 mM y o bien (1) etanol al 2% (v/v) o bien (2) metanol al 2% (v/v). Se 
extrajeron alícuotas de cada cultivo a las 18, 24, 48 y 68 horas tras la inducción, y se analizaron mediante CG-FID 
para determinar el contenido de ácidos y ésteres grasos. Las cantidades de éster metílico de acilo graso (FAME) o 15 
éter etílico de acilo graso (FAEE) producidas en cada cultivo se muestran en la figura 8, así como la cantidad total de 
FAME o FAEE más ácido graso libre (FFA). 

Tal como se muestra en la figura 8, se produjeron niveles significativamente mayores de ésteres en presencia de 
etanol (FAEE) en comparación con los niveles de ésteres producidos en presencia de metanol (FAME) en la 
totalidad del transcurso temporal tras la inducción. Se produjeron bajos niveles de ácidos grasos libres tanto en 20 
presencia de etanol como en presencia de metanol. 

Los resultados demuestran que la expresión de éster sintasa ES9 en E. coli MG1655 DV2 fadD dio como resultado 

altos niveles de producción de ésteres y bajos niveles de producción de ácidos grasos libres en presencia de 

metanol y etanol. Además, este ejemplo demuestra que la producción de ésteres en E. coli MG1655 DV2 fadD que 
expresa éster sintasa ES9 fue significativamente mayor en presencia de etanol que en presencia de metanol. 25 

Ejemplo 11 

Este ejemplo describe la construcción de una biblioteca de mutantes de éster sintasa, en la que cada miembro 
contiene una sustitución de aminoácido para glicina en la posición 395 de ES9. 

Cuando se sometió la secuencia de la éster sintasa ES9 de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8798 (n.º de registro de 

GenBank ABO21021,1) a una búsqueda en BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), se identificaron varios homólogos 30 
bacterianos de éster sintasa. La alineación de secuencias de estas éster sintasas microbianas reveló un patrón 
general de un aminoácido ácido en la posición 395 de ácido glutámico o ácido aspártico, a pesar del hecho de que la 
secuencia notificada de éster sintasa ES9 contenía una glicina en el aminoácido 395. 

Se mutó el residuo de glicina en la posición 395 de ES9 a cada uno de los 20 residuos de aminoácido 
convencionales para evaluar el efecto de la sustitución de aminoácido en esta posición. Se crearon los mutantes 35 
usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio múltiple QuikChange® de Stratagene (Stratagene, La Jolla, CA). Se usó 
el cebador G395Xf, tal como se muestra en la tabla 7, junto con un cebador específico de vector para generar una 
combinación de fragmentos de éster sintasa en 3’ que codificaban para los 20 residuos de aminoácido posibles en la 
posición 395. Se usó un cebador inverso complementario a la parte en 5’ de G395Xf, designada G395Xr, junto con 
un cebador específico de vector para generar los fragmentos de éster sintasa en 5’. Entonces se ensambló cada uno 40 
de los fragmentos en 3’ con los fragmentos en 5’ mediante extensión por solapamiento para reconstituir una 
combinación aleatorizada de secuencias génicas que codifican para una secuencia con 20 residuos de aminoácido 
diferentes en la posición 395. 

TABLA 7 

Cebador Secuencia de cebador 5’ – 3’ 

G395Xf CCATTTCCAACGTGCCCGGCCCGGAANNKACGCTGTATTATGAAGG 
(SEQ ID NO: 47), en la que N es cualquier base y K es G o T  

G395Xr TTCCGGGCCGGGCACGTTGGAAATGG (SEQ ID NO: 52) 

Se sometió entonces la combinación aleatorizada de secuencias mutantes de éster sintasa a electroporación en 45 
células de E. coli MG1655 DV4/1/2Km

R
Cm

R
/pKD46 electrocompetentes, que se prepararon según la descripción a 

continuación. 

Se obtuvo un primer gen que contenía el promotor y el marco de lectura abierto para la resistencia a cloranfenicol 
(SEQ ID NO: 157) a partir del plásmido pKD3 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente). Por separado, se 
obtuvo una parte de un segundo gen que contenía el promotor y las primeras 531 bases del gen de resistencia a 50 
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kanamicina (SEQ ID NO: 158) a partir del plásmido pKD13 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente). Se 
construyó un casete de resistencia uniendo en primer lugar el primer gen con el segundo gen, estando el primer gen 
en el sentido de 5’ del segundo gen. Se añadió una secuencia homóloga de 50 pares de bases en el extremo 3’ de 
la secuencia del gen lacZ (SEQ ID NO: 159) en el sentido de 3’ del gen de resistencia a cloranfenicol, y se añadió 
una secuencia de gen lacI (SEQ ID NO: 160) en el sentido de 5’ del gen de resistencia parcial a kanamicina. 5 
Entonces se usó este casete de resistencia para transformar una cepa de E. coli MG1655 DV4, que se había 

transformado previamente con pKD46 tal como se describe a continuación.  

Se transformó un plásmido pKD46 (véase, Datsenko et al., citado anteriormente) en E. coli MG1655 DV4 (véase el 

ejemplo 3). Se hizo crecer esta cepa DV4/pKD46 sobre un medio sólido que contenía 100 g/ml de cabenicilina 
durante la noche a 32ºC. Entonces se usó una colonia individual para inocular un cultivo durante la noche de LB que 10 
contenía 100 g/ml de cabenicilina. Tras 16 h de crecimiento a 32ºC, se diluyó el cultivo de DV4/pKD46 1 a 500 en 

un medio LB que contenía 100 g/ml de cabenicilina, arabinosa y MgCl2 para inducir la expresión de los genes de 
recombinasa a partir de pKD46. Se monitorizó el crecimiento midiendo la DO600, y cuando alcanzó 
aproximadamente 0,6, se hizo que las células fueran electrocompetentes y se transformaron con el casete de 
resistencia. 15 

Se permitió que se recuperasen las células transformadas durante 3 h en medios SOC no selectivos antes de 

sembrarlas en placa sobre medios selectivos para cloranfenicol sólidos, que contenían 34 g/ml de cloranfenicol, X-
gal e IPTG. Se confirmaron las inserciones correctas usando PCR de colonias, selección de azul/blanco y 
secuenciación de ADN. Esta cepa se denominó E. coli MG1655 DV4/1/2Km

R
Cm

R
/pKD46. Entonces se sometió a 

tratamiento con arabinosa durante 3-4 h antes de que se transformaran las secuencias mutantes de éster sintasa 20 

Tras la transformación, se permitió que se recuperasen los cultivos y se sembraron en placa sobre medio agar LB 

que contenía 50 g/ml de kanamicina y se permitieron crecer durante la noche a 32ºC. Se secuenciaron 96 clones 
de esta placa para verificar los tipos de mutaciones pretendidas en la posición 395 de ES9. Entonces se evaluó la 
capacidad para producir ácido graso/ésteres grasos de cada uno. 

Se hizo crecer un cultivo de siembra de cada clon en placas de 96 pocillos en caldo LB complementado con 25 
50 g/ml de kanamicina a 32ºC. Tras un crecimiento durante 6 h, se diluyeron los cultivos 1 a 10 en 2N-BT (glucosa 

al 2%, medio limitado en nitrógeno, Bis-Tris 0,2 M, pH 7,0, Triton al 0,1%) más 50 g/ml de kanamicina y se hicieron 
crecer durante la noche a 32ºC. Tras el crecimiento durante la noche, se diluyeron los cultivos de nuevo 1 a 10 en 
4N-BT (glucosa al 4%, medio limitado en nitrógeno, Bis-Tris 0,2 mM, pH 7,0, Triton al 0,1%) y se hicieron crecer a 
32ºC durante 6 h. Entonces se añadieron IPTG y etanol a cada cultivo para lograr una concentración final de 1 mM y 30 
el 2% (v/v), respectivamente. 22 h tras la inducción, se acidificaron los cultivos usando 40 l de HCl 1 M y se 

extrajeron con 400 l de lactato de n-butilo. Se midieron las cantidades de especies grasas (incluyendo, por ejemplo, 
ácidos grasos y ésteres grasos) en los extractantes usando CG-FID. 

Tal como puede observarse en la figura 9, que representa las puntuaciones z de los títulos de producción de las 
cepas mutantes y silvestres, y en la que se fijó la mediana del título de la cepa de producción que expresa ES9 35 
silvestre en 0, las muestras en las que se reemplazó el residuo de glicina en la posición 395 de ES9 por o bien una 
arginina o bien un residuo de lisina residuo dieron como resultado los aumentos más significativos en la producción 
de especies grasas. Por ejemplo, la puntuación z para la cepa mutante G395R fue superior a 10, y la puntuación z 
para la cepa mutante G395K fue de aproximadamente 9. Además, se calcularon los valores de p para evaluar la 
significación estadística en cuanto a las mejoras del título. La mejora de la productividad de la cepa mutante G395R 40 
tuvo un valor de p de 1,74E-19, y la mejora de la productividad de la cepa mutante G395K tuvo un valor de p de 
5,42E-05, y esas mejoras fueron estadísticamente significativas. 

Ejemplo 12 

Este ejemplo demuestra que la expresión de un mutante de éster sintasa de la éster sintasa ES9 de Marinobacter 
hydrocarbonoclasticus, en el que se reemplazó glicina en el residuo de aminoácido 395 de la secuencia notificada 45 
por otros varios residuos de aminoácido, puede usarse para producir ésteres in vivo en presencia de un sustrato de 
alcohol adecuado. 

Se usaron los siguientes cebadores para retirar fragmentos mutantes y silvestres de éster sintasa de sus 
transformantes de E. coli MG1655 DV4/1/2Km

R
Cm

R
/pKD46 del ejemplo 11: 

ES9BspHF 5’ - ATCATGAAACGTCTCGGAAC - 3’ (SEQ ID NO: 37); y 50 

ES9XhoR 5’ - CCTCGAGTTACTTGCGGGTTCGGGCGCG - 3’ (SEQ ID NO: 38) 

Los fragmentos de éster sintasa que se obtuvieron a partir de los transformantes de E. coli MG1655 
DV4/1/2Km

R
Cm

R
/pKD46 usando estos cebadores fueron ES9 silvestre, y los mutantes G395R, G395S, G395K, 

G395S y G395D. Entonces se clonaron estos fragmentos en el sentido de 3’ del promotor inducible por IPTG en un 
vector pCL1920 usando los sitios de restricción NcoI y HindIII. 55 
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Se transformaron los plásmidos resultantes en E. coli MG1655 DV2 fadD electrocompetentes (véase el ejemplo 4) 

y se sembraron en placas de LB que contenían 100 mg/l de espectinomicina, se incubaron durante la noche a 37ºC, 
y se purificaron. 

Se hicieron crecer cepas DV2 fadD purificadas que expresaban ES9, y los mutantes G395R, G395S, G395K, 

G395S y G395D en frascos de agitación de 15 ml y se indujeron con IPTG 1 mM y metanol al 2% (v/v). Tras la 5 
inducción, se tomaron muestras de cada frasco con agitación a las 15,5 h, 40 h y 65 h, y se determinaron los niveles 
de producción de ácidos grasos libres y FAME en estos puntos de tiempo usando CG-FID. Los resultados se 
muestran en la figura 10A. 

También se hizo un seguimiento del crecimiento celular durante la fermentación tomando pequeñas muestras del 
caldo de fermentación y midiendo la DO600. El resultado se muestra en la figura 10B. 10 

Tal como se muestra en la figura 10A, las cepas que expresan ES9, que tienen un residuo de glicina en la posición 
395, así como las cepas que expresan los mutantes G395R, G395K, G395D y G395E de ES9, produjeron todas 
FAME y ácidos grasos libres sustanciales en presencia de metanol. En cambio, la cepa que expresa el mutante 
G395S produjo poca cantidad, en caso de producir alguna, de FAME y/o ácidos grasos libres. 

En presencia de metanol, la cepa de producción que expresa la éster sintasa mutante G395R produjo 15 
aproximadamente 1.800 g/l de FAME/FFA, mientras que la cepa de producción que expresa la éster sintasa mutante 
G395K produjo aproximadamente 1.400 g/l de FAME/FFA. En comparación con la cantidad de FAME/FFA producida 
por la cepa de producción que comprende la éster sintasa ES9 silvestre, estos dos mutantes parecieron tener una 
capacidad sustancialmente mejorada para producir ácidos grasos y derivados de los mismos. La sustitución del 
residuo de glicina en la posición 395 de ES9 por residuos de aminoácido ácidos no dotó a la cepa de producción de 20 
una capacidad mejorada para producir ácidos grasos y/o derivados. Ni lo hizo la sustitución del residuo de glicina en 
la posición 395 de ES9 por un residuo de cisteína. 

Los resultados demuestran que la mutación de glicina a un residuo de aminoácido básico tal como un residuo de 
lisina o arginina en la posición de aminoácido 395 en la secuencia notificada de éster sintasa ES9 proporciona una 
variante mejorada de éster sintasa que puede utilizarse para lograr una producción mejorada de ácidos grasos y/o 25 
derivados de ácidos grasos. 

Ejemplo 13 

Este ejemplo describe homólogos de éster sintasa con actividad y/o especificidad alteradas hacia acil-ACP con 
respecto a acil-CoA o beta-hidroxi-acil-ACP. Se identificaron cuatro homólogos de éster sintasa basándose en 
análisis bioinformáticos y se describen en la siguiente tabla. Se evaluaron estos homólogos de éster sintasa para 30 
determinar su actividad: 

TABLA 8: 

Nombres dados Fuente del organismo Número de registro SEQ ID 

ES1 Marinobacter algicola DG893 ZP_01893763 SEQ ID NO: 39 

ES2 Limnobacter sp. MED105 ZP_01915979  SEQ ID NO: 41 

ES3 Metagenoma marino EDJ50241 SEQ ID NO: 43 

ES4 Muestra de ballena muerta n.º 3 2001496676* SEQ ID NO: 45 

* número de identificación IMG 

En la tabla a continuación se enumeran el porcentaje de identidad y el porcentaje de similitud de estos homólogos 
con la secuencia notificada de éster sintasa ES9: 

TABLA 9: 35 

 Éster sintasa ES9 

 % de identidad % de similitud 

ES1 85 91 

ES2 51 68 

ES3 39 56 

ES4 36 56 

Se realizó la optimización de codones en E. coli de las secuencias de nucleótidos de los cuatro homólogos de éster 
sintasa anteriores (SEQ ID NO: 40, 42, 44, 46) y se sintetizaron usando DNA2.0 (DNAstar, Menlo Park, CA) y luego 
se clonaron en el sentido de 3’ del promotor inducible por IPTG Ptrc en un vector pCL1920 usando los sitios NcoI y 
HindIII. 

Se transformaron los plásmidos resultantes en E. coli MG1655 DV2 fadD para la evaluación en frascos de 40 
agitación. En la figura 11, se indican los títulos de producción de FAME resultantes, cuando se alimentaron las 
células con metanol. En la figura 12, se indican se indican los títulos de producción de FAEE resultantes, cuando se 
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alimentaron las células con etanol. 

Ejemplo 14 

Este ejemplo describe un proceso de fermentación para producir una composición de ácidos grasos y/o derivados de 
ácidos grasos usando los microorganismos modificados por ingeniería genética descritos en el presente documento. 

Se usó un proceso de fermentación y recuperación para producir biodiésel de calidad de grado comercial mediante 5 
fermentación de hidratos de carbono. 

Se desarrolló un proceso de fermentación para producir una mezcla de ésteres etílicos de ácidos grasos (FAEE) y 
ésteres metílicos de ácidos grasos (FAME) para su uso como biodiésel usando los microorganismos modificados por 
ingeniería genética descritos en los ejemplos 1-12. Se lleva a cabo la fermentación de cualquier manera conocida 
por los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, se lleva a cabo la fermentación en un fermentador a escala de 10 
laboratorio de 2 a 10 l. Estos protocolos a modo de ejemplo pueden ampliarse a escala como cualquier otra 
fermentación de E. coli, usando métodos conocidos por un experto habitual en la técnica. 

En una realización, se llevó a cabo una serie de fermentación en un fermentador de 2 l. Se hicieron crecer células de 
E. coli de una disolución madre congelada en un medio definido que consistía en 4,54 g/l de K2HPO4 trihidratado, 4 
g/l de (NH4)2SO4, 0,15 g/l de MgSO4 heptahidratado, 20 g/l de glucosa, tampón Bis-tris 200 mM (pH 7,2), 1,25 ml/l de 15 
disolución de oligoelementos y 1,25 ml/l de disolución de vitaminas. La disolución de oligoelementos se componía de 
27 g/l de FeCl3 • 6H2O, 2 g/l de ZnCl2 • 4H2O, 2 g/l de CaCl2 • 6H2O, 2 g/l de Na2MoO4 • 2H2O, 1,9 g/l de CuSO4 • 
5H2O, 0,5 g/l de H3BO3 y 100 ml/l de HCl concentrado. La disolución de vitaminas se componía de 0,42 g/l de 
riboflavina, 5,4 g/l de ácido pantoténico, 6 g/l de niacina, 1,4 g/l de piridoxina, 0,06 g/l de biotina y 0,04 g/l de ácido 
fólico. 20 

Se hicieron crecer cincuenta (50) ml de un cultivo descrito en el presente documento durante la noche y se usó 
posteriormente para inocular 1 l de un medio que contenía 0,5 g/l de (NH4)2SO4, 2,0 g/l de KH2PO4, 0,15 g/l de 
MgSO4 heptahidratado, 0,034 g/l de citrato férrico, 2,5 g/l de casaminoácidos Bacto, 10 g/l de glucosa, 1,25 ml/l de 
disolución de oligoelementos 2, y 1,25 ml/l de disolución de vitaminas. La disolución de oligoelementos 2 contenía 
2 g/l de ZnCl2 • 4H2O, 2 g/l de CaCl2 • 6H2O, 2 g/l de Na2MoO4 • 2H2O, 1,9 g/l de CuSO4 • 5H2O, 0,5 g/l de H3BO3 y 25 
100 ml/l de HCl concentrado. La disolución de vitaminas era la misma que se describió para el medio de cultivo de 
inóculo. 

El fermentador estaba equipado con controles de temperatura, pH, agitación, aireación y oxígeno disuelto. Las 
condiciones de fermentación preferidas incluyen una temperatura de 32ºC, un pH de 6,8 y un nivel de oxígeno 
disuelto (DO) de aproximadamente el 30% de saturación. Se mantuvo el pH mediante adiciones de NH4OH, que 30 
también actuó como fuente de nitrógeno para el crecimiento celular. Cuando casi se consumió la glucosa inicial, se 
suministró al fermentador una alimentación que consistía en 600 g/l de glucosa, 3,9 g/l de MgSO4 heptahidratado, 
1,6 g/l de KH2PO4, 2,5 g/l de casaminoácidos, 0,05 g/l de citrato férrico, 20 ml/l de la disolución de oligoelementos 2 
y 2 ml/l de disolución de vitaminas. Se estableció la tasa de alimentación para permitir una tasa de crecimiento 
celular de 0,3 h

-1
, para hasta un máximo de 10 g de glucosa/l/h, punto en el que se fijó. Se mantuvo esta tasa 35 

durante el resto de la serie de fermentación siempre que no se acumulase glucosa en el fermentador. Evitando la 
acumulación de glucosa, fue posible reducir o eliminar la formación de subproductos tales como acetato, formiato y 
etanol, que se producen si no comúnmente por E. coli. En las fases tempranas de crecimiento, se indujo la 
producción de FAEE mediante la adición de IPTG 1 mM y 10 ml/l de etanol puro. Se continuó la fermentación 
durante un periodo de 3 días. 40 

Se añadió etanol varias veces durante la serie para reponer lo que se consumiera por las células para la producción 
de ésteres etílicos grasos, pero principalmente lo que se perdía por evaporación en el gas residual. Las adiciones 
ayudaron a mantener la concentración de etanol en el caldo de fermentación a un nivel de entre 10 y 20 ml/l, con el 
fin de promover una producción eficaz sin inhibir el crecimiento celular. Se hizo un seguimiento del avance de la 
serie de fermentación mediante mediciones de la DO600, el consumo de glucosa y la producción de ésteres. 45 

También se amplió a escala este protocolo de fermentación hasta un fermentador de 700 l. Los métodos analíticos 
utilizados tras las series de fermentación se describen en los siguientes ejemplos. 

Ejemplo 15 

Este ejemplo describe los procedimientos analíticos usados para detectar el consumo de glucosa, y las 
producciones de ácidos grasos libres y/o ésteres de ácidos grasos. Se analizó el consumo de glucosa en la totalidad 50 
de la fermentación mediante cromatografía de líquidos de alta presión (HPLC). Se realizó el análisis mediante HPLC 
según métodos comúnmente usados en la técnica para medir azúcares y ácidos orgánicos, que implican 
normalmente los siguientes equipos y condiciones: Agilent HPLC Serie 1200 (Agilent Technology, Santa Clara, CA) 
con detector de índice de refracción; columna Aminex HPX-87H, 300 mm x 7,8 mm (catálogo: 125-0140); 
temperatura de columna: 50ºC; intervalo de pH: 1-3; fase móvil: H2SO4 0,005 M (acuoso); velocidad de flujo: 55 
0,6 ml/min; volumen de inyección: 5 l; tiempo de ejecución: 25 min. 
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Se analizó la producción de éster metílico o etílico de ácidos grasos mediante cromatografía de gases con detector 
de ionización de llama (CG-FID). Se extrajeron muestras del caldo de fermentación con acetato de etilo en una 
razón en volumen de 1:1. Tras agitación vigorosa en vórtex, se centrifugaron las muestras y se analizaron las fases 
orgánicas respectivas mediante CG. Las condiciones de análisis fueron las siguientes: 

Instrumento: Trace GC Ultra, Thermo Electron Corp. (Marietta, OH) con detector de ionización de llama (detector 5 
FID); 

Columna: DB-1 (el 1% de difenilsiloxano; el 99% de dimetilsiloxano) Col UFM 1/0,1/5/0,1 DET de Thermo Electron 

Corp. (n.º de pieza UFMC00001010401; S/N 520070046), con pH de fase de 5, FT de 0,1 m, longitud de 5 m y un 
diámetro interno de 0,1 mm; 

Condiciones de entrada: 300ºC, fraccionamiento 1/300 con un flujo de fraccionamiento de 150 ml/min, tiempo de 10 
ejecución total: 2 min; 

Gas portador/velocidad de flujo: Helio/0,5 ml/min; 

Temperatura de bloque: 260ºC; 

Temperatura de horno: 0,3 min mantener a 140ºC; aumentar en rampa a 100ºC/min hasta 300ºC; mantener durante 
0,05 min, tiempo de ejecución total: 4 min. 15 

Temperatura de detector: 300ºC; 

Volumen de inyección: 1 l. 

Se hizo un seguimiento de la producción de éster metílico o etílico graso mediante cromatografía de gases 
conectada con un detector de espectrometría de masas (CG-EM). Se extrajeron muestras de los caldos de 
fermentación con acetato de etilo o acetato de butilo en una razón en volumen de 1:1. Tras agitación vigorosa en 20 
vórtex, se centrifugaron las muestras y se analizaron las fases orgánicas respectivas mediante CG-EM en un 
aparato Agilent 6850 (Agilent Technology, Santa Clara, CA) equipado con un MSD 5975B VL. Se extrajeron los 
iones mediante monitorización de iones individuales. Las condiciones de análisis fueron las siguientes: 

Temperatura de horno: 3,00 min mantener a 100ºC, aumentar en rampa a 20ºC/min hasta 320ºC y mantener durante 
5 min, con un tiempo de ejecución total de 19 min; 25 

Columna capilar: DB-5 MS UI, capilar de 30,0 m x 250 M x 0,250 m x 0,25 m nominal; 

Gas portador/velocidad de flujo/presión: Helio/1,2 ml/min/12,56 psi; 

Condición de entrada: 320ºC sin fraccionamiento;  

Velocidad de flujo total: 16,2 ml/min; 

Ejemplo 16 30 

Este ejemplo demuestra que pueden producirse ésteres etílicos de ácidos grasos mediante la fermentación de una 
cepa de E. coli que expresa una éster sintasa, en ausencia de una tioesterasa y/o una acil-CoA sintasa. 

Se transformaron E. coli MG1655 DV2 y DV2 fadD, tal como se describe en los ejemplos 2 y 4, respectivamente, 

con el plásmido pDS57 (SEQ ID NO: 23), tal como se describe en el ejemplo 5. Se hicieron crecer las cepas 

resultantes DV2 pDS57 y DV2 fadD pDS57 en fermentadores de 2 y 5 l según el protocolo de fermentación del 35 
ejemplo 14. Los resultados representativos del análisis de FAEE, FFA, y el rendimiento total de FAEE para cada 
cepa se muestran en la tabla 10. Se expresa el rendimiento como los gramos de producto obtenidos por 100 gramos 
de fuente de carbono usada. 

TABLA 10  

Parámetro DV2 pDS57 DV2 fadD pDS57 

Concentración de FAEE (g/l) 5,9 7,3 

Concentración de FFA (g/l) 0,3 0,5 

Rendimiento de FAEE con respecto a glucosa (%) 5,6 6,1 

Los resultados indican que pueden producirse altos niveles de ésteres etílicos de ácidos grasos y bajos niveles de 40 
ácidos grasos libres mediante la fermentación de cepas de E. coli DV2 y DV2 fadD que expresan éster sintasa 

ES9.  

Ejemplo 17 
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Este ejemplo demuestra que pueden producirse ésteres de ácidos grasos mediante la alimentación de ácidos grasos 
y alcoholes a una cepa microbiana que contiene una éster sintasa nativa (es decir, no recombinante). Se usó una 
cepa de Funibacter jadensis como ejemplo de una cepa microbiana que contiene una éster sintasa de este tipo. Se 
cultivó en un medio de agua de mar. 

Se preparó un medio de agua de mar y se esterilizó en autoclave: 23,6 g/l de NaCl, 0,64 g/l de KCl, 4,53 g/l de MgCl2 5 
x 6H2O, 5,94 g/l de MgSO4 x 7H2O. Se ajustó el pH a 7,2 con NaHCO3. 

Se obtuvo la cepa Funibacter jadensis T9 (DSM 12178) de la DSMZ (http://www.dsmz.de). Se hizo crecer la cepa en 

25 ml del medio de agua de mar, complementado con 100 l de palmitato de sodio (al 1% en H2O) y uno de los 
cuatro alcoholes enumerados en la tabla 11. Tras 18 h de crecimiento a 30ºC, se extrajeron los caldos de cultivo con 
20 ml de acetato de etilo. Luego, se analizaron con CG/EM las fases de acetato de etilo respectivas de los 10 
extractantes de acetato de etilo. Se enumeraron los tipos de ésteres que se produjeron en la tabla 11. La figura 13 
representan los espectros de CG/EM de palmitato de etilo y palmitato de isopropilo producidos por la cepa F. 
jadensis T9 alimentada con etanol e isopropanol, respectivamente, en los paneles central e inferior.  

TABLA 11 

Alcoholes Ésteres producidos 

Etanol (250 l) Palmitato de etilo 

Isopropanol (250 l)  Palmitato de isopropilo 

Butanol (250 l)  Palmitato de butilo 

Hexadecanol (250 l, al 100% p/v en DMSO)  hexadecanoato de hexadecanoílo 

Control (250 l de H2O)  palmitato 

Ejemplo 18 15 

Este ejemplo demuestra la producción de derivados de ácidos grasos en una célula huésped de E. coli silvestre en 
presencia de un nivel no atenuado de fadE endógeno. El gen fadE codifica para una acil-CoA deshidrogenasa, que 
cataliza la etapa inicial en la degradación de acil-CoA grasos. Por tanto, fadE se considera a menudo necesario 
cuando se producen derivados de ácidos grasos usando acil-CoA como sustratos. Sin embargo, las células de 
producción de derivado de ácidos grasos de la presente invención pueden usar acil-ACP como sustratos. Por tanto, 20 
la presencia de una acil-CoA deshidrogenasa no provocará necesariamente la degradación de los sustratos. Este 
ejemplo demuestra que, en efecto, la expresión endógena de fadE puede dejarse intacta sin afectar a la producción 
de derivados de ácidos grasos. 

Se transformó el plásmido pDS57 (SEQ ID NO: 23, véase el ejemplo 6), que coloca ES9 bajo el control 
transcripcional del promotor trc, en una cepa de E. coli MG1655 electrocompetente. Se transformó el mismo 25 
plásmido en la cepa de E. coli MG1655 D1 (o E. coli MG1655fadE, véase el ejemplo 1) para servir como 
comparación. Se hicieron crecer las cepas en frascos de agitación y se evaluaron usando el protocolo de 
fermentación en frascos de agitación convencional, tal como el descrito en el ejemplo 7, citado anteriormente. 
Cuando se indujeron cepas con IPTG 1 mM, también se complementaron con etanol, hasta un volumen final del 2% 
(v/v). Se tomaron cuatro puntos de tiempo y se analizaron las cepas para determinar su crecimiento, y para 30 
determinar la producción de ésteres etílicos de ácidos grasos. Los resultados se representan en las figuras 11 y 12. 
Ambas cepas tuvieron perfiles de crecimiento (figura 11) y perfiles de producción de ésteres etílicos de ácidos 
grasos (figura 12) casi idénticos. La cepa MG1655 pDS57 pudo producir aproximadamente 2 g/l de FAEE, 
demostrando que ES9 puede producir éster directamente en una cepa silvestre sin un fadE atenuado. 

También se determinó que la acumulación de ácidos grasos libres fue inferior a 20 mg/l en total para cada cepa. 35 

Ejemplo 19 

Este ejemplo proporciona un método a modo de ejemplo para la expresión de un polipéptido de éster sintasa en una 
Saccharomyces cerevisiae. Las tioesterasas y/o acil-CoA sintasas endógenas u otras enzimas de degradación de 
ácidos grasos, si están presentes, pueden atenuarse o delecionarse funcionalmente usando los métodos apropiados 
tal como se describe en el presente documento. 40 

El vector pRS425 de tipo plásmido episomal de levadura (YEp) (Christianson et al., Gene 110:119-122 (1992)) 
contiene secuencias del plásmido endógeno de 2 micrómetros de Saccharomyces cerevisiae, un marcador 
seleccionable LEU2 y secuencias basadas en el esqueleto de un fagémido multifuncional, pBluescript II SK(+). Se 
clona el promotor fuerte de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GPD) constitutivo de Saccharomyces 
cerevisiae, entre los sitios SacII y SpeI de pRS425 usando el método descrito por Jia et al., Physiol. Genomics 3:83-45 
92 (2000) para producir pGPD-425 (SEQ ID NO: 50). Se introduce un sitio NotI en el sitio BamHI de pGPD-425, 
proporcionando un sitio NotI flanqueado por sitios BamHI, y este plásmido se denomina pY75 (SEQ ID NO: 48). 

Se trata en primer lugar un gen de éster sintasa de interés, tal como, por ejemplo, uno que codifica para un 
polipéptido seleccionado de SEQ ID NO: 18, 24, 25 y 26, o una variante de los mismos, de manera que pueden 
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ligarse los fragmentos de ADN en el sitio NotI único de pY75 (SEQ ID NO: 48). Antes de su uso para la clonación, se 
linealiza el vector pY75 con NotI, se rellena con ADN polimerasa de T4 y se desfosforila con fosfatasa alcalina de 
gamba (New England Biolabs, Ipswich, MA). Entonces de aísla el ADN de plásmido usando técnicas 
convencionales. Se realizan digestos de restricción con EcoRI para identificar clones plasmídicos en los que el 
codón de iniciación está en la proximidad del extremo 3’ del promotor GPD de pY75 (orientación sentido del gen de 5 
éster sintasa). El plásmido se denomina pY75_ES. 

Se usa un vector pY75 vacío como control. Se transforman ADN de plásmido de pY75_ES y ADN de plásmido de 
vector pY75 vacío en la cepa de Saccharomyces cerevisiae INVSC1 (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando métodos 
convencionales tales como los descritos en Gietz et al., Met. Enzymol. 350:87-96 (2002). Se seleccionan colonias de 
levaduras recombinantes en medios DOBA complementados con CSM-leu (Qbiogene, Carlsbad, CA). Se alimentan 10 
los cultivos con sustratos de alcohol adecuados. Se aíslan los ácidos grasos y/o derivados de ácidos grasos 
resultantes de la célula huésped usando los métodos en el presente documento. Se determina la cantidad de ácidos 
grasos y/o derivados de ácidos grasos producidos usando técnicas conocidas tales como, por ejemplo, CG/EM. 

Ejemplo 20 

Este ejemplo proporciona un método a modo de ejemplo para la expresión de una éster sintasa en una Yarrowia 15 
lipolytica. 

Se construye un vector pFBAIN-MOD-1 según los métodos de la publicación PCT n.º WO2008/147935, cuyas 
divulgaciones se incorporan como referencia al presente documento. Se presenta una representación pictórica de 
las características de este vector en el presente documento como la figura 18. 

Se liga una éster sintasa de interés en el pFBAIN-MOD-1 predigerido con NcoI y NotI (SEQ ID NO: 51). La reacción 20 
de ligamiento contiene 10 l de tampón de ligamiento 2 x, 1 l de ADN ligasa de T4 (Promega, Madison, WI), 3 l 

( 300 ng) de un fragmento de polinucleótido de éster sintasa y 1 l de pFBAIN-MOD-1 ( 150 ng). Entonces se 
incuba la mezcla de reacción a temperatura ambiente durante 2 h y se usa para transformar células de E. coli Top10 
competentes (Invitrogen, Carlsbad, CA). Se recuperan los ADN de plásmido de los transformantes usando un kit 
Qiagen Miniprep (Valencia, CA). Se identifican los clones correctos mediante mapeo de restricción y los constructos 25 
finales se designan como pFBAIN_ES. 

Se transforman un clon de pFBAIN_ES y un plásmido de control pFBAIN-MOD-1 en una cepa de Yarrowia lipolytica, 
por ejemplo, Y_FOA

R
. Se prepara Y_FOA

R
 obteniendo células de Yarrowia lipolytica ATCC n.º 20362 y 

sembrándolas en una placa de agar YPD (que contiene 10 g/l de extracto de levadura (DIFCO Labs, Detroit, MI), 
20 g/l de peptona Bacto (DIFCO) y 20 g/l de glucosa). Posteriormente se cultivan las células en líneas sobre una 30 
placa con medio mínimo (MM) (que contiene 75 mg/l de cada uno de uracilo y uridina, 6,7 g/l de YNB (base 
nitrogenada de levadura) con sulfato de amonio, sin aminoácidos y 20 g/l de glucosa) que contiene 250 mg/l de 5-
FOA (Zymo Research, Orange, CA). Pueden incubarse las placas a 28ºC, y se cultivan las colonias resultantes en 
zonas por separado sobre placas con MM que contienen 200 mg/ml de 5-FOA y placas con MM que carecen de 
uracilo y uridina. Por tanto se obtiene auxotrofía de Ura3 y la cepa resultante es la cepa Y_FOA

R
. 35 

Se siembran las células procedentes de la transformación sobre placas con MM que carecen de uracilo y (base 
nitrogenada de levadura al 0,17% (DIFCO Labs) sin sulfato de amonio o aminoácidos, glucosa al 2%, prolina al 
0,1%, pH 6,1, 20 g/l de agar) y se mantienen a 30ºC durante 2 d. Entonces se usan algunos transformantes para 
inocular cultivos de 25 ml individuales en medio MM (YNB al 0,17% (DIFCO) sin sulfato de amonio o aminoácidos, 
glucosa al 2%, prolina al 0,1%, (pH 6,1). Se permite que crezca cada cultivo durante 2 d a 30ºC, luego se cambia a 40 
25 ml de HGM (medio con alto contenido en glucosa que contiene 80 g/l de glucosa, 2,58 g/l de KH2PO4, 5,36 g/l de 
K2HPO4) y se permite que crezca durante 5 d a 30ºC. Se alimentan los cultivos con sustratos de alcohol adecuados. 

Entonces se extraen las especies grasas totales y puede determinarse y/o medirse la producción de ácidos grasos 
y/o derivados de ácidos grasos usando los métodos descritos en el presente documento. 

Ejemplo 21 45 

Este ejemplo describe la expresión de una éster sintasa en una célula huésped cianobacteriana. 

Se preparan vectores adecuados para producir ácidos grasos y/o derivados de los mismos en células huésped 
cianobacterianas incluyendo, por ejemplo, células de Synechococcus sp. PCC7002, Synechococcus elongatus 
PCC7942 o Synechocystis sp. PCC6803. Entonces se clona en esos vectores una éster sintasa de interés, por 
ejemplo, una atfA1 (de A. borkumensis SK2, n.º de registro de GenBank YP_694462), AtfA2 (de A. borkumensis 50 
SK2, n.º de registro de GenBank YP_693524), ES9 (de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8789, n.º de registro de 
GenBank ABO21021), ES8 (de M. hydrocarbonoclasticus DSM 8789, n.º de registro de GenBank ABO21020), y 
variantes de las mismas, opcionalmente integradas en el cromosoma bajo el control de un promotor adecuado (por 
ejemplo, PTrc). 

Se construye un vector para lograr la recombinación homóloga en Synechococcus sp. PCC7002 pAQ1 [n.º de 55 
registro de GenBank NC_0050525] usando regiones homólogas de 500 pb correspondientes a las posiciones 3301-
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3800 y 3801-4300. Un marcador seleccionable, tal como un casete de resistencia a espectinomicina que contiene el 
gen de aminoglicósido 3’-adeniltransferasa, aad, un promotor y un terminador se deriva del plásmido PCL1920 
(según Lerner et al., Nucleic Acids Res. 18:4631 (1990)). Se inserta ese marcador seleccionable en las regiones 
homólogas. Se prepara un plásmido, tal como pACYC177, según Chang, et al. J. Bacteriol. 134: 1141-1156 (1978). 
Se añaden el promotor y el sitio de unión al ribosoma de la aminoglicósido fosfotransferasa, aph, seguido por sitios 5 
de clonación únicos apropiados que son, por ejemplo, secuencias de reconocimiento de NdeI y EcoRI. Se sintetiza 

este casete de integración completa y se clona en un vector pUC19 (New England Biolabs, Ipswich, MA). El 
plásmido resultante, pLS9-7002, permite la clonación y expresión de un gen foráneo y el suministro y la integración 
estable in vivo en Synechococcus sp. PCC7002 pAQ1. 

Se crea un plásmido u operón sintético que contiene un gen de éster sintasa (por ejemplo, uno que codifica para 10 
ES9), y se clona en los sitios NdeI y EcoRI de pLS9-7002 en el sentido de 3’ del promotor aph y el sitio de unión al 
ribosoma. Se transforma el plásmido resultante en Synechococcus sp. PCC7002 usando un método descrito por 
Stevens et al., PNAS 77:6052-56 (1980). 

En algunas realizaciones, se construye otro vector para recombinación homóloga en el genoma de Synechococcus 
elongatus PCC7942 (n.º de registro de GenBank CP_000100) usando regiones homólogas de 800 pb 15 
correspondientes a las posiciones 2577844-2578659 y 2578660-2579467. Esta ubicación cromosómica se conoce 
como sitio neutro uno (NS1) (Mackey et al., Met. Mol. Biol. 362:115-129 (2007). Se deriva un marcador 
seleccionable, tal como, por ejemplo, un casete de resistencia a espectinomicina y se introduce tal como se 
describió anteriormente. Se sintetiza este casete de integración y se clona en pUC19 (New England Biolabs). El 
plásmido resultante, pLS9-7942-NS1, permite la clonación y expresión de un gen foráneo y el suministro y la 20 
integración estable in vivo en el genoma de Synechococcus elongatus PCC7942. 

Se crea un plásmido u operón sintético que comprende un gen de éster sintasa de interés, tal como se describió 
anteriormente, que entonces se clona en el sitio NdeI o EcoRI de pLS9-7942-NS1. Se transforma el plásmido 
resultante en S. elongatus PCC7942 según un método descrito por Mackey et al., citado anteriormente. 

En algunas realizaciones, se construye aún otro vector para recombinación homóloga en el genoma de 25 
Synechocystis sp. PCC6803 (registro de GenBank BA_000022) usando regiones homólogas de 1300 a 1700 pb 
correspondientes a las posiciones 2299015-2300690, y 2300691-2302056, respectivamente. Esta ubicación 
cromosómica se conoce como sitio neutro RS1/2 (Shao et al., Appl. Environ. Microbiol. 68:5026-33 (2002)). Se 
prepara un plásmido, tal como pACYC177, según Chang, et al. J. Bacteriol. 134: 1141-1156 (1978). Como marcador 
seleccionable, se deriva un casete de resistencia a kanamicina (que contiene aminoglicósido fosfotransferasa, aph, 30 
promotor, gen y terminador) del plásmido pACYC177, y se añade entre las regiones homólogas. Adicionalmente, se 
añaden sitios de clonación únicos apropiados, por ejemplo, sitios de reconocimiento NdeI y XbaI. Se sintetiza este 
casete de integración y se clona en pUC19 (New England Biolabs). El plásmido resultante, pLS9-6803-RS, permite 
la clonación y expresión de un gen foráneo y el suministro y la integración estable en el genoma de Synechocystis 
sp. PCC6803. 35 

Se crea un plásmido u operón sintético que contiene un gen de éster sintasa tal como se describió anteriormente, 
que se clona luego en el sitio NdeI o XbaI de pLS9-6803-RS. Se transforma el plásmido resultante en Synechocystis 
sp. PCC6803 según un método descrito por Zang et al. J. Microbiol., 45:241-45 (2007). 

OTRAS REALIZACIONES 

Ha de entenderse que aunque se ha descrito la invención junto con la descripción detallada de la misma, la 40 
descripción anterior pretende ilustrar y no limitar el alcance de la invención, que está definido por el alcance de las 
reivindicaciones adjuntas. 
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REIVINDICACIONES 

1. Método de producción de un éster graso, comprendiendo el método cultivar una célula huésped bacteriana 
en presencia de una fuente de carbono, en el que la célula huésped bacteriana se modifica por ingeniería 
genética para sobreexpresar un gen heterólogo que codifica para una éster sintasa mejorada, y aislar el 
éster graso, en el que el gen codifica para un polipéptido que tiene al menos el 90% de identidad de 5 
secuencia con la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 18 y que tiene una sustitución en el residuo de 
glicina 395. 

2. Método según la reivindicación 1, en el que el gen codifica para el polipéptido que comprende la secuencia 
de aminoácidos de SEQ ID NO: 18 que tiene dicha sustitución en el residuo de glicina 395. 

3. Método según la reivindicación 2, en el que el residuo de glicina 395 se reemplaza por un residuo de 10 
aminoácido básico. 

4. Método según la reivindicación 3, en el que el residuo de aminoácido básico es un residuo de lisina o un 
residuo de arginina. 

5. Método según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la célula huésped es una célula de 
Escherichia o una célula cianobacteriana. 15 
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